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Anotace

Spermiogenesis and ultrastructural organization of the spermatozoon of Aspidogaster lim-
acoides (Trematoda, Aspidogastrea) were examined using transmision electron microscopy
(TEM). Spermiogenesis is characterized by a proximo-distal fusion of the two flagella with
the median cytoplasmic process. The mature spermatozoon possesses several regions with
different ultrastructural characters. A long undulating membrane present in the anterior part of

the spermatozoon of A. limacoides may be a characteristic typical of aspidogastreans.
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1. Uvod a literarni piehled

1.1. Kmen Platyhelminthes

Skupina zahrnuje volné Zijici komensaly, ale i velky pocet parazitickych skupin, z nichz
naprosta vétsina patfi do skupiny Neodermata. Hlavnim charakteristickym znakem je dorso-
ventralné zplostélé télo, které je bilateralné symetrické. Epidermis je u volné zijicich druha
tvofena fasinkovym epitelem z mnohobicikatych buné€k. Paraziticti zastupci (Neodermata)
vytvareji pokozkovy syncytiadlni epitel zvany neodermis, nebo tegument (Smyth a Halton
1983).

Pohyb plosténcti je umoznén diky kozné-svalovému vaku, ktery je tvofen vrstvou
okruznich, podélnych a Sikmych svalovych vlaken, ktera jsou uloZena ptfimo pod tegumentem
(Smyth a Halton 1983). Plosténci dychaji celym povrchem téla a transport Zivin probiha
zejména difuzi v mesenchymu. Travici soustava je trubicovitého typu a je rozd€lena na predni
cast (foregut) a parova stfeva (intestinal caeca) (Smyth a Halton 1983).

Vylu¢ovacimi organy jsou pdarovitd protonefridia, kterd jsou tvofena spojenim
plaménkové a kandlkové builky (Smyth a Halton 1983). Plosténci jsou nejprimitivné;si
skupinou zivoc€ichil, u kterych nalezneme centralni nervovou soustavu. Ta je tvofend jednim
parem cerebralnich ganglii s pfi¢nou spojkou. Z ganglii vybiha nékolik podélnych para
nervovych pruht, ze kterych je jeden par dominantni (Reuter a Halton 2000).

Neodermata jsou nejodvozenéjsi skupinou plosténcli a jeji zastupci jsou vyhradné
parazitiCti. Jeji ndzev je odvozen podle toho, Ze v pribéhu ontogeneze dochazi ke tvorbé
nového télniho pokryvu nazvaného tegument nebo neodermis (Ehlers 1985). Tegument tvoii
syncytidlni povrchovy utvar, na jehoZz povrchu nejsou vytvotreny cilie, ale md napadny
glykokalyx, coz je filamentdzni struktura produkovana tegumentem a slouzi jako ochrana

proti obrannym faktorim hostitele (Smyth a Halton 1983).

1.2. Trematoda — motolice

Skupina Neodermata sestava ze tii skupin (tfid): Trematoda, Cestoda a Monogenea.
Ttida Trematoda (motolice) zahrnuje vyhradné endoparazity, vcetné zastupci podtiidy
Aspidogastrea, které nachazime ve stieveé ryb a v perikardiu mekkysi. Dobfe vyvinuty travici
systém zacind Ustnim otvorem, ktery u vétSiny motolic lezi v dutin€ ustni ptisavky. Nésleduje

predhltan (prepharynx), svalnaty hltan (pharynx) a jicen (oesophagus). Potravu tvoii vétSinou



sttevni obsah, krev nebo tkanova tekutina (Smyth a Halton 1983). K pfijmu zivin dochézi
pomoci epitelu travici soustavy (gastrodermis) (Volf a Horak 2007).

Pfichycovaci organy jsou tvofeny vétSinou dvéma piisavkami, u zastupct podtiidy
Aspidogastrea jich muize byt velky pocet. Dobfe je vyvinuta zejména biiSni piisavka
(acetabulum), kterd plni funkci hlavniho fixa¢niho organu. Na fixaci se mohou podilet také
povrchové struktury, napiiklad tegumentirni trny. Motolice vétSinou nemaji vytvofeny
specialni sklerotizované struktury podilejici se na pfichyceni v hostiteli, nékteré skupiny vSak
maji pfidatné struktury ve form¢ tegumentdrnich trn nebo ostni, které se nachazeji hlavné
kolem ustni ptisavky (Acanthostomidae, Echinostomatidae) (Rohde 2002).

Samci pohlavni soustava je tvofena varlaty (testes), kterych mize byt rozdilny pocet
(jedno, vétSinou dvé, piipadné vice). Spermie jsou odvadény tenkymi kandlky (vasa
efferentia), postupné se spojujicimi v neparovy chamovod (vas deferens), ktery nasledné
prechézi do termindlni ¢asti tvofené vackovitym utvarem — cirovym vakem. V cirovém vaku
se rozSifuje v semenny vacek (vesicula seminalis interna), kde se hromadi spermie pied
kopulaci. Spermie pak odchazeji pii kopulaci trubici (ductus ejaculatorius), ktera je vétsinou
soucasti svalnatého ciru. Cirus mize u motolic uplné chybét a jeho funkci nahrazuji pfidatné,
svalnaté nebo zlaznaté organy, napt. gonotyl u ¢eledi Heterophyidae (Hordk a Scholz 1998).

Samici soustavu tvoii vajeénik (ovarium), ktery je téméf vzdy neparovy. Z n¢ho jsou
uvolnovany oocyty do ookaptu a dale do oviductu, do které¢ho tsti Laureriiv kanal, jenZ patrné
nahrazuje u motolic vaginu pfitomnou u tasemnic a monogenei. V blizkosti vaje¢niku je
tenkosténny semenny rezervoar (receptaculum seminis). Vajicka jsou formovana v ootypu
trubicovitého nebo ovalného tvaru, do kterého vyust'uji vyvody zloutkovych trst (vitellarium)
a Cetnych 7lazek rlizného tvaru a obsahu (Mehlisovy Zlazy). Vajicka zformovana v ootypu
postupné¢ dozravaji v trubicovité d€loze (uterus). Trematoda maji délohu tenkosténnou,
trubicovitou, s ¢etnymi klickami. Dé¢loha je v termindlni (distalni) ¢asti Casto silnosténna a
tvofi tzv. metraterm, ktery vyustuje spolecné se sam¢im vyvodem genitalnim pérem nebo do
genitalniho atria (Smyth a Halton 1983).

Jedinci této tfidy maji slozité vyvojové cykly s ti€asti nejméné jednoho mezihostitele,
kterym je témét vzdy mekkys (Mollusca). V ném dochézi k asexudlnimu mnozeni, zatimco
pohlavni mnozeni je omezeno na definitivniho hostitele, obvykle obratlovci. Zakladni
vyvojové faze motolic jsou vajicko — miracidium — sporocysta — redie — cerkérie — meta-
cerkarie — dospélec. Do svych hostiteld se motolice dostavaji aktivné penetraci nebo pasivné,
predevsim pozienim (peroraln€). Aktivné pronikéd miracidium do mékkyse nebo cerkarie do

definitivniho hostitele (Schistosoma) (Cribb a kol. 2003).



1.3. Podtiida Aspidogastrea
Podtfida ptfedstavuje malou skupinu kosmopolitné rozsifenych, evoluéné patrné
bazalnich motolic (Trematoda), které maji paraziticky vztah s mekkysi. Nékteti zastupci jsou
vSak pravdépodobné pouze fakultativni paraziti ryb a motskych zelv, nebot” dokazi prezivat
delsi dobu v primitivnich podminkéch (voda, fyziologicky roztok) (Fredericksen 1978).
Zastupci podtiidy Aspidogastrea nejsou lékatrsky ani ekonomicky vyznamni. Jsou vSak
biologicky a evolu¢né dileziti, protoze zfejm¢e predstavuji mezic¢lanek mezi volné Zijicimi a

parazitickymi zastupci plosténcti (Platyhelminthes) (Rohde 1973).

1.3.1. Morfologie

Zastupci celedi Aspidogastridae maji velkou ventrdlni ptisavku piekryvajici vétSinu
jejich téla. Pfisavka oznaCovand jako Baertiv disk md svalnaté piepazky v podélnych i
pricnych tadach, které se zanofuji dovniti mélkych prohlubenin (alveoly nebo loculy). Hacky
nebo jiné sklerotizované struktury nejsou vyvinuty (Ip a kol. 1982).

=— Laurer's canal

uterus

ritelloducts

0.5 mm

Obr. 1. Samiéi reprodukéni organy Multicotyle purvisi. Pfevzato z Rohde (1972).

Axidlni (longitudindlni) pfepazka je typickd morfologickd charakteristika skupiny
Aspidogastrea. Tvofi vodorovnou vrstvu spojujici tkan a svaly v piedni ¢asti téla a zanofuje
se do téla v dorzdlnim a ventralnim useku. Funkce této pfepazky neni znama, ale pravdépo-
dobné hraje roli pii stlacovani velké ventralni ptisavky (Ip a kol. 1982).

Povrch téla tvofi syncytidlni epidermis, ktera ma vnéjsi vrstvu distalni cytoplasmy.
Obsahuje mitochondrie a méchyiky rtznych typl. Povrchova jadra jsou uvnitf nervovych

bun¢k v povrchové vrstvé svalll a spojuji se s distalni cytoplasmou, ktera obsahuje smyslové



organy. Velké mnozstvi nervovych jader je umisténo v Golgiho komplexech. Slizova vrstva
se tvoii na povrchu téla (Ip a Desser 1984).

Zastupci skupiny jsou hermafroditi. Zakladem pohlavniho systému jsou varlata a
vajecnik. Varle je umisténo pod vajec¢nikem, miize byt jedno, dvé nebo vice. Chamovod je
v koncové ¢asti zvétSeny do podoby semenného vacku. Cirovy vak vyustuje genitalnim po-
rem do spole¢ného genitalniho atria (Ip a Desser 1984, Watson a Rohde 1995). Vaje¢nik
muze byt lalo¢naty nebo hladky (Rohde 1972). Vajicka putuji do vejcovodu a déle postupuji
do ootypu, ktery je obklopen bunikami Mehlisovy Zlazy. Z ootypu vychazi LaurerGv kandl,
ktery konci slepé v parenchymu nebo mize byt spojen s vyluCovacim kanalem. Laurertv
kanal mohl v pribéhu evoluce motolic nahradit vaginu pfitomnou u tasemnic. Silna svalovina
termindlniho (distdlniho) konce délohy zvand metraterm slouzi k usnadnéni uvolnéni vajec

ven z pohlavnich cest (Rohde 1973).

1.3.2. Vyvoj

Aspidogastrea maji samostatny Zloutek a jejich vajicka jsou ektolecitalni (velka cast
zarodecného zloutku je tvofena buiikami, které obaluji zygotu uvniti zarode¢ného obalu).
Larva (kotylocidium) se lihne z vajicka. U mnoha druhi je jeji povrch pokryt trsy fasinek,
které slouzi k plavani. Larvy maji tsta, hltan, jednoduché¢ stfevo a dobfe vyvinuty ventralni
disk bez alveol. BEéhem vyvoje v hostiteli se formuji alveoly v ptedni ¢asti ventralniho disku
(Fredericksen 1978).

Zastupci podtiidy Aspidogastrea maji rozmanité zivotni cykly. Zastupci parazitujici
v obratlovcich vyzaduji patrné vzdy mezihostitele, nebot’ neni znam ptipad, kdy by volna
larva nakazila pfimo obratlovce. Nékdy mtze byt zivocich odstranén z definitivniho hostitele
a muZze piezivat i n¢kolik dni ve vod¢ nebo ve fyziologickém roztoku. Pokud dojde k pozieni
definitivniho hostitele, motolice jsou schopny pfezit i v novém hostiteli. Neni proto neobvyklé
nalézt zastupce Aspidogastrea v zazivacim traktu ryb, ackoliv normaln¢ parazituji u mekkysia
(Fredericksen 1978). Neéktefi zastupci nedospivaji v meékkysi, ale potiebuji rybu jako
definitivniho hostiteli (Hendrix a Overstreet 1977). Druh Lobatostoma manteri dospiva
v riznych druzich mékkysa, ale pro dosazeni vyvoje musi projit zazivacim traktem ryby

(Trachinotus blochi), ktera se zivi m¢kkysi (Rohde 1973, 1975).

1.3.3. Systematické postaveni
Podtiida Aspidogastrea byla diive uvedena pod ndzvy Aspidobothrii Burmeister, 1856 a
Aspidobothria Monticelli, 1888. Ttida Aspidocotylea byla navrzena Monticellim (1892).



Faust a Tang (1936) navrhli jméno Aspidogastrea, které¢ je dnes nejvice pouzivano (Rohde
2002). Dollfus (1958) poprvé zatadil skupinu Aspidogastrea jako podtfidu Trematoda.
Yamaguti (1936) publikoval ptehled vSech rodii i druhti skupiny a Gibson a Chinabut (1984)
navrhli novou klasifikaci této podtiidy. Prvni skupina (fad) Aspidogastrida zahrnuje jedinou

Celed” Aspidogastridae s podc¢eled'mi Aspidogastrinae, Cotylaspidinae a Rohdellinae. Druha
skupina (fad) Stichocotylida se sklada z Celedi Stichocotylidae, Multicalycidae a Rugo-
gastridae. Nejrozsahlejsi ptehled celé skupiny, véetné informaci o novych taxonech,
hostitelské specificité, zemepisném rozsiteni, zivotnich cyklech a fylogenezi obsahuji prace

Rohdeho (1972, 1994).

Aspidobothrea Digenea

Gyrocotylidea

Amphilinidea Eucestoda

Obr. 2. Systematické postaveni hlavnich skupin parasitickych plathelmintt. Podle Justine (1997).

Ohledné evoluce skupiny a jejiho postaveni mezi parazitickymi plosténci (Neodermata)
panovaly rtizné nézory, jelikoz Aspidogastrea maji shodné znaky s riznymi skupinami.
Anatomicky jsou bliz§i motolicim (Digenea), ale jejich zpisob zivota (vyvojovy cyklus) pii-
pomina spiSe Monogenea. Studiem morfologie a DNA bylo prokézano, ze Aspidogastrea jsou
sesterska skupina Digenea (Littlewood a kol. 1999, Litvaitis a Rohde 1999; obr. 2).

Prevaha mekkyst jako definitivnich hostiteld a dobfe rozvinuty nervovy systém jsou
znaky sdilené se zastupci podtiidy Digenea. Dalsimi spolecnymi znaky pro Aspidogastrea a

Digenea jsou piitomnost Laurerova kanalu a ventralni ptisavky (Blair 1993).



1.4. Aspidogaster limacoides Diesing, 1835
Motolice Aspidogaster limacoides (c¢eléd Aspidogastridae) byla poprvé popsana
Diesingem (1835), ktery ale neuvedl misto nalezu. Dalsi zdznamy o rozSifeni pochézi od

Bykhovské-Pavlovské a kol. (1962), Evlanovy (1990) a Nagibiny a Timofeevy (1971), kteti

Obr. 3. Aspidogaster limacoides Diesing, 1835. Podle Bykhovsky a Bykhovskaya (1934).

druh nalezli v mékkySich a rybach v Ponto-Kaspické oblasti. Dalsi nalezy pochazeji
z m¢kkysu rodu Cardium a Adanca z Kaspického mote, mlzi rodt Pisidium, Sphaerium a
Dreissena z volgogradské nadrze v Rusku. V této nadrzi byl druh nalezen také u kaprovitych
ryb (Blicca bjoerkna, Abramis brama, A. sapa a Rutilus rutilus — Nagibina a Timofeeva
1971). Byl rovnéz nalezen v sumcovi (Silurus glanis) a kaprovitych a hlavacovitych rybach
v povodi Cerného, Kaspického a Azovského mote. V Rybinské nadrzi v Rusku byl nalezen
v nékolika kaprovitych rybach vcetné jelce jesena (Leuciscus idus) (Zhokhov 2001).

Tento druh cizopasi v ledvinach, v osrde¢niku a v ledvinové dutiné mlzi, ale také ve
stievé kaprovitych ryb. U Dreissena polymorpha byl nalezen na ventralnim povrchu
utrobniho vaku a uvniti gonad.

Jeho télo dortistd délky 0,5-4,0 mm a Sitky 0,4-1,5 mm. Télo je Siroce ovalné a ziizené
v pfedni a zadni Casti. Typickym znakem je ventrdlni pfisavny organ, ktery méa podobu

velkého ovalného vypouklého disku. Tento ptisavny disk zvany Baertv disk tvoti dvé vnitini



fady, které jsou slozeny z 12 az 18 prohlubni (lokuly), a pét postrannich fad s mén¢é nez 72
prohlubnémi. Terminélni Gstni otvor postrada piisavku, ale je obklopen hltanem. Dlouhy jicen
pokracuje dal do téla dlouhym vakovitym stievem (Bykhovskaya-Pavlovskaya a kol. 1962).

Sam¢i pohlavni organy tvoii neparové varle, chdmovod a semenny vacek s cirem
uzaviené v hruskovitém cirovém vaku. Prostatické zlazy obklopuji proximalni (bazalni) Cast
cirového vaku. Genitdlni poér je umistén na Urovni pfedniho konce piisavného organu
(Baerova disku). Vaje¢nik mize byt uloZzen Sikmo. Klicky trubicovité délohy vypliuji vétSinu
téla. Metraterm je dobie odliSeny od ostatnich ¢asti délohy. Laurertiv kanal je vytvotren, ale
vétSinou je zakonCen slepé, ptfipadné muze byt otevien do nalevky v zadni dutin¢ téla.
Vitelarium je trubicovité nebo vackovité a nachazi se na obou krajich stfeva (lateralng).
Zacina v predni cCasti t€la a mize v zadni Casti Ustit do télni dutiny (Faust a Tang 1936).
Vajicka jsou nahnédlé barvy a maji rozméry 60—100 pm x 30-40 pm (Bykhovskaya-Pavlov-
skaya a kol. 1962).

1.5. Spermiogeneze a stavba spermie plathelminti (Platyhelminthes)

Spermie plathelminti obsahuji velmi rozmanité struktury zahrnujici aflagelatni, uni-
flagelatni a biflagelatni bunky. VSichni zastupci kmene Platyhelminthes maji vnitini
oplodnéni a spermie jsou zpravidla dlouhé¢, nitkovité (filiformni) bunky. Spermiogeneze u pa-
razitickych plathelminti probihd v mnoha skupinach (Monogenea — Polyopisthocotylea,
Digenea, Aspidogastrea, Gyrocotylidea, Amphilinidea, Eucestoda) podle stejného vzoru a
s velmi charakteristickou strukturou spermii (Justine 1991a, 1995). Spermatidy se shlukuji ve
skupinach 32—-64 bunck. Kazda spermatida vytvaii zonu, ve které se nasledné tvoii stiedni
cytoplasmaticky vyb&zek a dva postranni biciky (Justine 1998). Pozdé¢ji béhem spermio-
geneze tyto Casti splyvaji a tvofi se zrald spermie, kterda ma dvé axonemy zaclenéné
v cytoplasmé spermie. Tento proces zacleniovani axonem do rozvijejici se builkky se nazyva
proximodistalni fuze (Justine 1991b), nebot’ splynuti zacina v proximalni a konc¢i v distalni
oblasti cytoplasmy spermie. Volné bic¢iky jsou viditelné na konci spermie jako dlouhé
vybézky. Axonemy jsou celé zaclenéné do zralé spermie. Tuto strukturu nalezneme u mnoha

Digenea a také u Aspidogastrea (Justine 1991c, 1995).

1.5.1. Trepaxonemata
Toto jméno oznaCuje taxon se stejnou stavbou spermie, které maji charakteristické
usporadani: 9 + ‘1’ axonem. Trepaxonemata se vyznacuji spiralizovanou strukturou central-

niho valce, ktery je viditelny v podélném fezu. V pificném fezu ma valec tvar elektron-



densniho prstence o priméru okolo 70 nm (Henley a kol. 1969, Silveira 1975). Cislo jedna
oznacuje samostatnou strukturu, kterd neni tvofena mikrotubuly, ¢islo devét odkazuje na
ptitomnost deviti dvojic ve vnéjSim kruhu (Justine a Mattei 1981). Skutecnd 9 + 1 struktura
s deviti vn&jSimi dvojicemi mikrotubuli a samostatnymi centralnimi mikrotubuly existuje ve
vzacnych pfipadech, ale nenachézi se u Trepaxonemata.

Opakem vySe uvedené stavby je mnoho axonem spermii z Zivocichl, ve kterych
pfevazuje uspofadani 9 + 2, kde cislo dvé ukazuje na pfitomnost dvou mnoZzin mikrotubuld
uprostfed, zatimco ¢islo 9 znamena pocet dvojic mikrotubulli ve vn&jSim kruhu (Justine a
Mattei 1981). Spermie vSech eukaryot, véetné trepaxonemat, obsahuji tubulin (Duvaux-Miret
a kol. 1991).

Struktura centrdlniho jadra trepaxonemat je podloZena zkouméanim jeho ultrastruktury
(Shapiro a kol. 1961, Henley a kol. 1969, Silveira 1969, 1975). Sou¢asné imunocytochemické
studie pomoci elektronového mikroskopu pouzivaji protilatky proti tubulinu a tyto metody
dokazuji, Ze centralni jddro neobsahuje tubulin (Justine 2001).

Nékteré druhy motolic ¢eledi Didymozoidae maji axonemy spermii sloZené z deviti
dvojic okolo prazdného centra (vzor 9 + 0 — Justine a Mattei 1983, 1984). Schistosomy maji

devét dvojic okolo neurcité zhusténého jadra (Justine 1995).

1.5.2. Spermiogeneze a struktura spermii u Aspidogastrea

Spermiogeneze a struktura spermie byly u Aspidogastrea poprvé studovany u druhu
Multicotyle purvisi Dawes, 1941 (Watson a Rohde 1991). Spermie se vyvijeji jako shluky ja-
der obklopujicich centralni hmotu cytoplasmy — cytofor. Dva bi¢iky s Zihanymi kofeny
(striated rootlets) rotuji v misté jejich zakladu do pravého uhlu. Po dokonceni rotace jsou
bi¢iky umistény kolmo k intercentriolarnimu télisku (intercentriolar body). Mezi biciky vy-
rusta stiedni cytoplasmaticky vybézek (median cytoplasmatic process). Jadro a mitochondrie
migruji do stiedniho cytoplasmatického vybézku, zatimco bi¢iky se 1 nadale ohybaji na jejich
pocatcich. V dalsi fazi vyvoje uz lezi soubézné se stiednim cytoplasmatickym vybézkem a
nékdy s nim mohou i splyvat. Tento proces je znamy pod nazvem proximodistalni fuze
(Justine 1995, Watson a Rohde 1995).

Zraléd spermie obsahuje dvé axonemy rozdilné délky v uspotadani devét plus jedna, coz
je typické pro celou skupinu Trepaxonemata. Déle obsahuje jadro, mitochodrie, kortikalni
mikrotubuly a elektrondensni granule. Od pfedniho po zadni konec spermie je mozné rozlisit
pet oblasti s rozdilnou ultrastrukturdlni charakteristikou. Stavba spermie byla u podttidy

Aspidogastrea zatim studovana pouze u zastupct uvedenych v tabulce 1.



Tabulka 1. Prehled zastupct podttidy Aspidogastrea s udaji o spermiogenezi a ultrastruktufe spermii.

Legenda: + — provedena studie, - — doposud chybéji udaje.

Zastupce spermiogeneze spermie Autor popisu

Aspidogaster conchicola - + Bakker a
Diegenbach 1973

Lobatostoma manteri + + Rohde a kol. 1991

Multicotyle purvisi + + Watson a Rohde
1991

Rugogaster hydrolagi + + Watson a Rohde
1992

Doposud bylo zjiSténo, ze spermiogeneze a stavba spermie u druhu Rugogaster
hydrolagi jsou identické s motolicemi (Digenea) (Watson a Rohde 1992).

Studium ultrastruktury u Aspidogastrea je prozatim na okraji zdjmu v porovnanim se
studiem anatomie a biologie, které byly hojn¢ studovany zejména u druhd Multicotyle purvisi
Dawes, 1941 a Lobatostoma manteri Rohde, 1973.

2. Cile prace

1. Literarni reSerSe tdaji o spermiogenezi a ultrastruktuie spermii u skupiny Aspidogastrea.
2. Studium a charakteristika ultrastruktury spermiogeneze a spermie druhu Aspidogaster
limacoides.

3. Porovnani zjisténych tdajt s informacemi o ostatnich zastupcich skupiny.



3. Material a metody

3.1. Material

Celkem tfi jedinci druhu Aspidogaster limacoides byli ziskani ze stieva plotice obecné
Rutilus rutilus (Linnaeus, 1758), zteky Tisy (vychodni Slovensko — Malé Trakany). Na
pitvani ryb se podileli Céline Levron,
Roman Kuchta a Mikula§ Oros, pra-
covnik Parazitologického tstavu SAV v
Kosicich. Vzorky byly ziskany v ¢ervnu

roku 2006.

Obr. 4. Rutilus rutilus (Linnaeus, 1758)

3.2. Metody
3.2.1. Priprava materialu

Jelikoz je A. limacoides Zivoc¢ich velmi malych rozmérd, nemusel byt pied fixaci
roziezan na mensi ¢asti. Vzorky byly fixovany v 2,5 % glutaraldehydu v kakodylatovém
pufru po dobu 10 dni pii teploté 4°C. Dalsim krokem bylo proplachovani v 0,1 M sodném
kakodylatovém pufru o pH 7,2. Postfixace byla provedena v roztoku chladného (4°C) 1%
0504 v kakodylatovém pufru po dobu 1 hodiny. Vzorky byly nésledné dehydratovany ve
smési etanolu a propylenoxidu. Dehydratace byla provedena vzestupnou fadou etanolu
(vzorek je umistovan do roztokll o stoupajicich koncentracich 30, 50, 70, 80, 90, 95, 100%).
Takto upravené vzorky byly vlozeny do silikonovych forem s otvory ve tvaru blocku a zality
smesi pryskyfic Epon a Araldit. Vzorky byly v pryskyfici orientovany co nejblize fezné

roviné bloc¢ku.

3.2.2. Krajeni a kontrastovani vzorku

Ultratenké fezy (tloustka 60-90 nm) byly nakrajeny pomoci ultramikrotomu Leica
Ultracut UCT. Rezy byly umistény na médénou sitku opatfenou tenkou blankou, ktera slouzi
k podepieni fezu. Déle byly fezy obarveny uranylacetatem a citraitem olova podle Reynoldse
(1963). Po barveni byla pfebytecnd barva omyta destilovanou vodou, aby nedoslo ke
znecisténi mikroskopu a jeho soucasti.

Ultratenké fezy byly prohlizeny transmisnim elektronovym mikroskopem JEOL 1010
s urychlovacim napétim 80 kV v laboratofi elektronové mikroskopie Parazitologického tstavu

Biologického centra AV CR.
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4. Vysledky

4.1. Spermiogeneze

Spermatida je v rané fazi vyvoje tvofena velkym kruhovym jadrem, kolem kterého jsou
pfitomny cetné mitochondrie (obr. 5). Zéna utvafeni je charakteristicka pfitomnosti inter-
centriolarniho téliska (intercentriolar body), které je od bi¢ikli oddéleno dvéma centriolami
(obr. 5). Intercentriolarni télisko je sloZzeno ze Sesti elektrondensnich vrstev oddélenych péti
elektronlucentnimi vrstvami. Bi¢iky jsou pfipojeny pomoci centriol a sviraji v této fazi vyvoje
pravy uhel s intercentriolarnim téliskem. Tyto tfi ¢asti (intercentrioldrni télisko, biciky a
centriola) jsou umistény v zon¢ utvareni, ohranicené membranou. V dalsi fazi dochézi k rotaci
bi¢iku (obr. 6). Biciky rotuji kolmo k intercentriolarnimu télisku a soucasné je formovan
sttedni cytoplasmaticky vybézek (obr. 7).

Zihané koteny (striated rootlets — podlouhla struktura tvofena odlisnymi elektron-
densnimi vrstvami) (obr. 8) vznikaji v blizkosti jaddra a zéony formovani. Intercentrioldrni té-
lisko je stale ¢astecné viditelné. Jaderny chromatin kondenzuje a jadro se zadind objevovat
v prodlouzené zon¢€ utvaieni (obr. 8).

Mitochondrie splyvaji a tvoii jednu prodlouZzenou mitochondrii, kterd poté migruje do
sttedniho cytoplasmatického vybézku, jehoz stfedni ¢asti prostupuji axonemy a soucasné pro-
bih4 proximodistalni fuze (obr. 11). Spermie je oddélena od zbyvajici cytoplasmy v misté o-
hranicujici membrany (obr. 10).

Spermatida ma uvniti' té€la mitochondrii. Kortikdlni mikrotubuly jsou na pfi¢ném fezu
dobfe viditelné po celém obvodu (obr. 9). Odlisné faze spermiogeneze jsou viditelné na kres-

bé (obr. 12).

4.2. Ultrastruktura spermie

Zralé spermie se u druhu Aspidogaster limacoides po spermiogenezi nachazeji
v tenkych kanalcich (vasa efferentia) (obr. 13). Pod povrchem spermie jsou po jejim obvodu v
cytoplasm¢ pritomny kortikdlni mikrotubuly. Spermie maji dvojici axonem uspofadanou
podle vzoru 9 + ‘1’ (Trepaxonemata). Na piicném fezu spermii rozliSujeme sedm casti s roz-

dilnou ultrastrukturou. Schéma struktury spermie je vyobrazena niZe (obr. 25).
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Obr. 5-11. Spermiogeneze Aspidogaster limacoides. 5 — Mitochondrie obklopuji velké kruhové jadro, bigiky
pripojené centriolami k intercentriolarnimu télisku jsou v zon€ utvareni, méfitko = 1 pm; 6 — Pocatecni faze
rotace biCiku, métitko = 2 um; 7 — Biciky pokracuji v rotaci, mitochodrie migruji k jadru, zvétSuje se zona
utvareni, méfitko = 1 um; 8 — Objevuji se zihané kofeny (striated rootlets), zac¢ind kondenzovat jaderny
chromatin, méfitko = 1 pm; 9 — Mlada spermatida, dobfe viditelné axonemy, kortikalni mikrotubuly a
mitochondrie, méfitko = 300 nm; 10 — Oddé¢leni mladé spermatidy v misté oblé membrany, kde je zacatek

~vr

utvafeni téla spermatidy, méfitko = 1 um; 11 — Mitochondrie splyva, axonemy po splynuti se stfednim
cytoplasmatickym vybézkem putuji do zony utvafeni, méfitko = 1 um Vysvétlivky: A — axonemy, B — biciky, C
— centriola, EDZ — elektrondensni zéna, G — glykogen, J — jadro, K — kanal chamovodu, KM — kortikalni
mikrotubuly, M — mitochondrie, IT — intercentriolarni télisko, OM — ohranicujici membrana, SCV — stiedni
cytoplasmaticky vybézek, UM — undulujici membrana, ZK — Zihané kofeny.
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Obr. 12. Schéma prub&hu spermiogeneze Aspidogaster limacoides (popis jednotlivych fazi —

viz text strana 11).
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Oblast I (obr. 14) tvofi predni ¢ast spermie, ve kterém se nachazi pouze dvojice
axonem, okolo nichZ je malé¢ mnoZstvi cytoplasmy. Pod plasmatickou membranou je jedna
vrstva kortikdlnich mikrotubuld. Kazda axonema je tvofena centralnim jadrem a deviti dvoji-
cemi perifernich mikrotubuli, které jsou v této ¢asti spermie kompletné vyvinuty.

Oblast II (obr. 15, 16, 18). Tato zdéna je charakterizovana ptitomnosti dvojice axonem a
undulujici membrany (undulating membrane). Membrana vybiha mimo oblast téla spermie a
cely prostor je vyplnén velkym mnozstvim kortikalnich mikrotubult. Undulujici membréna je
nejuzsi v oblasti lezici nejblize k predni ¢éasti spermie obsahuje 50-60 kortikdlnich mikro-
tubultl (obr. 15), stfedni Cast je nejdelsi (obr. 16) a od této casti dochazi opét ke zkracovani
membrany, tato zkracujici se €ast je vyplnéna 160—170 kortikdlnimi mikrotubuly (obr. 18).

Oblast IIT (obr. 17, 19). V prvni ¢asti této oblasti je viditelnd dvojice axonem, mala
undulujici membréana a elektrondensni zona. Nejprve se nachdzi v okrajové Casti obklopené
undulujici membranou a soucasné se zkracovanim membrany dochazi k jejimu posunovani
smeérem ke dvojici axonem. Undulujici membrana zanika. Zac¢ina se objevovat mitochondrie
(obr. 19), kterd je dobie viditelnd na podélném fezu spermii. Kortikalni mikrotubuly se
nachazeji okolo plasmatické¢ membrany.

Oblast IV (obr. 20). V této Casti spermie mizi elektrondensni oblast a je viditelna
mitochondrie a dvojice axonem. Vyzivu pro axonemy piedstavuje glykogen v podob¢ drob-
nych tmavych granuli. V této ¢asti jsou axonemy v povrchové oblasti spermie a nejsou ob-
klopeny Zadnymi mikrotubuly, pouze plasmatickou membranou ohranicujici spermii od
okolniho prostiedi. Kortikalni mikrotubuly jsou umistény ve dvou oblastech, které od sebe
odd¢€luje dvojice axonem. V cytoplasmé spermie jsou pfitomny granule glykogenu.

Oblast V (obr. 21, 22). Tmavé, zietelné ohrani¢ené misto lezici pobliz mitochondrie
znai pritomnost jadra, které je viditelné az v druhé poloviné téla spermie. Smérem ke
koncové Casti spermie jadro zvétSuje sviyj primér a naopak mitochondrie se zuzuje (obr. 22).
Soucasné se zvétSovanim jadra dochazi k rozestupovani axonem a dal§imu sniZovani poctu
mikrotubuld na vnitini strané¢ plasmatické membrany spermie. Kortikdlni mikrotubuly jsou
stale ve dvou oblastech, vyzivu pro axonemy zajist'uji granula glykogenu.

Oblast VI (obr. 23). Tato zona je charakterizovana piritomnosti jadra a dvojici axonem.
Mitochondrie se stdle zmenSuje az zcela mizi smérem k zadnimu konci spermie. VéEtsinu
vnitini ¢asti spermie tvoii velké jadro. Axonemy jsou v plivodni pozici v tésné blizkosti u se-
be. Kortikalni mikrotubuly uz nejsou viditelné.

Oblast VII (obr. 24). V koncové ¢asti spermie uz je pritomno pouze velké jadro, které je

zieteln€ ohranicené.
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Obr. 13-18. Ultrastruktura spermie Aspidogaster limacoides. 13 — Spermie v tenkém kanalku (vasa efferentia),
m¢éfitko = 10 pm; 14 (oblast I) — Dvojice axonem (A) v piedni ¢asti spermie, dobie viditelné uspotadani podle
vzoru trepaxonemat, meéfitko = 100 nm; 15 (oblast II) — Pocatecni ¢ast undulujici membrany s malym
mnozstvim kortikalnich mikrotubuld (KM), métitko = 200 nm; 16 (oblast II) — Velmi dlouhd undulyjici
membrana vyplnénd kortikdlnimi mikrotubuly (KM), méfitko = 300 nm; 17 (oblast III) — Stale protazend
undulujici membrana, ve které se utvafi elektrondensni zona (EDZ), méfitko = 200 nm; 18 (oblast II) —
Zkracujici se undulujici membréana vyplnéna kortikdlnimi mikrotubuly (KM), méfitko = 200 nm.
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Obr. 19-24. Ultrastruktura spermie Aspidogaster limacoides. 19 (oblast IIT) — Pfi¢ny fez télem spermie, na
kterém je dobie viditelnd mitochondrie (M), elektrondensni zona (EDZ), axonemy, periferni kortikalni
mikrotubuly (KM), méfitko = 100 nm; 20 (eblast IV) — Axonemy jsou na periferni ¢asti téla spermie, nejsou
obklopeny kortikalnimi mikrotubuly (KM), mitochondrie (M) zvétSuje sviij pramér, jsou dobie viditelna granula
glykogenu (G) méfitko = 100 nm; 21 (oblast V) — Viditelné jadro (J) a mitochondrie (M) jsou v oblasti mezi
axonemami, tmava granula glykogenu slouZzi jako vyziva pro dvojici axonem, kortikalni mikrotubuly (KM) jsou
rozdéleny do dvou oblasti, métitko = 200 nm; 22 (oblast V) — Jadro (J) zvétSuje sviyj pramér a zabira vétSinu téla
spermie, mitochondrie (M) se zmenSuje, vlivem zvétSovani t¢la spermie se rozestupuji kortikalni mikrotubuly
(KM), méftitko = 200 nm; 23 (oblast VI) — T¢€lo spermie vypliiuje pouze jadro (J) a dvojice axonem, v této Casti
nejsou piitomny kortikalni mikrotubuly a mitochondrie, méfitko = 200 nm; 24 (oblast VII) — Pfi¢ny fez zadniho
konce s velkym jadro (J), méfitko = 200 nm.
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Obr. 25. Schéma spermie (vlevo pti¢ny fez, uprostied podélny fez). Jednotlivé zoény spermie

(I - VII) — viz text strana 11, 14.
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5. Diskuse

Béhem procesu spermiogeneze u motolice Aspidogaster limacoides je formovana zona
utvareni, ve které jsou velmi dobie rozliSitelné jednotlivé ¢asti (intercentriolarni télisko,
centrioly, bi¢iky), coz jsou znaky shodné s ostatnimi doposud studovanymi zéstupci této
skupiny (Rugogaster hydrolagi, Multicotyle purvisi, Lobatostoma manteri) (Watson a Rohde
1991, 1992, Rohde a kol. 1991).

Cast spermiogeneze u druhu Multicotyle purvisi probiha stejné jako u druhu
Lobatostoma manteri, ale n€které jeji Casti jsou jiné. Jsou formovany nerozliSené zony utva-
feni a misto axonem a mikrotubulll jsou v této oblasti shromazdény intercentriolarni télisko a
zihané koteny. V posledni fazi spermiogeneze je vytvoiena obld membrana a spermie je od-
dé€lena od mista, kde doslo k jejimu utvaieni (Watson a Rohde 1991).

Zihané kofeny stabilizuji axonemy pii jejich splynuti se stfednim cytoplasmatickym
vybézkem. Intercentriolarni télisko mize slouzit jako pomocna podjednotka, z které mohou
byt axidlni filamenty polymerizovany (Burton 1972), a mtze hrat dilezitou roli pfi prodlu-
zovani bunky béhem spermiogeneze (Sopott-Ehlers 1990). U ¢eledi Loimoidae nebyly zihané
kofeny ani intercentriolarni tclisko popsany, ale volné biciky se vytvari, a nekteré druhy
(napt. M. purvisi) maji zihané kofeny a intercentriolarni télisko, ale nevytvaii se volné biciky.
Intercentriolarni télisko je obvykle umisténo mezi dvéma centriolami a je doprovazeno pfito-
mnosti zihanych kotfend, které jsou vzdy nalezeny spolecné s intercentrioldrnim téliskem
(Watson a Rohde 1991). U studovaného druhu A. limacoides jsou bi¢iky k intercentriolarnimu
télisku pfipojeny pomoci centriol. Intercentrioldrni télisko je stejné jako u ostatnich druht
umisténo mezi bi¢iky a ma velmi charakteristickou strukturu (Sest elektrondensnich vrstev od-
délenych péti elektronlucentnimi vrstvami).

Intercentriolarni télisko je znakem probihajici spermiogeneze u mnoha platyhelmintii ze
skupiny Trepaxonemata (Ehlers 1985). T¢lisko bylo zfejmé ztraceno druhotné u motolice
druhu Gonapodasmius epinepheli (Digenea) (Justine a Mattei 1982), a monogenei podtiidy
Monopisthocotylea (Justine 1991b). Odlisné struktury maji zfejme i riznou funkci. Inter-
centriolarni télisko se bud’ vyvinulo nezavisle v riiznych skupinach nebo jako synapomorfie
pro vSechna Trepaxonemata, ale jeho struktura a funkce byly sekundarné modifikovany
v odlis$nych skupinach. Dalsi detailni pozorovani struktury a zmén intercentriolarniho téliska

mohou pomoci pii posuzovani fylogenetickych vztahii plathelmintti (Watson a Rohde 1995).
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Mezi druhy A. conchicola a A. limacoides byly zjistény velké rozdily (viz. tabulka 2),
které jsou pravdépodobné zpisobeny nedostate¢nou studii ultrastruktury spermie A. con-
chicola. Ve studii o tomto druhu je pouze sedm obrazki, které sice zachycuji jednotlivé casti
s rozdilnou ultrastrukturou, ale neposkytuji nam dostatecné udaje o znacich, které byly
nalezeny ve spermii A. limacoides. Nedostatky u A. conchicola jsou patrné dasledkem $patné
ptipravy vzork.

Stavba spermii u podtiidy Aspidogastrea vykazuje znaky povaZované v ramci Trepa-
xonemata jako symplesiomorfni znak. Maji dvojici axonem uspotfaddanou podle vzoru 9 + ‘1’
a dorsoventralni mikrotubuly. Densni oblast v pfedni ¢asti spermie by mohla byt povazovana
za synapomorfii pro podtfidu Aspidogastrea. Undulujici membrana spermii druhti L. manteri
a M. purvisi je podobna membrané zjisténé u zastupce monogenei (Gotocotyla
acanthophallus) a mohla by byt povazovana za znak podporujici ptibuznost Trematoda a Mo-

nogenea (Justine 1995).

Tabulka 2. Piitomnost znakidi charakterizujicich spermiogenezi a spermii u skupiny
Aspidogastrea. Legenda: EDZ — elektrondensni zona, G — glykogen, MP — mitochondrie
(pocet), UM — undulujici membréna, ZU — z6na utvaieni, + pfitomnost, - absence.

Zastupce ZU EDZ UM MP G Autor studie
Aspidogaster neni - - 2 - Bakker a
conchicola presné Diegenbach 1973
Znamo
Aspidogaster + + + 1 + Tato studie
limacoides
Lobatostoma + + + 1 - Rohde a kol.
manteri 1991
Multicotyle - + + 1 + Watson a Rohde
purvisi 1991
Rugogaster + pouze ve - 1 neni presné | Watson a Rohde
hydrolagi spermatid¢, Znamo 1992
chybi ve zralé
spermii

Zralé spermie druhu L. manteri maji znaky, které byly nalezené i u jinych zastupci
skupiny Neodermata — Monogenea a Trematoda. Mezi tyto znaky patii dvojice axonem uspo-
fadanych podle vzoru 9 + ‘I’, periferni mikrotubuly, prodlouzené jadro a mitochondrie

(Rohde a kol. 1991). Vrstevnaté t€lo (lamellate body) bylo nalezeno u L. manteri a vyskytuje
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se také u M. purvisi. U druhu A. conchicola pravdépodobné piedstavuje druhou mitochondrii
(Bakker a Diegenbach 1973). Podobna struktura byla také popsdna v nejaderné oblasti zralé
spermie u zastupci Monogenea — podtiidy Polyopisthocotylea (Justine a Mattei 1985), u
Digenea (Justine a Mattei 1982) a u tasemnice druhu Austramphilina elongata (Cestoda)
(Rohde a Watson 1986). U A. conchicola byla v undulujici membrané a také v téle zralé
spermie nalezena elektrondensni zona, kterd pfedstavuje strukturu shodnou s vrstevnatym
télem u vyse zminénych zastupct. U A. limacoides byla nalezena elektrondensni zéna, ktera
muze byt druhou mitochondrii. Abychom rozeznali tyto dvé struktury (mitochondrie,
elektrondesni zéna) presné museli bychom provést imunocytochemickou metodu, kterd by
nam tento problém pomohla vyfesit.

Znakem, ktery odliSuje spermii L. manteri a A. conchicola od M. purvisi, je ¢ast, ktera
bocné vybiha z téla spermie (undulujici membrana), ktera je u L. manteri pfitomna po celé
délce spermie (Rohde a kol. 1991, Bakker a Diegenbach 1973, Watson a Rohde 1991). Tato
struktura obsahuje mnoho mikrotubulli a je charakterizovana stiidajicimi se tenkymi a
Sirokymi prouzky a povrchovym prstencem. Podobné vypadajici struktura, ale s méné
kontrastnimi ¢astmi (tenké a tlusté prouzky) byla nalezena podél Casti spermie u motolic
(Jamieson a Daddow 1982) a u monogenei (Justine a Mattei 1983, 1985). Funkce této
lalo¢naté Casti neni znama, ale patrné¢ pomaha spermii pfi posunovani chamovodem (vas
deferens) smérem k vaje¢né bunce (Justine 1995).

Spermie A. conchicola a M. purvisi se navzajem lisi v n€kolika znacich: M. purvisi ma
vice kortikalnich mikrotubuld, jelikoz mé uvnitt téla spermie vice protoplasmy a jeji spermie
jsou n¢kdy spojeny mezi sebou (Bakker a Diegenbach 1973, Watson a Rohde 1991). Tento
znak nebyl u A. conchicola nalezen. Bylo také zjisténo, ze spermie A. conchicola ma na rozdil
od M. purvisi jen jednu fadu kortikalnich mikrotubulti (Bakker a Diegenbach 1973). U
zkoumaného druhu A. limacoides byla nalezena také pouze jedna fada kortikalnich
mikrotubuld a jeho spermie nejsou spojeny s jinymi, coz jsou znaky shodné s A. conchicola.

Ve zralé spermii druhu M. purvisi byly pozorovany nékteré znaky shodné s druhem L.
manteri (Rohde a kol. 1991). U obou druhti se vytvafi oblast s undulujici membranou a
elektrondensnim mate-ridlem. Spermatidy nejsou utvafeny v roseté¢ s okolni zénou utvareni,
ale rozvijeji se ve spolecné hmot¢, ktera tvofi intercentriolarni télisko, basalni téla, axonemy,
Zihané koteny a shluky mikrotubuli. Obld membréana se tvoii jen v pozdéjsi fazi a rostouct
spermatidy flzuji s axonemami (Watson a Rohde 1995). U spermie M. purvisi neni

formovana dobie rozeznatelna zona utvareni. Undulujici membrana je viditelna jen blizko
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proximalniho konce rostouci spermatidy, Zihané kofeny a intercentriolarni télisko jsou
viditelné v cytoplasmé (Watson a Rohde 1991).

Podtiida Aspidogastrea je co se tyCe spermiogeneze a struktury spermie celkem hete-
rogenni (viz tab. 2). U druhu A. conchicola byla doposud provedena pouze studie ultra-
struktury spermie, ktera byla provedena pfed vice nez tficeti lety (Bakker a Diegenbach
1973). Ziskani udaji o pribéhu spermiogeneze u tohoto druhu by pomohlo upfesnit fylo-

genetické vztahy mezi jedinci celé podtiidy.
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6. Zavér

Pomoci transmisni elektronové mikroskopie byl studovan a charakterizovan proces
spermiogeneze a ultrastruktura zralych spermii u druhu Aspidogaster limacoides parazita
plotice obecné, zastupce bazalni skupiny motolic (Aspidogastrea).

Spermiogeneze je u této motolice v hlavnich krocich shodna s ostatnimi zastupci celedi
Aspidogastrea. Na zakladé¢ literarnich udajt 1 vysledka predkladané studie lze prabeh tvorby

spermii a jejich ultrastrukturu u tohoto druhu charakterizovat nasledovné:

1. Télo spermie ma Sest oblasti s rozdilnym ultrastrukturalnim charakterem.

2. Velmi zajimavou ¢asti téla spermie u A. limacoides je oblast s undulujici membranou,
ktera byla doposud nalezena pouze u druhit Multicotyle purvisi a Lobatostoma
manteri.

3. Elektrondensni zéna je pozorovatelna v mladych i ve zralych spermiich u druhti
Multicotyle purvisi, Lobatostoma manteri a A. limacoides, zatimco u druhu
Rugogaster hydrolagi byla nalezena pouze ve spermatidé a u Aspidogaster conchicola
nebyla nalezena viibec.

4. Predni cast t€la spermie tvoii dvojice axonem a koncovou ¢ast tvofi pouze jadro.

5. Béhem spermiogeneze se u v§ech druhi s vyjimkou Multicotyle purvisi utvati dobie

pozorovatelnéd zona utvateni.
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