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Anotace
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1 Uvod a literarni prehled

Tasemnice (Cestoda) &&li do kmene Plathelmintes. Jejich charakteristickpakem je
absence gtva, struktura povrchdla — tegument a paraziticky @b Zivota. Jsou to
vyhradré endoparazité traviciho Ustroji obratléyzejména ryb, ale i plazptaki a savé.
Zastupci pouze dvotadi — Pseudophyllidea a Cyclophyllidea parazituji takéovéka
(Caira a Littlewood 2001).

Krome roduArchigetesmaji vSechny tasemnice riégpy vyvojovy cyklus ve kterém
dochazi ke stdani hostital. V definitivnim hostiteli tasemnice dok&uje s\ij vyvojovy
cyklus a pohlavédospiva. Hostitelé se nakazi perxim vajéka, larvy nebo onkosféry
(Horak a Scholz 1998).

1.1 T¥ida: Cestoda

VétSina systérin rozdluje tasemnice na skupiny Cestodaria - s monozaicksdy
Amphilinidea a Gyrocotylidea, a Eucestoda (,praagemnice”), zahrnujiciétSinu tasemnic
(Horék a Scholz 1998).

Podtidu Eucestoda twbrad Caryophyllidea s monozoickymi zastupci addi
polyzoickych tasemnic.

Télo polyzoickych tasemnic se sklada ze skolextichgcovacimi organy &ady
jednotlivych¢lanki (proglotid), které tvii strobilu (Caira a Littlewood 2001). Povrahet
pokryva neodermis, ktera zaraveahrazuje funkci travici soustavy tim, Ze utga
vstrebavani zivin.

Na povrchu neodermis se navic nachazi mikrotrikteré z¥tSuji absorbni plochu
tegumentu a zvysujifghycovaci schopnost parazita (Jira 1998).

Kazdy proglotid obsahuje jederskaly i dva komplexy saffich a saniiich pohlavnich
organi (Horék a Scholz 1998).

Sandi pohlavni soustava je tiena pedevSimiiznym pa@tem varlat, ktera vyguji vétsi
¢ast vnitniho prostorilanku. Samii pohlavni soustavu t¥bvajeinik, céloha, vitelaria.

Samti rozmnozovaci soustava je heterocelularni, prosezeklada ze dvou ogldnych
organi, ovaria a vitelaria, produkujicich ektolecitalmaijitka a vitelinni biiky (Caira a
Littlewood 2001).



Vitelaria jsou sloZzena z mnoha vitelinnich folikukteré na kazdé straproglotidu utvéi
dva postranni lateralni pasyitelaria vytv&i Zloutkovy material, ktery se podili na tvérb

vajecného obalu, formovéani véja a vyvoji embrya.

1.2 Rad: Caryophyllidea

Tasemnicéadu Caryophyllidea jsou monozoick&lotneni
segmentované a obsahuje pouze jeden komplex patitewrgar (Caira a
Littlewood 2001).

Vyvojovy cyklus zé&ina vzdy ve vodnim krouZkovci, rejstji z ¢eledi
Naididea a Tubificidea (Mackiewicz 1981). D&k parazituji ve sew
sladkovodnich, benticky se Zivicich rkddu Siluriformes a Cypriniformes.
Vyjimku tvori tasemnice rodArchigetesktera je schopna dokéihsvij

vyvojovy cyklus v krouzkovci a nep@buje dalSiho hostitele.

Obr.I: Caryophyllidea — dosiy jedinecParaglaridacris. CGP — pohlavni
otvor, SCO - skolex (Caira a Littlewood 2001)

Postaveniadu Caryophyllidea v ramci Eucestod neni dosudgedané urcené. Studie,
zabyvajici se fylogenetickym a systematickym pastdmiadu jsou primarhzalozené na
morfologickych znacich, typu vyvojového cyklu a mkallarnich analyzach (Mackiewicz
2003). Molekularni analyzy naztgi bazalni postaveni Caryophyllidea (Mackiewic2D

V pracich Hoberga a kol. (1997), Brookse a Ki#91) a Olsona a kol. (2001) jsou
jednotlivé morfologické znaky karyofylidnich taseim(stavbadla, typ skolexu, vyvoj
vajicka a embryoforu, stavba a pozicg#athy a varlat, usp@dani vitelarii a spermiogeneze)
porovnavany k ostatnim Eucestodam.

Doposud panuji neshody, zda monozoickost kahgifich tasemnic je primarni nebo
sekundarni stav a tedy zda jsou Caryophyllidealky ostatnich Eucestod nebo zda se
vyvinuly z polyzoického pedchidce tasemnic (Swiderski a kol. 2004).

Vysledky kladogramu zaloZzeného na morfologii zamesiFesném zaznamenani ziako
matice a jsou negati¥rovlivnény nedostaiym mnozstvim dat a nejednotnou terminologii.
Z toho vyplyva pateba dalSich studii ultrastruktury Eucestod a zpracbjednotné

terminologie (Mackiewicz 2003).



Atractolytocestus huronengisnthony, 1958)
Dosgéli jedinci tohoto druhu tasemnice dosahuji délkg-0,1,5cm. Parazituji veist€
kaprovitych ryb, kde jsou trvalgiphyceni ke gevni séné pomoci svalnatého skolexu.

1.3 Vitelogeneze u tasemnic
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Obr.II: Pohlavni soustava
(http://www.bio.georgiasouthern.edu/bio-home/naydparasitwebpage/cestodes-intro.doc)

Vitelinni systém tasemnic se sklada z vitelanitelodukt. Vitelaria wtSiny tasemnic
(vyjimka Cyclophyllidea), jsou uspadana ve forth¢etnych oddlenych folikuki. Jsou
umisgna ve dvou lateralnich pasech v kortikalnim (Anlipldea, Pseudophyllidea) nebo
medularnim (Caryophyllidea, Tetraphyllidea, Protgmalidea) parenchymu.#ddu
Cyclophyllidea jsou vitelaria redukovana nebo zadigbi.

Uspdadani vitelinnich Zlaz a vitelodukse ntize mezi jednotlivymtady liSit. Uradu
Caryophyllidea malé kanalky spojuji jednotlivé kally a vytv&i dva velké lateralni kanaly.
Ty Usti do picného kanalu, ktery se roadje ve vitelinni rezervoar. Vitelodukt daa ve
vitelinnim rezervoaru a spojuje vitelinni systérazzé oviduktem (Mackiewicz 1972).

Jednotlivé folikuly jsou ohrageny vrEjSi bazalni membranou a jsou teay vitelinnimi

buinkami (vitelocyty) v fiznych stadiich vyvoje. U&Siny druhi se nezralé vitelocyty nalézaji
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predevsim v periférii folikulu a vyvojavpokraiilejSi stadia v blizkosti jehoigdu. Ve
vitelariu jsou navic fitomny dalSi dva typy bwk — kmenové a intersticialni bky
(Mackiewicz a Swiderski 1976).

Vitelocyty maji d¢ dulezité funkce v embryogenezi tasemnic:
» podili se na utv@&ni pevného vagmého obalu (Gyrocotylidea, Amphilinidea,
Pseudophyllidea, Trypanorhyncha a Caryophyllidedjonemné tenké kapsule
(Tetraphyllidea, Proteocephalidea, Cyclophyllidea)

* poskytuji zasobni latky pro vyvijejici se embryovgech tasemnic)

Kazda zdchto dvou funkci mize byt redukovana nebo zesilenaiznych skupin tasemnic
v zavislosti na typu jejich embryonalniho vyvojeymni ovoviviparity, typu larvy a Zivotnim
cyklu.

U cyklofylidnich tasemnic se vékia vyviji v dloze a matisky organizmus jim poskytuje
ochranu a vyZivu, proto se kolem vyvijejiciho sebgya vytvai pouze tenkailehka kapsule a
vyzivna funkce vitelocytu je redukovana.

U pseudofylidnich tasemnic dokaje vajiko swij vyvoj az ve vijSim prostedi, a proto
potrebuje pevny ochranny obal a \init zasoby Zivin.

Vitelogeneze je souvisly proces genti odliSnymi stadii vyvoje vitelocyt— nezralé, zrajici

a zralé buky.

1.3.1 Nezralé vitelocyty
Predstavuji nediferencovanéitky, které jsou prekurzory zralych vitelo@ytMaji velké

jadro s ndpadnym homogennim jadérkem a nepraviaelsiyluky kondenzovaného
chromatinu, rozptyleného v nukleoplazm

Vykazuji vysoky nukleo-cytoplazmaticky p@ma velkou koncentraci volnych ribozdm
Cytoplazma obsahujetkolik malych mitochondrii, které maji densni mataixar krist.
Ojedirgle se zde nize vyskytovat rozptylené endoplazmatické retikull@R) a Golgiho

aparat (GA), sestavajici pouze&kalika zplostlych vaka.

1.3.2 Zrajici vitelocyty
Tato faze zrani je charakteristick&®Benim buicné velikosti, jadernou transformaci a

postupnym vyvojem bustnych organel.



Objevuji se buktné inkluze — tukoveé kapénky a kapénky obalovéhanau (shell-
globule) a z&ina postupné formovéani a ukladani glykogenu v dgtops.

Fi jaderné transformaci dochazi kes8eni jaderného povrchu vytemiméetnych
vchlipenin jaderné membrany. Malé shluky kondenméha chromatinu jsou roztrousené
v periférni oblasti jadra éasto giléhaji k jaderné membrén

U mnoha druthtasemnic je jaderna transformace doprovazenaftramaci jadérka. Bhem
ni se jadérko stava heterogennim.

V této fazi se zvysuje pet a velikost GA a vyviji se spojeni s tubularngl@menty ER,
které se stava dominantni slozkou cytoplazmy. Ykoléti ER s&asto nalézaji mitochondrie,
které maji oproti mitochondriim v nezralych vitejtech még densni matrix aietelné
kristy.

Golgiho aparat se sklada z protahlychkéarizné velikosti. Nkteré v&ky se néni na
sekr&ni zrna, obsahujici prekurzory kapének obalovehiemnddu. Spojovanim jednotlivych
kapének vznikaji shluky obalového materialu, @ované jako ,shell-globule cluster*.

Tvorba ,shell-globule cluster” je charakterigtcpro vitelocyty monozoickych cestod-
Amphilinidea, Gyrocotylidea a Caryophyllidea, a d¥adi polyzoickych — Pseudophyllidea
a Trypanorhyncha. Kapénky vitelinniho materialwjseterogenni tadu Proteocephalidea a
homogenni wadu Cyclophyllidea.

Po vytvdeni obalového a vitelinniho proteinu nasleduje &mta ukladani glykogenu a
hromadni lipidu.

V prvni fazi glykogeneze stoupadeif glykogenovychiastic, které jsou postupiaste&ne
nahrazovany rozety glykogenu.

1.3.3 Zralé vitelocyty
PIre diferencované vitelocyty tasemniteplstavuji holokrinni typ sekrece, kdy je cela

buika vylowena do viteloduktu i se vSemi svymi sakrieni produkty, které se vytviby a
ulozily v jeji cytoplazng.

Jadro zralych vitelocyitma rozptyleny heterochromatin. Zpléigtjadérko a nukleoplazma
jsou vytlaeny do periférnich oblastfifehajicich k jaderné membréarPokud je gitomno ER
je redukovano ve velikosti a omezeno na perinukiedinlast nebo butnou periférii.

Cytoplazma obsahuje velké mnozstvi tukovych kagéglykogenu a vitelinniho materialu.

Zralé vitelocyty opousti vitelinni folikuly a puji vitelinnim kanalkem k ootypu, kde se
podili na formovéni vajka a jeho obalu.



U fadu Caryophyllidea dochazi k syntéze a ukladarkoglgnu i v jade a vzniku tzv.
.Jjaderné vakuoly“. Glykogen se v jignejdive objevuje ve forrp ¢astic nepravidelného
tvaru. V rekterych oblastech jsou vaimoztrousené v nukleoplazinzatimco v jinych se
seskupuji a vyt rozetya ¢astic, které dohromady tiiq,glykogenové ostivky“. Velikost a
pocet jadernych ,glykogenovych ostrku se postupé zwtSuje v ptibéhu vitelogeneze.

Nukleoplazma uvniit,glykogenovych ostivki“ se rozpada a dochazi ke splyvani
jednotlivych glykogenovych oblasti dohromady. Glgka v jade zralého vitelocytu zabira
vice jak polovinu jaderného objemu a vytige zplostlé jadérko a chromatin k jaderné
periférii. (Mackiewicz 1972, Swiderski a Mackiewit976).

Ui4du Tetraphyllidea a Spathebothriidae se ygdoomadi lipidy (Mokhtar-Maamouri a
Swiderski 1976; Briianska a kol. 2005).

Vyznam ukladani jaderného glykogenu je, Zeckajimajici v jage vitelinnich busk
nahromadny glykogen jsou lépefzpusobena k feziti v anaerobnich podminkach, po dobu
nez jsou poiena mezihostitelem (Mackiewicz 1981). DalSim mozZwgsmitlenim je, Ze
jaderny glykogen fedstavuje dodatay zdroj energie v embryogenezi ¥afk postradajicich
Zloutek (Swiderski a Mackiewicz 1976).

Ukladani glykogenu v j&d burgk obratlova a bezobratlich je vzacné a objevuje se
v patologickych bitkach, nap v lidskych jaternich hikach g cukrovce a v kiecim a
Ehrlichow tumoru (Swiderski a kol. 2004).



1.4 Porovnani zralych vitelocyé tasemnic

Mezi hlavni rozdily zralych viteloc§tjiednotlivychiadi tasemnic pdt typ, relativni

mnoZstvi a chemicka povaha vitelinniho materidlyk@genu a lipid v cytoplazng.

Obr.III: Zralé vitelocyty jednotlivycltadi tasemnic:

a — Proteocephalidea b — Pseudophyllidea

¢ — Cyclophyllidea, Hymenolepididae d — Tetraphyllidea, Phyllobothriidae
e — Cyclophyllidea, Nematotaeniidae f — Cyclophyllidea, Catenotaeniidae
g — Cyclophyllidae, Anoplocephalidae h — Caryophyllidea

L — tukové kapénky, m — mitochondrie, N — jadro, S@balové kapénky (shell-globule),
VG - vitelinni granule, VV — vitelinni wky
(Swiderski a Xylander 2000), (Swiderski a Mackiexvi®76)

1.4.1 Vitelinni material
Vitelinni material se rize vyskytovat v &kolika formach a vytvé bud”:

a) cetné shluky obalovych kapének ugawvych v membraf) uradi Gyrocotylidea,
Amphilinidea (Xylander 1988), Caryophyllidea (Swisleé a Mackiewicz 1976),
Pseudophyllidea (Mokhtar-Maamouri a Swiderski )% 4 rypanorhyncha
(Swiderski 2006).

b) velké mnozZstvi obalovych kapének heterogennjpo tiradu Proteocephalidea
(Swiderski a Eklu-Natey 1978, Bianska 1997)

c) rekolik velkych obalovych kapének homogenniho typu

d) fii velké vitelinni v&ky

e) jeden velky vitelinni w&ek



1.4.2 Glykogen (@ a/nebop forma)
V cytoplazn¢ vitelocytu se glykogen nejprve objevuje ve férrcastic nepravidelného

tvaru.

U jednotlivych taxonomickych skupin tasemnidiSemnozstvi a typ glykogenuo(nebop
forma).

Karyofylidni tasemnice magi i p formu glykogenu. V &terych oblastech jejich
cytoplazmy a nukleoplazmy je glykogen rozptylergtimco v jinych vytvéi shluky \&tSi
velikosti ozng&ované jakan ¢astice nebo rozety, které se podili na téqddykogenovych
ostrivka“. Velikost a p@et , glykogenovych ostivki“ se kthem zrani vitelocytu postupn
zwétSuje a uvnit zatinaji prevliadat rozety.

ZwtSovanim mnozstvi glykogenu v j@Caryophyllidea dochazi k vydlavani zplostlého
jadérka a chromatinu k jaderné periférii (Swiderskilackiewicz 1976).

U fadu Proteocephalidea jeesini mnoZstvi glykogenu tieno pouz casticemi
(Swiderski a Eklu-Natey 1978).

Velmi malé mnozstvi glykogenu bylo nalezeno toplazn€ vitelocyti u Tetraphyllidea
(Mokhtar-Maamouri a Swiderski 1976).

1.4.3 Lipidy (nasycené a nenasyceneg)
NejwtSi mnoZstvi lipid bylo objeveno u Tetraphyllidea, u kterych se tuk&apénky

hromadi nejen v cytoplazmale i v jade zralych vitelocyt (Mokhtar-Maamouri a Swiderski
1976).

U Gyrocotylidea a Amphilinidea nalezneme v cyéape vitelocyth velké mnozstvi
tukovych kapének, ale tétihzadny glykogen (Xylander 1988).

Vitelinni buiky cyklofylidnich tasemnic obeémemaji Zadné lipidy (Swiderski a kol. 2000,
Swiderski a Xylander 2000).

Malé tukoveé kapénky maji vysokou elektronovoogitl a obsahujiipdevsim nenasycené
mastné kyseliny. Velké tukové kapénky, které nadeze ve zralych vitelocytech, jsou

sloZzeny z velkého mnoZstvi nasycenych mastnychlikyse



2 Cile prace

Cilem prace bylo prozkoumat a popsathgh vitelogeneze u tasemniééractolytocestus
huronensigCaryophyllidea: Caryophyllaeidae).

I zjistit a popsat lokalizaci vitelinnich folikitlpomoci sételné mikroskopie

Il. prostudovat ultrastrukturu vitelodypomoci transmisni elektronové mikroskopie



3 Material a metody

3.1 Material

Tasemnicétractolytocestus huronendiyly zisk&ny pitvou ze #va hostitel€yprinus
carpio z feky Tisy (vychodni Slovensko — Kamenec) ve spolciga.Orosom, pracovnikem
Parazitologického ustavu SAV KoSice dne 31.5. 2022.10.2006.

3.2 Metody

3.2.1 HRiprava materialu pro swvételny a transmisni elektronovy mikroskop
Tasemnice byly krdjenim rozigény na malé kousky, které byly fixovany 3% roaok

glutaraldehydu v 0,1M kakodylatovém pufru (pH 71@)hodin. Nasledovalo proplachnuti ve
vypiracim roztoku (0,1M kakodylatovy pufr) 3x po tbnutach. Na postfixaci byl pouzit 2%
roztok oxidu osmielého v 0,1M kakodylatovem pufru v pér 1:1, misobici po d¥ hodiny
pii pokojove teplat. Nasleds byly vzorky proplachnuty v 0,1M kakodylatovém puf$x po
15 minutach, odvodmy vzestupnou etanolovdadou (vzorek prochatadou roztok o
stoupaijici koncentraci - 30, 50, 70, 80 , 90, W%, a piesyceny sisi pryskyice SPURR a
etanol (v pondru 1:2, 1:1, 2:1, vzdy po jedné hodjra umistny do eksikatoru (24 hodin). Na
zalévani se pouzilo silikonovych forem s otvorytvaru blatku, do kterych se vhodn
orientovaly vzorky a infiltrovalygistou pryskyici SPURR. VSe se nechalo po 48 hodin
polymerovat pi 60°C. Vzorek je spravnorientovan pokud oblast, kterou chcentigravit

pro prohlizeni, lezi co nejblizezné roviny blodku.

3.2.2 HRiprava a barveni polotenkychiezi
Blocky vzorku byly krdjeny pomoci skléného noze na ultramikrotomu LKB Bromma

8800. Polotenkéezy na podloznich skkach byly umisiny na histologickou plotynku
ohratou na 70-90°C a barveny toluidinovou iidd% roztok tetraboritanu sodného a 1%
roztok toluidinové mote v pongru 1:1) po dobu 30s. Po oplachnuti destilovanowoudayly
polotenkérezy prohlizeny sttelnym mikroskopem Olympus CX 41 a foceny pomoci

programu QuickPhoto Pro 1.2.
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3.2.3 Riprava a kontrastovani ultratenkych rezi
Ultratenkéezy byly krajeny diamantovym nozem na ultramikrotobiKB Bromma 8800 a

sbirany na redéné stky. Potom nasledovalo kontrastovani ultratenkigi uranyl acetatem
a citratem olova.

Nejdiive se kontrastovalo octanem uranylu (Miidgha 1). K tomu se pouzily Petriho misky
s kouskem parafilmu, na ktery se injakstikackou s jednorazovym filtrem (0.4%)
nakapalo kontrastuji¢inidlo. Petriho misky je nutngabalit do hlinikové félie, protoze v
piitomnosti s¥tla vznika v roztoku heda srazenina. Na kapky se pinzetdilogily sitky a
po 20 minutach se oplachly 30% etanolem a osusilyzenim na filtr&ni papir.

Potom nasledovalo kontrastovani roztokem citofdva (viz giloha 2). Protoze roztok
citratu olova reaguje se vzdusnym £Qyly do Petriho miskyiidany peciky NaOH
zalitych vodou. Na kapky citratu olova sesbpriloZily sitky a po 20 minutach byly

oplachnuty destilovanou vodou a osusSeny filtien papirem.

Ultratenké&ezy byly prohlizeny pomoci transmisniho elektrormvénikroskopu JEOL
1010 @i urychlovacim nagti 80kV. Snimky, zachycujici ultrastrukturu vitediich burk,
byly parizeny pomoci kamery Mega View (Soft Imaging Systarppté zpracovany v

programech Photoshop a CorelDraw 11.
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4 Vysledky

Vitelaria tasemnic@tractolytocestus huronengsou umistna ve dvou lateralnich pasech
v kortikalnim parenchymu (obr.1). Skladaji se z tmweitelinnich folikuti kulatého nebo
ovalneho tvaru aizné velikosti (obr.2, 3).

Kazdy folikul je obklopen cytoplazmatickym pouech (obr.5) a je sloZen z vitelinnich
burgk v rizném stadiu zrani — nezralé, zrajici a zralé \dtgho(obr.4).

Nezralé vitelocyty se objevujfgdevsim na periférii folikulu, zatimco pokiejsi stadia
zrani jsou blize ke &du. Bhem zrani dochazi ke &geni busicného objemu. V cytoplazén
zrajicich vitelocyt dochézi k rozvoji bustnych organel, mitochondrii, endoplazmatického
retikula a Golgiho aparétu, a k tvérkapének vitelinniho materiélu. V cytoplaZm jade

zralych vitelocyt se uklada velké mnozstvi glykogenu.

4.1 Nezralé vitelocyty

Nezralé vitelocyty (obr.6)ipdstavuji nediferencovanéitky, které jsou prekurzory zralych
vitelocyti. Jsou pevazrt kulatého az ovalného tvaru a \aipru dosahuji velikosti
5um.Vykazuji vysoky nukleo-cytoplazmaticky pémUvnitt vitelocytu se nachézi velké
jadro (az 4m) s vyraznym densnim jadérkem a nepravidelnymilghkondenzovaného
chromatinu roztrouSenymi vadrv nukleoplazn.

V cytoplazng jsou bur¢né organely zastoupeny pouzkolika malymi mitochondriemi o
velikosti 0,4um.

4.2 Zrajici vitelocyty

V této fazi dochazi ke 2t8eni velikosti bitky a rozvoji bugcnych organel.

V patateinim stadiu zrajiciho vitelocytu (obr.7) dochazalgrné transformacifigkteré se
zwétSuje jaderny povrch tvorbaietnych vchlipenin jaderné membrany. Viggsou shluky
kondenzovaného chromatinu roztrouSené v perifésilaisti jadra &asto giléhaji k jaderné
membrag. V cytoplaznd je mozno vidt endoplazmatické retikulum a malé mnozstvi
jednotlivych kapének obaloveho materialu.

V pokraiilejSim stadiu zrajiciho vitelocytu (obr.8) nastayahly nahst patu burécnych
organel, pedevsim Golgiho aparatu a endoplazmatického retjkaezi nimiz se utvévazby
potrebné pro tvorbu obalového materialu. Endoplazmétiekikulum vytvéi ¢etné podlouhlé
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kanalky, které se postupstavaji hlavni slozkou cytoplazmy. Golgiho apasavéari sekréni
zrna, obsahujici prekurzory kapének obalového ndtielPostupnym spojovanim
jednotlivych kapének (obr. 11) vznikaji shluky neagé ,shell globule cluster” (obr. 12),
které gedstavuji posledni stadium tvorby obalového mdtedadachazi setrpdevsim

v cytoplazng zralych vitelocyi.

4.3 Zralé vitelocyty

Zralé vitelocyty (obr.9) jsou ovalného tvaruiagstavuji pla diferencované vitelocyty.
V praméru dosahuji velikosti az 18n. Jadro zralych (40n) vitelocyti ma rozptyleny
heterochromatin a je zcela vypto glykogenem, ktery vyttaije zplostlé jadérko a
nukleoplazmu do periférnich oblastil@hajicich k jaderné membr&n

V cytoplazng se nachazi jak jednotlivé kapénky obalového matefobr.11), tak i shluky
»shell globule cluster(obr.12), které spdig s glykogenem tvd dominantni slozku. Malé
mnoZtvi endoplazmatického retikula je redukovaneelé&osti a koncentrovano na
perinuklearni oblast nebo btimou periférii. Stale dochazi k tvarfednotlivych kapének
obalového materialu (obr.9). V cytoplazise v malém mnozstvi vyskytuji elektron-lucidni
tukové kapénky (obr.9) o velikosti Ou8n. V cytoplazng nekterych zralych vitelocyt bylo
mozno vidt lamelarni granule (obr.13), které gegevsim nalézaly v blizkosti

endoplazmatického retikula.
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Obr. 1: Podélnyez &la Atractolytocestus huronensisbrazuje umighi

vitelinnich folikuli (VF) v kortikalnim parenchymu (P) ve dvou latefénpasech.
(métitko: 0,5mm)

Obr.2+ 3: Detaily vitelinnich butk (VB), které se nachazi ve vitelinnim folikulu. Na
obr.2 jsou vidt i jadra jednotlivych vitelocyt  (nefitka: 10Qum; 3Qum)
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Obr. 4: Vitelinni folikul obsahuijici vitelocyty vieném stadiu vyvoje — 1 nezrala,
2 — zrajici biika. CS — cytoplazmatické pouzdro ¢&fitko: 4um)

Obr. 5: Detail cytoplazmatického pouzdra (CS). Ekxtracelularni lamina
(mefitko: um)
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Obr. 6: Nezrala vitelinni hitka s velkym jadrem (N) a elektron-densnim jadérkem
(n). V cytoplazr je rekolik malych mitochondrii (m).  (#fitko: 1,5um)

Obr. 7: Poateini stadium zrajici hiky. Dochazi k rozvoji endoplazmatického
retikula (ER) a k tvor® kapének obalového materialu (SG). N — jadrojaderko
(méfitko: 3pum)
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Obr. 8: PokreilejSi stadium zrajiciho vitelocytu. Jaderny poveskitSencetnymi
vchlipeninami jaderné membrany. @ zde mozno vigt velké mnozstvi
endoplazmatického retikula (ER) a kapének obalovéaterialu tiznych velikosti
(SG). N — jadro, n — jadérko  é&fitko: 2,5um)

Obr. 9: Zraly vitelocyt. Objevuji se shluky kapéraalového materialu (SGC)
vznikajici spojovanim malych kapének. Ukladaninefaého glykogenu (g) v jée
dochézi k vytlgeni jadérka k jaderné membgandoplazmaticke retikulum (ER)
je sousted®no v perinuklearni oblasti. N — jadro, n- jadérko

Cytoplazma obsahuje velké mnozstvi glykogenu (@kalik tukovych kapének
(TK).  (meritko: 4um)
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Obr. 10: Vznik kapének obalového materialu (SG)Z@y vazano naiftomnost
endoplazmatického retikula (ER). &fitko: 0,5um). Obr. 11 Jednotlivé kapénky
obalového materialu (SG) se v pokitém stadiu zrajiciho vitelocytu spojuji
dohromady za vzniku struktury, kterou je moznostvith snimku 12. (sfitko:
1,5um) Shluky kapének obalového materialu (SGC) seas&ji nalézaji ve zralych
vitelocytech  (m¥titko:0,6um)

Obr. 13: V cytoplazra nekterych zralych vitelocyit se objevuje lamelarni granule
(LG). (netitko: 0,5um)
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5 Diskuze

U wtSiny tasemnic (s vyjimkou Cyclophyllidea ) se tiiai systém sklada z mnoha
jednotlivych folikuli, které tvai dva podélné lateralni pasy uloZzené v kortikalnim
(Amphilinidea a Pseudophyllidea) nebo medularnimrg@phyllidea, Diphyllidea,
Proteocephalidea, Tetraphyllidea) parenchymu (Swii@ Xylander 2000).

Celed’ Lytocestidae tvii mezi Caryophyllidea vyjimku, nebwitelria jsou umigha
v kortikalnim parenchymu (Mackiewicz 2003). To pigtro tasemnicAtractolytocestus
huronensisktera pafi do zmigné celeck.

Atractolytocestus huronengisa dole vyvinuty vitelinni systém s velkym mnozstvim
vitelocytii umisgnych ve folikulech. Vitelocyty se v embryogenezéeB monozoickych a
nekterych polyzoickychadi — Pseudophyllidea a Trypanorhyncha podili na fedno
pevného vajgného obalu a poskytovani zasobnich latek pro viywijse embryo (Swiderski
a Xylander 2000). U Proteocephalidea, CyclophydideTetraphyllideafebira ochrannou a
vyzivnou funkci mategsky organizmus. Z tohoigtodu je paéet vitelocyfi u zastupt téchto
skupin redukovan a kolem véia se vytvéi jen jemna a tenka kapsule (Swiderski a Xylander
2000).

Piib¢h vitelogeneze Wtractolytocestus huronengiipomina v hlavnich rysech tento
proces tive popsany u jinych Cestod (Mackiewicz 1968, Svakiea kol. 2004, Swiderski a
Xylander 2000, Brianské 1997, Swiderski a Mokhtar 1976, Swiderskieehiewicz 1976,
Swiderski a Mokhtar 1974, Korneva 2001, Levron b R607), Monogenei (Halton a kol.
1974) a Digenei (Erasmus a kol.1982).

Mezi zmiréné hlavni rysy pét:

- zwtSeni burcné velikosti a z#tSeni jaderného povrchu

- postupny rozvoj busgnych ogranel - endoplazmatického retikula, mitoahrdra Golgiho
aparatu, dlezitych pro tvorbu vitelinniho materialu

- ukladani glykogenu a/nebo ligidr cytoplaznd

Nezralé vitelocytyAtractolytocestus huronengigedstavuji nediferencovanéitky s velkym

jadrem a malym mnozstvim beimych organel, coz je typické i pro jiné skupinyetasic.
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V dalSi fazi zrani dochazi k rozvoji bdnych organel — endoplazmatického retikula a
Golgiho aparatu, které jsou zodgdné za tvorbu kapének obalového materialu. Spojavan
malych kapének obalového materialu vznikaji tztelsglobule clusters”

(shluky kapének obalového materialu). ,Shell gle@bciuster” jsou typické pro vSechny
monozoické a dva polyzoickéddy Pseudophyllidea a Trypanorhyncha (Swiderskylanter
2000).

U A. huronensigsou elektron-densni kapénky obalového materiEtspojené
dohromady ve sédre elektron-densni matrix. Toto us@alani se nachazi u karyofylidni
tasemniceCaryophyllaeus laticepspatebotridnCyathocephalus truncat@spseudofylidni
Diphyllobothrium latun{Levron a kol. 2007). U tetrafylidnich tasemnicepdofylidni -
Paraechinophallus japonicues primitivnich tasemnic — Amphilinidae a Gyrocodiga se
~shell globule cluster” skladaji z valruspdadanych ,shell globule” umigtych v elektron-
lucidni matrix (Levron a kol. 2007). U Cyclophyléd je vitelinni material ukladan v podob
velkych vitelinnich véka (Swiderski a kol. 1970, 2005widerski 1973).

Ve zralém vitelocytuAtractolytocestus huronengiechazi k ukladani velkého mnoZzstvi
glykogenu v cytoplaz#a jade a vzniku tzv , jaderné vakuoly”, ktera byla pozesina u
studovanych druhtasemnidadu Caryophyllidea €aryophyllaeus laticepa
Caryophyllaeides fennic@Mackiewicz 1968)Glaridacris catostom{Swiderski a
Mackiewicz 1976)Khawia armeniacgdSwiderski a kol. 2004) Archigetes sieboldi
(Poddubnaya a kol. 2003).

Studie polyzoickych pseudofylidnich (Swiderakilokhtar 1974) nebo cyklofylidnich
tasemnic (Swiderski 1973, Swiderski, a kol. 197Qauiji, Ze vitelinni biiky téchto tasemnic
nemaji schopnost ukladat glykogen do jadra. ,Jadeakuola“ nebyla nalezena ani u
Proteocephalidedroteocephalus longicolliSwiderski a kol. 1978), Cyclophyllidea
Catenotaenia pusilla, Inermicapsifer madagascarigeasHymenolepis diminuigwiderski a
kol. 1970), Tetraphyllide&cheneibothrium beauchamiiokhtar-Maamouri a Swiderski
1976) a Pseudophyllideay&thocephalus truncaty8Visniewski 1932)Schistocephalus
solidus(Smyth 1956) &8othriocephalus clavibothriurgBwiderski a Mokhtar 1974)Nebylo
to objeveno ani u Trematod (Mackiewicz 1968) a Degasciola hepatica a Schistosoma
mansoniHalton a kol. 1974).

U obratlové byl vnitrojaderny glykogen nalezen v patologickymliikach. (Swiderski a kol.
2004).

Glykogen se u studované tasemnice ukladal talkgoplazng zralého vitelocytu, coz je

znamé u Cestod a Trematod (Mackiewicz 1968).
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Ve zralém vitelocytdtractolytocestus huronendiyly v malém mnoZzstvi pozorovany
elektron-lucidni tukové kapénky. Ty nebyly nalezengstatnich studovanych difutasemnic
fadu Caryophyllidea. (Swiderski a kol. 2004).

Swiderski a Xylander (2000) vy&tuji nepritomnost tukovych kapenek u karyofylidnich
tasemnic tim, Ze jaderny glykogen vyrovnava nedektépida. Lipidy ziejmé nemohou byt
vajickem vyuzity v progedi s nizkym obsahem kysliku.

Podle mych vysledkse lipidy uAtractolytocestus huronensisichazi aiejme tedy mohou
byt vajickem vyuzity. Bylo by dobré utgat novou studii karyofylidnich tasemnic, zda se u
nich lipidy skuténé nevyskytuiji.

U ostatnicltadi Cestod se lipidy v cytoplazimalézaji v izném pondru ke glykogenu a
vitelinnimu materialu (Swiderski a Xylander 2000).

U fadu Tetraphyllidea se lipidy ukladaji takeé vigddralych vitelocyi ( Mokhtar-Maamouri a
Swiderski 1976).

V cytoplazng nékterych zralych vitelocyt A. huronensidyly v blizkosti
endoplazmatického retikula nalezeny ,lamelarni gtah Stejna struktura byla téZ objevena
v cytoplazng zralych vitelocyl spathebothridni tasemni@yathocephalus truncatus
(Brunanska a kol. 2005). Podobné granule se vyskytiyvitelocytech Monogenei (Halton a
kol. 1974) a Digenei ( Irwin a Threadgold 1970, @ain a kol. 1998). Jejich funkce neni

dosud znama.
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6 Zawér

U Atractolytocestus huronendigla pomoci sételné mikroskopie zjigha lokalizace
vitelinnich folikuli a pomoci transmisni elektronové mikroskopie prsvana vitelogeneze
a ultrastruktura vitelocyt

Pribéh vitelogeneze se v hlavnich rysech podobéa tomutogsu u ostatnidtadi Cestod,
proto bych chila na zagr zdiraznit jen gkteré vyznamné charakteristiky, z§igé u

studovaného druhu tasemnice;:

1. Umiseni vitelinnich folikuli v kortikalnim parenchymu potvrzuje, Ze toto ugmani
je typické prateled’ Lytocestidae.

2. Vitelinni folikuly se skladaji z vitelinnich btk v riznych stadiich vyvoje: nezralé,
zrajici a zralé vitelocyty

3. Nezralé vitelocyty jsou nediferencovandilkys malym mnozstvim bétnych
organel.

4. Ve zrajicich vitelocytech dochézi kes8eni buicné velikosti, zvySeni piou
burgcnych organel a tvorbvitelinniho materialu.

5. V cytoplazng zralych vitelocyit vznikaji spojovanim kapének obalového materialu
»Shell globule cluster*.

6. K ukladani glykogenu dochazi nejen v cytoplézate i v jade zralych vitelocyi, coz
je charakteristickym a vyznamnym znakem poiéki Caryophyllidea.

7. V cytoplazng zralych vitelocylt bylo objeveno malé mnozstvi tukovych kapének,
které dosud nebyly pozorovany u jinych tasemnigdu Caryophyllidea

8. Lamelarni granule nalezena v cytoplazzralého vitelocytu byla popsana také u
spatebotridni tasemnicgyathocephalus truncatubl jinych Cestod se dosud
nevyskytla (Brianska a kol. 2005). O mozn#lpuznostiradi Spathebothriidae a

Caryophyllidea uvazuje ve své praci Brooks a Kid9(l).
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Prilohy

Priloha 1 (Nebeskovéa 2001)

Priprava nasyceného roztoku octanu uranylu ( dale UA

Potebné chemikalie: uranylacetat, etanol (absolut.)

Postup:

1/ navazime 2,6g UA a zalejeme jej 20ml 50% etanolu

2/ roztok michame 2 hod. na magnetickém michadle

3/ roztok 3x pefiltrujeme ges stejny filtréni papir nejlépe v lednici

4/ nechameied pouzitim stat do druhého dne v lednici

Vzhledem k jeho citlivosti na gtlo skladujeme Ppraveny roztok v tmavé lahsge @i 4°C.

Priloha 2 (Nebes#éova 2001)

Potrebné chemikalie: citrat olova, hydroxid sodégrstw pievaena destilovana voda (kv
snizeni obsahu oxidu utiiého)

Postup:

1/ navazime 0,02-0,04 g LC a zalejeme jej 20fal/gené dest. vody

2/ pridame 0,2ml 10N NaOH (ziskame jej rozpm$in 40g NaOH ve 100ml vody)

3/ po uplném rozpu&thi uchovavame roztok v tmavé latee @i 4°C

4/ pred pouzitim odebereme pebné mnozstvi injaki stikatkou z oblastidsre pod

hladinou a roztok centrifugujemeid20000-150000t/min deset minut.
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