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phalus gracilis(Eucestoda), cizopasnika bathypelagické ®bgnopsis anomala
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gracilis (Eucestoda), a parasite of the bathypelagicFisbnopsis anomal@c. Thesis, in
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Anotace

Spermiogenesis and spermatozoon ultrastructutbeotapewormParabothrioce-
phalus graciliswere examined using transmission electron micq@g¢d EM). Spermio-
genesis is characterised by the formation of a zndifferentiation with two centrioles
associated with striated rootlets, and an intercg#at body between them. The two flagel-
la undergo a rotation of 90° until they become lbaréo the median cytoplasmic process
with which they fuse. Electron-dense material isspnt in the apical region of the zone of
differentiation in the early stages of spermiogeneBhis electron-dense material is cha-
racteristic for the orders Bothriocephalidea anghyllobothriidea. The mature spermato-
zoon contains two axonemes of the 9 + “1” treparwatan pattern, nucleus, cortical
microtubules, and electron-dense granules of glgoolylitochondria are absent. The ante-
rior extremity of the spermatozoon exhibits a ®nglectron-dense crested body. One of
the most interesting features is the presenceriigaof cortical microtubules surrounding
the axoneme. This character has been reportedi@ngpecies of the order Bothriocepha-

lidea and may be unique in this cestode group.

Tato préace byla financovana z grantu 3kolitele (GR — projekt&. 524/04/0342 a
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1. UVOD A LITERARNI P REHLED

1.1.KMEN PLATYHELMINTHES

Plathelminti (plo&inci) jsou bilateralni, dorzoventrérzplostli, volné Zijici i parazi-
ticti Zivocichové. V prostoru mezi pokozkou ektodermélniliwqulu a slep zakortenym
sttevem vzniklym z entodermu mafeti zarodénou vrstvu butk — mesoderm. Tato tka
je pritomna ve form parenchymu, ktery je twen silre vakuolizovanymi, tenko&hnymi a
velkymi buikami. Pro tento typ mesodermu se pouZiva nazevmobgs a jsou v &m
uloZzeny vnitni tIni organy. Pokozka (epidermis) je u welgijicich plos&énca tvorena
fasinkovym epitelem z mnohdaitkatych bugk. Tyto fasinky slouzi k pohybu. Paraziii
plos€nci (skupina Neodermata) nemaji, krbiarev, fasinkovou epidermis, ale vytgji
novy pokozkovy syncytialni epitel, nejspiSe mesod#niho mivodu, nazyvany neodermis
nebo tegument (Ehlers 1985).

Pod pokoZzkou jsou vrstvy okruzni a podélné svalpviteré vytvédeji podkozni svalo-
vy vak. Olkhova soustava a dychaci organy nejsou g, Transport Zivin seége di-
fuzi v mesenchymu a dychani probiha povrchéen Travici soustava je trubicovitéasto
bohat vétvena, avSak u tasemnic chybi. Wdwacimi organy jsou parovita protonefridia,
tvorena spojenim plaménkovéitky a skirného kanalku. Nervova soustava je stasha
na @idi téla ve forn¢ parového ganglidi skupiny ganglii. Ploghci maji dolie vyvinuté
hmatové, zrakové &chové smyslové organy (Roberts a Janovy 2005).

VétSina plo&tnai je typickymi hermafrodity s procesem vgny santich pohlavnich
burgtk mezi d¥¢ma jedinci (samooplozeni je vzacné). Pohlavni oygsou dolde vyvinuté,
tvorené krond vlastnich pohlavnich Zlaz dalSimiigatnymi organy. Vyskytuje se u nich
také nepohlavni rozmnozovéani a u mnohych je zastesahopnost regenerace. Par&ziti
ploS€nci majicasto slozité vyvojové cykly spojené s&danim hostitel (Roberts a Jano-
vy 2005).

Pavodni klasifikace doitd plosénky (Turbellaria), motolice (Trematoda), monogenea
(Monogenea) a tasemnice (Cestoda) neodpoviddasoym nazam na fylogenetické
vztahy. Tida Turbellaria tvEi polyfyleticky taxon, ktery zahrnuje n&puzné skupiny.
Acoelomorpha tvii samostatnou skupinu na bazi bilaterii, zatimdatog ploStenci tvid



taxon Platyhelminthes péti do skupiny Lophotrochozoa a zahrnujici takéapidickou
skupinu Neodermata, ktera twanonofyletickou skupinu (Zrzavy 2006).

1.2.NEODERMATA

Skupina Neodermata zahrnuje Wi parazitické plognce.Rasinkovy kozni epitel je
zachovan pouze whkterych larvalnich stadii.rPtransformaci larvy v dosiice (i infeke-
ni larvu) je mvodni pokozka (epidermis) odvrZzena a komplatahrazena syncytialnim
epitelem (tegument), nazyvanym také neodermis (EHIO85). Je to mnohofutiki sys-
tém, ktery se mimo jiné podili nggmosu Zivin doda a na jejich permené v potrebnou
energii ve forrd ATP. Tegument obsahujetné mitochondrie. &jmé umoziuje obranu
proti reakcim dla hostitele, proto je asi tato skupina takddsya v parazitaci. Podletkte-
rych nazok jsou Neodermatdiazena do podkmene Rhabditophora (Rohde 1994). Tato
skupina je charakterizovana vyteaim tyinkovych inkluzi (rhabdit) v podpokozZkovych
buinkach. Po vyloteni z tla bobtnaji ve slizovitou vrstvu a slouzi jako caie ged vy-
schnutim, obranaipd nepitelem, k pohybui ke znehybaini karisti. Rhabdity ale nebyly
u neodermat spolehBvprokadzany (Ehlers 1986). Je mozné, Ze jejichéitmpnost byla
zpasobena ztratou primérniho ektodermiindm evoluce. Do skupiny Neodermasaime

téidy Trematoda (motolice), Cestoda (tasemnice) adgenea (Sedlak 2005).

1.3.CESTODA (TASEMNICE)

Tasemnice jsou vyhradrmparazitickou skupinou plathelmin{plos€nci), ktera je cha-
rakterizovana fedevSim absenciisvva a pitomnosti mikrotrichi. AZ na vyjime&né gipa-
dy se jedna o parazity s rapymi (vicehostitelskymi) Zivotnimi cykly. VSechngsemni-
ce maji larvu op@enou embryonalnimi &y bud’ v pastu 10 (primitivni skupiny Gyroco-
tylidea a Amphilinidea) nebo 6 (,typické" tasemniEecestoda). Drtiva&sSina tasemnic
jsou cizopasniky zazivaciho traktu obrathbvd/lastni tasemnice, Eucestoda, sdruzuji
s vyjimkoutadu Caryophyllidea a Spathebothriidea zastupgén&kovanym &em — stro-
bilou se segmenty. Kazdfanek (segment) obsahuje ¢egtji jeden, rekdy i dva a vice
pohlavnich komplek (Smyth a MacManus 1989).



Dosud bylo popsano kolem 4000 diéulasemnic podidy Eucestoda. Nejvyssi po-
cetradi se vyskytuje u vodnich obratlav€paryby a ryby), avSak druhéye zdaleka nej-
pocetrgjSi skupinourad Cyclophyllidea, jehoz zastupci cizopasdevsim u ptaka sav-
ci. Mezi tasemnicemi nalézanmadu dilezitych cizopasnik ¢lovéka, ale také druhvete-
rindrrg vyznamnych. Tasemnice jsou r@¢ndilezitou skupinou z hlediska studia bioche-
mie, embryologie, fyziologie a molekularni biolog&emyth a MacManus 1989).

1.3.1. REPRODUKCNIi SOUSTAVA TASEMNIC

Tasemnice jsoud&Sinou hermafroditi a maji v kazdé#shanku sandi i samti re-
produlkéni soustavu. Bkdy jsou reproduéni sady zdvojeny (na&prod Dipylidium) nebo
jsou mnohoetné (rodTetragonoporus Tasemnice mohou mitékteré zvlastnosti roz-
mnoZovaci soustavy: s&hreprodukni soustava obsahuje ét§iny skupin mnoho varlat,
samti muze zahrnovat p@tné Zloutkové folikuly ve velké&asti segmentu (Bothriocepha-
lidea) nebo kompaktni Zloutkovou zlazu (Cycloplugi). Sotasti santii soustavy je i
vagina. Vyvody obou pohlavnich soustav dasto do spotméeho genitalniho atria (Volf a
Horak 2007).

K oplozeni nejastji dochazi mezi déma tasemnicemi nebo mezénky na stejné
strobile (gedevsim u velkych drdihtasemnic, které jsou samy véest). Tasemnice jsou
oviparni a jejich vajika se do v§Siho prostedi dostavaji se stolici definitivniho hostitele.
Ve vajicku primitivnich tasemnic (Gyrocotylidea a Amphiliieia) se tvid larva 1. stadia
(v matégském organismu nebo ve &§&im prostedi), tzv. lykofora. U zastupicEucestoda
se vytvdi larva zvana onkosféra (hexakant g pary héka). Ta mize byt rkdy ob-
klopena ciliarnim epitelem pro pohyb ve ¥od je ozn&ovana jako koracidium. Larvy
dalSich stadii nazyvame metacestody a podle m@itioaji izné nazvy (Chervy 2002).

Spermie tasemnic (Eucestoda) jsodwomité. Na z#datku spermiogeneze je 64
spermatid. Bhem spermiogeneze se witvapermie se dima axonemami nebo spermie
s jednou axonemou, vzdy se vzorem 9 + “1” (Trepaxeata). Dale jeffitomno protahlé
jadro a podélné kortikalni mikrotubuly. Pod Bamou membranou byla uékterych ta-
semnic (Bothriocephalidea, Diphyllobothriidea, Dyplidea, “Tetraphyllidea”, Proteoce-
phalidea, Tetrabothriidea, Cyclophyllidea) nalezetektrodenzni organela zvanébe-
novité €lisko (crested body). Mitochondrie se vyskytujiamych stadiich spermatidza-

timco ve zralych spermiich vzdy chiyb(Justine 1998).



Spermiogeneze a ultrastruktura spermii u Eucegtosiavnavana s ostatnimi para-
zitickymi plathelminty s drazem kladenym na fylogeneticky vyznamné struktdig.sy-
napomorfii u Eucestoda se povazuje absence mitokchiondosglé spermii a fitomnost
hiebenovitéhodiska (Justine 1998).

1.3.2. RAD BOTHRIOCEPHALIDEA

Souwasné taxonomické studie prokazaly, zerd&d Pseudophyllidea Gbinovky)
sklada ze dvou néjpuznych taxofr: Diphyllobothriidea a Bothriocephalidea (Kuchta a
kol. 2008). Bothriocephalidea se liSi od Diphyllthriidea v nasledujicich znacich: geni-
talni pory (péry cirového vaku a vaginy) jsou u Bawcephalidea ve du (medianniki
u kraje (sublateralni) nebo na kraji (lateralniysédni strany segmentu, zatimco u Diphyl-
lobothriidea se nachazeji vyhradwe stedu ventralni strany segmentuél@Zni por je u
Bothriocephalidea umigt pred genitalnim porem (anterian zatimco u Diphyllobothrii-
dea je za genitalnim porem. &&i semenny w&k (receptaculum seminis) u zastupadu
Bothriocephalidea chybi, ale jgifmmen dlozni vak (uterine sac). Wadu Diphyllobo-
thriildea se vi§Si semenny W&k vyskytuje, ale chybidtbZni vak (Kuchta a kol. 2008).

Skupina Diphyllobothriidea, zahrnujici cizopasniktyinozai (tetrapoda), péit
mezi primitivrgjSi tasemnice (Brabec a kol. 2006). Naproti tomupska Bothriocephali-
dea zahrnuje fiedevsim cizopasniky ngkych a sladkovodnich rylRad Bothriocephali-
dea, skladajici se ze 45 todeskupenych ve deledich, tvei sesterskou skupinu K tzv.
acetabularnim (tetrafosatnim) tasemnicim, které@ j&Sinou povaZzovany za odvozenou
skupinu (Olson a kol. 2001; Kuchta a kol. 2008)ifiPeem nap zastupci nejtsiho a lé-
karsky vyznamnéhdadu Cyclophyllidea (kruhovky), zahrnujici nejvyznaisi cizopas-
niky ¢lovéka (Khalil a kol. 1994; Miller 2002).

Bothriocephalidea jsou malé aZestre velké tasemnice parazitujici veéest obrat-
lovci, predevSim u miskych ryb, vyjimeéné u obojzivelniki. Maji jednoho¢i dva mezi-
hostitele. Jejich strobila ma zpravidla kraspedsgdgmenty, které jsou obvykle SirSi nez
delSi. Segmentace je Uplna nebo neulplna, ¥zébgbi. Skolex je tvarav promenlivy,
neozbrojeny, vzaeénje opaten h&ky. Na dorsalni a ventralni strkaskolexu se nachazeji
dvé piisavné ryhy (bothrie), které jsou odliSného tvahlaubky. MiZze se vyskytovat api-
kalni disk a kéek (Bray a kol. 1994; Kuchta a kol. 2008).



Reprodukni organy se nachazeji jednodliv segmentu, vzaénjsou zdvojené.
Clanky tschto tasemnic obsahuji vzdy roztrouSenéepmé Zloutkové folikuly a petna
varlata obvykle usg@dana ve dvou lateralnich polich. Chamovod (vasrdes$) je st&e-
ny. Cirovy vak niize obsahovat vriti semenny w&k. Cirus je ¥tSinou neozbrojeny, ale
muze byt opaten trny nebo tegumentarnimi wgtky. Vaje&nik je umistn v medule, ob-
vykle je dvoulal@naty, kompaktni, folikularni nebo dendriticky v rédésti segmentu.
D¢loha je fizného tvaru, rozilena na dlozni trubici (uterine duct) tudci klicky a clozni
vak (uterine sac). Vajka jsou zpravidla op#gna vékem (operculum) nebo jsou bezvi
ka. Vajika mohou obsahovat zformovanou larvu (onkosféiujtkloze nebo dochazi
kK jejimu vyvoji ve vod. U fady drulii je povrch onkosféry pokryasinkami, které umoz-
nuji této lang zvané koracidium pohyb ve védVyvoj probiha pes jednoho nebo dva
mezihostitele (Bray a kol. 1994; Kuchta a kol. 2008

1.3.3. PARABOTHRIOCEPHALUS GRACILISYamaguti, 1934

Tento druh pdt do celedi Echinophallidae Schumacher, 1914. Vyskytuge s
v tenkém gew bathypelagické ryby druhBsenopsis anomal@erciformes: Centrolophi-
dae) v Tichém oceanu (Yamaguti 1934; Wang 200dn tasemnice dosahuje délky az 60
mm a je maximala 1,4 mm Siroké. Strobila ma kraspedotni segmeasjighZz posterolate-
ralni okraje jsou pokryty velkymi mikrotrichy. Jéfomna vijSi i sekundarni segmentace,
vn¢jSi segmentace vSakude byt v gravidnich segmentech nelplna. Na podémahieoz-
brojeném skolexu se nachazejidwotahlé nilké bothrie, ale neni zdgetelny apikalni
disk. Krcek chybi (Yamaguti 1934; Kuchta a kol. 2009).
Varlata umisina ve dvou lateralnich polich se sbihaji dozadolkagduji mezi segmenty.
Cirovy vak je stedre velky az velky, silnoghny, cirus je ozbrojen trny. Genitalni por je
sublateralni. Vajgnik ma& d¢ nesoundrna, silré lalocnatd Kidla. Vagina se v koncové
¢asti roz8iuje, v gredni ¢asti této rozgené oblasti je ozbrojena malymi trny. Vaginalni
swra¢ (vaginal sphincter) fZe byt gfitomen. Zloutkové folikuly jsou umisty v kortexu.
Délozni trubice vytvéi ¢etné kitky a rozstuje se v gravidnich segmenteclEl@ni vak je
ovalny a nez#tSuje se s dozravanim segmerdélozni por je stedovy, blizko pedniho
okraje segmentu. Va&ja jsou opaena vékem (operculum) a jsou whbze neembryovana
(Yamaguti 1934; Kuchta a kol. 2009).



Obr. 1. Parabothriocephalus gracilisyamaguti, 1934. llustrace z originalniho popisu
druhu (Yamaguti 1934 — fig. 49-52).

A — Skolex.
B, C — Gravidni segmentyiignérezy.

D — Gravidni segmenty.

Vysvétlivky:

Cist. — semenny W&k (receptaculum seminisC. p. — cirovy vak,Ex. — osmoregukni
kanal,G. p.— genitalni porlnn. m. — vnittni podélna svalovind\. — hlavni nerv,

Ov. — vaje&nik, Test.— varlataUt. d. — ctlozni trubice Ut. p. — cklozni por,

Ut. s.— cklozni v&ek, Vag. — vaginaV. def. — chAmovodVYit. — Zloutkove trsy.
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1.4.VYZNAM SPERMIOGENEZE A ULTRASTRUKTURY SPERMIi
U HELMINT ©

Spermiogeneze a ultrastruktura spermitipaezi dilezité znaky pro evolini stu-
die. Prvni pouzil spermatologické znaky pro studiiyingenetickych vztaln Hendelberg
(1969) u plodtnek (“Turbellaria”). Pouziti kladistickych metodteké z&lenily spermato-
logické znaky do fylogenetickych analyz, da¢énto studiim novy sir (Hoberg a kol.
1997). Ehlers (1984, 1985, 1986), Brooks (1989)r@oks a McLennan (1993) zahrnuli
znaky spermii pro definovanikterych hlavnich skupin helmiint V sowasné dob jsou
znaky na spermiich povazovany zieakité pro studium fylogeneze plathelniirlustine
1998).

Neodermata pé#tdo taxonu Trepaxonemata, ktery dale zahrnuje islgupolycla-
dida, Seriata, Prolecitophora, Typhloplanoida ayBlibida (Ehlers 1986). Taxon Trepa-
xonemata byl navrzen Ehlersem (1984) a jméno totetonu vychazi ze struktury axo-
nemy 9 + “1”, ktera byla nalezena &chto plathelmini. Jméno Trepaxonemata znamena
.-axonema ve spirale” a poukazuje na strukturu émiino jadra u axonemy 9 + “1”. Na
rozdil od axonematSiny eukaryot, ve kterychirgvlada vzor 9 + 2, axonema trepaxonemat
obsahuje centralni jadro, které se jevi v podéligm jako spirala. U vzoru 9 + 2 qmi 2
poukazuje naifitomnost dvou jednozavitovych mikrotulbule stedu a poéet 9 ukazuje na

dewt perifernich par mikrotubuli.

Obr. 2. Axonema vzoru 9 + “1".

U vzoru 9 + “1"¢islo 1 poukazuje narfpomnost jednoduché struktury a apostrofy
zn&i, Ze nalezend jednoduchd struktura neni sloZzendkemtubuli (Justine a Mattei
1981). Potvrdily to nedavné immunocytochemické igtukteré zjistily, Ze centrélni jadro u

vzoru 9 + “1” neobsahuje tubulin.ckoliv tyto studie pracovaly pouze se zastupci moto-
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lic (Digenea), znéna shoda v ultrastrukite tohoto znaku naztiaje, Ze tyto zaéry plati
pro vSechna Trepaxonemata. Vzacné vyjimky u axoneshou byt rozéleny do dvou
kategorii: odchylka od axonemy 9 + “1” a bedkata spermie (Justine 2001).

Spermiogeneze a stavba spermii jsou¢isimy plathelmind stejného typu. Pt
sem Monogenea, Digenea, Aspidogastrea, Gyroco§ylidenphilinidea a EucestodasB
hem spermiogeneze splynou spermatidy v cytoplazkyatelek, ktery se skladé ze 32—64
burgk. Vyjimku tvoii schistosomy, u kterych jsou spermatidy @ddé (Justine 1991).
Souasti kazdé spermatidy je oblast zvana diferénc¢iadna. Jedna se o kuzZelovitou zonu,
ze které se vytu@ji ti prodluzujici se vyiistky. Jsou to #edni cytoplazmaticky vyistek
s ventralnimi a dorsalnimi mikrotubuly a dva laber#iciky. Tyto i prvky se spojuji do-
hromady, prodluzZuji se a naslédwytvareji dosglou spermii. Fylogeneticky vyznamnym
jevem u spermiogeneze plathelndine proximodistalni faze, kterd byla povazovana za
spoleé&ny znak pro Cercomeridea (Justine 1991). Aby vangdermie se dwma lereny-

mi axonemami, musi dojit ke splynuti dvodikii se stednim cytoplazmatickym vist-
kem. Tato faze postupuje #guiniho konce spermatidu k jeho zadnimu konci. \djsen
proximodistalni fuze je vznik dorséalnich a ventfénmikrotubuli v jaderné oblasti sper-
mie. Tyto mikrotubuly pochazeji z mikrotuliuktedniho cytoplazmatického istku.
Dospla spermie vytviena timto postupem obsahujesdaxonemy, kortikalni mikrotubu-
ly, jddro a mitochondrii (chybi u Eucestoda). Jaskodghem spermiogeneze prodluzuje a
migruje k zadnimu konci spermatidy (Hendelberg 398Etomnost jadra ve spermii para-
zitickych plathelmint zn&i jeji zadni konec, zatimco jeho absentedpi konec (Justine
1998).

Pozorovani spermii u motolic (Digenea) prokazalbybtivost axonem vigdni
casti spermie (Justine a Mattei 1982). Sledovantgeso oplozeni u motolic (Digenea)
ukazalo, Ze jadro je posledtdst spermie, ktera vstupuje do oocytu (Justine L9@&ine a
Mattei 1984).

Skupina Neodermata sdili synapomorfii proximodistélizi bdhem spermiogene-
ze. Rehled spermiologickych znaku tasemnic vyznamnych pro fylogenetické analyzy
piedstavil Justine (1998) a znaky spermii byly s wlodgickymi a molekularnimi znaky
pouzity @i studiu fylogeneze Eucestoda (Hoberg a kol. 198erg a kol. 2001; Olson a
kol. 2001).

VétSina znakt na spermiich uziteych pro fylogenezi u plathelmintoyla ugena

s pouzitim TEM. Zviditeléni axonem pomoci immunocytochemickéhocam tubulinu a
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ozna&eni jadra pomoci specifické DNA fluoreséan sondy ukazuje hlavni strukturu
spermie. Pozorované znaky zahrnuji relativni délkanem a mikrotubtl posuny axo-
nem, pozice jadra a pet spermii ve skupinach se shodnym genotypem (kébleaJustine

1997). Tyto znaky jsou potenci&lmhodné pro fylogenetické studie (Justine 2001).

1.5. SPERMIOGENEZE A STAVBA SPERMIi U TASEMNIC RADU
BOTHRIOCEPHALIDEA A DIPHYLLOBOTHRIIDEA

Spermiogeneze a stavba spermii byla studovarikalika zastupt fadi Bothrio-
cephalidea a Diphyllobothriidea, jenz donedavnailyaiad Pseudophyllidea. V néasle-
dujici tabulce jsou uvedeni zastupci zemychiadi studovani pomoci elektronového mik-

roskopu.

Tabulka 1. Prehled zastupcz radu Bothriocephalidea a Diphyllobothriidea,
u nichZ byla studovana spermiogeneze a stavba gperm
Druh Autor

Réad Bothriocephalidea
Celed’ Bothriocephalidae

Bothriocephalus clavibothrium | Swiderski a Mokhtar-Maamouri 1980
Bothriocephalus claviceps* Béa a kol. 2007

Bothriocephalus scorpii Levron a kol. 2006c¢

Celed” Echinophallidae

Paraechinophallus japonicus* | Levron a kol. 2006a

Parabothriocephalus gracilis Safasné prace

Celed’ Triaenophoridae

Eubothrium crassum Brunanska a kol. 2001, 2002
Triaenophorus nodulosus Levron a kol. 2005

Réad Diphyllobothriidea
Celed’ Diphyllobothriidae
Diphyllobothrium latum Bonsdorff a Telkk&d 1965; Levron a kol. 2006b

Ligula intestinalis Levron a kol. nepublikované Udaje

Celed Scyphocephalidae

Duthiersia fimbriata* Justine 1986

* studovana pouze stavba spermii
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2. CILE PRACE

Cile mé bakali&ké prace jsou nasleduijici:

1. Provést literarni reSersi na stanovené téma.
2. Ziskat udaje o spermiogenezi tasemritegabothriocephalus gracilis stavl je-

jich spermii.
3. Porovnat ziskané udaje s informacemi o ostatnistupéichiadu Bothriocephali-

dea a Diphyllobothriidea.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. MATERIAL

Ke studiu byl pouzit material tasemniBarabothriocephalus gracili&¥amaguiti,
1934 (Bothriocephalidea — Echinophallidae) poskgtior. Markem Freemanem (Institute
of Aquaculture, Stirling, UK), ktery tuto tasemnicalezl ve sewe hlubokomdské ryby
druhu Psenopsis anomaléPerciformes: Centrolophidae) z Tichého oceanupodsku v
roce 2004

Obr. 3. Psenopsis anomalBemminck a Schlegel, 1844 (Perciformes: Centroldgé).

3.2.METODY

3.2.1. Priprava materialu pro transmisni elektronovou mikroskopii

TasemniceParabothriocephalus gracilibyla po vyjmuti ze geva oplachnuta ve
fyziologickém roztoku, nakrajena na malé kouskxavana 2,5% roztokem glutaraldehy-
du v 0,1 M kakodylatovéem pufru (pH 7,4). Nasledovatoplachnuti ve vypiracim roztoku
(0,1 M kakodylatovy pufr). Na postfixaci byl poui% roztok oxidu osnielého v 0,1 M
kakodylatovéem pufru v poénu 1 : 1. Poté byly vzorky znovu proplachnuty v ®lkako-
dyldtovém pufru, odvodmy vzestupnou acetonovdadou a zality do kapsli s prydigi
Spurr.
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3.2.2. Zpracovani feazi a tvorba fotografii

Ultratenkérezy (tlougka 60—-90 nm) byly krgjeny diamantovym noZzem naautir
krotomu Leica Ultracut UCT a sbhirany na&dwané stky. Nasledovalo jejich kontrastovani
uranyl acetatem a citratem olova podle Reynold9é3)L U rékterych vzorki byla prove-
dena ultrastrukturni vizualizace glykogenu metodibiéry (1967). Tato metoda sfiea v
postupné aplikaci kyseliny jodisté (PA), thiosemibazidu (TSC) a proteinaturgira (SP).

Ultratenkétezy byly prohlizeny pomoci transmisniho elektrormvénikroskopu
JEOL 1010 @ urychlovacim nagti 80 kV (obr. 4). Snimky, zachycujici ultrastrukiu
spermiogeneze a spermii, bylyiffmeny CCD kamerou a poté zpracovany v programech
Adobe Photoshop a Adobe lllustrator (Laboralektronové mikroskopie, Biologické cen-

trum AV CR — Parazitologicky Ustav).

Obr. 4. Transmisni elektronovy mikroskop JEOL 1010.
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4. VYSLEDKY

4.1. SPERMIOGENEZE TASEMNICE PARABOTHRIOCEPHALUS GRACILIS

Zkoumala jsem ultrastrukturu spermiogeneze a sjpeéasemniceParabothrioce-
phalus gracilis Spermie této tasemnice se vyskytuji shémé ve varlatech. V pgéa-
tecni fazi spermiogeneze jsotifomny spermatidy s velkym jadrem a mitochondriemi
(Obr. 5, 6). Na okraji kazdé spermatidy s&iza objevovat diferenctai zona, ze které
se postupdutvai dosgla spermie (Obr. 5). Tato zona obsahujé dentrioly propoje-
né s mezicentriolarningéliskem (Obr. 7 a 12 A). Totaltsko cylindrické struktury se
sklada z jedné centralni tlustSi elektrodenzniidlgsta dvou tetich elektrodenznich
desttek na kazdé stranObr. 7 a 12 A). Meziémito destékami jsou d¥ vrstvy dolie
prostupné pro elektrony (electron-lucent). Kazdatriela je spojena s Zzihanymi ied
ny, coz je kuzelovita struktura slozend z elektrauéch pruld (Obr. 7-9 a 12 A, B).
Tento elektrodenzni material (Obr. 7) se vyskytjarvnich stadiich spermiogeneze.
Diferenciani zona je vymezena klenutymi membranami (Obr. 812 B-D).

Zpcocatku jsou ob centrioly orientovany ve stejné roeifObr. 7 a 12 A, B). Kazda
centriola davé vzniknout jednomwhbdu (Obr. 7 a 12 B, C). Nasledie v distalnicasti
diferenci&ni zény formovan centrélni cytoplazmaticky tstek (Obr. 8 a 12 C). Dva
biciky nestejné délky rostou rychle a p&alaji kolmou rotaci (Obr. 12 C, D). Poté se
stavaji soutzné s centralnim cytoplazmatickym wugtkem a splyvaji s nim proximo-
distalre (Obr. 9, 10 a 12 E). Jadro s&re prodluZzovat a migruje do centralniho cyto-
plazmatického vyirstku (Obr. 11 a 12 C-E). Jadro se nachazi v za#loimi spermie.
Na konci spermiogeneze je oblast klenutych membadkrcena a zrala spermie se od-

déli od zbylé cytoplazmy.
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Obr. 5-11. Spermiogeneze tasemniéarabothriocephalus gracilis

Vysvétlivky:

Obr. 5. Podélnyiez spermatid s velkym jadrem (J) a mitochondrigvii. Utvaii se diferenciéni zéna (DZ). Miitko 10 um.Obr. 6.
Detail spermatidy s jadrem (J) a mitochondriemi.(Pddélnykez. Mefitko 5 pm.Obr. 7. Diferenci&ni z6na se dima centriolami (C),
mezicentriolarnimdiskem (MT), Zihanymi kieny (ZK), btikem (B) a elektrodenznim materidlem (EM). Podékw. Mstitko 1 pm.
Obr. 8. Prodluzovani cytoplazmy (CV), kazda centriola d&zaiknout jednomu Biku. Vidime oblast klenutych membran (OM) a
kolmou rotaci biiku (B). Podélnyfez. Msfitko 1 pm.Obr. 9. Proximodistalni faze dvou &ika (B) s centralnim cytoplazmatickym
vyristkem. Podélnyez. Meritko 1 um.Obr. 10. Proximodistalni flze dvou &kia (B) s centralnim cytoplazmatickym vigtkem.
Pozorujeme fitomnost kortikalnich mikrotubl(KM). PEiény rez. Mefitko 200 nm.Obr. 11. Migrace jadra (J) do centralniho cyto-
plazmatického vyirstku. Ri¢ny fez. Metitko 500 nm.
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Obr. 12. Schéma jednotlivych fazi (A—E) spermiogeneze tassmirarabothriocephalus gracilis

Vyswvetlivky:
B1, B2- biiky, C — centriola,CV — cytoplazmaticky vyistek,EM — elektrodenzni material,—
jadro,KM — kortikalni miktrotubulyMT — mezicentriolarniétisko, OM — oblast klenutych mem-

bran,ZK — Zihané kieny.
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4.2. CHARAKTERISTIKA SPERMII TASEMNICE
PARABOTHRIOCEPHALUS GRACILIS

DospEla spermie tasemnidearabothriocephalus gracilige dlouh& riovita bui-
ka, ktera se zuzuje na obou koncich. Mitochondnigbt Od pedniho konce spermie
k jejimu zadnimu konci rozeznavdmet mblasti s charakteristickymi ultrastruktural-
nimi znaky.

Oblast | (Obr. 13, 14 a 21 I¥gdstavuje fedni konec spermie. Je charakterizovana
piitomnosti centrioly a elektrodenznintebenovitym &liskem (crested body — Obr.
13). Z centrioly vznikd axonema vzoru 9 + “1” (Teegnemata). Poté miztdbenovi-
té €lisko a kortikalni mikrotubuly utu@ji prstenec obklopujici axonemu (Obr. 14).
Tyto mikrotubuly jsou charakterizovany tlustou medarou a sétlym sttedem, dote
prostupnym pro elektrony. Na konci oblasti | jerspie piblizné 260 nm Siroka.

Oblast Il (Obr. 15, 16, 17 a 21 1l) je charaktevidna gitomnosti dvou axonem a
elektrodenznimi granulemi glykogenu. Yegnicasti této oblasti se objevuje centriola
druhé axonemy. Ve stejnou dobu se prstenec z &tmtth mikrotubul rozpada a po-
stupré mizi. Ok axonemy jsou velmi blizko u sebe (Obr. 15hrRr spermie je okolo
420 nm. Axonemy jsou od sebe @btihé kortikalnimi mikrotubuly obsahujicimi ten-
kou membranu se svitivym elektrodenzniiedém (Obr. 15). Nasledrvzrista Stka
spermie a dosahuje az 700 nm. Objevuje se 4—6kkbrich mikrotubul uspdada-
nych ve dvou polich.

Oblast 11l (Obr. 18 a 21 1ll) obsahuje &@axonemy, kortik&lni mikrotubuly, glyko-
gen a jadro. Maximalni pmér spermie je 800 nm. #m¢ér jadra se postugnzvétSuije.
Jadro je elektrodenzni s vlaknitymi kousky chromatiKazdé pole kortikalnich mikro-
tubuld je sloZzeno z 6-9 jednotek. Na konci této oblastza&ina jedna axonema rozpa-

dat a nakonec zmizi.
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Obr. 13-20.DospEla spermie tasemnidearabothriocephalus gracilifpricnéiezy).

Vysvétlivky:

Obr. 13 (Oblast I). Predni konec spermie s centriolou (C)tallenovitym &liskem (HT). Metitko 300 nmObr. 14 (Oblast I). Axone-
ma vzoru 9 + “1” (Trepaxonemata) a prstenec z kaiich mikrotubui (KM). Mé&titko 200 nm.Obr. 15 (Oblast Il). Dvé axonemy
(A) blizko u sebe oddlené kortikalnimi mikrotubuly (KM). Mfitko 200 nmObr. 16 (Oblast Il). Dvé axonemy (A), granule glykoge-
nu (G) a kortikalni mikrotubuly (KM). M¥itko 200 nmObr. 17 (Oblast Il). Dvé axonemy (A), kortikalni mikrotubuly (KM) a granule
glykogenu (G) zvyrazmé metodou Thiéry (1967). 3itko 200 nmObr. 18 (Oblast Ill). Dvé axonemy, glykogen a kortikalni mikro-
tubuly (KM). Objevuje se jadro (J). &fitko 200 nmObr. 19 (Oblast 1V). Jedna axonema (A), jadro (J), kortikaIni mikrotiyltM) a
glykogen. Metitko 200 nm.Obr. 20 (Oblast V). Zadni konec spermie s jadrem (J) a jednoduchymtikénimi mikrotubuly (KM).
Meétitko 200 nm.
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Oblast IV (Obr. 19 a 21 IV) se vyz&ige piitomnosti jedné axonemy, jadra, gly-
kogenu a kortikalnich mikrotubiul Piimér gamety je 600—-700 nm. Kortikalni mikro-
tubuly jsou stale usgadany ve dvou polich a sloZzeny z 6-9 jednotek. Mizadni
¢asti této oblasti.

Oblast V (Obr. 20 a 21 V) odpovida zadnimu kon@rspe. Je charakterizovana
postupnym rozpadem axonemy. Mizi centralni jadronaxny a dvojice mikrotubiil
ztraci sva ramena. Pary s€inaji rozpadat a nakonec sepeni v jednoduché mikro-
tubuly. Piimér jadra se zmenSuje. Zadni konec spermie je claravan pitomnosti

jadra a ®kolika jednoduchych mikrotubtul Jejich pamér je okolo 150 nm.
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Obr. 21. Schéma jednotlivych oblasti (I-V) spermie tasemRiarabothriocephalus gracilis

Vyswvetlivky:
A — axonema — glykogen,HT — hebenovité dlisko, J — jadro,KM — kortikalni mikrotubuly,
PM — plazmaticka membrana.
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5. DISKUSE

Spermiogeneze

Proces spermiogeneze u tasemriegabothriocephalis graciliz ¢eledi Echino-
phallidae fad Bothriocephalidea) je charakterizovan rotagikflia proximodistalni fuzi.
U této tasemnice probiha spermiogeneze prvnihg Kteua se krothiadu Bothriocepha-
lidea vyskytuje uadi Diphyllobothriidea, Trypanorhyncha, Tetraphyllidedroteocepha-
lidea (Justine 1998). Tento typ spermiogeneze j@pavan za primitivni (plesiomorfni)
znak u tasemnic Eucestoda (Justine 1998).

Mezicentriolarni &lisko u Parabothriocephalus gracilige sloZzeno zeftt elektro-
denznich destek a dvou elektron-lucentnich vrstev meznito desttkami. Tento znak
byl také pozorovan u dalSich zastaéadu Bothriocephalidea (viz Tabulka Bothrioce-
phalus scorpii— Levron a kol. (2006c)Eubothrium crassurm Brunanska a kol. (2001,
2002)a Triaenophorus nodulosusl-evron a kol. (2005). Weledi Diphyllobothriidaeiad
Diphyllobothriidea) se nachazejiyti elektron-lucentni vrstvy (Bonsdorff a Telkkd 1965
Levron a kol. 2006c¢). ZmenSeni dho vrstev u mezicentriolarnihéliska se objevuje u
vySSich tasemnic (Justine 2001). Mezicentriolakhsko je znak pouZzivany ve fylogene-
tickych studiich na vySSi Urovni klasifikace tasémnfHoberg a kol. 1997; Justine 1998,
2001).

V prvnich fazich spermiogeneze tasemritegabothriocephalus gracilise vysky-
tuje na vrcholu spermatidy elektrodenzni matefigéhto materiédl byl poprvé zaznamenén
u tasemniceEubothrium crassunz fadu Bothriocephalidea — Branska a kol. (2001).
Pozdji byl elektrodenzni material pozorovan u bothriplealidnich tasemniddothrioce-
phalus scorpi Levron a kol. (2006c)riaenophorus nodulosus Levron a kol. (2005) a
u diphyllobothriidnich tasemnidiphyllobothrium latum— Bonsdorff a Telkkd (1965);
Levron a kol. (2006b) &igula intestinalis— Levron a kol. nepublikované udaje (viz Ta-
bulka 2). Elektrodenzni material¢asné fazi spermiogeneze se zda byt charakteristicky
profady Bothriocephalidea a Diphyllobothriide&kaliv tyto fady netvéi monofyletickou
skupinu a nejsou blizcéipuzné (Brabec a kol. 2006; Kuchta a kol. 2008).
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Tabulka 2. Vysledky studii spermiogeneze a stavby spermiistupd z fadu

Bothriocephalidea a Diphyllobothriidea.

Spermiogeneze Spermie
Druh Autor
Typ MT EM |Pax HT PKM ZK

Réad Bothriocephalidea

Celed Bothriocephalidae

Bothriocephalus clavibothrium | | + - 2 0 + A Swiderski a Mokhtar
Maamouri 1980

Bothriocephalus claviceps 2 1 céastény Bé& a kol. 2007

Bothriocephalus scorpii I 2 + 2 1 + J Levron a kol. 2006¢

Celed” Echinophallidae

Paraechinophallus japonicus 1 + J+ KM| Levron a kol. 2006a

Parabothriocephalus gracilis I 2 + 2 1 + J + KM| Sowfasna prace

Celed Triaenophoridae

Eubothrium crassum I 2 + 2 1 + A Branska a kol. 2001
2002

Triaenophorus nodulosus I 2 + 2 1 + A Levron a kol. 2005

Réd Diphyllobothriidea

Celed” Diphyllobothriidae

Diphyllobothrium latum I 4 + 2 - - J Bonsdorff a Telkka 196
Levron a kol. 2006b

Ligula intestinalis I 4 + 2 - - A Levron a kol. nepublik

5 vané udaje

Celed Scyphocephalidae

Duthiersia fimbriata 2 1 casteény Justine 1986

Vysvétlivky:

A — axonemaEM - elektrodenzni materidjT — hrebenovité dlisko (paet), J — jadro,

s

KM — kortikalni mikrotubuly,MT — mezicentriolarniétisko (paet elektron-lucentnich
vrstev), Pax — paiet axonemPKM — prstenec z kortikalnich mikrotuliylZK — zadni
konec spermiet/- — pritomnost/absence.
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Stavba spermie

SpermieParabothriocephalus gracilisna d¥ axonemy vzoru 9 + “1” (Trepaxo-
nemata — Ehlers 1984). Bwaxonemy byly zaznamenanyiadi Bothriocephalidea a Di-
phyllobothriidea (Tabulka 2), ale také u Spathebtba, Haplobothriidea, Trypanorhyn-
cha, Tetraphyllidea a Proteocephalidea (Justin@)1LI®&¢ axonemy vzoru 9 + “1” se vy-
skytuji u vSech Eucestoda a jsou povazovany zaophesfni znak (Justine 1998). U odvo-
zergjSich tasemnic zahrnujicich skupinu Cyclophylligearitomna pouze jedna axonema
(Justine 1998; Miquel a kol. 2007).

Dulezitym znakem zji&#ym u tasemnic®arabothriocephalus gracilige pfitom-
nost ltebenovitéhodiska (crested body). idbenovite dlisko se vyskytuje u vSech dosud
studovanych zastupz fadu Bothriocephalidea krandruhuBothriocephalus clavibothri-
um— Swiderski a Mokhtar-Maamouri (1980), kde nebylo pax@no. Tento znak chybi u
¢eledi Diphyllobothriidaead Diphyllobothriidea), ale jeffitomen uDuthiersia fimbriata
z ¢eledi Scyphocephalidae stejnék@du. | ges absenciétiska ufady tasemnic Ba a
Marchand (1995) navrhli tento znak jako sgalepro vSechny “pravé” tasemnice (Euces-
toda). Hebenovité dlisko vSak chybi u&tSiny evoliné starSich tasemnic jako jsou Cary-
ophyllidea, Spathebothriidea, Haplobothriidea a p@rnorhyncha (MacKinnon a Burt
1985; Swiderski a Mackiewicz 2002; Bianska a kol. 2006; Miquel a kol. 2007). Justine
(1998) pozdiji navrhl, aby pitomnost iebenovitéhodiska byla povazovana za spaly
znak pouze pro odvozené tasemnice, zahrnujicirtakg Bothriocephalidea a Diphyllobo-
thriidea. Existujici Udajedetre vysledki predkladané prace vSak tuto datnku nepotvr-
zuji (viz Tabulka 2). V gednim konci spermie se u bothriocephalidnich tagemachazi
charakteristicky prstenec z kortikalnich mikrotuljukteré obklopuji axonemu (Tabulka
2). Tento znak nebyl pozorovan u tasembiphyllobothrium latuma Ligula intestinalis
z ¢eledi Diphyllobothriidagtadu Diphyllobothriidea (Bonsdorff a Telkkd 1965;vien a
kol. 2006b).Céste&ny prstenec z kortikalnich mikrotuliuse nachazi u drahBothrioce-
phalus clavicepg fadu Bothriocephalidea a@uthiersia fimbriataz ftadu Diphyllobothrii-
dea (Justine 1986; Ba a kol. 2007).
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V zadnim konci spermiParabothriocephalus gracilige pfitomno jadro a kortikal-
ni mikrotubuly, které se v tét&asti spermie nachazeji také u tasemmaeaechinophallus
japonicuszfadu Bothriocephalidea (Levron a kol. 2006a). U nasie Bothriocephalus
scorpii zfadu Bothriocephalidea Biphyllobothrium latumz fadu Diphyllobothriidea se
v zadnim konci spermie nachazi pouze jadro (Bofisdoilelkka 1965; Levron a kol.
2006b,c). Zadni konec spermie postrada jadrazkolika bothriocephalidnich zastujpc
(Bothriocephalus clavibothriupEubothrium crassuna Triaenophorus nodulosus Ta-
bulka 2) a je fitomna pouze axonema. Jadro chybi takégula intestinalis(fadd Diphyl-
lobothriidea — Levron a kol. nepublikované udajabiilka 2). Zadni konec spermie se pro-
to nejevi jako vhodny znak pro diferenci@adi Bothriocephalidea a Diphyllobothriidea,

jelikoz je jeho pitomnost promnliva u obouadi i meziceledmi téhoziadu.
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6. SOUHRN

Zkoumala jsem ultrastrukturu spermiogeneze a speasemniceParabothrioce-
phalus gracilisza pomoci transmisniho elektronového mikroskodaMJ. Popis spermio-
geneze byl u zastupceledi Echinophallidae proveden poprvé. Zjistilanjs&e u této ta-
semnice probih& spermiogeneze typu |, povaZzovamghjprimitivijSi, coz je zajimavé
vzhledem k tomu, Zze zmina ¢eled’ pati k fylogeneticky odvozefiSim (difosatnim) ta-
semnicim. Zjistila jsem takeéftipomnost elektrodenzniho materialu v prvnich stddii
spermiogeneze. Tento znak vyskytujici se v prvstadiich spermiogeneze je charakteris-
ticky pro tasemnicéadi Bothriocephalidea a Diphyllobothriidea, kteréveé tvaily sku-
pinu Pseudophyllidea.

Dospla spermie obsahuje &haxonemy vzoru 9 + “1”. Tento vzor je charakteris-
ticky pro vSechny zastupce skupiny Neodermataakpeiti do taxonu Trepaxonemata. V
piednicasti spermie jeifitomno Kebenovité dlisko, které se krothiradu Bothriocephali-
dea vyskytuje nap u fadi Diphyllobothriidea, Diphyllidea, Tetraphyllideard®eocephali-
dea, Tetrabothriidea a Cyclophyllidea. U zralé sperchybi mitochondrie, coz je spdle
ny znak pro vlastni tasemnice (Eucestoda). Jedmejdilezit¢jSich nalezenych znéle
piitomnost prstence z kortikalnich mikrotubuktery obklopuje axonemu wgdnim konci
spermie. Tento znak byl zaznamenan pouze u zastfidu Bothriocephalidea atie

byt jedin€&ny pro tyto tasemnice.
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