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ABSTRAKT:

Bélinova L. 2011: Spermatogeneze u dlouhovékého druhu vodnich plostic
hladinatky ¢lunohibeté (Velia caprai) (Heteroptera: Gerromorpha: Veliidae).
Magisterska diplomovéa prace, Jiholeska univerzita, Pedagogickd fakulta, Ceské

Budgjovice. 50 s.

V této praci byla studovana spermatogencze dlouhovékého druhu hladinatky (Velia
caprai) u nymf 5. instaru, dospélcti definovaného stafi (v rozmezi 1 — 60 dnd po
svleceni) a dospélcli z terénu pied a po prezimovani. Spermatogeneze tohoto druhu
probihd kontinudlné. Prvni spermatidy byly pozorovany uz u nymf 5. instaru, zralé
spermie u dospélcli jeden den po svleceni. U starSich dospélcti 1 dospéleti po
prezimovani byly zjiStény vSechny typy bunék spermatogeneze: spermatogonie,
primarni a sekundarni spermatocyty, spermatidy i spermie.

Varle samct Velia caprai je vramci plostic i hmyzu obecné pomérné atypické. Je
tvofeno jedinym testikularnim folikulem, ktery je $ir$i nez dlouhy. Vrchol folikulu neni
zfeteln¢ formovan; germarium lezi uprostfed SirSi strany folikulu protilehlé usti

chamovodu.
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ABSTRACT:

Bélinova L. 2011: Spermatogenesis in long lived species of water bugs — water
cricket (Velia caprai) (Heteroptera: Gerromorpha: Veliidae). MSc. Thesis,

University of South Bohemia, Faculty of Education, Ceské Budg&jovice. 50 pp.

This diploma thesis is devoted to the spermatogenesis of long living water bug species —
water cricket (Velia caprai). Spermatogenesis of nymphs of the fifth instaru, adults of
defined age (from 1 up to 60 days after the ecdysis) and also the adults caught in the
field of unknown age before - and after the hibernation were studied by histological
methods. It was discovered that spermatogenesis of this species is in progress
continuously. Even the nymphs of the 5th instar already had spermatids presented and
the adult males disposed of spermatozoans just one day after the ecdysis. The presence
of all the spermatogenesis cell types (spermatogonia, primary and secondary
spermatocytes, spermatids and sperms) was confirmed in the case of male adults of
various age — younger after ecdysis as well as older including males after hibernation.

Semiaquatic bug Velia caprai has not typical testes in comparison with most of Insects.
They are formed by just one testicular follicle which is wider than longer. The follicle’s
top is not distinctly formed; the germanium is located in the middle of the follicle’s
wider part which is across from the testicle’s orifice to vas deferens. This anomalous

position of germarium represents the original apex of testicular follicle in this species.
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1 UVOD

Studiemi v nedavné i star$i minulosti bylo zjisténo, Ze hladinatka ¢lunohibeta Velia
caprai (Heteroptera: Veliidae) ma Vv zavislosti na environmentalnich podminkach
pomérn¢ variabilni zivotni cykly (ptehled viz Papacek, Jandova 2003). Ditrich (2005)
vysvétlil  tuto  variabilitu sledovanou ptedevsim fenologicky existenci casové
oddé€lenych kohort nymf a letni dormanci dospélct. Pozdé€ji bylo zjisténo, ze tento druh
je vlastné v ramci situace u semiakvatickych plostic dlouhovéky (Ditrich, Papacek
2008).

Vyvoj pohlavni soustavy a gametogeneze, resp. Spermatogeneze, byly studovany
u nékolika vodnich plostic. V posledni dob¢ se touto problematikou zabyvali napt.:
Papacek a Gelbi¢ (1989) u bodule obecné (llyocoris cimicoides), Papacek a Soldan
(2008) u hlubenky skryté (Aphelocheirus aestivalis) aPapacek a Soldan (1992)
u znakoplavky obecné (Notonecta glauca). Vyvojem saméi pohlavni soustavy Velia
caprai se zabyval s vyuzitim morfologickych metod studia Ditrich (2005) ve své
diplomové praci. Spermatogeneze tohoto druhu vsSak zatim podrobnéji studovana
nebyla.

Vzhledem Kk tomu, Ze u jiného dlouhovékého druhu — bentické vodni plostice
hlubenky skryté (Aphelocheirus aestivalis; Heteroptera: Nepomorpha: Aphelocheiridae)
bylo zjisténo, ze spermatogeneze je kontinualni a atypicka pro hmyz, vznikla otazka,
zda tomu neni u hladinatky V. caprai obdobné.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo proto zjistit, jak probiha
spermatogeneze u samcu hladinatky Velia caprai. Snahou bylo zachytit pribéh
spermatogeneze u poslednich nedospélych stadii - nymf 5. instaru, dospélych jedinct
pfesné definovaného stafi a prezimujicich jedincti, popt.dospélcti nedefinovaného stafi
odchycenych v terénu. Snahou také bylo zjistit variabilitu spermatogeneze za riznych
environmentalnich podminek. Proto byl material pro studium spermatogeneze (dospéli

samci) odebiran ze tfi chovll vedenych soubézné za riznych podminek.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Funkce a struktura sam¢i reprodukéni soustavy hmyzu

VétsSina druhtt hmyzu patii mezi gonochoristy, kdy se obé pohlavi aktivné vyhledavaji
k pafeni (Hirka, Cepicka 1980). Mezi hlavni funkce saméi reprodukéni soustavy patfi
produkce, uchovani a nakonec dopraveni spermii do pohlavni soustavy samice. Diky
tomu také samice v nékterych piipadech ziskava i ziviny, které zvySuji pocet a rychlost
produkce vajicek. U nekterych druhti totiz samc¢i pohlavni soustava produkuje latky,
které jsou pii kopulaci prendSeny do samiéich pohlavnich cest a reguluji plodnost
samice (Gillot 1995).

Soucasti vnitiniho samc¢iho pohlavniho systému u dospélého hmyzu jsou parova
varlata (testes), parové chamovody (vasa deferentia), neparovy chamomet (ductus
eiaculatorius), parové semenné vacky (vesiculae seminales), piidatné zlazy (glandes
accessoriae) a pohlavni otvor (gonoporus) (Gillot 1995, Kovatik a kol. 2000,
Obenberger 1952).

Varlata jsou nejcastéji umisténa pod stfevem, ale mohou byt i nad nim ¢i
lateralné. Maji ovalny tvar a jsou slozena z rtizného poctu trubicovitych struktur -
testikularnich folikulti. VSechny folikuly, které tvoti varle, jsou obaleny peritonealnim
obalem a do chamovodu vyustuji kratkym vyvodem vas efferens. Sténu kazdého
folikulu tvoii vrstva epitelu a na jeji vnéjsi stran€ je bazalni membrana. Podle toho, na
jakém stupni vyvoje jsou pohlavni buniky uvnitf folikulu, mizeme kazdy folikul rozd¢lit
na 4 zény (obr. 2.1). Vrchol folikulu (nejvzdalengjsi ¢ast od vas defferens) neboli
germarium obsahuje spermatogonie. Zde se také u mnohych zastupcii hmyzu nachézi
napadna apikalni buika, ktera pfedstavuje zasobarnu zivin pro spermatogonie.
Z germaria spermatogonie sestupuji nize do ristové zony, kde dochazi k jejich dalsimu
déleni a rustu. Noveé vzniklé dcefiné buiky zlistavaji pohromad¢ s buitkami matetskymi
a jsou obalovany epitelovit¢ uspofddanymi bunikami cystocyty. Vytvaii se tak
Spermiocysta, uvniti které mitézou vznikaji spermatocyty. K dal§imu déleni (meidze)
dochazi v zon¢ maturacni a spermatocyty se tak méni na spermatidy. V posledni ¢asti
nazyvané transformacni zéna se spermatidy preménuji v hotové a oplozeni schopné
spermie (spermatozoa). Také dochéazi k desintegraci stény cyst, ale i pfesto spermie
zUstavaji pohromadé a vytvaii jakysi svazek neboli spermatozeugma (Gillot 1995,

Obenberger 1952).



Spermie jsou dale posouvany peristaltickymi stahy chamovodu az do semennych
vackl. Semenné vacky jsou vlastné rozsifeninou chamovodu a slouzi jako zésobarna
zralych spermii (Gillot 1995, Horn 1978, Kovatik a kol. 2000, Obenberger 1952).
Spermie jsou zde umistény tak, ze hlavicka smétuje ke sténé vacku, zatimco bic¢iky
smérem dovnitt (Obenberger 1952).

Z varlat vychazeji parové kanalkovité trubice zvané chdmovody, jejichz sténa je
tvofena vrstvou silného epitelu a na povrchu ohrani¢ena bazalni blanou. U vétSiny
hmyzu se oba chamovody spojuji a spole¢né vstupuji do chamometu. Jepice chamomet
nemaji a chdmovody vyustuji ven oddélen¢ (Obenberger 1952).

Pridatné zlazy vyrustaji ze spodni ¢asti chamovodu ¢i z vrchni ¢asti chdmometu.
Tyto Zlazy produkuji lepivy sekret, ktery je v podobé tekutiny vstfikovan pifimo
se spermiemi nebo vytvafi lepivy obal kolem spermii zvany spermatofor. U nékterych
druhii mohou téz produkovat latku, ktera pifi kopulaci zplisobi zvySenou produkci
vajicek (Gillot 1995, Horn 1978, Obenberger 1952). Pouzdro (spermatofor) byva po
vyprazdnéni obsahu v pochvé samice bud’ rozpusténo a absorbovano ¢i aktivné
vypuzovano (Hirka, Cepicka 1980).

Spermie a sekrety pohlavnich organti vychazeji pii kopulaci ven pfes gonopor,

coz je otvarek umistény v penisu (Obenberger 1952).
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Obr. 2.1 Podélny tez folikulem varlete hmyzu (podle Obenbergera 1952)
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2.2 Reprodukéni soustava plostic

Samc¢i pohlavni soustava plostic dobie odpovida obecnym rystim stavby pohlavni
soustavy hmyzu. Podle Obenbergera (1952) varle plostic tvoii nejméné 2 a nejvice
8 testikularnich folikult. Zpravidla je to ale sedm folikulG (pt.: Ilyocoris cimicoides,
Notonecta glauca) (Obenberger 1958). Pendergrast (1957) ovSem uvadi, Ze varle Velia
caprai je tvofeno pouze jedinym folikulem.

Akcesorické Zlazy mohou byt dvojiho typu: mesadenia (vznik z mezodermu)
a ectadenia (vznik z ektodermu). U ruznych celedi dochazi k drobnym modifikacim
téchto zlaz (Obenberger 1958, Pendergrast 1957).

Obenberger (1958) zmiiuje, Ze spermie plostic jsou vétSinou mnohem delsi nez
u jinych fadi hmyzu a nejvétsi byly zjistény u vodni plostice Notonecta maculata.
Strukturou spermii u plostic se zabyvali napt. Dallas a Afzelius (1980). Tito autofi
uvadéji, ze stejné jako u jinych zivocdichl je ultrastruktura spermii plostic druhové

rozdilna.

2.3 Reprodukéni soustava a spermatogeneze vybranych vodnich plostic

Studiem vyvoje reprodukéniho systému nékterych vodnich ploStic se zabyvali
Vv posledni dob¢ nasledujici autofi: Papacek a Gelbi¢ (1989) u bodule obecné (llyocoris
cimicoides), Papacek a Soldan (2008) u hlubenky skryté (Aphelocheirus aestivalis)
a Papacek a Soldan (1992) u znakoplavky obecné (Notonecta glauca).

2.3.1 Bodule obecna (llyocoris cimicoides) (Heteroptera: Nepomorpha:

Naucoridae)

Vyvoj pohlavni soustavy samcl tohoto druhu charakterizuji Papacek a Gelbi¢ (1989)
nasledujicim zpiisobem: Varlata nymf 1. instaru jsou kulata, béhem 2. instaru se
prodluzuji a obsahuji pfredevS§im spermatogonie. U larev 3. a 4. instaru jsou
pozorovatelné primarni spermatocyty, které prochazi meiozou, vznikaji zfetelné mensi
sekundarni spermatocyty a ty se dale déli na spermatidy. Spermatidy se postupné
prodluzuji a zacind vznikat bi¢ik. Na konci 5. instaru jsou pozorovatelné prvni
,balicky* se spermiemi a volné spermie nalezeny v chdmometu. Varlata jsou nejlépe

vyvinuta u dosp€lcti do jednoho mésice. U jedinct starych 2 - 6 mésict dochéazi k mirné
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redukci varlat béhem pareni a déle jsou velice redukovand. V této dobé jsou folikuly
prazdné a spermie se objevuji v chdmovodu a v semennych vacécich, kde se hromadi.

V 1. instaru jsou testikularni folikuly téméf nerozliSitelné, chdmovody konci
slepé v 9. abdominalnim c¢lanku. Béhem druhého instaru se kazdé varle d€li na dveé
skupiny folikultt (3 + 4) a ve Spicce je hakovité zaktiveno. Dochdzi k formovani
chamometu a akcesorickych zldz — parového mesadenia a neparového ektadenia.
U larev 5. instaru ihned po ekdyzi ziskava varle tvar S a skupina 4 folikuli se stava
delsi nez skupina folikult tfi. Postupné (u larev 5. instaru stfedn¢ starych a tésné pred
svlékanim) varlata méni tvar ze zakfiveni Sna L, dvé skupiny folikuli se stavaji
nerozlisitelné a ptidatné z1azy rostou (Papéacek, Gelbic 1989).

Papacek a Gelbi¢ (1989) také znazornuji schéma samci pohlavni soustavy

bodule obecné (viz obr. 2.2)

ECT

Obr. 2.2 Schéma sam¢i pohlavni soustavy llyocoris cimicoides (podle Papacka
a Gelbice 1989). T — varle (testis), VD — chamovod (vas deferens), ECT —
ektadenia, MD — mesadenia, VS — semenny vacek, PMD — proximalni ¢ast
mesadenia, DMD - distalni ¢ast mesadenia, ED — chamomet (ejaculatory
duct)
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2.3.2 Hlubenka skryta (Aphelocheirus aestivalis) (Heteroptera: Nepomorpha:
Aphelocheiridae)

Podle Papacka a Soldana (2008) prochazi samci pohlavni soustava nasledujicimi
ontogenetickymi zménami: Varlata se stavaji patrnymi uz v 1. instaru, kdy maji kulaty
tvar bez znatelnych folikull, uvniti se tvofi spermatogonie a folikuldrni bunky. Zaklady
testikularnich folikul jsou znatelné az ve 2. instaru a jejich diferenciace konc¢i ve
3. instaru, kdy se zaroven vytvari pridatné zlazy. Folikuly kazdého varlete jsou v tomto
obdobi rozdéleny do dvou zietelnych skupin (2 + 2). Béhem téchto dvou stadii dochazi
K mitéze spermatogonii a vzniku cyst. Ve 4. instaru dochazi k postupnému ristu
folikuld, jejich proximalni ¢ast je naplnéna cystami obsahujicimi spermatogonie
a blizko vasa efferentia Ize pozorovat spermatocyty ve fazi pozdniho heterotypického ¢i
na pocatku homeotypického meiotického dé€leni. V tomto instaru uz neni zfetelné
puvodni rozdéleni folikuld 2 + 2 akazdé varle je tvofeno 4 stejné velkymi
testikularnimi folikuly. Pfed metamorfozou (v 5. instaru) nastava prodluzovani folikuld
a svou délkou odpovidaji délce folikult dospélého samce (7,5 — 8,5 mm). Riist folikulti
je spojen s rychlou spermatogenezi. Na pocatku 5. instaru folikuly obsahuji pfevazné
spermatocyty (zabiraji az polovinu folikulti), v jeho posledni tfetiné se zalinaji
objevovat spermatidy. V dobé pied svleCenim do dospélce se nikdy neobjevuji zralé
spermie, ty se objevuji az béhem dvou tydnl po ekdyzi. Spermatogeneze je ukoncena
v semennych vaccich, kde jsou cysty rozloZeny a nejspiSe resorbovany. Spermie jsou
dlouh¢ 750 — 800 um (i s bi¢ikem) a vytvarteji svazky podobné cystam (Papacek, Soldan
2008).

Béhem 1. instaru jsou viditelné chdmovody koncici slepé na zadnim okraji
8. abdominalniho c¢lanku. Dlouhé parové mezodermalni pifidatné zlazy zacinaji byt
patrné u larev 2. instaru spolecn€ s chamometem. Az béhem 3. instaru se objevuje
kratka neparova ektodermalni pfidatna zlaza, ziejmé odpovidajici ektadeniu u Ilyocoris.
K népadnému ristu akcesorickych zlaz dochazi 2 — 3 tydny po ekdyzi (Papacek, Soldan
2008).

Zpusobem reprodukce se relativné dlouhoveéky druh A. aestivalis ponékud 1isi od
veétSiny vodnich ploStic. Spermatogeneze je permanentni, vSechny vyvojové stupné
samcich pohlavnich bunék se vyskytuji béhem celého roku a maji tak schopnost pafit se
od jara do podzimu. Proximaln¢ od testikularnich folikuld jsou ptidatné semenné vacky.

Papacek a Soldan (2008) ptedpokladaji, ze jejich pifitomnost je spojena s neustalou
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spermatogenezi. ,,Normalni“ semenné vacky, vyskytujici se bézn¢ u vodnich plostic,
nemaji vhodnou kapacitu pro uskladnéni neustdlé zrajicich spermii. Schéma samci

pohlavni soustavy hlubenky skryté je zndzornéno na obr. 2.3.

Obr. 2.3 Schéma sam¢i reprodukéni soustavy Aphelocheirus aestivalis
(podle Papacka a Soldana 2008). tf — testikularni folikul, sv — semenny vacek,

mes — mesadenia, ect — ektadenia, ed — chamomet (ejaculatory duct)

2.3.3 Znakoplavka obecna (Notonecta glauca) (Heteroptera: Nepomorpha:

Notonectidae)

Pro ontogenezi samc¢i pohlavni soustavy u dané¢ho druhu Papéafek a Soldan (1992)
uvadéji nasledujici vyvojové schéma: U nymf 1. instaru jsou patrné spermatogonie, ale
zatim nejsou rozliSeny folikuly, které se vytvaii az v 2. instaru. Folikul 2. instaru
zapliiuje germarium obsahujici sekundarni spermatogonie, dale primarni spermatogonie
a cystové bunky. Apikalni buiika nebyla nalezena. Priméarni spermatogonie maji
kulovity tvar, velikost 4 - 6 um, jadro se slab& zrnitym chromatinem a Spatné viditelné
jadérko. Sekundarni spermatogonie velikosti i tvarem odpovidaji predchozim, ale lisi se
tim, ze maji barvitelné jadro a dobfe rozliSitelné jadérko. Ve 3. instaru dochazi
k postupné redukci germaria a ve spermiocystach se zacinaji objevovat prvni
spermatocyty. Primarni spermatocyty o velikosti 5 — 9 pm maji slabé barvitelné jadro,
ale velmi dobfe barvitelné jadérko. Sekundarni spermatocyty jsou o néco mensi (4 — 7

um) a zacinaji byt zjevné béhem 4. instaru. V pribéhu 5. instaru vznikaji spermatidy
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velké 4 — 8 pum, které maji intenzivné barvitelné jadro a patrné jadérko. Mladé
spermatidy maji nejdiive kulaty tvar, v druhé polovin¢ 5. instaru ziskavaji tvar
elipsovity a postupné zacinaji rychle rist do délky. V dobé 1 az 1,5 meésice po
metamorfoze jsou spermiocysty plné dospélych spermii (1600 pum), jejichz hlavicky
jsou oproti bicikiim velmi dobfe barvitelné. Nejdiive dochazi k rozpadu spermiocyst na
bazi folikulu, ziidka i ve vyvodnych cestach. Spermie potom vytvaieji svazky podobné
spermiocystam (Papacek, Soldan 1992).

Kazdé varle se sklada ze 7 testikularnich folikulii uspotfadanych do 2 skupin
(4+3). Maximalni délka varlat (18,0 - 21,2 mm) byla pozorovéana u dospé€lct 1,5 — 2
meésice po ekdyzi, kdy je ukoncen i podélny rist varlat (Papacek, Soldan 1992).

Akcesorické Zlazy umisténé podél chamovodu jsou dvojiho typu: dlouhé (1 + 1)
a kratké (3 + 3) pridatné zlazy. U nymf 1. instaru je patrny chamovod, nikoliv pfidatné
zlazy a chamomet. Dlouh¢ akcesorické zlazy spolu s chimometem se zacinaji objevovat
u larev 2.instaru, kratké az u 4. instaru. Celkova velikost pfidatnych zlaz b&hem
larvalnich stadii je mensi neZ u samcii kratce po metamorfoze (Papacek, Soldan 1992).

Celkové schéma samc¢i pohlavni soustavy znakoplavky obecné je zndzornéno na

obr. 2.4.

Obr. 2.4 Schéma sam¢i pohlavni soustavy Notonecta glauca (podle Papacka a Soldana
1992). t (3) — skupina tfi testikularnich folikuld, t (4) — skupina Ctyf
testikularnich folikuld, dt — distalni ¢ast varlat, pt — proximalna cast varlat,

vd — chamovod (vas deferens), lag — dlouhé akcesorické Zlazy, sag — kratké

akcesorické zlazy, ed — chamomet (ejaculatory duct)
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2.4 Reprodukéni soustava hladinatky ¢lunohitbeté (Velia caprai) (Heteroptera:

Geromorpha: Veliidae)

Nakres sam¢i pohlavni soustavy Velia caprai zobrazuje Pendergrast (1957) (viz obr.

2.5). V posledni dobé se vyvojem pohlavni soustavy hladinatky ¢lunohibeté zabyval
Ditrich (2005) s vyuzitim morfologickych metod studia (nikoli histologickych fezovych
technik). Ten naptiklad uvadi absenci ptidatnych Zlaz u samct Velia caprai. Jejich
funkci pak nahrazuje vysoky sekrecni epitel, ktery vystyla zesilenou cast (bulbus)

chamometu a cely chdmomet.

ww ']

Obr. 2.5 Schéma sam¢i pohlavni soustavy Velia caprai (podle Pendergrasta 1957).

d — chamomet, t — varle, v — chamovod, vs — semenny vacek

Dale autor (Ditrich 2005) charakterizuje ontogeneticky vyvoj samc¢i reprodukéni
soustavy druhu nasledujicim zptisobem. Varlata Velia caprai jsou zfetelna uz u nymf
1. instaru, maji kulovity tvar a primeér cca 60 pm. Chamovody konc¢i slepé terminalni
ampuli. U 2. instaru dochazi ke znacnému nartstu varlat do délky, ziskavaji definitivni
fazolovity tvar a jsou orientovany latero - medidlné. Béhem 3. instaru se varlata déle

zvétsuji, chamovody se napojuji na chdmomet a rozsifené termindlni ampule se stavaji
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zakladem budoucich semennych vackl. U larev 4. a 5. instaru nedochazi k velkym
zméndm. Varlata se zvétSuji a dochazi k jejich pretoceni tak, ze delsi strana smétuje
kranio — kaudaln¢. Varlata dospélych samct starych do + 12 hodin po ekdyzi se pFili§
neli$i od varlat nymf 5. instaru. V tomto obdobi dochézi k prodluzovani chamovodua
aroste chamomet. U dospélych samct 7 dnll po ekdyzi a 25 dnli po ekdyzi rostou
varlata a chamovody. Velky rist Sitky semennych vackti a chamometu byl zjistén
usamct 42 dnt po ekdyzi, coz spolehlivé poukazuje na pohlavni zralost. Nejveétsi
rozméry maji varlata dospélcii starych 4 — 6 tydnti, kdy samci dosahuji tpIné pohlavni

zralosti.
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Studovany druh

Hladinatka clunohibeta Velia caprai Tamanini, 1947 (Heteroptera: Gerromorpha:
Veliidae) je semiakvaticka drava plostice. Pro pohyb po hladin¢ vyuziva predevSim
stiedni par noh, piedni par slouzi k uchvaceni kofisti (Obenberger 1958). Velia caprai je
drava plostice nejCastéji se zivici drobnym hmyzem spadlym na hladinu. Dale jeji
potravu tvoii vodni hmyz, planktonni korysi, nymfy ostatnich semiakvatickych plostic
¢i nymfy vlastniho druhu. Jedinci tohoto druhu mohou pieckat dvé zimni obdobi,
moznd i celou dal$i sezonu (Ditrich, Papacek 2008). Pfezimuji bud’ jako dospélci nebo
ve stadiu vajicek. Toto je situace velmi vzacna nejen v infraiadu Gerromorpha, ale
obecné u hmyzu (Ditrich, Papacek 2009). Areal rozsifeni Velia caprai, ktery je omezen
na Evropu a saha od Recka po Svédsko, je svou velikosti spise pramérny (Ditrich,
Papacek 2008).

V Evropé byl vyskyt druhu prokazan konkrétné v nasledujicich zemich:
Andorra, Belgie, Ceska republika, Dansko, Francie, Holandsko, Irsko, Italie, Jugoslavie,
Lichtenstejnsko, Lucembursko, Mad’arsko, Némecko, Norsko, Polsko, Portugalsko,
Rakousko, Rumunsko, Recko, Slovensko, gpanélsko, Svédsko, SV}'/carsko a Velka
Britanie (Andersen 1995).

3.2 Chovy a lokality sbéru materialu

Byly zaloZeny tfi chovy znacené jako chov B, M a P (viz dale). JelikoZ hlavnim cilem
diplomové prace je zjistit, jak probiha spermatogeneze u dospé€lci Velia caprai, bylo
nutné mit k dispozici dosp¢lé jedince presné definovaného stafi. V téchto chovech byli
chovani v sérii akvarii a sklenic dosp€lci stejného stafi.

Materidl (star§i nymfy hladinatky) do chovil byl sbirdn na nékolika mistech.
Vétsina hladinatek Velia caprai (cely chov B a M) pochazela z potoka nedaleko
vesnice Ttebin, ktery se vléva do Homolského rybnika (soutadnice 48°57°36.197 'N;
14°23'39.762"'E). Tato oblast se nachazi jizné od Ceskych Bud&jovic, v nadmoiské
vysce 410 m n.m. s primérnou ro¢ni teplotou §,2°C. Chov P byl ziskan odchyty z jedné
lokality v oblasti Baronova mostu Vv Novohradskych horach (48°37'32.255"N,
14°39'31.52"E).
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Chovy B a M byly zaloZeny z nymf 4. a 5. instaru pfenesenych z terénu ve
dnech 25. 6. a 30. 6. 2009. Zpocatku byly nymfy z obou sbérnych dnt ve dvou rtiznych
akvariich. Postupem casu, kdy dochéazelo k ubytku nymf z diivodu svlékani do stadia
dospélcu (= AD), byly nymfy z obou akvarii dany do akvaria jednoho. Nymfy chovu P
byly chovany ve tfech akvariich a nesjednocovany. Po svleceni nymf do stadia dospélcii
byli viceméné stejnovéci AD piemisténi do sklenic/mensich akvarii a chovani po
skupinach stejného absolutniho stafi — méfeno ve dnech od posledni ekdyze. Kontrola
akvaria(i) s nymfami, odebirani praveé svleCenych dospélct a jejich premistovani do
sklenic ve skupinach jedinct stejného véku bylo provadéno kazdy den. Kazda
sklenice/akvarium se stejnovékymi jedinci byla okamzit¢ oznaCovana nasledujicimi
udaji: datum posledni ekdyze a pocet dospélcii dany den svlecenych (samci a samice
byli chovani spole¢né, aby byly zachovany podminky pro moznost kopulace). Z chovii
pak byli AD jedinci zndmého staii odebirani pro potiebu preparace pohlavnich organt.
Jedinci, ktefi zbyli (nebyli usmrceni z divodu preparace ¢i neuhynuli), byli v chovu
ponechani pro piezimovani.

Chovy byly vedeny ve tfech variantach znacenych jako chov B, chov M a chov

P. Kazda varianta byla vedena jinou osobou a vzajemn¢ v mirné¢ odlisSnych podminkach.

3.2.1 Chov B (vedla Lucie B¢linova)

Prvni odchyt byl proveden 25. 6. 2009 a bylo odchyceno kolem 80 jedinct, ze kterych
vSak do druhého dne po transportu zterénu piezilo pouhych 43 kusi. Pii druhém
odchytu 30. 6. 2009 bylo ziskano 52 kust. Celkovy vychozi pocet jedinct pro tento
chov byl tedy 95 nymf Velia caprai.

Pro chov nymf byla pouZita 2 akvaria: prvni mélo ptidorys 18 x 42 cm a vySku
25 cm, druhé 18 x 25 cm a 18 cm (rozdéleni nymf do dvou akvarii mélo divod pouze
Vv tom, aby meély dostatek prostoru). Sklenice, do kterych byli umistovani dospéli
jedinci ihned po svleceni, mély primér 7 - 15 cm a vysku 12 - 24 cm. V jednotlivych
sklenicich bylo 1 — 16 jedinct v zavislosti na velikosti chovné sklenice. Akvaria, ale
i sklenice byly vzdy plnény pitnou vodou do vysky 2 — 5 cm. Voda byla ménéna po 1 —
5 dnech dle toho, jaka byla teplota a zneCiSténi vody. Do sklenic a akvarii byly
vkladany polystyrénové desticky o primérnych rozmérech 4 x 3 cm, které slouzily jako
bfeh (jejich pocet zavisel na velikosti sklenice ¢i akvaria). Akvéria i sklenice

s hladinatkami byly umistény ve stinné ¢asti pokoje a pramérné teploty se pohybovaly
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kolem 25°C. Nymfy i dospélci tohoto chovu byli krmeni vice (Castéji i vétSim

mnozstvim), nez v piipad¢ chovu M a P.

Nymfy byly krmeny kazdy den riznymi druhy z fadu dvoukiidli (Diptera), kde
ptevazovaly: bzucivka obecna (Calliphora vicina), bzucivka zlatoleskla (Lucilia
sericata), moucha domaci (Musca domestica) a ojedinéle tiplice obrovska (Tipula
maxima). Do akvaria byly zpo¢atku obden hazeny 2 — 4 kusy, postupem ¢asu, jak
nymfy ubyvaly (z divodu svleceni se do dospélcii) pouze 1 — 2 kusy.

Dospélé hladinatky byly krmeny ptevazné octomilkami (Sophophora sp.), ale
také dal$imi druhy hmyzu - bzucivka obecna (Calliphora vicina), bzucivka zlatoleskla
(Lucilia sericata) a moucha domaci (Musca domestica). Dospélci byli krmeni 1x za dva
az tfi dny (Cervenec 2009), pocatkem srpna piestali o potravu projevovat zajem
(nenapadali vhozeny hmyz) a doba mezi jednotlivymi krmenimi se protahla az na jeden
tyden (malokdy vSak bylo pozorovdno, Ze by se o potravu zajimali). K castéjSimu
krmeni opét doSlo od 9.9 — 30. 9. 2009. Od konce zafi byli zbyli dospélci umisténi do
jednoho akvaria. Toto akvarium o rozmérech 15 x 23 cm (ptdorys) a 15 cm (vyska)
bylo plnéno vodou do vysky 2 — 3 cm. Voda byla vyménovana 1x za 7 — 14 dni, dle
toho, jaka byla mira jejiho zneéisténi. V akvariu tvofil bfeh mech. Hladinatky Velia
caprai, piinesené z domaciho chovu, byly ve skleniku krmeny uz pouze octomilkami
(Sophophora sp.). Chov byl 30.9.2009 piemistén do skleniku na fakult¢ (PF JU)
adospélci byli krmeni 1x tydn&. Teplota ve skleniku se v priméru pohybovala

V rozmezi 13 -15°C.

3.2.2 Chov M (vedla Karolina Malkova)

Prvni odchyt byl proveden 25. 6. 2009 a bylo odchyceno 43 nymf, ze kterych vSak do
30. 6. 2009 zbylo po uhynech pouhych 26 kust. Pfi druhém odchytu 30. 6. 2009 bylo
ziskano 68 nymf, z nichZ do druhého dne po transportu 29 nepiezilo. Celkovy vychozi
pocet pro tento chov byl tedy 95 nymf Velia caprai 4. a pfevazné 5. instaru.

Pro chov nymf byla pouzita 2 sklenéna akvaria o rozmeérech 23 X 15 cm
(pudorys) a 15 cm (vyska). Dospéli jedinci po svleceni byli odebirani a umistovani do
sklenic, které mély pramér 8 — 11 cm a vysku 12 — 15 cm. Do sklenic a akvarii byla

nalévana pitna voda do vysky 3 — 4 cm. Voda byla ménéna po 3 — 5 dnech. Jako bieh
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a odpocinkové misto pro hladinatky slouZzily kusy polystyrenu. Do akvérii byly pouzity
polystyrenové desticky o primérném rozméru 3 x 5 cm, do sklenic o rozmérech 2 x 3
cm. VSechny chovné nadoby (sklenice i akvaria) byly umistény Vv mistnosti v blizkosti
okna smeéfujiciho na vychod, kam piimé svétlo pronikalo pouze v dopolednich

hodinach. Priimérna teplota mistnosti se pohybovala okolo 20 — 24°C.

Nymfy i dospélci byli krmeni  dvoukiidlym hmyzem (Diptera) nasledujicich
druhti: octomilka (Sophophora sp.), moucha domaci (Musca domestica), bzucivka
obecna (Calliphora vicina), bzucivka =zlata (Lucilia caesar), masarka obecna
(Sarcophaga carnaria), popf. tiplice obrovska (Tipula maxima).

Krmeni u nymf probihalo kazdé 2 - 3 dny, kdy do akvaria byly vhozeny 2 — 3
kusy dvoukiidlého hmyzu ¢i n€kolik kusii octomilek.

Dospélci byli zpocatku (Cervenec 2009) krmeni po 3 — 6 dnech. Do jednotlivych
sklenic byly hazeny 1 — 2 kusy dvoukiidlého hmyzu ¢i nekolik kusi octomilek
(v zavislosti na poctu jedincd ve sklenici). Stejné jako u chovu B byl v srpnu 2009
pozorovan pokles zajmu plostic o potravu a krmeni tak probihalo maximalné 1x za
tyden. V tomto obdobi byl pfijem potravy pozorovan jen vyjimeéné. K castéjSimu
krmeni doslo az v obdobi 9.9 — 30.9. 2009, kdy byly hladinatky krmeny znovu
Vrozmezi 3 — 6 dnid. | vtomto pifipadé byli v nasledujicich mésicich zbyli dospélci
pfendani do jednoho akvéria, 30.9. 2009 ptemisténi do skleniku na fakulté (PF JU)
a krmeni 1x tydné. Od té doby byly podminky chovli B a M stejné, blize jsou popsany
vyse v kapitole 3.2.1.

3.2.3 Chov P (vedl vedouci diplomové prace)

Vychozim materialem pro tento chov bylo celkem 150 nymf 4. a 5. instaru odchycenych
v na lokalit¢ u Baronova mostu v Novohradskych horach. Nymfy byly chovany za
srovnatelnych podminek ve tiech akvéariich (v kazdém 50 kust) o stejnych rozmérech
(30 x 50 x 25 cm). Bezprostiedné po svleceni do stadia dospélctt byli jedinci odebirani
apodle veékovych kohort pienaSeni do menSich akvarii (15 x 10 x 10 cm). Akvéaria
s nymfami 1 dospélci byla plnéna vodou do vySky 5 cm, jako umély bieh slouzil
raelinik. Teplota vzduchu se pohybovala v rozmezi 15 - 18°C. Céstené zastinéni
imitovalo podminky hladiny potoka v podrostu, kde byly nymfy chytany. Krmeni

probihalo 1x za 3 dny riznymi druhy komarti a pakomarl a smési nasmykaného
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drobného hmyzu (vétsinou Diptera, Sternorrhyncha, Auchenorrhyncha). Udaje o véku

dospélct v akvariich byly vzdy zaznamenany pfimo na sténu piislusného akvaria.

3.3 Pi‘ezimovani jedincu v chovech

Pocatkem prosince, kdy se teploty trvaleji dostavaly pod bod mrazu, byly nékteré chovy
pfesunuty do termoboxu. Jednalo se o chov B a M. Akvaria byla naplnéna vodou do
vySky 2 — 3 cm. Teplota se v termoboxu pohybovala kolem 0°C a dospélci zde byli
ponechani pro piezimovani (nebyli tedy ani krmeni). V poloviné unora 2010 bylo

ovsem zji§téno, ze vSichni jedinci v danych podminkach termoboxu uhynuli.

3.4 Material z terénu odebirany pro preparaci varlat a sledovani spermatogeneze

Tento material byl pofizen vedoucim diplomové prace v oblasti Novohradskych hor.
Byli sbirdni dospélci nedefinovaného statfi. Dospélci byli bud’ v den odchytu smrceni
apreparovani ¢i po urCity Cas ponechani v chladné zastinéné mistnosti/lednicce.

Znaceni jedinctd v kapitole 3.5 viz tab. 3.11.

3.5 Fixace a preparace

Z chovu 1 byli odebirani dospéli jedinci v pfesnych casovych intervalech (= 12hodin), tj

definovaného stari:

do 1 dne po svleceni
7 dnii po svleceni
14 dni po svleceni
25 dni po svleceni
42 dnii po svleceni

60 dnii po svleceni
Pivodnim zamérem bylo pro kazdy ¢asovy interval odebrat 6 kust z kazdého chovu (B,

M, P) ato vzdy 3 Ja 3 Q. Tento systém byl ¢aste¢né zachovan, ale v piipadé nékterych

odbért musel byt pozménén pro nedostatek jedincti nékterého pohlavi (viz tab. 3.1).
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Tab. 3.1 Pifehled materialu dospé€lcti z chovi, jejich odbérii a znaceni pro ucely
preparace gonad. m= &, f = @, B =chov B, M =chov M, P = chov P,
L5 = larvy 5. instar, ¢islovky 1 — 60 pied témito zkratkami uréuji presné stafi
jedincu ve dnech (od svle¢eni do odchytu).
pocty odbért pocty odbéru pocty odbért
Lucie Bélinové Karoliny Malkové vedouci DP
5. instar (0] Q 3x L5mP, 1x L5fP
Do 1 dne po 5x 1mB, 3x 1fB 1x 1mM, 3x 1fM Q, 4x 1fP
ekdyzi
7 dnti po ekdyzi 6x 7mB, 6x 7B (0] Q, 4x TP

14 dnti po ekdyzi

0

6x 14mM, 6x 14fM

2x 14mP, 2x 14fP

25 dnu po ekdyzi

3x 256mB, 3x 25fB

3x 256mM, 3x 25fM

5x 25mP, 1x 25fP

42 dnt po ekdyzi

3x 42mB, 3x 42fB

3x 42mM, 3x 42fM

2x 42mP, 5x 42fP

60 dnt po ekdyzi

6x 60mB, 3x 60fB

0, 3x 60fM

@, 1x 60fP

Déle byli vedoucim diplomové prace chytani a preparovani dosp€li samci z terénu

z Novohradskych hor (viz tab. 3.II). Jejich varlata byla dale vyuzita pro sledovani

spermatogeneze jedincli nedefinovaného stafi z terénu.

Tab. 3.1 Piehled materialu dospélcit z Novohradskych hor
4x ADmMOV | chytani a preparovani 6. 4. 2009

4x Am chytani 24.11.09; preparovani 12.1.2010

7Xx ADmP | chytani a preparovani 10. 9. 2009

3X ARMP | chytani 10. 9. 09; preparovani 26. 11. 09

3x AFAmM | chytani 24. 11. 09; preparovani 29. 11. 09

Ke smrceni dospélcti a nasledné preparaci gonad dochéazelo dvojim zptisobem:

1) Hladinatky Velia caprai byly usmrceny ve vyparech octanu ethylnatého

a poté ihned pitvany ve fyziologickém roztoku (roztok 0,9% NaCl).
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2) U veétsiny hladinatek Velia caprai byla pro usmrceni a fixovani pouzita
Bouinova fix4z. Varlata téchto jedinci pak byla preparovana v 96%
ethanolu.

Kazdy jedinec byl fixovan v samostatné ependorfce. Aby nedoslo k zdméng,
byli jedinci okamzité pii tomto tkonu znaeni (pohlavi, druh, staii, datum
odbéru), ato pro jistotu i dvojim zpilsobem. Znacen byl lihovym
znackovaCem povrch ependorfky a mikrotuzkou listek, ktery byl vlozen

dovniti ependorfky. Zapisované udaje byly totozné.

Varlata jednotlivych samct byla vkladana do ependorfek (plnénych Bouinovou fixazi),
na jejichz povrch byla napsana znacka (viz Tab. 3.1) lihovym fixem. Ependorfky byly
davany po 1 — 4 kusech do sacku a k nim ptidan listecek s duplikdtnim oznacenim. Do
sacku byly ukladany ependorfky s varlaty stejné starych jedinct a jedinct ze stejného

chovu, tzn. bud’ z chovu B ¢&i z chovu M.

K preparaci samct hladinatky Velia caprai byla pouzita stereolupa, ostré pinzety,
Petriho misky riznych velikosti a jiz zminéné roztoky. S zivymi i usmrcenymi jedinci

bylo manipulovano pomoci entomologické pinzety.

3.6 Priprava histologickych preparati varlat

Z vypreparovanych varlat fixovanych v Bouinové fixazi byly pfipraveny fezové
histologické preparaty. Pfi¢emz vypreparovana fixovana varlata byla postupné zalita do
paraplastu, paraplastové blo¢ky byly na mikrotomu nafezany, fezy nabarveny a zality.

Takto byl pfipraven jejich trvaly preparat.

3.6.1 Zalévani vzorku

Pied zalévanim byla varlata 3x po 30 minutich promyta v 70% ethanolu. Poté byla
dehydratovana v sérii 2x 30 min v 96% ethanolu, 2x 20 min v 100% ethanolu a 2x
20 min v chloroformu. Varlata byla promyvana a dehydratovana v ependorfkach. Pro
lepsi manipulaci byly zependorfek odstranény listecky se znaCenim a nahrazeny
samolepkou na vi¢ku ependorfky, na které bylo ptislusné znaceni. Kapalina (ethanol ¢i

chloroform) byla ménéna pomoci sklenénych kapatek a ependortky byly po dobu
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promyvani ¢i dehydratace umistény na rotacni inkubdator s nastavci. VSe bylo provadéno
pfi pokojové teploté.

Po dokonceni procesu dehydratace byl odsat chloroform, varlata vlozena do
plastové formy pro zalévani vzorkl tkani (dale jen forma), a ta oznacena pfisluSnou
znaCkou pomoci lihového fixu. Varlata byla zalita roztavenym paraplastem SIGMA
a forma ulozena pies noc do susarny pii teploté¢ 58°C (aby mohl roztaveny paraplast
proniknout do tkan¢). Formy byly druhy den rdano postupné vyndavany, varlata pomoci
nazhavené jehly narovnana do pozice potfebné pro fezani a po nékolik dni ponechana

pfi pokojové teploté, aby doslo ke ztuhnuti paraplastu.

3.6.2 Rezani

Paraplast s varlaty byl vymackan z formy, pfipevnén na dievéné blocky a ty popsany
lihovou fixou piislusnou znatkou. Rezani probihalo na mikrotomu Leica (Rotadni
Mikrotom Leica RM 2235). Rezy o §ifce 8 um se spojovaly na pasky a pomoci pinzety
byly pfeneseny na podlozni sklicka Super Frost Plus (25 x 75 x 1 mm), kterd byla
pokryta vodou. Sklicko s fezy a vodou bylo poloZeno na plotynku a po kratké dobé byla
voda kapatkem odsata. Sklicka byla opét pomoci obyc¢ejné tuzky popsana znackou a na
48 hodin ponechéana na plotynce rozehiaté na 37°C. Poté byla skli¢ka do doby barveni

umisténa do lednice.

3.6.3 Barveni a priprava trvalych preparati

Pied pfipravou trvalych preparati byly vzorky deparafinovany, obarveny a nakonec

odvodnény ve sklenénych kyvetach. Postup viz tab. 3.11I.
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Tab. 3.111

Postup barveni trvalych preparati

pouzité chemikalie pocet opakovani | Cas
xylol 2X 10 min
96% ethanol 1x 5 min
deparafinace | 70% ethanol 1x 5 min
destilovana voda 1x 5 min
ponceau-kysely fuchsin 1x 3 min
destilovana voda 2X 1 min
barveni 1% kys. fosfomolybdenova 1x 5 min
destilovana voda 1x 1 min
smés MALLORY 1x 7-8 min
destilovana voda 3X 1 min
70% ethanol 1x 3 min
dehydratace | 96% ethanol 1x 3 min
100% ethanol 1x 3 min
xylol 2X 5min

Ptiprava chemikalii na barveni:

Cerveny roztok (ponceau-kysely fuchsin) byl pfipraven smichanim 0,1 g Ponceau de

xylidine, 0,2 g kyselého fuchsinu, 294 ml destilované vody a 6 ml ledové kyseliny

octové.

Zluty roztok (1% kyselina fosfomolybdenova) byl pfipraven z 1 g kyseliny

fosfomolybdenové rozpusténim ve 100 ml destilované vody. Roztok byl prefiltrovan.

Modry roztok (smés MALLORY) byl ptipraven z 0,5 g anilinové modfi, 1 g oranZe G,

2 g kyseliny $tavelové a 100 ml destilované vody. Po smichani uvedenych sloZek byl

roztok 5 minut povaten a vychlazeny pouzivan.

Po obarveni byly preparaty postupné zalévany zalévacim médiem DPX pro histologii,

piekryty krycim sklickem (24 x 60 mm), ponechany 48 hodin na podloZce pro zaschnuti

a uloZeny do krabic.
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3.7 Studium, vyhodnocovani a dokumentace preparatu

Trvalé preparaty fezli samCi pohlavni soustavy byly studovany pod mikroskopem
Olympus BX41. Bunky spermatogeneze byly rozliSovany v méfitku: spermatogonie,
primarni spermatocyty, sekundarni spermatocyty (prespermie), spermatidy, Spermie.
Kromé nich byly okrajové sledovany i tkané stén reprodukéni soustavy — bez
kategorizace. Fotografickd dokumentace byla pofizena na tomtéz mikroskopu
s vyuzitim fotoaparatu Olympus CAMEDIA ¢-4040ZOOM. Fotografie byly zpracovany
programem Zoner Photo Studio 12.

3.8 Terminologie a zkratky uzité v obrazcich

Uzita terminologie je jednak pro studie tohoto typu vzita a jeji piehled je napt. uvadén
Papackem a Soldanem (2008).

Pro oznaceni jednotlivych typ buné€k a dalSich struktur v obrazcich (fotografiich) byly
uzity nasledujici zkratky:

g — germarium

sp | — primérni spermatocyty

sp Il — sekundarni spermatocyty
st — spermatidy

sm — spermie

se — sekrecni epitel

vb — vnéjsi vazivova blana
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4 VYSLEDKY

4.1 Stavba a orientace varlete; poloha germaria

Varle samct Velia caprai je v ramci znamych situaci u vodnich plostic i hmyzu obecné
pomérné atypické. Je jednak tvoreno jedinym testikuldarnim folikulem a tento folikulus
je 8ir8i neZ je dlouhy; ma podobu nepravidelné elipsoidni cisterny. Germarium a vrchol
testicularniho folikulu jsou reprezentovany oblasti pfi ploSe folikulu protilehlé tsti
chdmovodu (viz obr. 4.1). Tato oblast je homologickd proximalni ¢asti testikularnich
folikult u samct ostatnich plostic. (Pokud bychom tedy posuzovali histologické fezy
varlete samct V. caprai striktné podle situace znamé u ostatnich vodnich plostic,
usoudili bychom, Ze je germarium lokalizovéno ,,lateraln&* nikoli ve standardni poloze,

tj. apikalné v trubicovitém testikularnim folikulu).

Spermie

Primarni
spermatocyty

Germarium
se spermatogoniemi

Spermatidy

Sekundarni

Chamovod spermatocyty

Obr. 41 Schéma podélného fezu varletem a  proximalni  Casti

chamovodu.

28



4.2 Spermatogeneze u nymf 5. instaru a dospélci ruzného stari

4.2.1 Nymfy 5. instaru

U nymf 5. instaru (chov P; 3 jedinci; L5m) byly na fezovych mikropreparatech nalezeny
spermatogonie lokalizované zcela ohraniCen¢ jen v germariu (obr. 4.2). Celkoveé
pfevazuji primarni spermatocyty, sekundarnich spermatocytl bylo pozorovano malé
mnozstvi. Na vSech fezech byly nalezeny pouze dvé cysty se spermatidami (obr. 4.3).
Zralé spermie nebyly u nymf 5. instaru zjistény. Na podélném fezu chamovodem je

vidét, ze je prazdny, bez spermii (obr. 4.4).

Py

e

Iy

&

0,2 mm

Obr. 4.2 Rez varletem saméi nymfy 5. instaru (zkratky viz kap. 3.8).
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Obr. 4.3 Spermatidy a primarni spermatocyty ve varlatech sam¢i nymfy 5. instaru.

Obr. 4.4 Podélny a Sikmy fez chamovodem sam¢i nymfy 5. instaru.
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4.2.2 Dospélci definovaného stari

4.2.2.1 Dospélci do 1 dne po ekdyzi

Byl sledovan stav spermatogeneze u dospé€lct + 12 hodin po ekdyzi pouze z chovu B,
5kust a z chovu M, 1 kus; 1m. Samci z chovu B méli plna tmava stieva indikujici
potravni aktivitu, pod stereomikroskopem méli zietelné rozliSitelné semenné vacky.
Samec z chovu M m¢l stfevo prazdné a semenné vacky morfologicky zietelné
rozliSitelné. Na fezovych mikropreparatech byly zastoupeny vSechny bunky
spermatogeneze (obr. 4.5) vcetné spermii (obr. 4.6). VEtSinu tvorily prevazné primarni
spermatocyty. Nebyl zjiStén vyznamny rozdil mezi stavem spermatogeneze u samcil
zchovu B a M. V fezech varlete samce z chovu M bylo pozorovano relativné velké
mnozstvi spermatid a spermii. Tato situace (spermatogeneze samct z chovu M) vsak
odpovidala variabilit¢ vrdmeci rozdild mezi jednotlivymi fezy a mezi situaci
u jednotlivych jedinct z chovu B. Stav spermatogeneze u samce s prazdnym stfevem

(M) se nelisil od stavu spermatogeneze u ,,sytych* samct (B).

4.2.2.2 Dospélci do 7 dnii po ekdyzi

U samct (pouze z chovu B, 6 jedincii; 7m) byla pfi preparaci zjisténa plna stieva. Jejich
semenné¢ vacky byly morfologicky rozliSitelné. Na fezech varlat byly pozorovany

vSechny typy bunék spermatogeneze (obr. 4.7, obr 4.8).

4.2.2.3 Dospélci do 14 dnii po ekdyzi

Spermatogeneze byla studovana u jedinct 14 dni po ekdyzi zchovii M (6 kush)
a P (2 kusy); (14m).

U jednoho samce z chovu P nebyla vyvinuta varlata; byly zjistény pouze jejich
rudimenty. Semenné vacky nebyly rozliSitelné ani u jednoho z preparovanych samci.
Samci z chovu M byli makroskopicky habituelné ,,hubeni* a méli (az na jednoho) stievo
prazdné. U trech z nich bylo pozorovano, Ze pravé varle je poloZzeno kaudalnéji, nez
levé. Dva z téchto samct neméli rozliSitelné semenné vacky, tieti ano. Zbyli tfi samci,
kteti méli varlata umisténa viceméné symetricky v odpovidajici si poloze, méli zietelné

rozlisitelné semenné vacky.
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V ptipad¢ varlat vSech studovanych jedinct (kromé z chovu P s nevyvinutymi
varlaty) byly pozorovany vSechny typy bunck spermatogeneze (obr. 4.9). U samcl
Z chovu M bylo zjisténo na histologickych fezech relativné vétsi mnozstvi spermii nez
Vv piipadé varlat samce z chovu P. U samce z chovu P pievazovaly v plose fezli primarni
spermatocyty. Spermie, stejné¢ jako u ostatnich vekovych stafi, vytvari Casto shluky

(obr. 4.10).

4.2.2.4 Dospélci do 25 dni po ekdyzi

Byla studovana histologie varlat jedinct ze vSech zalozenych chovii ( B, 3 jedinci; M,
3 jedinci; P, 5 jedincd; 25m). U rliznych jedinch z chovu P byla varlata nestejné velka
a nesymetricky uloZzend a semenné vacky morfologicky pod stereomikroskopem (pfi
preparaci) nezjistitelné. Samci z chovu B méli plné stievo; samci z chovu M stfevo
témet prazdné. Samci z obou chovil (B a M) méli rozlisitelné semenné vacky. Velice
dobfe patrné germarium se spermatogoniemi (obr. 4.11), spermatocyty, spermatidy
i spermie (obr. 4.12). V zastoupeni a relativnich proporcich riznych bunék
spermatogeneze se fezové mikropreparaty varlat jedinci z riznych chovu nelisily.

U vSech prevazovaly spermatidy a spermie.

4.2.2.5 Dospélci 42 dnti po ekdyzi

Byla studovana histologie varlat jedincii ze vsech tii chovi (B, 3 jedinci; M, 3 jedinci,
P, 2 jedinci; 42m). U samct chovu B bylo uz makroskopicky habituelné patrné, ze byli
vice krmeni a jsou robustngj$i nez samci chovu M. VSichni samci méli morfologicky
viditelné semenné vacky. Jeden samec z chovu M m¢l levé varle mensi neZ pravé.

U jednoho samce chovu P se za¢ina plnit jeden ze semennych vacki, u druhého
byly oba semenné vacky prazdné.

Ve varlatech vSech studovanych jedinct ze vSech chovil pfevazovaly spermatidy
a spermie (obr. 4.13). Mezi jednotlivymi jedinci v rdmci jednoho chovu ani pfi srovnani

jedinct z riznych chovil nebyly zjiStény podstatné rozdily.
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4.2.2.6 Dospélci 60 dnii po ekdyzi

Byla studovdna spermatogeneze pouze u samcit z chovu B (6 kusli; 60m). Tti samci
méli stievo plné a tfi stfevo témét prazdné. Jeden ze samcii mél rizné velka varlata.
U vSech samct byly zfeteln¢ patrné semenné vacky. Ve varlatech byly zjiStény

spermatogonie (obr. 4.14), velké mnozstvi primdrnich spermatocytli, sekundarni

spermatocyty a relativné velké mnozstvi spermatid a spermii (obr. 4.15).

o0 Ry

Obr. 4.5 Rez varletem samce 1 den po ekdyzi (zkratky viz kap. 3.8).
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Obr. 4.7 Rez oblasti germaria testikularniho folikulu u samce 7 dnii po ekdyzi.

-
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Obr. 4.8 Spermatocyty a spermatidy ve varlatech samce 7 dnu po ekdyzi (spermie mimo

zorné pole snimku).

Obr. 4.9 Nekteré buiiky spermatogeneze ve varlatech samce 14 dni po ekdyzi

(germarium a spermie mimo zorné pole snimku).
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Obr. 4.11 Rez oblasti germaria v testikularnim folikulu samce 25 dnti po ekdyzi. Vlevo

jsou patrné postupné se diferencujici primarni spermatocyty.

36



50 pm

Obr. 4.13 Prevazujici mnozstvi spermatid a spermii ve varleti samce 42 dnt po ekdyzi.



Obr. 4.15 Spermatocyty, spermatidy a spermie ve varleti samce 60 dnti po ekdyzi.
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4.2.3 Dospélci nedefinovaného stari odebirani z terénu

4.2.3.1 Samci pied prezimovanim

Dospélci chytani a bezprostiedné preparovani 10. 9. 2009

V odebraném vzorku (7 jedincti; ADmP) byli samci s nesklerotizovanou mékkou
kutikulou (zfejmé kratce po ekdyzi') i samci se sklerotizovanou kutikulou. Samci
s nesklerotizovanou kutikulou neméli semenné vacky znatelné. Samci s tvrdou
kutikulou méli uz morfologicky pozorovatelné semenné vacky. Ve varlatech vSech
jedincti byly zjiStény spermatogonie, primarni a sekundarni spermatocyty a vétsi

mnozstvi spermatid a spermii (obr. 4.16).

Dospélci z terénu chytani 10. 9. 2009 a chovani v chovu P do preparace 26. 11. 2009
Samci (3 jedinci; ARmP) méli ¢astecné plné stievo a plné semenné vacky. Na fezovych
mikropreparatech jejich varlat byly zjistény spermatogonie, spermatocyty, spermatidy
a prevazovaly spermie (obr. 4.17). Na fezu semennymi vacky byly dobfe patrné

spermie, coz potvrzuje morfologické zjisténi pii preparaci (obr. 4.18).

Dospélci z terénu chytani 24. 11. 09; preparovani 29. 11. 09

Samci (3 jedinci; AFAm) méli ve vSech piipadech plné stievo, semenné vacky plné
a dlouhé, delsi nez u samcti z chovu P. Na fezech varlat byly dobfe rozpoznatelné
spermatogonie (obr. 4.19), primarni spermatocyty i spermie. Ostatni typy bunék

spermatogeneze nebylo mozné pro prebarveni preparatu spolehlivé a s jistotou rozlisit.

4.2.3.2 Samci po prezimovani

Dospélci z terénu chytani 24. 11. 2009; udrZovani v chladni¢ce p¥i + 4°C bez
potravy; preparovani 12. 1. 2010

Studovéna byla spermatogeneze 4 jedinct (3 preparovani Cerstvé po usmrceni, jeden
uhynuly; Am). U uhynulého samce nebyly semenné vacky zfetelné. Cerstvé usmrceni
a preparovani samci méli prazdné sttevo a velké tukové téleso a plné dobie zietelné

semenné vacky. Na fezovych preparatech (pfebarveni preparati) byly zjistény

! Mékka nesklerotizovana kutikula ale nemusi pravdépodobné vzdy znamenat jen v&k blizky posledni
ekdyzi (T. Ditrich, tstni sdélent).
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(spermatogonie /odhadnuto dle velikosti a polohy; diky ptfebarveni nebylo zietelné
jadro/) primarnich spermatocyty, (sekundarni spermatocyty, spermatidy — viz stejna
situace jako v piipadé¢ spermatogonii). Spermie (sice piebarvené), byly rovnéz
pfitomny. Na fezu semennym vackem je dobife pozorovatelnd vngjsi vazivova
membrana a sekrecni epitel se sekretem (obr. 4.20). V semennych vaccich byly zfetelné

patrné shluky spermii (obr. 4.21)

Dospélci chytani v terénu a bezprostiedné preparovani 6. 4. 2009

U vsSech (4 samci; ADmOvV) byly pozorovany na chamovodech zietelné¢ formované
semenné vacky. Velikost varlat i semennych vackt byla individudlné rozdilna.
Preparaty z tohoto vzorku byly piebarveny (obr. 4.22). Proto bylo moZzné s jistotou urcit

na fezech pouze piitomnost primarnich spermatocytii a spermii. V semennych vaccich

byly nahromadény spermie (obr. 4.23).

=

Obr. 4.16 Rez varletem samce nedefinovaného staii pied prezimovanim (preparace

10. 9. 2009) (sekundarni spermatocyty mimo zorné pole snimku).
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Obr. 4.17 Rez oblasti germaria samce nedefinovaného stafi pied prezimovanim
(preparace 26. 11. 2009) (sekundarni spermatocyty a spermatidy mimo zorné

pole snimku).

0,1 mm

Jo 4

Obr. 4.18 Rez semennym vackem se spermiemi samce nedefinovaného staii pred

piezimovanim (preparace 26. 11. 2009).
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50 pm

Obr. 4.19 Rez oblasti germaria se spermatogoniemi samce nedefinovaného staii pred

prezimovanim (preparace 29. 11. 2009).

ke

Obr. 4.20 Rez semennym vackem s patrnym sekrednim epitelem samce nedefinovaného

stafi po pfezimovani (preparace 12. 1. 2010) (zkratky viz kap. 3.8).
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Obr. 421 Rez semennym vackem se spermiemi samce nedefinovaného stafi po

prezimovani (preparace 12. 1. 2010).

Obr. 4.22 Rez varletem samce s prebarvenymi klubky spermii u samce nedefinovaného

stafi po pfezimovani (preparace 6. 4. 2009).
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0,1 mm

Obr. 4.23 Rez semennym vackem se spermiemi samce nedefinovaného stafi po

prezimovani (preparace 6. 4. 2009).

4.3 Souhrn histologickych a morfologickych zjisténi

U nymf 5. instaru byly zjistény vSechny faze spermatogeneze vyjma faze dokonceni
spermatelidzy. Na fezovych mikropreparatech varlat byly nalezeny spermatogonie, oba
typy spermatocytd i spermatidy. U dospélct tésné po ekdyzi (1 den po ekdyzi) byly
zjistény kromé spermatogonii, spermatocyti a spermatid i spermie. Stejny stav
spermatogeneze byl zjistén 1 u vSech ostatnich vékovych skupin jedincii definovaného
staii ze vSech tfi chovll i u dospé€lych samcli o neznamém stafi z terénu vcéetné téch,

kteti prezimovali.

Epitel semennych vacki se zveétSuje, prechdzi do sekrecni faze a vacky se stavaji
i makroskopicky zietelné uz u samci starych 1 den po ekdyzi.

Z vyse uvedenych skuteCnosti vyplyva, Ze spermatogeneze Velia caprai
neprobiha vjedné vIng, ale kontinudlné. I u starSich dospélci a dospélcii po
prezimovani Ize nalézt vSechny typy bunék spermatogeneze. (U ptfezimujicich samci

byl shluk bun¢k odpovidajicich spermatogoniim v oblasti germaria téz zjistén, ale kvili
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prebarveni fezli nebyly rozlisitelné vSechny jejich diagnostické znaky. Pfitomnost
primarnich spermatocytd byla ale spolehlivé indikovana na vSech fezech varlat vSech
preparovanych samct.)

Jisty ndznak prostorové posloupnosti pribéhu spermatogeneze smérem od
germaria kusti chamovodu (germarium obsahujici spermatogonic — primarni
spermatocyty — sekundarni spermatocyty (prespermatidy) — spermatidy — spermie —
usti chamovodu) je na fezovych mikroprepratech patrny (viz obr. 4.1). Stabilni polohu
maji vSak jen germarium a spermatogonie. Dalsi typy bunék spermatogeneze byly
zaznamenany na riiznych mistech fezii varletem (prostoru varlete). Castym zji§ténim byl

ree

nalez vzajemného ,promichani“ cyst sriznymi stadii bunék spermatogeneze. To
znamend, ze primarni spermatocyty byly nalézany napf. blize usti chdmovodu nez
sekundarni spermatocyty a spermatidy (obr. 4.24). Spermiocysty ¢i svazKy spermii po

dezintegraci stény spermiocysty se nachazeji v celé $ifce varlete, tzn. ne pouze v oblasti,

kde vstupuji z varlete do chamovodu.

Obr. 4.24 Rez varletem se viemi typy bunék spermatogeneze u samce 60 dnti po ekdyzi.
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5 DISKUZE A ZAVERY

Za normalnich okolnosti jsme zvykli hodnotit spermatogenezi na fezech po délce
trubicovitych testikularnich folikulll tzn. od germaria dolli, smérem k vyusténi testikulu
do chamovodu. U Velia caprai je ale varle v ramci situace u plostic obecné atypické.
Jak uvadi Obenberger (1952), varle plostic tvoii nejméné 2, nejvice 8, ale zpravidla
7 testikularnich folikuld. Situace u hladinatky Velia caprai se ale tomuto schématu
vymyka. Pendergrast (1957) zmiiuje, Ze varle samct studované¢ho druhu je tvofeno
pouze jedinym folikulem, coz bylo na fezovych preparatech potvrzeno a velmi dobie
patrné. AvsSak varle, a tim 1 testikularni folikul, je $irSi nez jeho teoreticky anatomicky
podélny rozmér. Pokud bychom tedy posuzovali histologické fezy varletem V. caprai
dle situace znamé u ostatnich plostic, dosli bychom k nazoru, Ze se germarium nachazi
lateralné¢. OvSem tomu tak neni. Germarium lze dobfe nalézt dle ptitomnosti
spermatogonii, a to na protilehlé strané od vyusténé folikulu do chamovodu. Neni zcela
vylouéeno, ze puvodni situaci u predkd druhu mohly byt testikularni folikuly dva
a postupem casu doslo k jejich sristu 1 sristu oblasti germarii. To by hypoteticky mohlo
umoznit jiz zminovanou vé&tsi Sirku varlete. Zcela hypoteticky a nevyrazné by to mohl
indikovat 1 postup bunék spermatogeneze od germaria ,,po obvodu® testikulu
k chamovodu, patrny nezietelné na nékterych fezovych mikropreparatech, i kdyz mira
»promichani a neposloupnosti® riizné zralych spermiocyst je velka.

Jak uvadi Ditrich (2005), varlata jsou Vv prubéhu ontogeneze pivodné kulata
(unymf 1. instaru) a az béhem vyvoje nymf 2. instaru ziskavaji pro né typicky
fazolovity tvar. Tento autor se vSak zcela pochopitelné mylné¢ domniva, Ze v této dobé
rostou do délky, ve skute¢nosti se jedna o riist do Sitky. Pokud by se jednalo ancestralné
o dva testikuly, které splynuly, mohlo by jit o rast do délky ,po obvodu*
nepravidelného elipsoidu (celkovy tvar varlete). Jak dale Ditrich (2005) uvadi, varlata
jsou nejdiive orientovana delSi stranou latero — medidlné. Germarium by tak bylo
umisténo kranidln€ (ancestralni poloha) a odstup chamovodu z varlete kaudalné, coz je
situace u plostic bézna. U nymf 5. instaru se vSak varle delsi stranou nataci kranio —
kaudéaln¢ a chamovod vystupuje medidlné a po kratkém useku své délky se staci
kaudalné (Ditrich 2005). V této dob& ontogeneze je germarium v télni dutin€, vzhledem
k medialni roviné téla, orientovano lateralné. Vzhledem Kk proximalng-distalni ose

varlete je ale umisténo skute¢n¢ apikalné.
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U nymf 5. instaru pfed poslednim svlékanim byly pozorovany pouze spermatidy,
nikoli jest¢ zralé spermie. Stejnou situaci zminuji i Papacek a Soldan (2008)
u Aphelocheirus aestivalis. Dale uvadéji, ze spermie tohoto druhu se zacinaji objevovat
az béhem dvou tydni po ekdyzi do dospélych samcu. U Velia caprai tomu bylo uz
u samct do 1 dne po svleceni. Dalsi podobnosti je, ze u téchto dlouhovékych druhti Ize
vSechny buiiky spermatogeneze nalézt u dospélcii rizného stafi i po piezimovani.
Nedochazi tedy ktomu, Ze by spermatogeneze probihala vjedné vIné jako
U univoltinnich plostic (srovnej napi. Papacek a Gelbi¢ 1987, Papacek a Soldan 1992).
Rovnéz nedochazi k situaci kdy by byly folikuly (zde folikulus) varlete prazdné,
redukovaly se a spermie se objevovaly pouze v chamovodu ¢i semennych vaccich jako
Vv piipad¢ pi. bodule obecné (viz Papacek a Gelbic, 1987).

Spermatogeneze dlouhovékého druhu hladinatky V.caprai tedy neprobiha
Vjedné ving, ale stejné jako u dlouhovéké bentické vodni plostice Aphelocheirus

aestivalis probiha kontinualng.

Jak bylo zminéno, zralé spermie byly pozorovany uz u dospélych samcii
V. caprai jeden den po svlékani. To ovSem nestaci k odhadnuti doby, kdy jsou samci
schopni se rozmnozovat. Pro to by bylo tieba zjistit, kdy spermie sestupuji do
semennych vackl. Za timto ucelem byla pro studium spermatogeneze preparovana vzdy
cela pohlavni soustava. Bohuzel, ne vzdy byly na fezovych mikropreparatech nalezeny
fezy chamovodu a semennych vackid u jedincti piesn¢ definovaného stari. Nicméné
situace pozorovana makroskopicky i fezy pohlavni soustavy samci neznamého stari
Z terénu naznacuji schopnost pafeni jiz pred pfezimovanim.

Dal8i moznosti, jak zjistit pfiblizné dobu moZzného pateni, resp. funkéniho
rozmnozovani, bylo hledani spermii ve spermatéce samic stejného véku. To se bohuzel
také spolehlivé kvuli kvalité preparati nepodafilo. Spermie byly pozorovany pouze ve
spermatéce samic pied piezimovanim odchycenych z terénu (preparované 10. 9. 09
a26.11. 09) (K. Malkova, ustni sdéleni). V chovu B bylo sice pozorovano pafeni, ale
az u dospélct 80 dnti po ekdyzi, tj. za hranici sledovaného stafi.

Nepiimou indicii mize byt zjisténi vedouciho DP, ktery pii preparaci samce 42
dnt starého zjistil, Ze se jeden semenny vacek zalina plnit spermiemi (preparace
Vv prochazejicim svétle) (M. Papacek, ustni sdéleni). Podle toho lze usuzovat, ze
dospélci tohoto veku, byt i z chovu, jsou schopni rozmnozovani. Tento Udaj odpovida

i Ditrichovu (2005) zjisténi, ktery uvadi, Zze u samci 42 dnti po ekdyzi dochazi k ristu
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semennych vackt do $ifky, coz poukazuje na jejich plnéni spermiemi a tedy i plnou
pohlavni zralost.

Semenné vacky plné spermii (pozorovano morfologicky a histologicky) byly
nalezeny u samcii zterénu. A to u samce neznamého veéku pred prezimovanim
(teoreticky ale mohl uz zimovat podruhé — viz dlouhovékost) a u samct preparovanych

po pfezimovani.

Ptfi sledovani variability, resp. rychlosti spermatogeneze stejné¢ starych
dospélych samct v zavislosti na riznych podminkach (v riznych chovech B, M, P),
bylo zjisténo, ze variabilita spermatogeneze jedinct zriznych chovi odpovida
variabilit¢ spermatogeneze riznych jedincii jednoho chovu (v rdmci kazdého

z vedenych chovil).
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