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1. Uvod

Raci jsou velice uspésnou a rozsifenou skupinou organismii. V soucasné taxonimii
sladkovodni raci tvofi nejrozsahlejsi ¢ast fiSe koryst. Do dnesni doby bylo popsano vice
nez 640 druhd lokalizovanych po celém svété. Raci, tak pfedstavuji neoddélitelnou
soucast zivota lidi, a to v mnoha aspektech (vzdélavacich, védeckych, estetickych,
kulturnich a rekrea¢nich). Nemluvé o jejich dulezitém vyznamu ve vodnim prostiedi.
V pfirod¢ se raci reprezentuji jako predatofi nebo i Cast potravni zdkladny nékterych ryb.
Ve volnych vodach ptlisobi také jako detrivofi, a jsou tak dalezitym prvkem v kolob&hu

Zivin a energie ve vodnim ekosystému.

Sladkovodnim rakiim se vSak nevyhnuly negativni dopady antropogenni ¢innosti
jako znecisténi vod a devastace habitatli. K témto dopadiim mizeme také ptipsat oblibu
rakll pro zpestieni jidelnicku a likvidaci racich populaci ra¢im morem. Z téchto divodi
je zapottebi reprodukce rakt v lihnich a farméch, odkud mohou byt raci introdukovani
zpét do puivodnich habitati. Raci mohou byt z farem dodavani pfimo pro gastronomické

ucely a tim by mohl byt omezen jejich lov ve volnych vodach.

Ve svétle zminénych skuteCnosti tak nabyva na vyznamu studie reprodukéni
biologie raku. Predev§im pozorovani a pochopeni vSech zakladnich struktur a funkci
reprodukéniho systému, protoze reprodukeni strategie ¢i péce samic o racata obsahuji

prvky, které jsou v celé Zivoc€isné fisi jedinecné.



2. Cil prace

Cilem mé diplomové prace je studium reprodukéni biologie u rakl se zamétenim
na proces pareni, interval mezi pafenim a kladenim vajicek, oplodnéni a morfologickou

strukturu sam¢ich a sami¢ich gamet.



3. Literarni prehled

Systematika druhi rakd podrobenych experimentim (Kozak et al., 2009).

Kmen: Arthropoda Clenovci
Podkmen: Crustacea Korysi
Ttida: Malacostraca Rakovci
Rad: Decapoda Desetinozci
Podiad: Pleocyemata
Infraiad: Astacidea
Naddeled’: Astacoide Raci
Celed’: Podeled”: Rod:
Cambaridae Cambarinae Orconectes O. limosus
(rak pruhovany)
Procambarus P. clarkii

Astacidae Pacifastacidae

Astacinae

Pacifastacus

Astacus
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(rak Cerveny)

P. leniusculus
(rak signalni)

A. astacus
(rak ti¢ni)

A. leptodactylus
(rak bahenni)



3.1. Elektrostimulace

Jedn& se 0 metodu ziskavani spermatu pomoci elektrickych stimultt dodavanych do
téla samct. (Kliment et al., 1989). Metoda elektrostimulace byla vyuZita k zisk&vani
spermatofort se spermiemi od vysSich koryst. Sandifer a Lynn (1980) popsali metodu
elektrostimulace u sladkovodni krevetky Rosenbergovy (Macrobrachium rosenbergii)
a krevetach Palaemonetes pugio, Penaeus vulgaris a Sicyonia ingentis. Kooda-Cisco
a Talbot (1983), metodu elektrostimulace Uspé$né pouzili i u humra amerického
(Homarus americanus). Tato metoda se osvéd¢ila i na sladkovodnim druhu raka,
australském yabby (Cherax destructor), (Jerry, 2001). Ve své bakalaiské praci
Kubec (2012) popisuji ovéfeni pouziti elektrostimulace samct u druhu raka cerveného
(Procambarus clarkii), raka signalniho (Pacifastacus leniusculus) a raka pruhovaného
(Orconectes limosus).

Pii spravném provedeni elektrostimulace je pomoci elektrického impulsu
stimulovano svalstvo chdmovodu samce. Pozitivni odezva tohoto elektrického stimulu
je vytlaeni spermatoforti z gonoporii. Elektricky stimul chdmovodu nijak samce
nepoSkozuje a muze byt pouzit k ziskdvani spermatu od stejného zviiete opakované
(Kooda-Cisco a Talbot, 1983; Sandifer et al., 1984; Jerry, 2001). Sandifer et al. (1984)
poukazuje, Ze pifi pouziti silného elektrického proudu nebo pfili§ vysokého poctu

stimulti za sebou miiZze zpusobit vazné poSkozeni zviiete vedouci az k jeho thynu.

Tato technika ziskavani vytlacovani spermatofortt ma nékolik vyhod (Kooda-Cisco
a Talbot, 1983):

e jednoduchost techniky vyZzadujici levné jednoduché -elektrické zafizeni
a standardni laboratorni zafizeni,

e rychlost provadéné techniky, kdy k provedeni stimulace staci jen né¢kolik minut
na jedno zvife,

e Vv pfipadg, ze je technika spravné pouzita, zvife neni trvale poskozeno,

e neni zapotfebi usmrcovat samce, coZ znamend moznost jejich opakovaného

VyuZiti.

Zatizeni na elektrickou stimulaci, jak jej popisuje Sandifer et al. (1984), je slozeno
z elektrickeho transformatoru, reostatu, voltmetru a dvou elektrod. K vyvolani
elektrického stimulu je také mozné pouzit piistroj AC250K2D (Obr. 1)
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od firmy Diametral. Tento transformétor je fizen procesorem ajednd se o zdroj
sttidavého napéti. Jeho originalni uplatnéni je v napdjeni rtiznych zafizeni stiidavym
napétim O0V+255V/2A. Ovladéani zdroje je jednoduché a provadi se pomoci klavesnice
umisténé na ¢elnim panelu pfistroje. Zatizeni na stfidavy proud je pro tspésnost pokust
elektrostimulace vybaveno dvéma elektrodami, které jsou k pfistroji ptipojené.
Elektrody jsou umistény na zakladnu patého paru pereopodl v oblasti kolem vyvodi
pohlavnich organti (gonopori). Po pfilozeni elektrod ktélu samce byl vyvolan

elektricky stimul a cyklus frekvence podnéti byl pomalu zvySovéan (Kubec, 2012).

Obr. 1 — Ptistroj AC250K2D. (Foto: Kubec, 2012).

Technika ziskavani spermatoforii se sklddala ze dvou procedur, nejprve se obé
elektrody pridrzely na bazi patého paru kracivych nohou, po dobu cca 20 sekund,
poté se jedna elektroda nechala na mist¢ v okoli gonoport. Druhou elektrodou
se pravidelnymi jemnymi tahy samci ,hladili na bazi patého paru krac¢ivych nohou.
Avsak i pfesto, Ze se tento postup osvédéil, nemusi vést jeho uplatnéni k pozitivnim
vysledkim u vSech jedincl, proto je dulezit¢é vzdy vyzkouSet vice technik
(Kubec, 2012).

V piedchozi praci Kubec (2012) popisuje experiment elektrostimulace na druhu raka
pruhovaného z ¢eledi Cambaridae. Elektrostimulaci bylo vystaveno celkem 10 samct
pti napéti 20 V. V tomto experimentu nebylo dosazeno ofekévané odezvy od zddného
ze samcu a experiment byl tak ukoncen s negativnim vysledkem. Stejného negativniho
vysledku bylo dosaZeno také u experimentu na 36 samcich druhu raka cerveného.

U kazdého z 36 samcii bylo pouzito napéti 15 V.
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Naopak uspé$né ovéfeni uZiteCnosti elektrostimulace bylo prokézano na dvou
experimentech druhu raka signalniho z ¢eledi Astacidaec (Kubec, 2012). Prvni
experiment vytlaceni spermatofori pomoci elektrostimulace byl proveden mimo obdobi
pareni tohoto druhu pti napéti 20 V. Tento experiment byl uspésny pii napéti u 9 z 15
samcu (60 %), kdy doslo pfi rizném napéti k vytlaceni spermatofora alespon z jednoho
gonoporu. Zbylych Sest samcti (40 %) nereagovalo na elektrostimulaci zddnou odezvou
bez rozdilu na velikosti, hmotnosti nebo poctu klepet. Druhy experiment na druhu raka
signalniho byl proveden v obdobi pafeni tohoto druhu. Ovéfovala se tak Géinnost
elektrostimulace v obdobi pafeni a mimo obdobi pafeni rakd signalnich.
Elektrostimulaci bylo vystaveno celkem 12 samcii. Samci byli vystaveni napéti 10 V
a 15 V. Jednalo se o mensi napéti, nez bylo pouZito pfi elektrostimulaci mimo obdobi
pareni tohoto druhu. Piedpokladalo se, ze kdyZ se jednd o obdobi pareni rakd a plisobi
sam&i hormony, nebude tieba stejného napéti, jako mimo obdobi patfeni. Usp&3nost
elektrostimulace 12 samcu raka signalniho v obdobi pafeni pti rizném napéti dosahla

67 %. Raci podstoupili elektrostimulaci pouze jednou (Kubec, 2012).

Ziskavani a shromazd’ovani spermatofori se spermiemi mize rozsitit reprodukcni
techniky. Ziskané spermatofory mohou byt pouzity pii umeélém oplodnéni samic in vitro
nebo studovany pro pochopeni mechanismi pii jejich dlouhodobém skladovani (Kooda-
Cisco a Talbot, 1983). Sandifer et al. (1984) zjistili, Ze spermie ziskané elektrostimulaci,
maji normalni morfologii a jsou zralé. Spermie byly pouZity k umélému oplozeni,
po kterém nastal normalni embryonalni vyvoj vajicek. Kubec (2012) popisuje,
Ze vzorky spermatofori se spermiemi vySetienych pod mikroskopem prokézaly,
Ze spermie po vylouceni z téla samcl nejsou aktivni. Je zde velkd pravdépodobnost,
Ze po procesu spafeni, musi prob&hnout jesté tzv. kapacitace spermii. To v podstaté
vyluc€uje ptimé pouziti takto ziskanych spermii k okamzitému oplodnéni vajicek samice

u raka.

13



3.2. Pohlavni soustava raku

Raci se vyznaCuji jako gonochorist¢ (oddélené pohlavi) s vnéjSim
oplodnénim.Samce a samice je mozné rozliSit podle vnéjSich pohlavnich rozdili, mezi
které patii predev§im forma pleopodti a poloha gonoport. U samcii se nachazi gonopory
na zakladné ¢lanku patého paru pereopodu, zatimco u samic se nachazi na tfetim paru
pereopodii. U samct celedi Astacidae a celedi Cambaridae je prvni a druhy par
pleopodii utvoien do struktury kandlki, které se podileji na pfenosu spermatofort.
Samice maji sice prvni par pleopodi zakrnély, ale na tfetim az patém paru je mozné
nalézt velké mnoZstvi drobnych s$tétinek (oosety). Ne&které tyto Stétinky jsou
ptizpisobeny pro upevnéni vajicek. U samcii se na tfetim az patém paru pleopodii
vyskytuji podobné Stétiny, ovSem jejich velikost i mnozstvi je mensi (Holdich, 2002).
Vn¢jsi pohlavni orgény, varlata nebo vaje¢niky, jsou u rakt uloZeny dorzalné v dutiné
hlavohrudi mezi spodinou srde¢ni dutiny a zaludkem. Jejich velikost a vzhled je zavisly
na véku a reprodukéni kondici jedince. V obdobi reprodukce dochazi ke zvétSeni
vnitinich reprodukénich organti. U samct dostavaji varlata mléénou barvu v disledku
produkce spermii. Vajecniky se u samic zainaji plnit Zlutohnédymi oocyty
(Vogt, 2002). U rakt se mohou vyskytovat i mezipohlavni jedinci, ktefi se vyznacujici
sam¢imi i sami¢imi znaky a objevuji se pravidelné v nizkych frekvencich u mnoha

druhti. Funk¢ni hermafroditismus je vSak u raka velmi vzacny (Rudolph, 19953, b).

3.2.1. Sam¢i pohlavni organy

Varlata jsou saméim pohlavnim organem, kde probiha spermatogeneze
(vyvoj findlnich spermatid ze spermatogonii) a spermiogeneze (vyvoj spermatozoi
ze spermatid). Béhem prvniho a druhého meiotického déleni se ze spermatogonii
vyvijeji spermatocyty a spermatidy. Varlata se u ¢eledi Astacidae skladaji z parovych
pfednich lalok a protdhlého nepdrového zadniho laloku (Obr. 2). Sam¢i pohlavni
organy rakl jsou pokryty vazivovou kirou (vnéjsi spojovaci vazivo) a jsou sloZeny
Z mnozstvi semenotvornych tubulti (kandlki). Tyto tubuly obsahuji Sertoliho bunky
vietné riznych vyvojovych stadii zarode¢nych bunék. V semenotvornych tubulech
varlat probiha spermatogeneze a spermiogeneze synchronné. V jednom semenotvornem
tubulu lze nalézt jedno nebo dvé vyvojova stadia. Tato stadia mohou byt odliSna
od stadii v ostatnich semenotvornych tubulech. Semenotvorné tubuly se z obou stran
varlat slucuji do sbérnych kanalkt, na které navazuji do klubicka stocené vyvodné

pohlavni cesty — chamovody (vas deferens) a Gsti na bazi (pfesnéji na koxalnim ¢lanku)

14



patého paru pereopodi. V chamovodech dochazi k formovani a baleni spermatozoi
(spermii) do spermatoforii, k eré hraji roli pii pfenosu sp @amatu od samce k samici
béhem pareni (Vogt, 2002).

)

®

Vnéjsi vrstva
Varlata

Vnitini vrstva -4&=

Stfedni vrstva

Akrozom
Jadro —— Radialni ramena

Gonopor

Obr. 2 — Pohlavni soustava samce (A — Holdich a Reeve, 1988; B, C — Dudenhausen a Talbot,
1983).A — celkovy pohled na sam¢i pohlavni organy; B — priifez spermatoforem ve vyvodnych

pohlavnich cestach; C — uvolnéna spermatozoa s dlouhymi radidlnimi rameny.

Spermatogonie se ve zralych varlatech mitoticky déli a vstupuji do meidzy. Timto
procesem prodélavaji vyvoj z primarnich a sekundéarnich spermatocyti na spermatidy.
Bé&hem spermiogeneze se u spermatidi vytvari akrozom s radidlnimi rameny a vznika
spermatozoa. Poté dochézi k pifeméné jader a za pomoci Sertoliho bunék se vstiebava
prebytecna cytoplazma. Existuji dikazy, ze tento typ bunék ma vyznam iV produkci

a sekreci mukopolysacharidi, které obklopuji kazdou spermii (Moses, 1961).

3.2.2. Spermatofory a spermie

Spermie raka ma priumérnou velikost 0,015 mm. U raki neni zapotiebi, aby spermie
v sami¢im traktu plavali na dlouhé vzdalenosti jako tomu je ostatnich zvifat s vnitinim
oplodnénim nebo ve vodnim prostfedi u zvirat s vnéjSim oplodnénim. Spermie tak
postradaji klasicky bicik a jsou viceméné nepohyblivé (Poljaroen et al., 2010). Oproti
tomu jsou spermie krom¢ sloZitého akrozomu a jadra vybaveny také radialnimi rameny
(Obr. 3), ktera tvoii zvétsené jadro a svazek mikrotubul (Beach a Talbot, 1987).
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Niksirat et al. (2013a) uvadi, Ze oblast akrozomu se nachazi v pfedni ¢asti spermie

a je rozdélena do dvou hlavnich ¢asti:

e hlavni c¢ast akrozomalniho komplexu je husta struktura obraceného
miskovitého tvaru, sloZzend z prodlouzenych paralelnich vldken, je rozdélena

do tfi vrstev s riznou elektronovou hustotou

e subakrozomdlni oblast zabira stfedni oblast akrozomového komplexu,

se dvéma oddélenymi ¢astmi s rozdilnou elektronovou hustotou.

Jadro se nachazi v zadni ¢asti spermii. Spolecné tyto soucasti tvoii akrozom jako
kulatou organelu, jejiz nejvétsi pramér se pohybuje od 11 do 14 pm, pficemz nejmensi
prumér se pohybuje od 5 do 8 um (Ldépez — Camps et al., 1981). Radialni ramena
se vyskytuji u spermii ¢eledi Astacidae a Cambaridae, ale chybi u raka Cherax
tenuimanus a Cherax albidus (Beacha Talbot, 1987). Pocet téchto ramen je druhové
specificky. Moses (1961) uvadi 4 radialni ramena u raka ¢erveného (Procambarus

9%

clarkii), ale naptiklad u raka Fi¢niho (Astacus astacus) je jich vice neZ dvacet.

Obr. 3 — Mikrofotografie spermie raka (Kubec, 2012). EP - extracelularni pouzdro; OH -
oblast hrotu spermie; MA — membrana akrozomu; RR - radidlni ramena; VV — vnéjsi vrstva
akrozomu; J — j&dro; JM — jaderna membréna; PO — podakrozomalni oblast; SV - stiedni vrstva

Vo wew

akrozomu; NV — nejvnitingjsi vrstva akrozomu; V — vakuoly
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Radiadlni ramena spermii u raka fi¢niho jsou wutvofena zpocetnych svazki
mikrotubulti a vlaken. Pti bliz§im zkoumani téla gamet lze pozorovat pouze
mikrotubuly a jaderné aplazmatické membrany, které se témét dotykaji vnéjsi
membrany jadra. V kazdém radidlnim rameni se mize nachdzet asi 30 az 40
mikrotubulti. Velikost kazdého mikrotubulu se pohybuje mezi 180 a 200 pm. Tloustka
radidlnich ramen se pohybuje mezi 0,3 a 0,4 um. Nékteré mikrofotografie radialnich
ramen naznacuji moznost, ze se mikrotubuly na konci ramen spojuji (Lopez—Camps et
al., 1981). Podle Talbota a Summerse (1978) neni zakladni funkce radialnich ramen
zcela objasnéna. Vypli hrotu radidlnich ramen je nejspiSe druh kontraktilni bilkoviny,
jako je aktin ¢i jiny cytoskeletarni protein s depolymerizac¢ni nebo polymeriza¢ni funkei
(Pongtippatee et al., 2007). V chamovodech jsou radialni ramena pevné omotana kolem
spermie. Spermie je i srameny obalena extracelularnim pouzdrem. Tato pouzdra
omezuji radialni ramena a umoznuji tak té€snéjsi obalovani spermii ve spermatoforech
(Dudenhausen a Talbot, 1983; Niksirat et al., 2013).

V chdmovodu jsou masy spermii baleny do spermatofort, jejichz funkci je ochrana
a prenos spermii béhem pafeni od samce k samici. Pti vstupu z varlat do chamovodu
jsou spermatozoa nejprve obalena epitelialnimi sekrety formujicimi a sjednocujicimi
spermie do kompaktni masy.Pti postupu spermii od varlat smérem do vzdalengjsi ¢asti
vas deferens je sténa spermatoforti obohacena o sekrety epitelu chamovodu a vytvaii tak
obal spermatoford. Tento sekre¢ni epitel sloZzeny 7z cylindrickych bunék
je jednovrstevny a je obalen pouzdrem z pojivové tkané¢ (Dudenhausen a Talbot, 1983).
Zralé spermatofory raka jsou slozeny z kompaktni masy spermii a tfivrstevného obalu
spermatoforu. V této podobé jsou pruzné a lepivé spermatofory uchovany az do pafeni
v distalni ¢asti chdmovodu. Spermatofory jsou odvadény chamovody, které usti
do gonoporu (Vogt, 2002).

Spermatofory maji jednoduchy cylindricky tvar s délkou 4 — 9 mm a s primérem
do1l mm. U rakt celedi Astacidaec samec pfi pafeni vytlacené spermatofory prilepi
dozadu na ventralni (spodni) stranu hlavohrudi samice. Zatimco samice rakd celedi
Cambaridae maji na zadnich sternitech (sklerotizované desti¢ky na bti$ni strané télnich
¢lankt ¢lenovet) hlavohrudi semennou schranku (annulus ventralis). Pfi pafeni umisti
samec spermatofory do této schranky. Proto je velmi obtizné u této Celed¢ rakl

rozpoznat sparenou samici od nespaiené (Vogt, 2002).
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Obal ptilepeného spermatoforu ve vodé rychle tvrdne. Spermatofory jsou na téle
samice dobfe viditelné i po n€kolik tydnli. Obal spermatofort je odolny proti vlivim
okolniho prostiedi a chrani tak spermie po delsi ¢asovy odstup mezi pafenim a ovulaci

vajicek (Vogt, 2002).

B¢hem kladeni vaji¢ek, kdy jsou spermie uvolnény ze spermatoforu, se pouzdra
kolem spermii rozpoustéji a radidlni ramena se rozeviraji. Pomoci radidlnich ramen
se okamzité¢ ptipojuje spermie k vajicku, aby mohlo dojit k ptesunuti akrozomu
a primému kontaktu s povrchem vajicka. Béhem kontaktu spermie s vajickem musi
akrozom proniknout chorionem (vnéjsi obal zarodku) vajicka a posouvat jadro smérem
k wvajicku. Postupné¢ se tak saméi geneticky material prenese do vajicka samice

(Vogt, 2002).

3.2.3. Samic€i pohlavni organy

Vajec¢niky jsou vakovitého tvaru a trochu se podobaji jetelovému listku. Jejich barva
a velikost se méni v zavislosti na vyvoji vaji¢ek. V dob¢ pohlavniho klidu jsou
vajecniky bélavé, vobdobi zrani vajicek se zbarveni méni na Cervenohnédé.
Ando a Makioka (1998) popisuji vajecnik jako trojlalo¢ny organ. Vajeéniky se skladaji
ze dvou piednich a jednoho zadniho vaku, ty jsou obalené tenkym svalovym plastém
(Obr. 4). Tyto vaky jsou utvoreny pomoci ovarialniho epitelu, ktery je zahnuty dovnitt
a vytvaii mnoho oogenetickych vackl. Kazdy tento vacek obsahuje jeden oocyt 1. nebo
II. fadu. Zarodecny epitel (germarium) je soustiedén ve stfedu vajecnikll a je spojen
s vajecnikovym epitelem.Zarodecny epitel obsahuje oogonie, malé oocyty I. fadu
a somatické intersticialni bunky. Zarodecny epitel produkuje oogonie po celou dobu

reprodukéniho 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
desetinozcti (Decapoda). Z oogonii se ve folikulech vyvijeji a rostou oocyty I. fadu.
Toto stddium opousti zarodecny epitel ve velikosti 30 az 50 pm a formuje vajecnikovy
epitel do nového oogenetického vacku. Zde se oocyt usazuje a zacina meiotické déleni
(Abdu et al., 2000). Oocyty zde probihaji riznymi fazemi az do sekundarniho déleni
ve velikosti 400 um, které je charakterizovdno masivnim ukladanim Zloutku

Vv cytoplasmé (Vogt, 2002).
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Qocyt Il. fadu

: = - _Mezivajet’:ny prostor
Pereopod 3 Gonopor ~ Oogeneticky epitelZarodecny epitel o, 4 aini epitel

Obr. 4 — Pohlavni soustava samice (A — Holdich a Reeve, 1988; B — Ando a Makioka, 1998).
A — celkovy pohled na samici pohlavni Gstroji; B — fez ventralnim vajecnikovym vakem u raka

Procambarus clarkii

Vajecniky samic raklti obsahuji tésné¢ pfed kladenim az nékolik stovek zralych
vajicek v zavislosti na druhu a velikosti samice (Ando a Makioka, 1998). Zralé oocyty
opoustéji vajeCniky dvéma vejcovody, které jsou kratsi a maji menSi pramér
nez chamovody. Vejcovody jsou tvofeny jednobunéénym epitelem obklopenym
pojivovou tkéni se svalovymi buiikami. Pfed ovulaci se zac¢ind distalni ¢ast vajecnikli
plnit mlécnou tekutinou. Vajicka jsou Cervenohnéda az cervenocernd o primeéru
2 az 3 mm a hmotnosti 11 az 17 mg a jsou centrolecitalniho typu, kdy je Zloutek uloZen
uprostied vajicka (Vogt, 2002).

3.2.4. Rust oocytl a vitelogeneze

Rist oocytl u raki je ptevazné zalozen na ukladani lipida a bilkovinnych rezervach.
Vyvoj oocytl mizeme rozdé€lit na primarni a sekundarni vitelogenezi (Vogt, 2002).
Abdu et al. (2000) rozlisil celkem pét stadii primarni vitelogeneze a tfi faze sekundarni
vitelogeneze. Ve stadiich primarni vitelogeneze jsou ukladany lipidové kapicky
a probihd syntéza glykoproteini o nizké molekulové hmotnosti. Sekundarni
vitelogeneze se vyznacuje synchronnim ristem skupin oocytli, masivni akumulaci

zloutku a pfitomnosti proteint zloutku.

Raci oocyty jsou schopné utvaret zloutek jiz od primarni vitelogeneze az do ovulace
vajicek. Zloutkové proteiny jsou syntetizovany na ribozomech v drsném
endoplazmatickém retikulu a jsou v ném uchovavany jako malé castice. Tyto Zloutkové
Castice jsou poté baleny do zloutkovych kulicek. V sekundarni vitelogenezi oocytl
je tento zékladni proces syntézy zloutku doplnén o prekurzory extraovarialniho zloutku.

Tyto prekurzory, jsou pravdépodobné syntetizovany v hepatopankreasu (Vogt, 2002).
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3.2.5. Organy pohlavnich hormon

Dozravani gonad je u rakd fizeno hormonalné. Hormony ovliviiujici reprodukci
a dozravani gonad jsou produkovany nékolika organy (Obr. 5), které jsou bud’
ektodermalniho ptavodu, nebo vznikly z nervové soustavy. X-organovy komplex,
uloZeny v oc¢nich stopkach raka, je sloZzeny z X-organu a sinusové Zlazy. X-orgén
je mistem produkce neurohormont, z nichz k nejvyznamnéj$im patfi inhibitory vyvoje
gonad. Reprodukéni hormon rakiti odpovédny za dozravani gonad je syntetizovan
mandibularnim organem. Tento orgdn je parovy utvar v pojivové tkani zadni ¢asti
objicnového prstence nervové soustavy. Androgenni zlaza je u rakii vytvofena u mladat
obou pohlavi, nejvice je vSak vyvinuta u samci. Hormon androgenni zlazy podporuje

mimo jiné utvafeni spermii ve varlatech (Vogt, 2002; Duris et al., 2013).

Srdce Varlata

Vas deferens

X-organovy Mandibularni
komplex organ Y-orgédn

Perikardialni Androgenni Zlaza
organ

Obr. 5 — Pozice hormonalnich organti u raka (Vogt, 2002)
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3.2.6. Pareni raku

Reprodukce rakl je velmi ovlivnénd zivotnimi podminkami prostfedi jednotlivych
druhi. Mezi nejdilezitéjsi faktory pro fizeni reprodukce rakil patii teplota vody
a fotoperioda. Pfedevs§im zalezi na dozravani oocytl ve vajecnicich samic pfed pafenim.
V lokalitach s nizsi teplotou vody mohou oocyty dozravat jen jednou za dva roky.
Reprodukce je také zavisla na zdravotnim stavu rakt, jejich stafi, velikosti a kondici

(Taugbagl et al., 1987).

Varlata a vaje¢niky rakii celedi Astacidae dozravaji v obdobi mezi ¢ervnem a zatim.
Bé&hem obdobi pateni dochazi ke zvétseni a zbélani gonopodi u samct. U samic nastava
mlé¢né zabarveni vejcovodu a zlaz (glair glands) na okrajich abdomenu. K pateni rakt
v naSich klimatickych podminkach dochazi na podzim, avSak u raka pruhovaného bylo
zjiSténo 1 druhé, jarni, pafeni, ke kterému dochéazi v bfeznu az dubnu (Hamr, 2002).
Délka reprodukéniho cyklu zavisi na podminkach lokalit, v nichZ se raci nachazi. Vogt
(2002) uvadi, ze pareni rakl je fizeno a regulovano hormondlné. Pareni raki zacina
s poklesem teploty vody a se zkracujici se fotoperiodou v podzimnim obdobi. Pafeni
neni presné vazano na urcitou teplotu nebo na urcity termin, ale vyssi teplota vody mize
reprodukéni sezonu rakit oddalit. Reynolds (2002) poukazuje, Ze patfeni rakd muize
probihat jiz pii teploté vody 10 °C. Pro zacatek pareni rakl je dilezitd i fotoperioda,
ale v oblastech s mirnym podnebnym pasmem je teplota vody hlavnim stimulem.
Fotoperioda pareni ovliviiuje jen nepiimo. Vedle téchto podminek ma na pribeh paieni
vyznamny vliv i individualni proces svlékani krunyte jednotlivych rakti. Proto se nepari
vSichni raci v populaci najednou, ale dochazi k postupnému pateni pfipravenych jedincti
(Skurdal a Taugbgl, 2002). Neopomenutelny je samoziejme i vliv feromont na iniciaci

pareni (Ingle, 1977).

Pohlavné dospéli samci a samice se v podzimnim obdobi vyznacuji zvySenou
aktivitou i1 v prub¢hu dne. Vnéjsi pohlavni organy (gonopody) samcii i samic v tomto
obdobi bé&laji a dufi. Zlazy po straniach zadecku (abdomenu) u samic, které
pti uvolinovani oocytli produkuji sliz, se v tomto obdobi vyrazné vyvijeji a bélaji (Kozak
et al., 2008). U ¢eledi Cambaridae je pafeni rakd ovlivnéné reprodukéni formou. Hobbs
(1988) popisuje dvé reprodukéni formy. Tyto formy oznacuji obdobi, kdy je samec
sexudln¢ aktivni. Forma I, pohlavni organy samce jsou funkéni a jedinec je schopen se
pafit. Vyskytuje se v obdobi pafeni jednotlivych druhti. Po ukonceni reprodukce se

samci obvykle svlékaji do formy Il (viz. rak ¢erveny). Forma II naim oznacuje mezidobi,
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kdy samec neni schopen pafeni. Zpravidla se vyskytuje béhem vegetacni sezoény a konci
zaCatkem reprodukc¢niho obdobi, kdy se samci svlékaji do formy I. Forma | a forma Il

se pravidelné sttidaji, ale mize dochazet k prodlouzZeni doby trvani jedné z forem.

U rakl probihd vnéjsi oplodnéni. V obdobi pareni 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 patého paru pereopodi (Obr.6). Vytlatené spermatofory
JSou samcem pomoci gonopodii umistény a ptilepovany na ventralni (spodni) stranu
samice Vv blizkosti vyvodd jejich pohlavnich cest nebo u celedi Cambaridae
do tzv. annulusventralis.  Obal  spermatofort  ve  vodé¢  rychle  tvrdne
(Skurdal a Taugbgl, 2002).

Obr. 6 — Prabé¢h pateni rakt (Pockl, 1999).
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3.2.7. Ovulace a oplodnéni vajicek

Ke kladeni vajicek a jejich upevnéni na pleopody samic dochazi v nékolika dnech
po pafeni rakl. Délka této pauzy mezi pafenim a kladenim vajicek je zavisla na teploté
vody. Pti pokusech v laboratornich podminkach se ukazalo, ze vétSina samic klade
aupeviiuje sva vajicka na pleopody vrozmezi jednoho az deviti dni od pateni
(Vogt, 2002). Woodlock a Reynolds (1988) poznamenavaji schopnost samic uvoliovat

vvvvvv

stimulem pro kladeni vaji¢ek hormonalni a abiotické podminky.

Ke kladeni wvajicek samici dochazi pfedev§im v noc¢nich hodindch a trva
2 az 3 hodiny. Samice se musi nejprve na kladeni dikladné ptipravit. Samicka raka
sto¢i zadni ¢ast abdomenu pod piedni ¢ast a vytvoii téméf uzavienou dutinu. Kratce
pred kladenim vajicek zacinaji slizové zlazy, umisténé na abdomenu samic, produkovat
sliz. Zralé oocyty se hromadi v distalni Casti vaje¢nikl a jsou pii kladeni uvolhovany
z vyvodli pohlavnich cest. Uvolnéné oocyty se pii rytmickém pohybu samiciho
abdomenu misi se slizem, ktery rozpousti ztvrdlé obaly spermatoforti ptipevnénych
na ventralni stran¢ samice u vyvodd pohlavnich cest (u celedi Cambaridae tzv.
annulusventralis) auvoliuje spermie, ptipravené k oplozeni vajicek. Kdyz je masa
spermii uvolnéna ze spermatoforu béhem ovulace vajicek, obal spermatofort se
rozpousti a radialni ramena se roztahnou. Pomoci nich se pfichyti spermie na vajicka a
umozni pfimy kontakt akrozomu s povrchem vajicka. Oplodnénd vajicka jsou poté
pomoci produktii zlaz (glairglands) na abd emenu samic p fchycena na pleopody.
Na pleopodach samic probiha az do léta inkubace vajicek a nésledné lihnuti racat
(Vogt, 2002). Po oplodnéni nastava inkubace vaji¢ek, béhem ni miize dojit ke ztratam
na vajickach naptiklad vlivem $patného oplozeni vaji¢ek, nedostate¢ného uchyceni
na pleopodech, predaci ryb nebo z divodu zaplisnéni vajicek
(Skurdal a Taugbgl, 2002).

3.2.8. Intersexualita a hermafroditismus

Intersexualita je také zndma pod nazvem gynandromorfismus. Jedna se o vyskyt
saméich 1 samicich pohlavnich charakteristik u jedince. Gynandromorfismus se sice
mize projevit pouze na vnéj$i morfologii, ale nékdy se mlize projevit i na diferenciaci
gonad. V tomto pfipadé jsou jedinci rakti obvykle plné funkénimi samci. Nejéastéjsi
vyskyt intersexuality byl pozorovan u celedé Parastacidae (Vogt, 2002).

Rudolph (1995a,b) uvadi, Ze intersexualita byla zjisténa také u Celedé Astacidae,
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pfedevsim u rodd Astacus a Pacifastacus. Z celedi Cambaridae se vyskytla

intersexualita u rodd Cambarus, Procambarus, Orconectes a Cambarellus.

Rudolf (1995b) popisuje slozeni gonad intersexudlnich jedinct druhu Samastascus
spinifrons. U téchto jedincu byl nalezen na levé strané vajecnik s vejcovodem, zatimco
na druhé strané byl ovotestes. Ovotestes byl sloZzen z vaje¢niku a vejcovodu v predni
Casti a vzadni ¢asti byla varlata schdmovodem. VajeCniky na levé strané téla
zkoumanych jedinct obsahovaly oocyty v primarni vitelogenezi a na pravé strané byly
oocyty pied vitelogeni fazi. Testikularni ¢ast ovotestes byla schopnd produkovani
spermii, ty se hromadili v dutiné chdmovodu. U intersexualnich jedincti druhu Cherax
quadricarinatus byl také dok&zan vyskyt ovotestes s funkénimi varlaty a ¢astmi
vajecniku, které byli pozastaveny v pied vitelogeni fazi. Tito jedinci vykazovali
vSechny vné&jsi znaky samcii, ale i pfitomnost sam¢ich a sami¢ich gonopori (Sagi et

al. 1996).

K hermafroditismu dochazi u raki jen ztidka. Pravi hermafroditi vlastni pIné
funkéni sam¢i a sami¢i reprodukéni organy, a to bud’ soucasné, nebo postupné.
Hermafroditismus byl dolozen pouze u raka Pacifastacus nicoletti (Rudolf, 1995a).
V piipad¢ tohoto druhu rozliSujeme dva zékladni sexudlni typy: primarni samice
a protandri¢ti hermafroditi. Tito hermafroditi maji ovotestes, takze mohou produkovat
spermie a po postupném pirechodu ze samce na samici S progresivnimi zménami

v histologii gonad mohou také produkovat vajicka (Vogt, 2002).

3.2.9. Gonadosomaticky index

Gonadosomaticky index (GSI) je urCovan jako pomér hmotnosti gonad k celkove
hmotnosti raka. Gonadosomaticky index je rGzny V zavislosti na druhu raka a na dobé
jeho zjisténi. GSI dosahuje nejvysSsi hodnoty tésné pred ovulaci. Na zacatku
reprodukéniho obdobi tvofi gonady rakt méné nez 0,1 % zivé hmotnosti. Bezprosttedné
pted ovulaci vSak dosahuji v zavislosti na druhu raka piiblizné 4 az 6 % (Vogt, 2002;
Kozék et al., 2004).
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3.2.10. Zivotni cyklus rakii

3.2.10.1 Astacidae

Rak Fiéni (Astacus astacus)

Samci raka fi¢niho pohlavné dospivaji ve velikosti od 60 do 70 mm a véku 3 let.
Samice dospivaji ve ve€ku 3 az 4 let ve velikosti 70 az 95 mm
(Skurdal a Taugbgl, 2002). Westman et al. (1993) poukazuje na faktory, které mohou
ovlivnit v€k a velikost pfi dosazeni pohlavni dospélosti. PredevS§im se nejedna
jen o teplotu a kvalitu vody, ale i o potravni nabidku a hustotu dané populace. Samci
tohoto druhu jsou schopni, po dosazeni pohlavni dospélosti, se parit se samicemi kazdy
rok. Zatimco samice jsou obcas reprodukcéné neaktivni kazdy druhy a nékdy i kazdy
treti rok (Skurdal a Taugbgl, 2002).

Pro reprodukci raka ti¢niho je charakteristicky konec zéii aZ prvni polovina fijna,
kdy teplota vody kles& pod 8 az 12 °C. Pii pafeni samec prilepuje bilé spermatofory
na sternum (baze 3. paru krafivych noh) samice mezi druhym a ¢tvrtym parem
krac¢ivych noh. Samec se mize pafit svice samicemi. Doba pafeni trva obvykle
2 az 3 tydny. Ovulace a oplodnéni vajicek nastava do ne€kolika hodin, ale mize k tomu
dojit i do 6 tydnt po pafeni (Skurdala Taugbgl, 2002; Vogt, 2002). Pleopodalni
plodnost raka ti¢niho se zvySuje s velikosti samic a pohybuje se mezi 87 az 154 vajicky.
Velikost vaji¢ek méfi v priméru od 2,8 do 3,1 mm, ale béhem embryonalniho vyvoje se

mirn¢ zvySuje (Skurdal a Taugbgl, 1994).

Inkubace vajicek je ovlivnéna predevSsim teplotou vody a trva ptiblizné
1900 dennich  stupnii. Tato hodnota pfedstavuje dobu 8 az 9 mésici
(Skurdal a Taugbgl, 2002). Hessen et al. (1987) predpokladaji, ze zvySenim teploty
muze byt délka inkubace snizena z 1900 na 1300 dennich stupnt, coz zkracuje dobu
inkubace pouze na 4 mésice. K lihnuti racat dochazi zpravidla v pribéhu cervna
a zacatku cCervence. Nejprve jsou vylihla racata pevné prichycena k télu samice jesté
po n¢kolik dni a jsou nepohyblivd. Béhem prvniho svlékani dochdzi ke zméné
morfologie racat a jiz nejsou pevné spojeny se samici. Po 5 dnech az 2 tydnech se racata

zacinaji voln¢ pohybovat (Skurdal aTaugbgl, 2002). Priloha 1.
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Rak bahenni (Astacus leptodactylus)

Rak bahenni dosahuje pohlavni dospélosti ve 3 az 4 roce Zivota pii velikosti téla
od 75 az 85 mm (Skurdal a Taugbgl, 2002). RozmnoZovani raka bahenniho se lisi
v ramci Evropy, v naSich podminkach dochazi k pateni populaci v pribéhu fijna a
na zacatku listopadu pfi teplot¢ 6 az 12 °C. Samice kladou vajicka o nékolik dni
aZ 6 tydnu pozd&ji po pafeni (Skurdal a Tauglh 2002; Kozédk et al., 2009). Pocet
vajicek se lisi v zavislosti na velikosti samice, obvykla pleopodalni plodnost samic
se pohybuje na urovni 200 az 400 vajicek. U tohoto druhu existuji zaznamy,
kdy dosahla plodnost samic 700 az 800 vajicek. Velikost vaji¢ek se pohybuje u raka
bahenniho od 2,2 do 3,3 mm (Stucki, 1999). Vajicka o primérné velikosti
2,8 aZz 3,0 mm dosahuji hmotnosti 12,4 a7z 13,6 mg (Vasileva et al., 2006). V naSich
klimatickych podminkach probihd inkubace po dobu 7 az 8 mésici. Lihnuti racat
probiha od konce kvétna az do konce Cervna pfi teploté 18 az 22 °C. Vylihnutd racata
zustavaji v blizkosti samice po dobu asi 20 az 25 dni do prvniho svlékéni, kdy samici
opousti (Skurdal a Taugbgl, 2002). Piiloha 2.

Rak signalni (Pacifastacus leniusculus)

Rak signalni pohlavné dospiva ve véku 2 az 3 let pii velikosti 60 az 90 mm. Samci
raka signdlniho rostou mnohem rychleji nez samice, proto mohou pohlavné dospét
10 rok dfive. Pafeni raka signalniho nastavad na podzim nejcastéji v prib&hu fijna.
Proces pateni a oplodnéni vajicek je u raka signalniho velmi podobny jako u ostatnich
druht ¢eledi Astacidae. Samice raka signalniho disponuji velkou pleopodalni plodnosti
pohybujici se v rozmezi 200 az 500 vaji¢ek v zavislosti na velikosti samice. Velikost
vaji¢ek je v rozmezi od 2,3 do 3,0 mm, béhem embryondlniho vyvoje se jejich velikost
zvySuje. Inkubace vajicek se v zavislosti na teploté pohybuje od 1 500 do 2 200 dennich
stupnii (6 aZ 9 mésicti), nejcastéji se hodnota inkubace pohybuje okolo 1 900 dennich
stupnii. Racata se lihnou od dubna do konce Cervence. Vylihld racata se zhruba
po jednom tydnu svlékaji do druhého vyvojového stadia, kdy se osamostatiiuji

od samice a voln¢ se pohybuji (Lewis, 2002). Ptiloha 3.
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3.2.10.1. Cambaridae

Rak pruhovany (Orconectes limosus)

Rak pruhovany dosahuje pohlavni zralosti jiz ve druhém roce Zivota, presnéji
ve stafi 15 az 16 mésicii pfi velikosti 50 az 60 mm (Hamr, 2002). Néktefi rychle
rostouci jedinci mohou pohlavné dospivat uz v prvnim roce Zivota na konci prvniho

vegetac¢niho obdobi. Tito jedinci se jiz mohou ucastnit reprodukce (Kozak et al., 2007).

Podobné jako u evropskych druht rakii probihd pateni raka pruhovaného v zafi
aZ fijnu. Sblizovani a pafeni samic tohoto druhu probiha po celé podzimni obdobi.
Spermatofory samci jsou ukladany do annulus ventralis na spodni strané samice.
Pro tento druh je vSak jesté charakteristické druhé péfeni na jate (bfezen az duben).
Vajicka nejsou kladena ihned na podzim, ale az na jafe na konci kvétna po druhém
pareni. 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 racat dochazi jiz koncem Cervna. Racata se zdrzuji v okoli
matky i poté co uz nejsou k samici pfipojena. Rak pruhovany se doziva ptiblizné 4 let
a velikosti okolo 60 mm (Hamr, 2002). Ptiloha 4.

Rak ¢erveny (Procambarus clarkii)

U raka cerveného patii mezi sekundarni znaky pohlavné zralych samcii nadpadné
kopula¢ni hacky na bazi tfetiho a ¢tvrtého paru kracivych nohou, zdutelé gonopody
a zvétSena klepeta. Pohlavné dospéli samci raka ¢erveného se oznacuji jako prvni forma
(forma I). U téchto rakd jsou klepeta mnohem vétsi nez u nedospélych a sexualné
neaktivnich rakii druhé formy (forma II). U samic raka cerveného zahrnujeme mezi
sekundarni pohlavni znaky zvétSena klepeta, robustnéjsi zadeCek a vyrazny annulus
ventralis mezi bazemi pereopodi. Sexualné aktivni rak ¢erveny se pari kdykoliv dojde
ke kontaktu svnimavym partnerem (Huner, 2002). Huner a Avault (1976) uvadi,
Ze pro dosazeni pohlavni zralosti je u raka cerveného zapotiebi nejméné 11 svlékani
(obdobi mezi svlékanim trva 6 az 30 dni v zavislosti na teploté vody). Po urcité dobé
dojde k ukonceni sexualni aktivity samcl a piezivi samci se sv Eknout do pohlav g
neaktivni ristové formy II. Neni zatim zcela jasné, zda podobnym procesem prochéaze;ji

i samice (Huner, 2002).
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Obdobi pareni tohoto druhu je nejcastéji charakteristické pro jaro nebo zacatek léta.
Ovsem v pripad¢, Zze se v populaci vyskytuji pohlavné dospélé samice a reprodukéné
aktivni samci ve formé I, miizeme pozorovat pateni po cely rok. Po n€kolika tydnech
az mésicich po pareni probiha kladeni a oplodnéni vajicek. Pleopodalni plodnost druhu
raka Cerveného je ovlivnéna velikosti samice, pocet vajicek dosahuje pti celkové délce
samice 60 mm okolo 50 vaji¢ek, u 90 mm dlouhé samice je to uz 300 vajicek a 120 mm
samice muze ovulovat vice nez 600 vajicek. Embryonalni vyvoj vaji¢ek je ovlivnén
teplotou vody. Pii teploté 22 °C probiha inkubace vajicek 2 az 3 tydny, pii poklesu
teploty vody pod 10 °C je vyvoj zpomalen nebo muze byt izastaven. 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
ptitahuje k sobé produkci feromont). Mladi jedinci se zdrZuji u samice do té doby,

nez zacne opét zalézat do nory nebo tkrytu (Huner, 2002).

Rak cerveny dokaze,pfedev§sim v nizSich zemépisnych vySkach, zplodit
az dveé generace racat za rok. Velikost pohlavné dospélych jedinci je velmi rozdilna,
pohlavni dospé€losti mohou jedinci dosahnout jiz ve velikosti 45 mm, ale také
az pii velikosti 125 mm. Zivotni prostfedi zde hraje velkou roli v dozravani jedinci.
Dé¢lka zivota raka cervené¢ho je pomérné kratkd, v ptfirodé se doziva priblizné
asijen12az 18 mésich a v laboratornich podminkach byl dosazen veék 4 let
(Huner, 2002). Ptiloha 5.
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3.3. Hybridizace

Hybridizace (kifizeni) je znama metoda genetického zlepSovani. Hybridizaci
rozumime vzajemné pafeni mezi druhy, plemeny, populacemi nebo liniemi. Hlavnim
diivodem pouzivani hybridizace ve Slechtitelské praci je vyuziti neaditivni slozky
genetické variance, ktera pti kiizeni vzdalenych genotypii miZe zpusobit heterdzni
efekt. Vysledna fenotypova hodnota kiizencii (hybridl) je vSak i vysledkem pulsobeni
aditivni genetické variance. Heter6zni efekt byva omezen zpravidla jen na F1 generaci,
coz omezuje pouzivani této metody piedevSim k produkci uzitkovych hybridd.
Hybridizace muze slouzit také jako nastroj pro vznik novych linii
(Hulak, 2008; Kocour, 2013).

Mezidruhovéa hybridizace se provadi u ptfibuznych druhl zvifat. Je prokazané,
Ze ¢im vice jsou druhy ptibuzensky vzdalengjsi, tim je mensi pravdépodobnost vzniku
Zivotaschopného potomstva. Uspéch pii mezidruhovém kiizeni zavisi predeviim
na homologicité¢ chromozomovych part (shod¢ ve velikosti a tvaru chromozomil
a komplementarité pfislusnych alelickych parti) po splynuti haploidnich jader samci
asami¢i gamety. Nasledkem nelplné homologicky chromozomovych part
jsou mezidruhovi hybridi neplodni nebo maji omezenou plodnost. Velmi Casto vznikaji
také spontanni polyploidni jedinci, a proto se mezidruhova hybridizace stala nastrojem
k indukci a studiu polyploidie (Hulak, 2008; Kocour, 2013).

Dle Hoggera (1988) existuje mnozstvi zprav o mezidruhovém pafeni raku, ale osud
vajicek je neznamy. Vysazeni nepivodnich druhtt rakli do stejné oblasti,
kde se vyskytuji ptvodni piibuzné druhu raki, muze vychylit procesy normalnich
mechanismt. Vysledek hybridizace vSak byva jen ziidka pozorovan ve volné piirodé.
Pomoci reprodukéni interference je mozné dosahnout mezidruhového pareni mezi druhy
rakli, které jsou piibuzné a maji podobny reprodukéni cyklus (Reynolds, 2002).
Strempel (1975) zkousel zkfizit druh raka fi¢niho a druh raka signalniho. V ptipad¢ této
hybridizace dosahl spafeni dvou druhi a ziskal vajicka. U vajicek byl pozorovan
zacatek vyvoje, ale 10 tydnt po nakladeni ve fazi oCnich bodl zacala vajicka hynout.
Reynolds (2002) uvadi, ze samci nepivodniho druhu obvykle vyhledavaji samice
puvodniho druhu. Napfiklad u celedi Cambaridae, samci druhu Orconectes
sanbornise pafi Castéji se samicemi druhu Orconectes rusticus nez se samicemi stejného
druhu.
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Dtkazy o mezidruhové hybridizaci jedinct celedi Astacidae z volné ptirody jsou
vzacne. Oviem v laboratornich podminkach se vétSina testovanych kombinaci mezi
samci a samicemi druhti Austropotamobius pallipes, Pacifastacus leniusculus a Astacus
leptodactylus spatila a nakladla vajicka (Holdich et al, 1995). U vétSiny mezidruhovych
vajicek vSak byla zaznamenana jejich ztrata zpleopodli béhem 2 az 4 tydnt.
K nejdelsimu uchovani vaji¢ek na téle samice (6 az 20 tydnid) bylo prokazéno u samic
Astacus leptodactylus kiizenych se samci Austropotamobius pallipes a samci
Pacifastacus leniusculus. Nebyl, ale zaznamenam zadny mikroskopicky vyvoj vajicek
(Holdich et al, 1995).

Furrer et. al, (1999) popisuje experiment na spafenych samicich druhu raka fi¢niho
a raka bahenniho ve volnych vodach. Béhem experimentu doslo ke ztrat¢ nakladenych
vaji¢ek u samic druhu raka fi¢niho, ale u samic raka bahenniho byl pozorovan vyvoj
vajicek. Byla ziskdna juvenilni racata, kterd byla ve druhém stddiu porovnéna
s Cistokrevnymi juvenilnimi racaty druhu raka fi¢niho a raka bahenniho. Hybridni
juvenilni racata vykazovala jinou morfologii klepet, ktera byla kratsi a $irsi nez klepeta
obou Ccistokrevnych druhd raki. U hybridnich racat bylo také mozné pozorovat
odliSnosti v charakteristice chytinového krunyte. Preziti racat bylo velmi nizké
a po dvou mésicich doSlo k thynu vSech jedinct. OvSem pro uznani novych hybridi
neni zcela jasné, zda Kk hybridizaci skute¢né doslo. Jeli¢ et. al, (2013) provedl
experiment hybridizace druhu raka fi¢niho a raka bahenniho v malych zemnich
rybnicich. Do jednoho rybniku byli nasazeni samci raka ficniho a samice raka
bahenniho. V druhém rybnice byli raci nasazeni samci raka bahenniho a samice raka
ficniho. Po spéfeni byl samci z rybniki odloveni. Doslo ke spéfeni obou druht rak,
ale u vétSiny samic doSlo ke ztrat€ vajicek nebo thynu jedince. U samic raka bahenniho
spatenych se samci raka fi¢niho byl, zaznamendm normélni vyvoj vajicek. Hybridni

racata byla ziskana pouze od 3 samic raka bahenniho.
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4. Material a metodika

4.1. Obdobi pareni raki

Tento experiment byl zaméfen na pozorovani obdobi pafeni dvou druhid rakd.
Soucasti tohoto experimentu bylo urceni ¢asovych intervali vSech procest pafeni rakil
od spafeni az do faze nakladeni vajiCek samicemi rakt v naSich klimatickych
podminkach. Pozorovani obdobi pafeni a kladeni vaji¢ek probihalo na druhu raka
ficniho (Astacus astacus) a druhu raka bahenniho (Astacus leptodactylus). V ramci
tohoto experimentu prob¢hlo rovnéz pozorovani obdobi pateni pii kiizeni téchto dvou
druhti. Také byla pozorovana moznost ovulace a nakladeni vajicek samice
bez ptitomnosti samct. Experiment byl proveden béhem podzimniho obdobi
vroce 2012. Vroce 2013 byl tento experiment, z divodu porovnani vysledk,

znovu proveden.

V prubéhu pozorovani nebyla teplota vody regulovana a zavisela pouze
na ptirodnich podminkach (Ptiloha 7, Ptiloha 8). Do nadrzi, kde byli drZeni raci
pro tento experiment, byly umistény tkryty (na polovinu roziiznuty kvétina¢, Ptiloha
9). Pocet ukrytd a rakd v jedné nadrzi byl vpoméru 1:1. Do kazdé nadrze bylo
zavedeno vzduchovani se vzduchovacim kamenem, z divodu zabezpeéeni dostatku
kysliku ve vodé. Pritok Cerstvé vody do nadrzi s raky byl jednou tydné, kdy dochazelo

v ramei &isténi nadrZi k odsavani neéistot hadici a vyméné %/5 objemu vody v nadrZich.

Skupiny rakt, pfedev§$im samice, byly pravidelné¢ pozorovany v nékolikadennich
odstupech (Pfiloha7, Pfiloha8) a jakékoliv zmény v chovani rak byly zaznamenany.
Samotné pozorovani obdobi pafreni a kladeni vajicek spocivalo v manualnim odchytu
jedincd, rozliSenim pohlavi a u samic bylo vizudln€ zjistovéano, zda jsou na ventralni
strané samice pfichyceny spermatofory se spermiemi. V ptipadé, ze v den pozorovani
probihalo aktivni pafeni, nebylo do nadrze vyznamné zasahovano. U spafenych samic
se obdobnych principem zjis§tovalo, zda jsou kladena vajicka nebo jiz jsou vajicka
nakladena a zbavena obalového $lemu. Kladeni vaji¢ek je vtomto experimentu
povazovano za obdobi, kdy samice uvoliuje vajicka z vyvodi pohlavnich cest

az do zbaveni vajicek obalového Slemu (sliz vyprodukovany zlazami a zbylé spermie).
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Podle téchto pozorovani byly urCovany intervaly mezi jednotlivymi sekvencemi

rozmnozovani raku.

4.1.1. Pozorovani obdobi pareni raka v roce 2012

V roce 2012 probihalo pozorovani v laboratofi Genetického rybaiského centra
VURH ve Vodiianech. K provedeni experimentu bylo vyuZito celkem 21 plastovych
nadrzi (o rozmérech 50x50%30 cm). V téchto nadrzich byli raci drzeni béhem celého
podzimu (zéii az listopad). Raci drZeni po dobu experimentu byli krmeni nafezanou
mrkvi. Béhem této ¢asti experimentu bylo pozorovano celkem 48 samci a 72 samic
obou druhti (24 samct a 36 samic druhu raka fi¢niho; 24 samct a 36 samic druhu raka
bahenniho). Raci byli rozdéleni celkem do Sesti skupin, kazda skupina méla
3 opakovani (Tabulka 1) v poméru pohlavi 1:1. V prvni az ¢tvrté skupiné vzdy byli ¢tyti

samci a Ctyfi samice jednotlivych druhti raki.
e prvni skupina — samci raka bahenniho se samicemi raka fi¢niho;
e druhd skupina — samci raka bahenniho se samicemi raka bahenniho;
e treti skupina — samci raka fi¢niho se samicemi raka bahenniho
e Ctvrtd skupina — samci raka ficniho se samicemi raka fi¢niho.

V paté skupiné (Ctyfi samice raka bahenniho) a Sesté skupiné (Ctyfi samice raka
ficniho) byli pouze samice bez samcll. Pozorovanim téchto dvou skupin jsme méli
zjistit, zda jsou samice schopné, pifi absenci samci, ovulovat a klast vajicka,

popft. zda je mozné pozorovat embryonalni vyvoj vajicek.
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Tabulka 1 — Schéma rozdéleni rakd do nadrzi v roce 2012.

Cislo nadrze 3 Q
1 Al
2 Aa
3 Al Aa
4 Al Al
5 Aa Al
6 Aa Aa
7 Al
8 Aa
9 Al Aa

10 Al Al
11 Aa Al
12 Aa Aa
13 Al
14 Aa
15 Al Aa
16 Al Al
17 Aa Al
18 Aa Aa

4 —samec; @ —samice; Aa — rak fi¢ni; Al — rak bahenni

4.1.2. Pozorovani obdobi pareni raka v roce 2013

Probéhlo opakovani experimentu, zaméfeného na urCeni obdobi pafeni raka
a kladeni vaji¢ek, ktery jiz probihal na Experimentalnim rybochovném zafizeni VURH
ve Vodnanech (déle jen ,,Model®). Raci, zde byli umisténi do Sesti laminatovych zlabt
(o rozmérech 300x100x100 cm) ve venkovni Zlabovné (Ptiloha 10). Na dno Zlabl byl
vysypan jemny S$térk (Pfiloha 11), do kterého byly vsazeny ukryty pro raky
(ptlené kvétinace, plastové prefabrikaty; Priloha 9). Samci se samicemi obou druhi

rakd byli rozd€leni do 6 skupin (Tabulka 2). V kazdé skupiné bylo vzdy po 5 samcich

a 5 samicich.

prvni skupina — samci raka fi¢niho a samice raka fi¢niho;

druhd skupina — samci raka fi¢niho a samice raka bahenniho;
tieti skupina — samci raka bahenniho a samice raka fi¢niho;
¢tvrta skupina — samci raka bahenniho a samice raka bahenniho;
pata skupina — pouze samice raka bahenniho;

Sestd skupina — pouze samice raka Fi¢niho.
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V ptipadé zda prob¢hlo pafeni samcl se samicemi, byli samci vyjmuti ze Zzlabu,

Z divodu moZnosti predace na nakladenych vajickach.

Tabulka 2 — Schéma rozdéleni raki do skupin v roce 2013.

1. sk 2. sk 3. sk 4. sk 5. sk 6. sk
IS Aa Aa Al Al
Q Aa Al Aa Al Al Aa

4 —samec; @ — samice; Aa — rak fi¢ni; Al — rak bahenni

4.2. Ultrastruktura gamet

Z dtivodu studie morfologické struktury samcich a samicich gamet byla do mé prace
zahrnuta také jejich ultrastruktura. Zpracovani a pozorovani vSech odebranych vzorkl
probihalo v laboratofi transmisni elektronové mikroskopiektera se nachazi v areélu

Jihoeské univerzity v Ceskych Budgjovicich.

4.2.1. Odbér vzorkt saméich gamet

Ultrastruktura spermii byla popsana pomoci elektronové mikroskopie u celkem
5 druhti samcii rakd. Jednalo se o druh raka fi¢niho, raka bahenniho a raka signalniho
Z Celedé Astacidae. Zbylé druhy samct byli z ¢eledé Cambaridae, byli to zastupci druhu
raka pruhovaného a raka cerveného. Zastupci druhi rakl, kromé raka cerveného
dovezeného ze Singapuru, byli odloveni z pfirodnich zdroji nachazejicich se na izemi
Ceské republiky. Zadny ze samci rakdl nevykazoval viditelné zdravotni problémy

a méli pln€ vyvinuty reprodukéni systém.

Vzorky spermii byly od samci ziskdny pomoci dvou rozdilnych metod. Jedna
z metod byla elektrostimulace, kdy byly ziskany spermatofory se spermiemi od Zivych
jedinct. V pfipadé, Zze nebylo mozné ziskat od samcl spermatofory pomoci
elektrostimulace byla provedena jejich pitva. Pro pitvu byli vSichni jedinci usmrceni
chladem (po dobu 10 min.), dokud nebyla utlumena jejich aktivita. Vzorky spermii byly
odebrany a zafixovany v 2,5 % glutaraldehydu v 0,1 M fosfatovym pufru po dobu dvou
dni pfi teploté 4 °C.
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4.2.2. Odbér vzorkl samic¢ich gamet

V ramci pozorovani ultrastruktury samicich gamet byly odebrany vzorky oocytd
od samic raka fi¢niho. Samice raka fi¢niho byly odloveny zrybniku Kramata
na Sumavé. Odlov druhu raka ¥i¢niho prob&hl kratce pred zaGatkem reprodukéni
sezony. Poté byly samice pifevezeny do Experimentdlniho rybochovného zafizeni
VURH ve Vodhanech. Zde byly prechovavany ve venkovnich Zlabech vystavené

pfirodnim podminkam.

Vzorky oocyti byly odebrany celkem ¢tyfikrat, kazdy odbér vzorku
tak reprezentoval jinou fazi zralosti oocytd. Prvné byly odebrany zralé oocyty pomoci
pitvy samic raka fi¢niho. Samice byly, podobn¢ jako samci, usmrceny chladem po dobu
alesponn 10 min. Pfi pitvé byl nlzkami rozstfihnut chitinovy krunyt hlavohrudi,
a pinzetou byly odebrany oocyty. Druhy vzorek reprezentoval vzorky cerstvé
ovulovanych oocytt, které byly odebrany na zakladu tietiho péaru kracivych nohou.
Zbylé dva vzorky byly zisk&dny z abdomenu samice po 1 hodin¢ a po 24 hodinach
od nakladeni vajicek. VSechny vzorky oocyti byly ihned po odbéru zafixovany v 2,5%
glutaraldehydu v 0,1 M fosfatovym pufru po dobu dvou dni pfi teploté 4 °C.

4.2.3. Zpracovani samcich a sami€ich gamet

Zpracovani a ptiprava vSech vzorkl pro transmisni elektronovou mikroskopii byla
vzdy rozlozena do tfech dni. Prvni den zpracovani se jednalo o vyprani v mycim
roztoku, jednalo se o 0,1 M pufr. Po patnactiminutovém vypirani se odséla veskera
tekutina ve zkumavce. Tento postup se jesté dvakrat opakoval. Po poslednim vypirani
se do zkumavek napustil pufr spole¢n¢ se 4 % roztokem OsO; (oxid osmicely)
v poméru 1:1 na dobu 2 hodin. Vzorky gamet pod vlivem OsOs zCernaly, z divodu
jejich lepsi viditelnosti. Vzorky se opét oSettily vypiracim roztokem. Pro odvodnéni
vzorki byla pouzita acetonova fada v koncentracich acetonu 30 %, 50 % a 70 %.
Pfi odvodnéni vzorkii 70% acetonem bylo zpracovani vzorkl zastaveno a vzorky byly

vloZeny do chladnicky v laboratofi pfti teploté 4 °C. Tabulka 3.
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Tabulka 3 — Pouzité chemikalie a doba puisobeni.

Ptiprava vzorki 1. den

Myci roztok 3 x 15 min
Pufr + 4% roztok OsO41:1 2 hod
Myci roztok 3 x 15 min
30% aceton 15 min
50% aceton 15 min
70% aceton 15 min

Druhy den byl ze zkumavek odstranén 70 % aceton a postupné zaménén za 80%,
90%, 95% a 100% aceton. Po odvodnéni vzorkil byly postupné pfidany roztoky
100% acetonu a pryskyfice. Pomér acetonu a pryskyfice byl nejprve 2:1, poté 1:1
a naposled 1:2. Nakonec byly zkumavky vyplnény cistou pryskyfici. Vzorky byly
umistény do chladnicky pfti teploté 4 °C. Tabulka 4.

Tabulka 4 — Pouzité chemikalie a doba puisobeni.

Ptiprava vzorki 2. den

80% aceton 15 min
90% aceton 15 min
95% aceton 15 min
100% aceton 15 min
Pryskytice + 100% aceton 1:2 1 hod
Pryskytice + 100% aceton 1:1 1 hod
Pryskytice + 100% aceton 2:1 1 hod
Pryskyfice 24 hod

Tteti den zpracovani byla ze vzorkil pipetou odsata pryskytice. Pomoci pinzety
se jednotlivé ¢asti vzorkii vyjmuly ze zkumavek a vlozily do gumovych forem.
Jednotlivé formy byly naplnény pryskyfici a polymerizovany v termostatu po dobu
24 hodin na tzv. beamkapsle. Polymerizované vzorky byly nadale zpracovany
specializovanymi odborniky laboratofe elektronové mikroskopie. Zpracovani spocivalo
V ultratenkém ftezani vzorkli za pomoci ultramikrotomu (Pfiloha 12). Jednotlivé fezy
vzorkit byly umistény na médéné miizky uréené k pozorovani na transmisnim
elektronovém mikroskopu. Pozorovani vzorkd probéhlo, po 14 dnech od jejich
zpracovani, na transmisnim elektronovém mikroskopu operujicim na rozhrani 80 kV
(Priloha 13, Piiloha 14). K prohlizeni a fotografovani vzork byl pouzit software

Olympus Micro Image verze 4.0.1 uréeny pro operacni program Windows.
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4.3. Elektrostimulace raku

4.3.1. Postup experimentt

V ramci prace zaméfené na elektrostimulaci a opakovanou elektrostimulaci u raki
byly provedeny celkem Ctyfi experimenty na riznych druzich rakti. Postup manipulace,
méfeni a elektrostimulace samcii rakit byl u vSech experimenti podobny, vcetné
pouzitého stfidavého napéti kvyvolani elektrického stimulu. Pro provedeni
elektrostimulace byl pouzit pfistroj na stfidavy proud AC250K2D od firmy Diametral
S pfipojenymi elektrodami. Jednalo se o stejny pfistroj, ktery byl pouzit u ptedeslych

vyzkumti elektrostimulace.

Vétsina samct byla pro Gcely experimenta drZzena v chovnych nadrZich
nebo akvériich na ,,Modelu”“. Samci byli pro jednotlivd méfeni pieneseni ve vanicce
svodou (stejna teplota a chemismus vody jako v nadrzi) do laboratoie na ,,Modelu“.
V laboratofi byla pfipravend druha vanicka, aby nedochédzelo k chybdm (napft. vystaveni
nékterych samci elektrostimulaci vicekrat béhem jednoho dne) pii elektrostimulaci.
Samci byli jednotlivé zmeéteni. U samci se méfila délka hlavohrudi a hmotnost
z diivodu jejich lepsi evidence a pozd€jSim rozpoznani samcd. Délka hlavohrudi
(méfi se od zacatku rostra az po konec hlavohrudi, Obr.7) se métila pomoci posuvného
métidla s presnosti na jedno desetinné misto. Hmotnost samct byla zjiStovana pomoci

digitalni vahy s presnosti na desetiny gramu.

DH

N

) |
Y

Obr. 7 — Perokresba krunyte s vyznacenim méfeni délky.DH — délka hlavohrudi raka
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Experiment bylo zapotiebi vykonavat s pomoci dalSiho proSkoleného pracovnika,
ktery vzdy fixoval samce tak, aby zpfistupnil ventralni stranu samce. Druhy pracovnik

pak obsluhoval zatizeni na stfidavy proud a dvojici elektrod (Ptiloha 6).

Dvojice elektrod byla pfilozena na bazi patého paru kracivych nohou samct
Vv oblasti gonoporti (Obr.8). Bylo zapotiebi, aby se elektrody dotykaly citlivych ¢asti
samce. Pokud by byla jedna nebo obé elektrody umistény na chitinovém krunyfti raka,
nebude mit elektrostimulace dany tcinek. V piipadé negativni odezvy byl vysledek

zaznamenan a samec odloZen do vanicky.

Obr.8 — Prilozené elektrody k zakladu patého paru pereopodi (Kubec, 2012).

Pii pozitivni odezvé na elektrostimulaci byl zaznamenavan pocet vypuzenych
spermatofort a zda byli vypuzeny z levého nebo z pravého gonoporu. U experimentu
zamefenych na opakovanou elektrostimulaci byli samci vystaveni elektrickému stimulu
vicekrat s minimalné¢ 7dennimi intervaly. Samci v experimentech ¢. 3 a ¢. 4 byli

vystaveni elektrickému stimulu pouze v dany den experimentu.

Vétsina méfeni v rdmci experimentu elektrostimulace u rakd byla provadéna
v laboratofich, které jsou souéasti VURH ve Vodianech, Fakulty rybéaistvi a ochrany
vod JU v Ceskych Budgjovicich. Vyjimka u experimentt byla pouze jedna, a to v misté

provedeni elektrostimulace.
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4.3.2. Design experiment

4.3.2.1. Experiment ¢. 1 — opakovana elektrostimulace raka signélniho

Experiment opakované elektrostimulace samcti druhu raka signalniho byl proveden
v obdobi pafeni tohoto druhu. Jednalo se o sérii opakovani elektrostimulace s cilem
ovétit, zda druh raka signalniho je schopen v obdobi péafeni vypuzovat spermatofory
opakovang. V rdmci tohoto experimentu byl také zjistovan primérny pocet vytlacenych

spermatoford na jednoho samce.

Samci raka signalniho byli dlouhodobé drzeni v nadrZich v laboratofi
Experimentalniho rybochovného zatizeni VURH ve Vodianech. Jednalo se o retenéni
nadrz spratoénym systémem. Teplota vody v nadrzi kolisala dle klimatickych
podminek prostiedi a je zaznamenana pro kazdy den méfeni. Samci raka signalniho byli
podrobeni elektrostimulaci celkem ¢Etytikrat (1. fijna 2012; 17. fijna 2012; 31. fijna 2012
a 21. listopadu 2012). Opakované elektrostimulaci bylo celkem vystaveno 27 samct
raka signalniho. Kazdy samec raka signalniho byl jednotlivé zméten a vazen z davodu
jejich pozdéjsi evidence (Tabulka 5). K opakované elektrostimulaci bylo vzdy pouzito
napéti 15 V. Pfi poslednim méteni dne 21. listopadu 2012, byly ziskané spermatofory
véazeny na laboratorni vaze pro zjiSténi primérné hmotnosti jednotlivych spermatofort

ziskanych elektrostimulaci.
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Tabulka 5 — Biometrika druhu raka signalniho zafazeného do experimentu ¢. 1.

Cislo raka DH (mm) V (9) Pozn.
1 53,5 44,5
2 59,8 75,7
3 59,3 74,2
4 57,7 64,5
5 58,5 56,7
6 59,2 76,1 Vs
7 54,1 45,4
8 56,4 55,6
9 58,9 58,6
10 56,7 50,9
11 58,3 46,2 Vs
12 56,9 58,7
13 55,1 52,6 Vs
14 51,8 41,6
15 49,3 35,0
16 57,5 64,8
17 50,3 35,3
18 51,2 37,9 Vs
19 55,3 48,4
20 50,1 38,6 Vs
21 57,4 44,3
22 49,6 37,9
23 52,7 42,9
24 47,7 36,3
25 41,5 25,0
26 44,0 25,4
27 42,5 23,5

DH — délka hlavohrudi v milimetrech; V — vaha raka v gramech; Vs —vazeni spermatoforti

Po ukonceni experimentu opakované elektrostimulace druhu raka signalniho bylo
nahodné vybrano 5 samct (Tabulka 6) ke zjisténi gonadosomatického indexu (GSI)
po elektrostimulaci. Aktivita samcu byla utlumena pomoci anestezie zmraZenim
na ledu. Po uplynuti 10 minutové anestezie byli vybrani jedinci podrobeni pitveé.
Pii pitvé byl pozorovan také stav vyprazdnéni varlat a chamovoda, které byly po pitvé

vazeny a porovnavany s hmotnosti jedinca.
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Tabulka 6 — Biometrika druhu raka signalniho podrobeného pitvé v experimentu ¢. 1.

Cislo raka DH (mm) V (9)
4 57,7 64,5
5 58,5 56,7
9 58,9 58,6
10 56,7 50,9
14 51,8 41,6

DH - délka hlavohrudi v milimetrech; V — vaha raka v gramech

4.3.2.2. Experiment ¢. 2 — elektrostimulace raka fiéniho a raka bahenniho

U druhu raka fi¢niho a raka bahenniho probéhla méteni v obdobi patfeni. Experiment
elektrostimulace byl zamétfen na moznost opakovaného ziskavani spermatoforti od raki,

ktefi byli chovani spolecné se samicemi, a jiz doslo se samicemi ke spafeni.

Experiment probé¢hl v laboratofi Genetického rybarského centra, které je soucasti
VURH ve Vodhanech. Tento experiment probihal soudasné s pozorovanim obdobi
pareni rakid. Elektrostimulaci byli vystaveni pouze samci z nadrzi, kde jiz probéhlo
spafeni se samicemi. Samci byli také odebirdni pouze z nadrzi, kde byly samice
stejného druhu jako samci (Tabulka 1). V ramci méfeni dne 26. fijna 2012 a 9. listopadu
2012 probé¢hla biometrika rakt a elektrostimulaci bylo vystaveno 12 samcti raka fi€niho
(Tabulka 7) a 12 samct raka bahenniho (Tabulka 8). Jedinci obou druhii byli vystaveni
pti elektrostimulaci napéti 15 V. Po ukonceni experimentii bylo dne 21. listopadu 2012
od kazdého druhu ndhodné vybrano 5 samct, ktefi byli podrobeni pitvé. Provedeni
pitvy probihalo obdobné jako u druhu raka signdlniho popsaného v experimentu ¢. 1.
Toto méteni mélo za ucel zjisténi gonadosamotického indexu samcl a vyprazdnéni

varlat a chamovodu po elektrostimulaci. Teplota vody nebyla jakkoli regulovana.
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Tabulka 7 — Biometrika druhu raka fi¢niho zafazeného do experimentu ¢. 2.

Cislo raka DH (mm) V (9) Pozn.
1 58 49
2 53 45
3 61 54
4 54 37 GS|
5 50 35 GS|
6 56 52 GS|
7 53 34
8 57 48
9 52 45 GS|
10 55 41
11 43 28
12 50 29 GS|

DH - délka hlavohrudi v milimetrech; V — vaha raka v gramech; GSI — gonadosomaticky index

Tabulka 8 — Biometrika druhu raka bahenniho zatazeného do experimentu €. 2.

Cislo raka DH (mm) V (9) Pozn.
1 63 72 GS|
2 64 64
3 54 51
4 56 43
5 56 39
6 58 44
7 68 85 GS|
8 66 86 GS|
9 50 27
10 59 46 GS|
11 55 38
12 49 28 GS|

DH - délka hlavohrudi v milimetrech; V — vaha raka v gramech; GSI — gonadosomaticky index

vrsv

4.3.2.3. Experiment ¢. 3 — elektrostimulace raka Fi¢niho

Experiment probihal 25. fijna 2012 vramci cviceni z pfedmétu Chov raka.
Experiment byl proveden na Sumavé u rybnika Kramata v obdobi pfirozeného
rozmnozovani raka fi¢niho. Tento experiment byl zaméfen na Gcinnost
elektrostimulace, mimo laboratorni podminky, u jedinci raka fi¢niho odchycenych
Vv ptirodni lokalité. Béhem tohoto cviceni byli studenti FROV JU seznameni s metodou
elektrostimulace a byl proveden vlastni experiment. Raci byli odchyceni z pfirody
pomoci ru¢niho odchytu. Nejprve byly na hrdzi nastrazeny nastrahy, které mély slouZzit
K naldkani rakd. Jednalo se o zmrazené rybi hlavy, kterymi byla protazena

cca pulmetrova rovna vétev. Timto zptisobem bylo moZné uchytit navnadu u dna.
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Névnady byly pravideln¢ kontrolovany a raci, kteti se dostali do jejich blizkosti, byli
ruéné odchyceni. Celkem bylo odchyceno cca 23 rakii, v tomto poctu bylo ovSem pouze
15 samci. Samice byly opatrné opét vypustény do lokality bez dalSiho méfeni. Samci
byli zméfeni (Tabulka 9) a vystaveni elektrostimulaci o napéti 15 V. Teplota vody
V rybnice byla 12,3 °C. Po ukonceni experimentu byli samci opét vypusténi do volné

ptirody.

Tabulka 9 — Biometrika raka fi¢niho zatazeného do experimentu ¢. 3.

Cislo raka DH (mm)
1 51
2 51
3 48
4 51
5 49
6 49
7 48
8 42
9 42

10 43
11 47
12 44
13 46
14 44
15 40

DH - délka t&la v milimetrech

4.3.2.4. Experiment ¢. 4 — elektrostimulace raka pruhovaného

Posledni  experiment elektrostimulace prob&hl 2. fijna 2012, opét
na Experimentdlnim rybochovném zafizeni ve Vodianech, kde byli samci drzeni
v nadrzi. Raci byli podrobeni elektrostimulaci na zacatku obdobi prvniho pafeni.
Experiment byl zaméfen na ovéteni funkEnosti elektrostimulace u rodu Cambaridae.
Teplota vody nebyla nijak upravovana, zavisela pouze na pfirodnich podminkéch.
V den experimentu Cinila 14 °C. Pfi experimentu bylo méfeno (Tabulka 10) a testovano

celkem 26 samcii raka pruhovaného. Samci byli podrobeni elektrostimulaci pti napéti
15V,
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Tabulka 10 — Biometrika raka pruhované¢ho zatfazeného do experimentu ¢. 4.

Cislo raka DH (mm) V (9)
1 38 155
2 34 11,1
3 43 23,5
4 38 13,5
5 39 16,9
6 38 17,1
7 34 11,5
8 29 7,1
9 35 11,6
10 30 6,5
11 29 6,9
12 34 10,1
13 35 11,1
14 30 75
15 32 8,6
16 30 78
17 27 13,6
18 24 51
19 32 8,8
20 31 8,3
21 30 7,2
22 33 10,8
23 30 78
24 29 5,9
25 31 8,9
26 25 4,0

DH — délka t¢la v milimetrech; V — vaha raka v gramech
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4.4. Hybridizace druhu raka ri€niho a raka bahenniho

Tato ¢ast experimentu je uvedena praci pouze okrajové. V mé praci je uvedena
z diivodu, Ze probihala soucasn¢ na jedincich, kde bylo pozorovano obdobi pafeni
a kladeni vajicek. Experiment hybridizace raka fi¢niho a raka bahenniho se zabyval
moznosti vzajemného spafeni téchto dvou druhli a moznosti ziskdni hybridnich racat
v laboratornich podmink&ch. Vysledek tohoto experimentu by mohl osvétlit,
zda je mozny vyskyt hybrida téchto dvou druhti ve volné piirodé. V ramci tohoto
experimentu byly oba druhy kfiZzeny mezi sebou. Princip hybridizace tak spocival
V pfirozeném spateni samct se samicemi pomoci dialelniho kfiZeni. Pro kontrolu pareni
byly vytvoteny skupiny, kde byli samci a samice stejného druhu. Schéma rozdéleni

samcu a samic obou druht je uvedeno v Tabulce 1 a Tabulce 2.

Tabulka 11 — Schéma dialelniho kiizeni druht raka fi¢niho a raka bahenniho

0 Aa QA
3 Aa 4 Aax Q Aa 4 AaxQAl
3A AAxQAa | JAxQA

4 —samec; @ —samice; Aa — rak fi¢ni; Al — rak bahenni

45



5. Vysledky

5.1. Obdobi pareni raku

V pribéhu obou pozorovani bylo zjisténo, ze u rakli neni samotny akt pareni zavisly
na no¢nich hodinach, nebot’ bylo patreni zaznamenano i ve dne (Obr. 9). Ze ziskanych
pozorovani bylo mozné urcit, ze akt pafeni raki probihd nejdéle po dobu 48 hodin
nezavisle na denni a no¢ni dobé nebo druhu raka. OvSem obdobi pafeni a kladeni
vajicek se u raznych skupin lisil. Vysledky pozorovani pafeni rakd jsou zaznamenany
graficky. U vSech skupin byly vypocCitany primérné intervaly délky procest véetné
smérodatné odchylky. V priabéhu obou pozorovani byl zaznamenan uthyn nékolika
samic. Ne¢které samice byly nejspiSe usmrceny samci, nebot’ pii kontrolach byly
nachdzeny oddé¢lend klepeta, pereopody nebo zbytky krunyte hlavohrudi a abdomenu.
Na zbylé vétsiné uhynulych samic bylo pozorovano vyrazné sekundarni zaplisnéni
zpusobené odumiranim vajicek. Na samicich nebylo pozorovéano viditelné onemocnéni.

VSechna pozorovani byla zapsana do zaznamovych listi (Pfiloha 7 a Pfiloha 8).

Obr. 9 — Pafeni druhu raka fi¢niho.
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5.1.1. Pozorovani obdobi pareni raka v roce 2012

Prvni skupina

U prvni skupinyd( Aa; @ Aa) bylo pozorovano o bdobi pafeni od 12. fijna
do 19 fijna (rozmezi 7 dni). Samice rakt pfed kladenim uchovavaly spermatofory na
téle v asovém rozmezi od 19. fijna do 7. listopadu. Samice raka ti¢niho tak uchovavaly
spermatofory po dobu 15+4 dni. Ke kladeni vajicek samicemi dochéazelo u jednotlivych
samic po dobu 4+1 dnl v obdobi od 29. fijna do 9. listopadu. Nakladena vajicka
bez obalového Slemu byla pozorovatelna jiz od 2. listopadu. Graf 1.

Vajicka ]

Kladeni

Spermatofory

Pafeni -

Proces reprodukce
1

12.10 22.10 1.11 11.11

Casové obdobipareni

Graf 1 — Grafické znazornéni obdobi reprodukce u prvni skupiny rakti v roce 2012.
Druha skupina

Obdobi pafeni druhé skupiny § Aa; @ Al) probihalo od 26. fijna do 2. listopadu
vV priméru 2 dny. Doba od spafeni raki do kladeni vajicek trvala 542 dni u kazdé
samice. Jednalo se o obdobi od 29. fijna do 5. listopadu. Proces kladeni vaji¢ek u samic
trval po dobu 4+1 dnli béhem obdobi od 2. listopadu do 12. listopadu. Vajicka byla
ptrichycena na pleopody jiz od 5. listopadu. Graf 2.
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Graf 2 — Grafické znazornéni obdobi reprodukce u druhé skupiny rakt v roce 2012.
Treti skupina

Tieti skupina raki € Al; @ Aa) se p&ila od 29.F ijna do 2. listopadu (rozmezi
2 dny). Doba uchovani spermatofori na téle samic byla v priméru 8+3 dni v obdobi
mezi 29. fijnem a 5 listopadem. Obdobi do kladeni vajicek bylo zaznamenano
od 31. fijna do 12. listopadu, zatimco samotné kladeni probihalo jiz od 5. listopadu
do 16. listopadu v priméru 3+1 dny. Cistd nakladena vaji¢ka byla zjisténa u nékterych
samic od 7. listopadu. Graf 3.
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Graf 3 — Grafické znazornéni obdobi reprodukce u tfeti skupiny rakt v roce 2012.
Ctvrta skupina

Obdobi pafeni u &tvrté skuping (Al; @ Al) bylo zaznamenano od 19. fijna
do 29. fijna (interval 5+£2 dni) a doba uchovani spermatofort byla 3+1 dny od spafeni

V obdobi mezi 26. fijnem a 2. listopadem. Proces kladeni vajicek probihal v priiméru

48



béhem 2+1 dni v obdobi od 29. fijna do 5. listopadu. Nakladena vaji¢ka byla viditelna
od 31. fijna. Graf 4.
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Graf 4 — Grafické znazornéni obdobi reprodukce u ¢tvrté skupiny rakt v roce 2012.
Paté skupina

V paté skupin€, kde byli pouze samice raka bahenniho, doslo ke kladeni vajicek
I bez pritomnosti samci. Proces kladeni vajicek u jednotlivych samic probihal

v prubé¢hu 3 dni v obdobi od 7. listopadu do 14. listopadu. Graf 5.
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Graf 5 — Grafické znazornéni obdobi reprodukce u paté skupiny rakd v roce 2012.

49



Sesta skupina

Nakladeni vaji¢ek bylo dosazeno také u Sesté skupiny se samicemi raka fi¢niho.

Kladeni vaji¢ek samicemi trvalo od 12. listopadu do 16. listopadu v intervalu 4 dnt.
Graf 6.
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Graf 6 — Grafické znazornéni obdobi reprodukce u Sesté skupiny rakd v roce 2012.

5.1.2. Pozorovani obdobi pareni raka v roce 2013
Prvni skupina

V piipad& pozorovani prvni skupiny (3 Aa; @ Aa) bylo obdobi pafeni zaznamenéno
od 12. fijna do 14 fijna v intervalu 2 dni. Spermatofory byly na samicich uloZeny
od 14. fijna do 5. listopadu v priméru 13+4 dni. Obdobi kladeni vajicek probihalo u
raka fi¢ntho od 29. fijna do 7. listopadu v priméru 2+1 dny. Nakladend vajicka

bez obalového Slemu byla pozorovatelna jiz od 1. listopadu. Graf 7.
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Graf 7 — Grafické znazornéni obdobi reprodukce u prvni skupiny v roce 2013.
Druha skupina

Tato skupina raki (3 Aa; @ Al) se pafila od 25.fijna do 29.fijna v priméru 2 dnd.
Doba uchovani spermatofori na téle samic probihala v priméru 642 dni. Obdobi
do kladeni vaji¢ek bylo zaznamenano od 27. fijna do 7. listopadu, zatimco samotné
kladeni probihalo jiz od 1. listopadu do 9. listopadu v priméru 3+1 dny. Cista nakladena

vajicka byla zjisténa u nékterych samic od 5. listopadu. Graf 8.
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Graf 8 — Grafické znazornéni obdobi reprodukce u druhé skupiny v roce 2013.
Treti skupina

Obdobi pafeni u tieti skupiny (  Al; @ Aa) bylo zaznamenano od 29. ii jna
do 31. fijna (interval 1 den) a ddba uchovani spermatofori byla 64+ dny od sp &eni
Vv obdobi mezi 25. fijnem a 30. fijnem. Proces kladeni vaji¢ek probihal v primeéru
béhem 3+1 dni vobdobi od 5. listopadu do 9. listopadu. Nakladena vajicka byla
viditelna od 9. listopadu. Graf 9.
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Graf 9 — Grafické znazornéni obdobi reprodukce u tfeti skupiny v roce 2013.
Ctvrta skupina

Obdobi pafeni druhé skupiny?( Al; @ Al) p obihalo od 19 .fijna do 29 .fijna
V priméru 5+2 dni. Doba od spatfeni rakli do kladeni vaji¢ek trvala 2+1 dny u kazdé
samice. Jednalo se o obdobi od 25.fijna do 30.fijna Proces kladeni vaji¢ek u samic
trval po dobu 31 dni béhem obdobi od 27. fijna do 4. listopadu. Vajicka byla
ptichycena na pleopody jiz od 29. fijna. Graf 10.
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Graf 10 — Grafické znazornéni obdobi reprodukce u ¢tvrté skupiny v roce 2013.
Pata skupina

Nakladeni vajicek bylo dosazeno u paté skupiny se samicemi raka bahenniho
(Ptiloha 27). Kladeni vajicek samicemi trvalo od 7. listopadu do 12. listopadu

V intervalu 441 dnd. Graf 11.
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Graf 11 — Grafické znazornéni obdobi reprodukce u paté skupiny v roce 2013.

Sesta skupina

V posledni skuping, kde byli pouze samice raka fi¢niho, doslo ke kladeni vajicek
Vv prubéhu 4 dnli v obdobi od 31. fijna do 9. listopadu (Ptiloha 26). Pficemz nakladena

vajicka bez obalového Slemu byla viditelna jiz od 4. listopadu. Graf 12.
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Graf 12 — Grafické znazornéni obdobi reprodukce u Sesté skupiny v roce 2013.
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5.2. Vysledky ultrastruktury gamet

5.2.1. Ultrastruktura saméich gamet

Cela bunka spermie je obalena extracelularnim pouzdrem. V ptedni ¢asti bunky
spermie je viditelny akrozomalni komplex (Obr. 10A, 11A, 12A, 13A, 14A), na kterém
jsou u raka pruhovaného v piedni Casti pfitomny tfi az ¢tyfi malé vystupky (Obr. 10B).
Na ptedni ¢asti akrozomu spermie raka Cerveného se nachazi hrot, ktery je ptipojen
svétlou elektronovou ploSinkou. Primér hrotu je SirSi na jeho zadkladné. Svétla

elektronova oblast je viditelna i na nejvzdalengjsim konci hrotu (Obr. 11A).

Akrozomalni komplex je rozdélen na dvé hlavni ¢asti. Prvni ¢ast se nazyva
akrozom, jedna se o hustou strukturu obraceného miskovitého tvaru, ktera se sklada
z prodlouzenych soubéznych vlaken. Ob¢ strany akrozomu jsou symetrické jak lateralné
1 dorzdln€¢ a staci se dovnitf, kde vytvaii pomoci dvou kratkych ramen prostor
tzv. subakrozomalni zénu (Obr. 10B, 11A, 12A, 13A, 14A). Akrozom je uspofadan
do tii vrstev s odliSnou elektronovou hustotou. Stfedni vrstva s nizkou elektronovou
hustotou se nachazi od zékladny akrozomu aZ Kjeho ramenim. Stfedni vrstva
je obalena vnitini vrstvou s vySSi elektronovou hustotou. Vnitini vrstva se rozsifuje
od zakladny akrozomu smérem k rameniim a vypliuje jejich hieben. Vnitini vrstvu
akrozomu Ize také pozorovat mezi vrstvou sttedni a vnéjsi. U Celedi Astacidae je mozné
pozorovat rovnobéznd vldkna vystupujici zptredni casti akrozomu a tvofici
tzv. apikalni zonu (Obr. 12A, 13A, 14A). Vnéjsi vrstva je viditelna vice na spodni ¢asti
akrozomu (Obr. 10B, 11B). U celedi Astacidae je vnéjsi vrstva vice viditelna na vrchni
casti akrozomu (Obr. 12E, 13B, 14B). Subakrozomdlni zéna tvoii centrdlni oblast
akrozomalniho komplexu a je sloZzena z dvou oddélenych ¢asti (vnitini ¢ast s vySSi
elektronovou hustotou a tenka vnéjsi Cast s niZsi elektronovou hustotou). Samotny
akrozomalni komplex je obalen plazmatickou membranou a pod ni je akrozomalni
membrana s niz8i elektronovou hustotou (Obr. 10B, 11D, 13E, 14B). U téchto membran
nékdy dochazi ke spojeni s membranovitou lamelou na spodni nebo boc¢ni strané

akrozomalniho komplexu (Obr. 10D, 13E).

Z kazdé strany akrozomalniho komplexu a jadra jsou viditelna radialni ramena
0 riznych pramérech (Obr. 10A, 11A, 12A, 13 A, 14A). Kazdé rameno je sloZeno
Zobalu vyplnénym nidhodnym mnozstvim soubéznych mikrotubulii. Na zakladné

radialnich ramen jsou znamky jejich priniku z jdra a obepinaji buiiku spermie. Jadro
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je umisténé v zadni ¢asti spermie pod akrozomalnim komplexem a je ohrani¢eno
jadernym obalem a plasmatickou membranou. V jaderné plasmé v propojeni
chromatinovych vlaken je mozné pozorovat osmotické granulomy. U Zadné pozorované

spermie nebyly zjiStény cytoplazmatické organely, jako jsou centrioly a mitochondrie.

Obr. 10 — Ultrastruktura spermie raka pruhovaného. (A) podélny rovnob&zny fez rovinou téla
spermie, (B) akrozomalni komplex, (C) vlakna uvnitt akrozomu, (D) kruh ukazuje spojeni mezi
plasmatickou membranou a membranovitou lamelou, (E) prinik chromatinovych vlaken z jadra
v zékladu radialnich ramen; A — akrozom, AC - akrozomalni komplex, AM — akrozomalni
membréna, BR — z&klad radiélnich ramen, EC — extracelularni pouzdro, IL — vniténi vrstva
akrozomu, MA — membranovita lamela, ML — stfedni vrstva akrozomu, N — jadro, OL — vn&jsi
vrstva akrozomu, PM - plasmatickh membrana, Pr — vystupek, RA — radidlni ramena,

SA - subakrozomalni zéna, TR — vrchol radialnich ramen. (Foto: Niksirat, H., 2013a, ptevzato).
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Obr. 11 - Ultrastruktura spermie raka ¢erveného. (A) podélny rovnobézny fez rovinou téla
spermie, (B) rozdilné vrstvy akrozomu, (C) vldkna uvnitf akrozomu, (D) akrozomalni
membrana, (E) chromatinova vlakna rozsifujici se do zakladu radialnich ramen, (F) jadro;
A — akrozom, AC — akrozomalni komplex, AM — akrozom&lni membréana, EC — extracelularni
pouzdro, IL — vnitini vrstva akrozomu, MA — membranovitd lamela, ML - stfedni vrstva
akrozomu, N — jadro, OL — vné&jsi vrstva akrozomu, PM — plasmaticka membrana, RA — radialni
ramena, S — hrot, SA — subakrozomalni zona, (Foto: Niksirat, H., 2013a, pievzato).
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200 nm

Obr. 12 - Ultrastruktura spermie raka bahenniho. (A) podélny rovnobé&zny fez rovinou téla
spermie, (B) rozdilné vrstvy akrozomu, (C) apikalni zéna, (D) prodluzujici se vlakna z apikalni
zony do vnitini vrstvy akrozomu, (E) akrozomalni membréana, (F) jaderné casti vcetné
chromatinovych vlaken; AC — akrozom, AM - akrozomalni membrana, AZ — apikalni zo6na,
EC - extraceluldrni pouzdro, IL — vnitini vrstva akrozomu, ML - stfedni vrstva akrozomu,
N — jadro, OL — vng&jsi vrstva akrozomu, RA — radialni ramena, SA — subakrozomalni zéna,

V - vacek. (Foto: Niksirat, H., 2013a, pfevzato).
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Obr. 13 — Ultrastruktura spermie raka fi¢niho. (A) podélny rovnobézny fez rovinou téla
spermie, (B) rozdilné vrstvy akrozomu, (C) vlakna uvnitt vnitini vrstvy akrozomu, (D) apikalni
z0na, (E) spojeni membranovité lamely a plasmatické membrany oznacené kruhem, spojeni
plasmatické membrany a akrozomalni membrany oznacené obdélnikem, (F) jadro;
A - akrozom, AM - akrozomalni membréna, AZ — apikélni zéna, C — zakiivené struktury,
EC - extracelularni pouzdro, IL — wvnitini vrstva akrozomu, M — membrénovita lamela,
ML - stfedni vrstva akrozomu, N — jadro, OL — vné&jsi vrstva akrozomu, PM — plasmaticka
membrana, RA - radialni ramena, SA — subakrozomélni zéna. (Foto: Niksirat, H., 2013b,

ptevzato).
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Obr. 14 — Ultrastruktura spermie raka signalniho. (A) podélny rovnobé&zny fez rovinou téla
spermie, (B) rozdilné vrstvy akrozomu, (C) elektronové jasné pory v zékladu akrozomu,
(D) membrénovitd lamela, (E) jadro; A - akrozom, AM - akrozomalni membrana,
AZ - apikdlni zéna, EC - extracelularni pouzdro, IL - wvnitini vrstva akrozomu,
M — membranovitd lamela, ML — stfedni vrstva akrozomu, N — jadro, OL — vn&jsi vrstva
akrozomu, PM — plasmatickd membrana, RA - radiélni ramena, SA — subakrozomalni zéna.
(Foto: Niksirat, H., 2013b, pfevzato).
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5.2.2. Ultrastruktura samic¢ich gamet

Ultrastruktura kortikalnich vaéku:

Ktra ovaridlniho oocytu obsahuje celkem tfi typy vackd s riznou elektronovou
hustotou. U vackt s vysokou a stfedni elektronovou hustotou jsou pozorovatelné rizné
velikosti (Obr. 15a, b). Ve struktufe vacku se stiedni elektronovou hustotou jsou
viditelné malé castice s vysokou elektronovou hustotou (Obr. 15b). Tato ¢ast oocytu
obsahuje rovnéz rozptylené vicevrstevné vacky se stiedni elektronovou hustotou
(Obr. 15c¢). V pripadé, ze se nachazi oocyty ve vajecniku je prostor mezi riznymi vacky

vyplnén zrnitou matrici (Obr. 15d).

AN

Obr. 15 — Transmisni elektronova mikroskopie rozdilnych vacku v kife oocytu. (a) vacek
s vysokou elektronovou hustotou, (b) vacek se stfedni elektronovou hustotou, (c) vicevrstevné

vacky, (d) rozdilné typy vacku v kite oocytu. (Foto: Niksirat, H., 2014, pievzato).
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Ultrastruktura prvniho obalu zralého ovarialniho oocytu

V okoli oocytu se nachazi vrstva folikuli. Oocyty jsou pokryty obalem o rtiznych
pramérech do tvaru opakujici se kiivky (Obr. 16a). Podle riznych elektronovych hustot
prvotniho obal oocytu je viditelné rozdéleni do dvou vrstev. Vnéj§i vrstva obalu
je tvofena materialem s vysokou elektronovou hustotou a na povrchu obsahuje pory
(Obr. 16b). Zatimco wvnitfni vrstva obalu obsahuje objekty ptipominajici kartace,
které se nachézeji uvnitt zrnité matrice (Obr. 16¢),mezi prvnim obalem a kiirou oocytu
se nachazi perivitelinni prostor, ktery obsahuje n¢kolik vystupkti rozsitujicich se z kliry

oocytu (Obr. 16d).

Obr. 16 — Transmisni elektronovad mikroskopie ovarialniho oocytu. (a) prvni obal s rozdilnymi
priméry a vrstvou folikuld, (b) prvni obal s pory na vng&jsi vrstve€, (c) vnitini vrstva prvniho
obalu, (d) vystupky v kiife oocytu; CO — kira oocytu, F — vrstva folikuli, FE — prvni obal,
IL — vnitini vrstva prvniho obalu, OL — vngjsi vrstva prvniho obalu, P — vystupky,

PS — perivitelinni prostor. (Foto: Niksirat, H., 2014, pfevzato).
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Ultrastruktura prvniho obalu ¢erstvé ovulovaného oocytu

U cerstvé ovulovaného oocytu je pozorovatelny podobny primér jako jeho prvniho
obalu. Pory, které se vyskytovaly na povrchu vnéjsi vrstvy obalu, postupné zmizely.
V ptipad¢€ vnitini vrstvy byly kartacovité utvary nahrazeny houbovitou strukturou.
V téje mozné pozorovat velmi svétlou texturu a v ni rozptylené granule s vyssi
elektronovou hustotou (Obr. 17a, b). Postupné mizi také zrnitd matrice, ktera vypliuje

prazdny prostor mezi kortikalnimi vacky (Obr. 17¢).

Obr. 17 — Transmisni elektronova mikroskopie Cerstvé ovulovaného oocytu. (a) prvni obal
akdra oocytu, (b) vnéj$i vrstva a vnitini vrstva prvniho obalu s houbovitou strukturou,
(c) mizici zrnitd matrice mezi kortikalnimi vacky; CO — kiira oocytu, IL — vnitini vrstva prvniho
obalu, OL - wvng&jsi vrstva prvniho obalu, P — vystupky, PS — perivitelinni prostor.
(Foto: Niksirat, H., 2014, ptevzato).
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Ultrastruktura prvniho obalu oocytu hodinu po oplodnéni, tvorba druhého plasté

Vnitini vrstva prvniho obalu zacala jiz kondenzovat. Vystupky, které vycnivaly
z kiry oocytu do perivitelinniho prostoru jiz nejsou viditelné (Obr. 18a). Vacky
s vysokou elektronovou hustotou se zacaly rozpadat a uvoliovat malé husté granulky
(Obr. 18b). Podobnym zplsobem se zacaly rozdélovat vacky se stiedni elektronovou
hustotou na mensi Gtvary (Obr. 18c). Prvky s elektronovou hustotou a svétlé Castice
pfechdzi skrz plazmatickou membranu do perivitelinniho prostoru. Dochazi
k vzajemnému smichani a vytvari se druhy obal oocytu, ktery je umistén pod prvnim
(Obr. 18d).

Obr. 18 - Transmisni elektronovd mikroskopie oocytu jednu hodinu po oplozeni.
(a) kondenzace prvniho obalu, zmizeni vystupkt v kiife, kortikalni reakce, kratké Sipky a Sipky
se stopkou ukazuji vacky s vysokou a stfedni elektronovou hustotou v kiife oocytu, (b) vacky
s elektronovou hustotou v riznych stadiich kondenzace, Sipky A, B a C ukazuji postupny
rozpad vacku, (c) Sipky a kratké Sipky ukazuji vacky se stfedni a vysokou elektronovou
hustotou v kure, kratka Sipka D ukazuje misto kde se mensi vacek se stfedni elektronovou
hustotou oddéluje od vétsiho vacku se stiedni elektronovou hustotou, kratké Sipky F a E ukazuji
mista, kde dochazi k prestupu vackid s vysokou a stiedni elektronovou hustotou z plazmatické
membrany do perivitelinniho prostoru, (d) Sipka ukazuje seskupeni vacka s vysokou a stfedni
elektronovou hustotou v perivitelinnim prostoru. CO — ktira oocytu, IL — vnitini vrstva prvniho
obalu, M — vicevrstevné vacky, OL: vngjsi vrstva prvniho obalu, PM: plazmatickd membrana,

PS: perivitelinni prostor. (Foto: Niksirat, H., 2014, pievzato).
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Ultrastruktura oplozeného obalu a prichytné stopky oocytu po 24 hodinach od

oplozeni

Tloustka obou vrstev prvniho obalu je mensi nez u ovulovanych oocytl, z ditvodu
tvorby druhého obalu. Siln vrstva druhého obalu nejprve vypada jako heterogenni, ale
postupné se zhustuje a vytvari homogenni vrstvu. Druhy obal oocytu byl vytvotfen
z perivitelinniho prostru a vnéjsi ¢asti kiry oocytu (Obr. 19a, b). Na Obr. 19¢ je mozné
vidét plazmatickou membranu spole¢n¢ s novou vrstvou. Granulky (uvolnéné z vacka
s elektronovou hustotou) smichané se svétlymi ¢asticemi vytvofili druhy obal (Obr. 19d,

e, ). Ptipojovaci stopka oocytu vznika z prvniho obalu oocytu (Obr. 20a, b, c).

Obr. 19 - Transmisni elektronovd mikroskopie oocytu po 24 hodinach od oplozeni.
(a) vytvoteni druhého obalu v perivitelinnim prostoru a ¢ast kiiry oocytu, (b) plné rozvinuty
druhy obal s kompaktni homogenni vrstvou, (c¢) Sipky ukazuji plazmatickou membranu uvnitt
druhého obalu, (d) Sipky a kratké Sipky ukazuji vacky se stiedni a vysokou elektronovou
hustotou kufe oocytu, Sipky A, B a C ukazuji postupné se rozpadajici vacky s elektronovou
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hustotou, (e) v levé dolni ¢asti jsou vidét vnitini obsahy vypusténé z vacka s vysokou a stiedni
elektronovou hustotou, Sipky a kratké Sipky ukazuji vacky se stfedni a vysokou elektronovou
hustotou kiife oocytu, (f) obsahy vackd s vysokou a stiedni elektronovou hustotou utvaii druhy
obal; CO - kura oocytu, FE — prvni obal, PM — plazmatickd membréana, SE — druhy obal.
(Foto: Niksirat, H., 2014, pievzato).

Obr. 20 — Skenovaci a transmisni elektronova mikroskopie stopky oocytu. (a) plné€ vyvinuta
stopka, Sipky odkazuji na mikrografie oznacené pismenem b a pismenem c, (b) oblast, kde se
stopka derivuje z prvniho obalu, (c) ultrastruktura horni c¢asti stopky, Sipky oznacuji
zoubkovany okraj na povrchu stopky; FE - prvni obal, SE - druhy obal.
(Foto: Niksirat, H., 2014, pievzato).
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5.3. Elektrostimulace raku

V ramci Casti diplomové prace zaméfené na elektrostimulaci a opakovanou
elektrostimulaci rakl byla statisticky zavrhnuta moznost zavislosti poctu vytlacenych
spermatoforii na vaze nebo délce jedince raka. Pomoci analyzy regrese byla tato
hypotéza dokazana na namétenych hodnotach z experimentu na druhu raka signalniho
(Tabulka 5). Zavislost byla také ovéfena pomoci statistického testu a na zakladé
pozorovanych dat bylo pfi hladiné¢ vyznamnosti 95% zjiSténo, Ze pocet vytlacenych
spermatoforu elektrostimulaci neni zavisly na délce samce (P = 0,3507) ani na jeho vaze

(P =0.1231). Ptiloha 15, Ptiloha 16.

5.3.1. Experiment €. 1 — opakované elektrostimulace raka signélniho
Experiment opakované elektrostimulace ze vSech méfeni byl uspéSny u vSech
27 raku, kdy doslo k vytlaceni spermatoforti se spermiemi alespon z jednoho gonoporu
(Tabulka 13). V piipadé jednotlivych méfeni byla uspéSnost elektrostimulace niZsi.
U méfeni provadéného dne 1. fijna 2012 (teplota vody 13,9 °C) byla elektrostimulace
uspé$na u 14 z 27 samcii (52 %), dne 17. fijna 2012 (teplota vody 10,5 °C) byly ziskany
spermatofory od 23 z 27 samct (85 %). Pfed méfenim dne 31. fijna 2012 (teplota vody
6,4 °C) byl zjistén thyn jednoho samce (evidovany pod ¢. 12) a spermatofory byly
ziskany od vSech zbylych 26 samci (100 %). Pii poslednim méfeni (priimérna teplota
vody byla 7,5 °C) byly ziskany spermatofory od 20 z 26 samci (77 %). Prumérna
uspésnost elektrostimulace byla stanovena na 78,5 %. U uhynulého raka nebyly zjistény

zadné ptiznaky onemocnéni nebo sekundarniho zaplisnéni.
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Tabulka 13 — Pocty spermatofort ziskanych elektrostimulaci u druhu raka signalniho

1. fijna 17. fijna 31. fijna 21. listopadu
C. L P L P L P L P Celkem
1 1 1 2 1 12 11 1 1 30
2 1 22 17 0 13 12 1 0 66
3 0 0 0 0 0 33 0 0 33
4 0 0 0 0 9 6 0 0 15
5 23 20 24 16 12 13 0 0 108
6 10 11 15 13 4 0 33 34 120
7 0 0 4 10 2 0 1 4 21
8 0 0 23 23 15 15 4 2 87
9 24 24 8 9 17 16 3 5 106
10 10 9 2 6 17 3 1 1 49
11 0 0 8 5 6 5 30 31 85
12 13 13 19 18 - - - - 63
13 17 12 14 7 11 10 14 14 86
14 11 14 0 0 1 0 15 15 56
15 0 0 5 5 2 7 1 1 21
16 0 0 9 3 1 1 0 0 14
17 0 0 5 8 1 0 6 3 23
18 29 30 27 27 19 18 16 15 169
19 0 0 0 2 11 7 4 1 25
20 18 19 13 14 17 18 12 16 127
21 0 0 9 9 16 16 5 0 55
22 0 0 0 0 19 20 1 2 42
23 11 5 14 12 9 6 0 0 57
24 17 11 6 19 5 3 12 3 76
25 0 0 8 8 1 0 2 1 20
26 0 0 4 12 5 0 0 0 34
27 5 3 14 11 13 8 4 3 61

C. - &islo raka; L — levy gonopor; P — pravy gonopor

Pocet spermatofori ziskanych u obou gonoporii se pohyboval od 14 kusii

169 kusu

az po nejvyssi  hodnotu

spermatoforii v experimentu vychdzel 66 kusi spermatofori na jednoho samce.
Vysledky vazeni elektrostimulaci ziskanych spermatofori jsou zapsany v Tabulce 14.

Primérna vaha jednoho spermatoforu vytlaceného pomoci metody elektrostimulace

¢ini 0,00077 gramd.

Tabulka 14 — Hmotnosti spermatofort

spermatofora.

Cislo raka Pocet spermatofor( Vs (9) Vps (9)
L P
6 33 34 0,050 0.000746
11 30 31 0,048 0,000107
13 14 14 0,020 0,000725
18 16 15 0,026 0,000829
20 12 16 0,022 0,000779

L — levy gonopor; P — pravy gonopor; Vs — vaha spermatoforti v gramech; Vps — véha jednoho

spermatoforu v gramech
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Gonadosomaticky index od ndhodné vybranych samci byl v priméru 1,1 %
(Tabulka 15). Ptfi pitvé prvniho samce byla zjiSténa pfitomnost samc¢ich i samicich
pohlavnich organd. Samec byl zaevidovan jako hermafrodit a vyfazen z méfeni
gonadosomatického indexu. U ostatnich rakli byl uréen gonadosomaticky index
bez dalSich komplikaci. Vizualni zhodnoceni stavu varlat a chamovodt prokazalo,

Ze gonady jsou vyplnény spermatofory se spermiemi.

Tabulka 15 — Gonadosomaticky index druhu raka signalniho v experimentu ¢. 1.

Cislo raka Vg (9) GSl index (%) Poznamka
4 2,4585 - Hermafrodit
5 0,6933 1,23 PIné
9 0,6490 1,09 PIné
10 0,5685 1,06 PIné
14 0,4297 1,05 PIné

Vg — vaha gonad v gramech; GSI index — gonadosomaticky index v procentech

5.3.2. Experiment €. 2 — elektrostimulace raka fi€niho a raka
bahenniho

Elektrostimulace samcti raka fi¢niho, chovanych spolecné se samicemi, provedena
na 12 jedincich vykazovala nulové hodnoty. Z obou méfeni byl vytlaéen pouze jeden
spermatofor dne 26. fijna 2012 (Tabulka 16).

Tabulka 16 — Vysledky elektrostimulace druhu raka fi¢niho v experimentu ¢. 2.

26. fijna 9. listopadu

Cislo raka

OO0 |0O|Oo(r|O|0o|Oo|o|o|
O|O|0O|0O|0O|0o(Oo|O|0o|o|o|Oo]| T
OoO|Oo|0O|0o|0O|0o|Oo|Oo|0o|o|o|o|—
O|O|0O|0O|0O|0o(Oo|O|0o|o|o|O]| T

SN
BlE|IB|o|e|vN|o|ua|s|widf-

L — levy gonopor; P — pravy gonopor
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Béhem elektrostimulace druhu raka bahenniho, provedené dne 26. fijna 2012
(teplota vody 11,7 °C), byly spermatofory ziskany, alesponi z jednoho gonoporu,
0d 6z 12 jedinci (50 %). V den méfeni 9. listopadu 2012 (teplota vody 8,9 °C)

neprobéhlo vytlac¢eni spermatoforti u Zadného ze samcti. Tabulka 17.

Tabulka 17 — Vysledky elektrostimulace druhu raka bahenniho v experimentu ¢. 2.

26. fijna 9. listopadu

Cislo raka

o|lo|o|r|o|lo|suv|o|~|o|— ]|
o|lo|o|r|o|lo|r|lu|s|~w|o|—]To
o|o|o|o|o|o|o|lo|lo|o|o|o|—
o|o|o|o|o|o|o|lo|lo|o|o|o]'

SN
BlRIB|lo|e|vo|a s widf-

L — levy gonopor; P — pravy gonopor

Gonadosomaticky index vybranych samcl druhu raka fi¢niho by v ptipadé plnych
gondd €inil pramérnou hodnotu 1,9%. Vizualni zhodnoceni stavu varlat a chamovoda
druhu raka ¥iéniho prokazal, 7e gonady rakii jsou ve v&t3ing pozorovani ze /3 prézdné
(Tabulka 18). Pouze u dvou samci raka Fiéniho byly gonady z'/, prazdné
bez spermatofortt se spermiemi. Gonadosomaticky index druhu raka bahenniho
byl stanoven na 2,1%. U vétSiny samci byly gonady skoro prazdné bez spermatofort
se spermiemi, pouze u jednoho samce byly gonady pIné spermatoforii se spermiemi
(Tabulka 19).

Tabulka 18 — Gonadosomaticky index druhu raka fi¢niho v experimentu ¢. 2.

Cislo raka Vg (9) GSl index (%) Stav gonéd
4 0,2468 0,67 °/ prézdné
5 0,3884 1,11 1/, prazdné
6 0,4912 0,95 1/, prazdné
9 0,2122 0,47 °/ prézdné
12 0,2088 0,72 ?| prézdné

Vg — vaha gonad v gramech; GSI index — gonadosomaticky index v procentech
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Tabulka 19 — Gonadosomaticky index druhu raka bahenniho v experimentu ¢. 2.

Cislo raka Vg (9) GSl index (%) Stav gonéd
1 0,4870 0,68 °/ prézdné
7 02712 0,32 prazdné
8 0,2600 0,30 prazdné
9 0,4636 1,72 piné
12 0,2290 0,82 ?| prézdné

Vg — vaha gonad v gramech; GSI index — gonadosomaticky index v procentech

5.3.3. Experiment €. 3 — elektrostimulace raka fiéniho

Z celkem 15 samci vystavenych napéti 15 V wvytlacili spermatofory 4 jedinci
(26,7 %) z obou gonoport (Tabulka 20). Samci, ktefi reagovali pozitivné na elektricky
stimul, vytlacili primérné 19 spermatofort z jednoho gonoporu. Vzhledem k vypusténi
samct zpét do lokality nebylo moZzné sledovat chovéani nebo Uhyn nasledkem

prodélaného experimentu.

Tabulka 20 — Vysledky elektrostimulace v experimentu ¢. 3.

Cislo L P Celkem
1 0 0 0
2 20 12 32
3 38 38 76
4 0] 0 0
5 0] 0 0
6 0 0 0
7 17 18 35
8 0 0 0
9 1 8 9
10 0] 0 0
11 0] 0 0
12 0] 0 0
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

L — levy gonopor; P — pravy gonopor
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5.3.4. Experiment €. 4 — elektrostimulace raka pruhovaného

Experiment elektrostimulace ze dne 2. fijna 2012, provedeny na 26 samcich raka
pruhovaného, neprokazal uzitecnost elektrostimulace u tohoto druhu. Z 26 jedinci
podrobenych elektrostimulaci bylo dosaZzeno ziskani pouze jednoho spermatoforu.
Experiment na samcich raka pruhovaného byl tak ukonéen s negativnim vysledkem,
I presto, Ze se jednalo o zacatek obdobi prvniho pafeni tohoto druhu. Na racich nebyly

zadné viditelné znamky prodélané nemoci, infekce nebo poskozeni. (Tabulka 21).

Tabulka 21 — Vysledky elektrostimulace v experimentu ¢. 4.

Cislo raka L P
1 0 0
2 0 0
g 0 0
4 0 0
D 0 0
6 1 0
7 0 0
8 0 0
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0
13 0 0
14 0 0
15 0 0

L — levy gonopor; P — pravy gonopor
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5.4. Hybridizace druhu raka ri€éniho a raka bahenniho

Vysledky experimentu hybridizace druhu raka fi¢niho a druhu raka bahenniho jsou
v této praci uvedeny pouze informativné. Vysledky tohoto experimentu ukazaly,
Ze pafeni téchto dvou druhti v laboratornich podminkach je mozZné. K spafeni samct
se samicemi doSlo u v3ech pozorovanych skupin. Vétsina pozorovanych samic
po spafeni nakladla vajicka a upevnila je na pleopody. Bohuzel, postupem ¢asu
dochazelo ke ztrdtdm vajicek, piedevsim vajiGek zexperimentu hybridizace.
Na samicich se také zacalo objevovat sekundarni zaplisnéni od neoplozenych vajicek.
Toto zaplisnéni mélo negativni vliv na zbyla zdrava vajicka. Tyto problémy
se projevily, ale také u kontrolnich skupin. V obou pfipadech pozorovani hybridizace
nebyla dochovéna vajicka, u kterych by bylo mozné pozorovat, zda dochazi

k embryonalnimu vyvoji ve vajickach. Ptiloha 25.
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6. Diskuze

6.1. Obdobi pareni raku

Reprodukce rakl je velmi ovlivnénd zivotnimi podminkami prostfedi jednotlivych
druh. Mezi nejdilezitéjsi faktory pro fizeni reprodukce rakii patii teplota vody
a fotoperioda (Taugbel et al., 1987).Pafeni raki za¢ina s poklesem teploty vody
a se zkracujici se fotoperiodou v podzimnim obdobi. Pro zacatek patfeni raki je dulezita
i fotoperioda, ale v oblastech s mirnym podnebnym pasmem je teplota vody hlavnim
stimulem (Vogt, 2002).

Béhem pozorovani obdobi pareni rakti byl zaznamenan pokles teploty vody k 11 °C,
kdy byla zaznamendna pafeni u vSech skupin rakd. Tuto skutecnost potvrzuje
I Reynolds (2002), ktery poukazuje, ze pafeni rakii muize probihat jiz pfi teploté vody 10
°C. Ale vzhledem k porovnani jednotlivych termini pafeni (Pfiloha 18, Ptiloha 19)
a vyraznym rozdilem teploty vody v roce 2012 a 2013, je tiecba poukazat na probihajici
pareni v pfiblizném terminu bez vlivu nizké ¢i vyssi teploty. Pafeni rakti skute¢né neni
pfesné vazano na urcitou teplotu, jak uvadi (Skurdal a Taugbgl, 2002), ale niZsi teplota
vody nez 10 °C toto obdobi neurychli. Podobné pafeni rakil neni vazdno na piesny
termin (Vogt, 2002), ale dle grafického znazornéni sledovani reprodukce rakt po dvé
obdobi (Ptiloha 17, 18, 19, 20) ukazuje jen nepatrné odli$na obdobi fazi reprodukce pfi
riznych teplotach. Je mozné, Ze i v mirnych klimatickych podminkach patii k hlavnim
stimulim pafeni také fotoperioda. Existuje i moZnost, ze je pareni raki fizeno
a regulovano hormonalnég, jak uvadi (Vogt, 2002).Neopomenutelny je samoziejmée i vliv

feromonti na iniciaci pareni (Ingle, 1977).

Pti pozorovani obdobi pafeni bylo viditelné, Ze jednotlivé faze reprodukéniho cyklu
neprobéhla ve stejné dlouhych intervalech. Skurdal a Taugbal, 2002 popisuje, Ze délka
reprodukéniho cyklu zavisi na podminkach lokalit, v nichz se raci nachazi. Podobné méa
na pribéh reprodukce rakli vyznamny vliv i individudlni proces svlékani krunyte
jednotlivych rakd. Proto se nepaii vSichni raci v populaci najednou, ale dochazi

Kk postupnému pateni piipravenych jedinct (Skurdal a Taugbgl, 2002).

Podle Skurdala a Taugbgla (2002) a Vogta, 2002 je pro reprodukci raka fi¢niho

charakteristicky konec zafi az prvni polovina fijna, kdy teplota vody klesa
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pod 12 az 8 °C. Doba p deni trva obv kle 2 az 3 ty d n y(Skurdal a Taugbgl, 2002;
Vogt, 2002). Dle vysledkt vmé praci (Ptiloha 17) je viditelny zacatek pareni
a reprodukce az prvni poloving fijna pfi teploté vody 11 °C. Celkova doba pareni nebyla
delsi nez sedm dni. Vysledky v naSich podminkéach ur¢ily obdobi pateni raka bahenniho
na polovinu az konec mésice fijna nez jak popisuje Skurdal a Taugbgl (2002).
(Skurdal a Taugbel, 2002) uvadi, Ze existuji rozdily mezi obdobimi pafeni v rdmci celé
Evropy. Proto vysledky této prace mohou byt uplatnény pouze v naSich klimatickych
podminkéach.

Ke kladeni vajicek a jejich upevnéni na pleopody samic dochazelo v nékolika dnech
po pafeni rakt, jako uvadi Vogt (2002). Toto zdrzeni se,ale lisilo u riznych skupin rakd.
Samice raka fi¢niho zacaly klast vajicka v priméru 13 dni od spafeni, zatimco samice
raka bahenniho jiZz 2 dny od spafeni. Skurdal a Taugbgl (2002) a Vogt (2002) uvadi,
moznost ovulace a oplodnéni vaji¢ek do nékolika hodin od spareni. Tato moznost
nebyla béhem mého experimentu zaznamenana u zadné ze skupin. Je ovSem
diskutabilni, zda delka pauzy mezi pafenim a kladenim vaji¢ek je zavisla na teploté
vody, jak uvadi Vogt (2002). Vysledky mé prace (Ptiloha 17, 18, 19, 20) ukazuiji,
Ze ipfi vyrazné odlisnych teplotach vody, byla pauza mezi pafenim a kladenim

podobna. Stejné tak i interval kladeni vajicek samicemi.

Woodlock a Reynolds (1988) poznamenavaji schopnost samic uvoliiovat vajicka
I bez predchoziho spafeni se samci. Vysledky mé prace vykazuji stejny zavér. Béhem
pozorovani obdobi pafeni rakii probéhlo u samic raka ficniho a raka bahenniho
ke kladeni vajicek za nepfitomnosti samct (Pfiloha 21, 22).Tyto vysledky, tak mohou
potvrdit, jak uvadi Woodlock a Reynolds (1988), Ze nejdtlezitéjS$im stimulem
pro kladeni vaji¢ek jsou hormonalni a abiotické podminky. OvSem rozdil v obdobi
U samic raka fi¢niho neni objasnény (Pfiloha 22). V tomto piipad¢ se obdobi kladeni
vaji¢ek vyrazné liSila podobné jako teplota vody. V rdmci ostatnich skupin, ale nebyl

podobny rozdil zaznamenany.

DalSi vyznamnéjsi rozdily v jednotlivych fazich reprodukce raki nebyly pozorovany
a obdobi se velmi shodovala v obou letech. OvSem byly pozorovany rozdilné intervaly
mezi zkoumanymi skupinami. Samotné pareni prob¢hlo nejdfive u druhu raka ti¢niho
Vv prvni polovin¢ fijna, zatimco druh raka bahenniho se zacinal pafit priblizné

0 sedm dni pozdéji. U druhu raka fi¢niho vSak doslo k delSimu intervalu mezi parfenim
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a kladenim vajicek (1314 dni) nez u druhu raka bahenniho (2+1 dny). Tak dochéazelo
u druhu raka bahenniho ke kladeni vajicek nakonec diive (konec fijna) nez u druhu raka

ficniho (konec fijna az zacatek listopadu).

Porovnani se skupinami rakti, kde probihala hybridizace, dochéazelo ke zpozdéni
spareni samcl se samicemi obou druhli. Nezdvisle na hodnoté teploty vody probé&hlo
pareni samci raka fiéniho a samic raka bahenniho na konci mésice fijna (Pfiloha 18).
V piiblizn€ stejném obdobi probéhlo také pareni samci raka bahenniho se samicemi
raka ficniho (Ptiloha 19). Je mozné, ze u raki dochdzi pomoci feromoni (Ingle, 1977)
k vyhledavani samic samci stejného druhu. V ptipad¢, ze samci nenaleznou samice
stejného druhu, jsou pfitahovani feromony samic ostatnich druhii raki. Dtlezité je tfeba
poukdzat na pfedevSim na podobné intervaly délky pauzy mezi pafenim a kladenim
vajicek. Vysledky naznacuji, Ze samice raka ficniho spatfené se samci raka bahenniho
zkratily tuto pauzu skoro na polovinu. Zatimco u druhé skupiny (Ptiloha 18) se délka
obdobi mezi pafenim a kladenim prodlouzila. Pozorovani zkréceni a prodlouzeni délky
obdobi mezi pafenim a kladenim vajicek ukazuje, Ze na dob¢é prechovavani

spermatofort na téle samice maji vliv také samci, se kterymi se spafily.

6.2. Ultrastruktura gamet

6.2.1. Ultrastruktura saméich gamet

Byla popsana ultrastruktura spermii druhu raka pruhovaného, raka ¢erveného, raka
signalniho, raka fi¢niho a raka bahenniho. VSechny spermie vykazuji podobnosti
ve struktufe napii¢ riznymi druhy i ¢eledémi. Cela spermie je obalena extracelularnim
pouzdrem stejné jako tvrdi Dudenhausen a Talbot (1983). V p&dd casti spermie
se nachazi akrozomalni komplex, sloZeny zakrozomu a subakrozomalni zény
(Vogt, 2002). Vysledky ultrastruktury spermii ukazuji rozdéleni akrozomu na tfi vrstvy,
pfiCemz u Celedi Astacidae je pozorovana apikalni zoéna na piedni Casti akrozomu.
Rozdil mezi ¢eledémi je také v rizné poloze viditelnosti vnéjsi vrstvy akrozomu. Mezi
odli$nosti miZzeme také zatadit hrot u spermie raka ¢erveného. Jadro se nachazi u viech

spermii v jejich zadni ¢asti a obaleno jadernym obalem a plasmatickou membrénou.
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Beacha Talbot (1987) uvadi, ze u celedi Astacidae a Cambaridae se vyskytuji.
Tuto skute¢nost potvrzuje ultrastruktura spermii. Stejné tak pocet téchto ramen, ktery
je druhové specificky Moses (1961). Vysledky pozorovani potvrzuji  studii
Beache a Talbota (1987), ze radidlni ramena jsou slozena ze svazkli mikrotubuld.
U radidlnich ramen je také pozorovan jejich prinik z jadra.U spermii vSak nebyly
pozorovane Zadné cytoplazmatické organely, jako jsou centrioly a mitochondrie.

6.2.2. Ultrastruktura samicich gamet

Byla popséna ultrastruktura vajicka raka fi¢niho ve ¢tyfech ruznych fazich aktivace.
Vysledky ukazaly, ze vaji¢ka rakt jsou obklopena prvnim obalu, jehoz kiira obsahuje
téi typy vacki. Béhem aktivace byly ve vajicku pozorovany rozsahlé morfologické
zmény. Druhy obal vajicka je vytvofen kortikalni reakci v perivitelinniho prostoru
a ¢asti kury vajicka, pticemz doba kortikalni reakce je nejméné 24 hodin. U raka fi¢niho
tvoii oplodnénou vrstvu vajicka prvni a druhy obal. Tyto obaly jsou utvoieny
folikularnimi bunkami vaje¢niki a kortikalni reakci vacku v kufe oocytu. Vysledky
ultrastruktury sami¢i gamety ukazaly, Ze upeviovaci stopka vajicka je utvofena
z prvniho obalu ra¢iho oocytu. U aktivace radich vajicek se tak nachazi mnoho
podobnosti s humry (Talbot a Goudeau et al., 1988). Pfi pozorovani byla zjisténa velka
citlivost cerstvé ovulovanych vaji¢ek a pfi manipulaci mize snadno dojit
k jejich poskozeni. Pro pouziti ovulovanych vajicek k umélému oplodnéni je zapotiebi
ponechat vajicka na téle samice dokud nedojde k vytvrdnuti vajicka. Pozorovani tohoto
vyzkumu popisuji zdkladni poznatky o aktivaci vajicek rakii a mohou byt vyuzity

pro rozvoj a zlepseni umélé reprodukce raki.
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6.3. Elektrostimulace raku

V bakalaiské praci Kubec (2012) popisuje experiment elektrostimulace na druhu
raka pruhovaného z celedi Cambaridae. Elektrostimulaci bylo vystaveno celkem
10 samct pfi napéti 20 V. V tomto experimentu nebylo dosazeno ocekavané odezvy
od zadného ze samcii a experiment byl tak ukonc¢en s negativnim vysledkem. Stejného
negativniho vysledku bylo dosazeno také u mého experimentu s rakem pruhovanych.
Pti experimentu byl vytla¢en pouze jeden spermatofor od celkem 15 samct. Tento jeden
spermatofor byl vytlaCen nejspise pomoci mechanického stlaceni elektrodou
pti elektrostimulaci. U kazdého z 15 samct bylo pouzito napéti 15 V. Tento experiment,
tak potvrdil domnénku, Ze elektrostimulace zatim nenachazi u celedi Cambaridae

uplatnéni v ziskdvani spermatofort.

Kubec (2012) uvadi, ve své piedchozi praci, GspéSné ovéfeni uzite¢nosti
elektrostimulace na druhu raka signalniho z ¢eledi Astacidae. Tento experiment byl
mimo obdobi pafeni uspésny U9 z 15 samct (60 %). Elektrostimulaci béhem obdobi
pafeni bylo vystaveno celkem 12 samcii a ispé&snost dosahla 67 %. Usp&snost uvedena
v meé précise pohybovala kolem 85 %.Vysledky mé prace ukazuji na moznost odbéru
spermatofortt pomoci elektrostimulace po celou dobu podzimniho obdobi. Od samcii
bylo také ziskano pomérné velké mnozstvi ziskanych spermatoforti (primérné 66 kust).
Tento experiment dok&zal, Ze je vbudoucnu moZné zamérné odebirat pomoci
elektrostimulace spermatofory se spermiemi, které by bylo mozné kratkodobé nebo

dlouhodobé uchovavat a vyuzit k umélému oplodnéni samic raku.

Experiment elektrostimulace provedeny na druhu raka ficniho a raka bahenniho
ukazal, ze odbér spermatoforii od téch druhli je mozny. Samci obou druhti béhem
prvniho méfeni vytlacili pouze n€kolik spermatofori a pfi druhém meéfeni nebyly
Jiz ziskany zadné. Podobné az na par jedinct dopadly vysledky elektrostimulace u raka
ficniho odchycené¢ho ve volné ptirod¢€. Podle jednotlivych vysledkii mé prace mizeme
usuzovat, Ze technika elektrostimulace je pro tyto dva druhy vhodnd, ale pti pafeni
se samicemi doSlo k vyprazdnéni chamovodi. Tuto domnénku pfedev§im potvrzuji
vysledky samctl z volné ptirody, kde velmi pravdépodobné, Ze se vSichni samci nespari
se samicemi. Samci raka signalniho podrobenych elektrostimulaci byli odchovavéni
bez pfitomnosti samic. Proto je vhodné, pro ucely ziskavani vétsiho mnozstvi

spermatofort chovat samce oddélen€ od samic.
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Pii pitvé samct rak asigndln ho b ya u jednoho znadhodné vybranych jedincii
zjisténa piitomnost samc¢ich i samicich pohlavnich organd. Jiz Rudolph (1995a,b) uvadi,
ze intersexualita byla zjiSténa u celedé¢ Astacidae, ptedev§sim u rodi Astacus
a Pacifastacus.Ale u druhu raka signalniho byla intersexualita zjisténa poprveé.
Vogt (2002) uvéadi, Ze tito hermafroditi maji ovotestes, takZze mohou produkovat spermie
a po postupném prechodu ze samce na samici S progresivnimi zménami v histologii
gonad mohou také produkovat vajicka. Tento jedinec vykazoval morfologickou
strukturu samce, ale byly pozorovany i samci pohlavni vyvody na tfetim paru
pereopodi. Pii experimentu elektrostimulace doslo u tohoto samce dokonce k vytlaceni

spermatofora.

6.4. Hybridizace druhu raka ri€éniho a raka bahenniho

Dle Hoggera (1988) existuje mnozstvi zprav o mezidruhovém pareni rakd, ale osud
vajicek je neznamy. Vysledek hybridizace tak byva ve volné piirodé pozorovan jen
ziidka. AvSak reprodukéni interference je mozné dosahnout pomoci mezi druhového
pareni mezi druhy rakd, které jsou ptibuzné a maji podobny reprodukéni cyklus
(Reynolds, 2002). Strempel (1975) zkousSel zkiizit druhy raka fi¢niho a raka signalniho.
V ptipadé této hybridizace dosahl spatreni dvou druht a ziskal vajicka. U vajicek byl
pozorovan zacatek vyvoje, ale 10 tydnid po nakladeni ve fazi o¢nich bodl zacala vajicka
hynout. Podobného vysledku dosahl Holdich et al. (1995), ktery zaznamenal ztratu
mezidruhovych vajicek z pleopodt béhem 2 az 4 tydnt.

Furrer et al., (1999) a Jeli¢ et al., (2013) popisuji experimenty na spatenych
samicich druhu raka fi¢niho a raka bahenniho.Podobné¢ jako u mého experimentu
probéhlo pafeni mezi obéma druhy rak. Samice obou druhti nakladla vajicka
aptipevnila na své pleopody. Postupné dochazelo ke ztratdm wvajicek z pleopodu
a rychlému zaplisnéni zdravych vaji¢ek. Jeli¢ et al., (2013)uvadi nejvétsi ztraty u samic
druhu raka fi¢niho, ale u samic raka bahenniho byl zbylych vajicek pozorovan jejich
vyvoj. Zatimco Furrer et al., (1999) a Jeli¢ et al., (2013) ziskali alespon juvenilni racata
od samic raka bahenniho spafenych se samci raka fi¢niho, v mém experimentu byly
ztraty vajicek vyrazné také u kontrolnich skupin. Nakonec byla u viech skupin 100 %

mortalita. Rozdil v mém experimentu bylo provedeni v kontrolovanych podminkach.
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Vysledky experimentt Furrera et al., (1999) a Jelice et al., (2013), kdy byla zisk&na
racata po spareni dvou druhd, ukazuji pravdépodobnost existenci hybridi ve volnych
vodach. Vysledky mého experimentu nepfinesly pifima data pro toto tvrzeni. O pfi¢ing
nedochovani se embryondlniho vyvoje lze pouze spekulovat, ale ztrata vajicek
i u kontrolnich skupin nam ukazuje, Ze pfi¢ina nemusi byt hybridizace. Je mozng,
Ze ve volnych vodach existuji faktory pro reprodukci rakt, které v kontrolnich
podminkach mohou chybét.OvSem bylo ovéieno vzajemné pafeni druhu raka fi¢niho
araka bahenniho a kladeni vaji¢ek samicemi (Ptiloha 25, Ptiloha 26). V lokalitach,

kde tyto dva druhy vyskytuji soucasné, tak mtize dochéazet k mezidruhovému pateni.
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7. Zaver

Cilem mé prace bylo zpracovat literarni reSer§i zaméfenou na problematiku

reprodukce rakli a charakterizaci procesu pareni a kladeni u rakd vcetné¢ vyhodnoceni
intervalu mezi pafenim a kladenim. Dalsi soucasti mé prace byla laboratorni studie
morfologické struktury samcich a samicich gamet. K vedlejSim cilim prace byla
ptidana opakovana elektrostimulace a hybridizace dvou druhd rakd. Z vysledkd
me prace lze vycist obdobi a intervaly mezi faizemi reprodukce rakd. Tyto vysledky
mohou v budoucnu pomoci s piesnéjSimi odbéry vzorkii nebo pozorovanim
ptivédeckych vyzkumech.Také byla oveéfena moznost nakladeni vajicek samice
bez pfitomnosti samci. Pomoci provedené laboratorni elektronové mikroskopie byla
popsana ultrastruktura saméich a sami¢ich gamet raki. Tyto pozorovani tak pomohly
k lepsimu pochopeni reproduk¢ni biologie rakt. Vysledky opakované elektrostimulace
nam dokazuji, Ze je mozné pomoci této metody odebirat vzorky spermatofort
se spermiemi po celé obdobi reprodukce rakt. Takto by bylo mozné sbirat dostatecné
mnozstvi spermatu od rakli pro tvorbu racich spermabank. V piipad¢ hybridizace doslo
ke spafeni dvou druhti rakd, ale vysledek tohoto experimentu dokdzal potiebnost
dalsiho vyzkumu reprodukce rakii. Pro piesnéjsi pochopeni reprodukce raki je tfeba
se zam¢fit také na vliv teploty a dalsi abiotickych faktort na jednotlivé faze reprodukce

raku.
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10. Prilohy

Piiloha 2 — Samec a samice raka bahenniho (Kozéak et al., 2009).

86



=
-
=
&
*

Piiloha 4 — Samec raka pruhovaného (Kozak et al., 2009).
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Piiloha 5 — Samec raka ¢erveného (Kozék et al., 2009).
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Piiloha 6 — Elektrostimulace samce raka. (Foto: autor).
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Ptiloha 7 — Z&znamovy list Z pozorovani obdobi pateni v roce 2012 véetné teplot vody.

12. 10. 19. 10. 26. 10. 29. 10. 31. 10. 2.11. 5.11. 7.11. 9.11. 12. 11. 14. 11. 16. 11. 19. 11.
Sk. | & Q 10,7 °C 11,8°C 11,7 °C 7,0°C 6,4 °C 8,1°C 9,1°C 8,3°C 8,9°C 92°C 9,3°C 8,0°C 7,2°C
Aa Aa 1p; 3- 4s 4s 3s; 1k 3s; 1k 2s; 1k; v | 1s; 2k; 1v | 1s; 1k; 2v 1k; 3v dv dv dv dv
% Aa Aa 2p; 2- 4s 4s 4s 3s; 1k 3s; 1k 2s; 1k; v | 1s; 1k; 2v 1s; 3v 1s; 3v 1s; 3v 1s; 3v 1s; 3v
Aa Aa 4p 4s 4s 2s; 2k 2s; 2k 2s; 2v 2k; 2v 2k; 2v dv dv dv dv dv
Aa Al - 3- 1X 3- 1p; 2- 1p; 1s; 1x 2s 1s; 1k 1s; 1k 1v; 1x 1v 1v 1v 1v
% Aa Al - - 1p; 3- 2p; 1s; 1- 3s; 1p 1s; 3k 1s; 2v; 1x 1k; 2v 3v 3v 3v 3v 3v
° Aa Al - - - 2p; 2- 1p; 2s; 1- 1p; 3s 4s 2s; 2k 1s; 3k 1s; 3v 1s; 3v 1s; 3v 1s; 3v
Al Aa - - - 1s; 3- 1s; 3p 4s 2s; 2k 25, 2v 25, 2v 1s; 1k; 2v | 1s; 1k; 2v 1s; 3v 1s; 3v
E Al Aa - - - 3p; 1- 1p; 3s 4s 3s; 1k 2s; 2k 1s; 1k; 2v 1s; 3v 1k; 3v dv dv
Al Aa - - - - 2s; 2p 4s 4s 4s 2s; 2k 2V; 2x 2v 2v 1v; 1x
Al Al - 2p; 2- 2p; 2s 2s; 2k 2k; 2v dv dv dv dv dv dv dv dv
f‘§ Al Al - 3p; 1- 3s; 1p 2s; 2k 2k; 2v 1k; 3v dv 4v dv dv dv dv dv
- Al Al - 1p; 3- 2s;1p; 1- | 1s;2k;1- | 1s;2v;1- | 2v; 1+ 1x 2v; 1- 2v; 1- 2v; 1- 2v; 1- 2v; 1- 2v; 1- 2v; 1-
Al - - - - - - - 1k; 3- 3k; 1v 4y 4y 4y 4y
g Al - : : - - - - - 4K 4y 4y 4y 4y
Al - - - - - - - - 1k; 3- 1v; 3k 4y 4y 4y
Aa - - - - - - - - - 4k 4k 4v 4v
2 Aa : : : : : : : : : 4k 4k 4y 4y
” Aa - - - - - - - - - 3k; 1- 3k; 1- 3v; 1- 3v; 1-

Jd — samec;{ — samice; Aa — rak fi¢ni; Al — rak bahenni; p — pafeni; s — spermatofory na samici; k — kladeni vajicek; v — nakladena vaji¢ka; X — Ghyn;

- — Zadny zdznam
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Ptiloha 8 — Z&znamovy list z pozorovani obdobi pateni v roce 2013 véetné teplot vody.

12. 10. 14. 10. 19.10. | 25.10. | 27.10. | 29.10. | 30.10. | 31.10. | 1.11. 4. 11. 5.11. 7.11. 9.11. | 12.11.
Skupina 3 Q 10,8°C | 109°C | 11,1°C | 10,2°C | 128°C | 10,7°C | 10,3°C | 6,3°C | 52°C | 9,7°C | 9,0°C | 99°C | 61°C | 40°C
1 Aa Aa 5p 5s 5s 5s 5s 3s; 2k 3s; 2k 2s; 3k 2s; 3v 2s; 3v 2k; 3v 5v 5v 5v
2 Aa Al - - - 20:3 | 3p:2s 5 5 55 | 2s:3k | 1s; 4k 15\;)\}“ kv | 5v 5v
3 Al Aa - - - - - 3p; 2- 3s;2p 5s 5s 5s 3k; 2s 5k 5v 5v
4 Al Al - - 3p; 2- 3s;2- 3k; 2p 2s; 3v 2k; 3v 2k; 3v 1k; 4v 5v 5v 5v 5v 5v
5 Al - - - - - - - - - - - 3k; 2- 5k 5v
6 Aa - - - - - - - 3k; 2- 3k; 2- 3v; 2- 2k; 3v 2k; 3v 5v 5v

4 — samec;Q — samice; Aa — rak fi¢ni; Al - rak bahenni; p — pafeni; s — spermatofory na samici; k — kladeni vajicek; v — nakladend vajicka; X — Uhyn;

- — Z&dny zaznam
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Piiloha 9 — Rozpileny kvétina¢ slouzici jako Ukryt pro raky. (Foto: autor).

Piiloha 11 — Zlab se §térkem a ukryty. (Foto: autor).
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Piiloha 12 — Ultramikroton. (Foto: autor).

Piiloha 13 — Potizovani mikrofotografii na elektronovém mikroskopu. (Foto: autor).

I

Ptiloha 14 — Elektronovy mikroskop. (Foto: autor).
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Celkovy pocet spermatofort
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Ptiloha 15 — Regresni primka zavislosti poCtu spermatofort na délce raka.
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Ptiloha 16 — Regresni primka zavislosti po¢tu spermatofori na hmotnosti raka.

Proces reprodukce
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Ptiloha 17 — Grafické znazornéni reprodukce prvni skupiny v roce 2012 a 2013.
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Ptiloha 18 — Grafické znazornéni reprodukce druhé skupiny v roce 2012 a 2013.
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Ptiloha 19 — Grafické znadzornéni reprodukce tieti skupiny v roce 2012 a 2013.
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Ptiloha 20 — Grafické znazornéni reprodukce ctvrté skupiny v roce 2012 a 2013.
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Ptiloha 21 — Grafické znadzornéni reprodukce paté skupiny v roce 2012 a 2013.
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Piiloha 22 — Grafické zndzornéni reprodukce Sesté skupiny v roce 2012 a 2013.

;

Piiloha 23 — Pribéh aktu pafeni v experimentu hybridizace. (Foto: autor).
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Piiloha 24 — Samice raka fi¢niho s vaji¢ky na pleopodech. (Foto: autor).

Pfiloha 25 —Samice raka bahenniho spafend se samcem raka fi¢niho. (Foto: autor).
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20 DA

Ptiloha 26 — Samice raka Fi¢niho spafend se samcem raka bahenniho. (Foto: autor).

Ptiloha 27 — Vajicka nakladend samici raka bahenniho bez pfitomnosti samci. (Foto:

autor).
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11. Abstrakt

V piirod€ se raci reprezentuji jako predatofi nebo i Cast potravni zakladny né€kterych

ryb. Ve volnych vodach puasobi také jako detrivofi, a jsou tak dilezitym prvkem v kolobéhu
Zivin a energie ve vodnim ekosystéemu. Raklim se vSak nevyhnuly negativni dopady
antropogenni cinnosti jako zneCisténi vod a devastace habitatd. Z téchto divoda
je zapotiebi reprodukce raki v lihnich a farmach. Hlavnim cilem mé prace bylo studium
reprodukéni biologie u rakli se zaméfenim na proces pafeni, interval mezi parenim
a kladenim vajicek, oplodnénim a morfologickou strukturu samcich a samicich gamet.
Mezi vedlejsi cile bylo zafazeno vyuziti opakované elektrostimulace u rakli a moznost
existence hybridi raka fi¢niho (Astacus astacus) a raka bahenniho (Astacus
leptodactylus). Pozorovani obdobi reprodukce probéhlo na zastupcich raka Fi¢niho
araka bahenniho, pomoci pfirozeného pafeni v nadrZich. Struktura gamet byla
pozorovana na vzorcich odebranych od raka fi¢niho (Astacu astacus), raka bahenniho
(Astacus leptodactylus), raka signalniho (Pacifastacus leniusculus), raka Gerveného
(Procambarus clarkii) a raka pruhovaného (Orconectes limosus). Experimenty
se uskute¢nily béhem podzimniho obdobi v roce 2012 a 2013. Vysledky pozorovani
reprodukce rakd ndm vice pfiblizily obdobi a intervaly vSech fazi procesu pareni raku.
U samic raka ficniho i raka bahenniho bylo zjiSténo nakladeni vajicek bez ptitomnosti
samcl. Pomoci ultrastruktury samcich a samicich gamet byly popsany jejich jednotlivé
slozky. Opakovana elektrostimulace se ukazala u cCeledi Astacidac jako vhodny
prosttedek pro sbirdni vét§tho mnozstvi spermatického materidlu. Experiment
hybridizace dokazal, ze mize dochazet ke spafeni obou druhd rakd v lokalitch, kde
se vyskytuji soucasné. Tyto experimenty pomohly v dal$im poznani reprodukéni

biologie raku.

Klic¢ova slova: rak, pareni, kladeni vajic¢ek, ultrastruktura, spermie, vajicka, hybridizace,

elektrostimulace
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12. Abstract

In the nature, crayfish are represented like predators or a part of food base of some
fish. Also in free waters they acts as detrivors and are an important element in the
nutrient and energy circle in aquatic ecosystem. The crayfish weren’t able to avoid
negative impacts of anthropogenic activities such as water pollution and devastation
of habitats. For these reasons reproduction of the crayfish is necessary in hatcheries and
farms. The main aim of my work was to study the reproductive biology of the crayfish
focused on the process of mating, the interval between mating and laying eggs,
fertilization and morphological structure of the male and female gametes. Among the
secondary objectives there was included using of repeated electrostimulation
of the crayfish and the possibility of hybrids of the noble crayfish (Astacus astacus) and
the narrow-clawed crayfish (Astacus leptodactylus). The observation of the period
of reproduction was realized on representativies of the noble crayfish and the narrow-
clawed crayfish throughout natural mating in the tanks. The structure of gametes was
observed on the samples taken from thenoble crayfish (Astacus astacus), the narrow-
clawed crayfish (Astacus leptodactylus), the signal crayfish (Pacifastacus leniusculus),
the red swamp crayfish (Procambarus clarkii) and spinycheek crayfish (Orconectes
limosus). The experiments were carried out during the autumn season in 2012 and 2013.
The results of observations of the reproduction of crayfish made us clear
as for the period and intervals for all phases of the process of mating crayfish.
For females the noble crayfish and the narrow-clawed crayfish was found oviposition
without the presence of males. Their individual components have been described
by using ultrastructure of males and female gametes. Repeated electrostimulation
showed at the family Astacidae as a suitable tool for collecting large mass of sperm
material. Hybridization experiment proved that it can occur to mate the two species
of crayfish in areas where they occur simultaneously. These experiments helped
to further knowledge of reproductive biology of crayfish.

Key words: crayfish, mating, egg laying, ultrastructure, sperm, egg, hybridization,

elektrostimulation
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