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Abstrakt:

MALKOVA K. 2011: Oogeneze u dlouhovékého druhu vodnich plostic hladinatky
¢lunohibeté (Velia caprai) (Heteroptera: Gerromorpha: Veliidae).

Magisterska diplomova préace, PF JU, Ceské Budgjovice. 60 s.

V této praci byla studovana oogeneze histologickymi metodami u nymf
5. instaru, dospé&lych samic piesné definovaného staii a u dosp€lych samic Velia caprai

(Heteroptera: Gerromorpha: Veliidae) neznamého stati odchycenych v terénu.

U nymf 5. instaru byly zjistény nejen oogonie v germariu, ale i prvni formujici
se oocyty | v previtellariu. Vitellarium je vtéto fazi vyvoje prazdné. Prvni
vitellogenetické oocyty ve vitellariu ovariol se objevuji u 7 dennich dospé€lych samic.
U 25 dennich dospélych samic byly pozorovany oocyty v pokrocilém stupni
vitellogeneze. Sekrece chorionu vaji¢ek zaéina u dospélych samic starych 42 dni.
U 60 dennich dospélych samic, u dosp€lych samic sbiranych v terénu v obdobi zaii az
listopadu (2009) i u dospélych samic po pfezimovani byla zjisténa pokrocila stadia
oogeneze — vajicka s chorionem. Dospélé samice Velia caprai dosahuji pohlavni
zralosti pfed piezimovanim, jejich vajicka jsou schopna oplozeni spermiemi z vlastni
spermatéky. Samice jsou piipraveny ke kladeni vaji¢ek od podzimu do jara. Po dosazeni

pohlavni zralosti probiha oogeneze u dospélych samic prubézng.
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Abstract:

MALKOVA K. 2011: Oogenesis in long-lived water bug Velia caprai (Heteroptera:
Gerromorpha: Veliidae). MSc. Thesis, University of South Bohemia, Faculty of

Education, Ceské Budgjovice. 60 pp.

This thesis presents results of the histological study of oogenesis in the nymphs
of 5th instar, variously aged adult females of known age and adult females of Velia
caprai ((Heteroptera: Gerromorpha: Veliidae) of unknown age that were collected in the
field.

Oogonia in the germarium and the first oocytes that are forming in
previtellarium were observed in the nymphs of the 5th instar. Their vitellarium is empty.
The first vitellogenetic oocytes appear in vitellarium of ovarioles at 7 days old adult
females. Oocytes in advanced stage of vitellogenesis were observed at 25 days old adult
females. The secretion of chorion starts at 42 days old adult females. Advanced stage of
oogenesis (fully chorionated eggs) was found at 60 days old adult females, at adult
females collected in the field, during the period September — November (2009), and at
adult females after overwintering. Females of Velia caprai reach sexual maturity before
overwintering, their eggs can be fertilized by spermatozoa from own spermatheca.
These females can lay eggs from autumn to the spring. After reaching sexual maturity

of adult females, oogenesis of this species seems to be continual.
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1 Uvod

Hlavnim cilem diplomové prace bylo zjistit prabéh oogeneze u hladinatky
Clunohibeté (Velia caprai Tamanini, 1947) (Heteroptera: Gerromorpha: Veliidae)
prostfednictvim studia histologie gondd dospélych samic rizného znamého stafi

a nasledné¢ urcit délku pohlavniho dozravani samic.

Vyvojem samici pohlavni soustavy Velia caprai se jiz ve své diplomové praci
zabyval Ditrich (2005), ktery porovnaval ovaria samic znamého stafi na zakladé
morfologickych pozorovani. Existuje mnoho obdobnych studii o pohlavnim vyvoji
samic jinych druht plostic. Vyvojem pohlavni soustavy u samic dlouhovéké vodni
plostice Aphelocheirus aestivalis se zabyvali Papacek a Soldan (2008), vyvojem
pohlavni soustavy u uvivoltinnich vodnich plostic napf. Papacek a Soldan (1987a),
Papacek a Bohonék (1989), Papacek et al. (1997) a vyvojem pohlavni soustavy

u terestrické zakernice Triatoma infestans Ibafiez de Barrett et al. (2004).

K naplnéni hlavniho cile diplomové prace byly stanoveny cile dil¢i. Prvnim
z nich bylo odchytit v terénu nymfy 5. instaru a nasledné zalozit chovy tak, aby po
svleCeni do dospélci bylo mozné urcit jejich ptfesné staii. Dal§im cilem bylo
vypreparovat gonddy samic znamého staii, nafezat je pomoci rota¢niho mikrotomu
anasledn¢ tyto fezy nabarvit a zhotovit z nich trvalé histologické mikropreparaty.

Poslednim cilem bylo zdokumentovat oogenezi a potidit demonstra¢ni fotografie.
Prostfednictvim této prace se zjistilo, ze oogeneze u dlouhovékého druhu
vodnich plostic Velia caprai probiha pribézné a samice pohlavné dozravaji jesté pred

prvnim piezimovanim.



2 Literarni prehled

2.1 Samici reprodukéni soustava hmyzu

Strukturou samici reproduk¢éni soustavy hmyzu se zabyvali napt. Obenberger
(1952), Borror a kol. (1976), Horn (1976), Ross a kol. (1982), Gillot (1995) a Buchar
(2000).

Reproduk¢ni soustava samic se skladd z vajecnikli, postrannich vejcovodi
a spolecného vejcovodu. Spole¢ny vejcovod vstupuje do vakovité struktury, vaginy.
Vagina se mize vychlipovat a tvofi pohlavni komoru, ve které je béhem kopulace
ulozen spermatofor nebo semenna tekutina. S vaginou je spojena spermatéka a ptidatné
zlazy (Gillot, 1995). Vsichni zminéni autofi sami¢i reprodukéni soustavu hmyzu

prakticky shodn¢ zobrazuji (viz napt. Obr 2.1).

ovl

Obr. 2.1 Samic¢i reprodukéni soustava hmyzu. Podle Buchara (2000), upraveno.

b: pohlavni komora, cO: spole¢ny vejcovod, g: gonoporus, lo: postranni

vejcovod, ov: vajecnik, ovl: ovariola, p: pfidatné pohlavni zlazy, s: spermatéka.
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2.1.1 Vajeéniky (ovaria)

Strukturou, ultrastrukturou a vyvojem ovarii hmyzu se zabyval srovnavacim
zpusobem detailn¢ Biining (1994). Obenberger (1952) oznacuje ovaria jako méné pevné
utvary tvorené vajeCnymi trubicemi (ovariolami). Ovarioly jsou obklopeny siti pojivové
tkang, svaly a tracheolami (Gillot, 1995) a tusti ptimo do konecné ¢asti vejcovodu nebo

vyust'uji do vejcovodu po strané a za sebou (Obenberger, 1952).

Obenberger (1952) rozlisuje dle postaveni ovariol ovaria typicka a atypicka.
Mezi typicka ovaria fadi ovaria hiebenitd (u Heterojapyx z ¢eledi Japygidae), dvojité
hiebenitd (n¢ktefi Skvoii), hroznovita, podkovovitd (nékteré posvatky), chumackovita
a svazc€ita. Mezi atypicka ovaria zahrnuje ovaria jednotrubicova s jedinou vyvinutou
ovariolou (u msic, mnohych hmyzenek, Protura a Thysanura), dale ovaria, kde neni
rozdil mezi ovariem a ovariolou a utvar funguje jako ovarium bez ovarioly, a ovaria
asymetricka, kde je vyvinuté pouze jedno ovarium a druhé degeneruje (chrobaci

Scarabeidae).

Pocet ovariol v ovariu byva pro dany druh neménny, ale interspecificky je rizny
(Gillot, 1995). V ovariu byvaji ¢tyfi, Sest ¢i osm ovariol, ve vyjime¢nych piipadech
jedna nebo naopak vice. Rekordni pocet ovariol nalezneme u samic vsekazt, které¢ maji

v kazdém ovariu dva az tfi tisice ovariol (Obenberger, 1952).

Stavba ovarioly

Ovariola se sklada z koncového vlakna (terminalni filament), vaje¢né trubice
astopky (pedicellus) (viz Obr. 2.2). Kryta je tenkou blanou (tunica propria).
U nékterych skupin hmyzu je na povrchu této blany jesté epitelialni obal. Terminalni
filament je pevné vlakno na piedni ¢asti ovarioly. Spole¢né s filamenty ostatnich ovariol
tvoii pevny ligament (suspensorium), ktery zavéSuje ovarium na télni sténu. Jen ve
vyjimeénych ptipadech se terminalni filamenty ovariol nespojuji.

Vajecna trubice je mistem, kde vajecné buiniky vznikaji, rostou a dospivaji.
Rozlisuji se dveé casti, germarium a vitellarium (Obenberger, 1952). Germarium
obsahuje primarni zarode¢né buiiky (oogonie), které se diferencuji v oocyty, vyzivovaci
bunky a bunky folikularni (Ross a kol., 1982). Kdyz oocyty dozravaji a vstupuji do
vitellaria, maji tendenci uspotradavat se podél ovarioly (Gillot, 1995). Folikularni bunky
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se seskupuji podél stény vitellaria, tvoti folikularni vrstvu, trofocyty se seskupuji podél
osy ovarioly. V nizsich Castech vitellaria vznikaji vaje¢né komory (folikuly), které se
zveétSuji s ristem oocytld. Vajecné trubice jsou vyzivovany osmoticky z krve a tukového
télesa, dulezitou roli maji folikularni buniky (Obenberger, 1952). Vitellarium je oblast,
ve které oocyty akumuluji Zloutek - proces znamy jako vitellogeneze (Gillot, 1995).
Kdyz akumulace Zloutku ustdva, folikuldrni buniky produkuji zloutkovou membranu

a chorion a nasledné degeneruji, stejné jako bunky vyzivovaci (Ross a kol., 1982).

Pedicellus oznacuje Obenberger (1952) jako kratkou stopku spojujici vajecnou

trubici s vejcovodem.

- Fol

Obr. 2.2 Stavba ovarioly. (Ptevzato z Obenbergera (1952).

ET: vaje¢na trubice, Fol: folliculus, Grm: germarium, Pdcl: pedicellus,

TF: terminalni filament, Vtl: vitellarium.
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Panoisticky typ Meroisticky typ

Polytrophicky typ ~ Telotrophicky typ

} Tipsts

Obr. 2.3 Typy ovariol. (Pfevzato z Obenbergera (1952).
Chor: chorion, DVb: degenerované vyzivovaci bunky, Epf: epithelialni
folliculus, Epz: epithelialni ,,zatka®, Gm: germarium, Mp: micropyle,
Stv: stopka vajecniku, Tv: terminalni vldkna, Vb: vyzivovaci
buiiky,Vjb: vajecnd bunka, Vjj: jadro vajecné buiiky, Vjk: vajecnd komora,

VK: vyzivovaci komora, Vpr: vyzivovaci provazec, Vt: vitellarium.
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Typy ovariol

Dle vyzivy bun¢k ve vaje¢né trubici déli Obenberger (1952), Horn (1976), Ross
a kol. (1982), Biining (1994) a Gillot (1995) ovarioly na panoistické a meroistické
a uvadgji nakresy jednotlivych typu (viz Obr. 2.3).

Panoistické ovarioly neobsahuji vyzivné buiky, oocyty pfijimaji vyzivné latky
pres folikularni epitel z vnéjsku (typické pro vidli¢natky rodu Japyx, jepice, vazky,
blechy). Ovarioly meroistické obsahuji zvlastni vyzivovaci bunky, prostiednictvim
kterych ziskava vaji¢ko vyzivovaci latky. Dle funkce téchto bun¢k rozliSujeme ovarioly
polytrofni, kde v kazdém folikularnim pouzdru je oocyt a skupina vyzivovacich buné¢k
(sitoktidli, v§i, brouci, motyli, blanok#idli), a ovarioly akrotrofické (telotrofické), kde
nutritivni buiiky zlstavaji v horni ¢asti ovarioly (germariu), nepronikaji do vitellaria
aoocyty jsou vyzivovany pres vyzivovaci provazec (plostice, brouci) (Obenberger,
1952). Vyzivovaci provazec je prodlouzenou c¢asti oocytu. Jeho délka se méni
v zavislosti na pozici oocytu v ovariole (Biining, 1994). Je-li vajicko vyvinuto, vytvaii

se chorion a tento provazec se prerusi (Obenberger, 1952).

2.1.2 Postranni vejcovody

Postranni vejcovody jsou kanalky slouzici k transportu vaji¢ek. Jejich predni
¢ast tvofi rozsiteny kalich (calix), do kterého usti pedicely jednotlivych ovariol.
Postranni vejcovody usti do vejcovodu spole¢ného (Obenberger, 1952).

Témet u vSech skupin hmyzu se postranni vejcovody spojuji s vejcovodem
spole¢nym V medialni roviné téla pod stfevem, u jepic zistavaji postranni vejcovody

odd¢€lené a otviraji se vné nezavisle (Gillot, 1995).

2.1.3 Spole¢ny vejcovod

Spole¢ny vejcovod je obvykle vice svalnaty neZz vejcovod postranni (Gillot,
1995). VIéva se zpravidla do pohlavni komory, popt. vaginy. Na jeho konci se nachazi
pohlavni samic¢i vyvod, gonopor (nejedna se o0 kopulacni otvor, ale o otvor slouzici
pouze k vypousténi vajic¢ek z vejcovodu). Kopulacnim otvorem je vulva, otvor pohlavni
komory (Obenberger, 1952).
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2.1.4 Spermatéka (semenna schranka, receptaculum seminis)

Obenberger (1952) predstavuje spermatéku jako vchlipeninu télni stény na
sternalni strané osmého ¢lanku. Je tvofena semennou komorou (camera seminalis)
a kanalkem (ductus receptaculi), ktery spojuje semennou komoru s vaginou. Se
spermatékou je spojena trubicovita zlaza (glandula receptaculi) produkujici tekutinu,
ktera slouzi K uloZeni spermatu a ma nutritivni vyznam. Vyvod spermatéky usti do
dorzalni stény vaginy.

Ve spermatéce je sperma uloZzeno od doby pafeni. Zralé vajicko prochazi
vejcovodem a Vv okamziku, kdy miji spermatéku, dojde k uvolnéni spermii a vajicko
muze byt oplozeno (Horn, 1976). Obvykle je pfitomna jedna spermatéka, ve které jsou
spermie skladovany, ale u né¢kterych zastupct dvoukiidlych se vyskytuji az tii.
Spermatéka ikanalek jsou lemované kutikulou. Kutikula piekryva zlaznaté buinky

jednovrstevného epitelu, které vymésuji ziviny pro skladované spermie (Gillot, 1995).

2.1.5 Samici pridatné pohlavni Zlazy

Pfidatné pohlavni Zlazy produkuji lepivy sekret umoznujici pfipevnéni vajicek
k podkladu nebo sekret vytvaiejici ochranny obal vajicka (Borror a kol., 1976). Jedna se
0 parové nevétvené trubice rozsifené Vv zasobniky pro sekret (Obenberger, 1952).

U blanoktidlych mohou Zlazy produkovat jed nebo feromony (Gillot, 1995).

2.1.6 Pohlavni komora (bursa copulatrix, camera genitalis)

Pohlavni komora je mistem vlastni kopulace. Vyvodem této komory je vulva.
Je-li komora protahla a spojend se spoleénym vejcovodem, byva oznaCovana jako
vagina (Obenberger, 1952). Z pohlavni komory je sperma dale odvadéno do spermatéky
(Buchar, 2000).

2.1.7 Vagina

Jak uvadi Obenberger (1952), vagina vznika z pohlavni komory a otevira se
ptvodné na osmém c¢lanku. U cikad, srpic, vétsiny chrostikl, motyl a broukt se otvor

vaginy nachazi na devatém ¢lanku (vyvod slouzi k pafeni i ke snaSeni vajicek).
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2.2 Samici reproduk¢ni soustava plostic

Samiéi reprodukéni soustavu plostic vybranych druhi pomérné detailné studoval
Pendergrast (1957) a v ¢eské odborné literatute ji popisuje napi. Obenberger (1958).
Soustava je tvofena rtiznym poctem ovariol (nejmén¢ dve, nejvice 0Sm, nejcastéji vSak
sedm ovariol) sjednim az ctyfmi folikuly. Jeden par pfidatnych pohlavnich zlaz
produkuje sekret, ktery je vyuzit K pfipeviiovani vajicek k podkladu a dal§im ucelim
(Obenberger, 1958). Pendergrast (1957) se zabyval zejména studiem spermatéky. Je-li
pfitomna spermatéka, je lemovana vrstvou chitinu. Tato vrstva mize mit podobu tenké
membrany, ale muze byt i silnd a sklerotizovana. Reproduk¢ni soustava plostic ma

jednotny charakter (s vyjimkou spermatéky).

wWwso-

Obr. 2.4 Reproduk¢ni soustava Velia caprai (spermatéka a vagina).
(Ptevzato z Pendergrasta (1957), upraveno dle Ditricha (2005).
at: apikalni trubice spermatéky, av: Gsti spermatéky do vaginy, b: bulbus
spermatéky, m: sval, sc: sklerotizovany sval.
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2.2.1 Samici reprodukéni soustava hladinatky ¢lunohibeté

(Velia caprai) (Heteroptera: Gerromorpha: Veliidae)

Samicéi reprodukéni soustavu uvedeného druhu popisuji napt. Pendergrast (1957)
a Ditrich (2005) ve své diplomové praci. Ovaria jsou tvoiena 4 + 4 telotrofnimi
ovariolami. Spermatéka se sklada z bulbu spermatéky a dlouhé sto¢ené trubice do tvaru
elipsoidu (Ditrich, 2005). Pendergrast (1957) zobrazuje nakres spermatéky a vaginy
Velia caprai (viz Obr. 2.4).

2.3 Pohlavni dozravani samic hmyzu

Tématem pohlavniho dozravani samic hmyzu se podrobné zabyvali Gillot

(1995), caste¢né také Ross a kol. (1982) a Bradshaw a Holzapfel (2010).

Mezi procesy pohlavniho dozravani samic lze zaradit vitellogenezi, vyvoj
charakteristického télesného zbarveni, vyvoj Zzlaz produkujicich feromony, rust
reproduk¢niho traktu zahrnujiciho piidatné Zlazy a zvySenou vnimavost. Tyto procesy
jsou kontrolovany endokrinnim systémem, jehoz aktivita je ovliviiovana vnéjSimi
podnéty (Gillot, 1995). Dospéli jedinci hmyzu ihned po svleCeni jsou ziidkakdy
pohlavné zrali. Ve vétsiné piipadi potfebuji samice Kk dozravani nékolik dnt. Pafeni
probiha v dobé, kdy vajicka uvnité vajecnikd nejsou jesté zrala a spermie jsou proto
uchovavany ve spermatéce (Ross a kol., 1982).

nebot’ inhibuji neurohormon znemoziujici vylu€ovani juvenilniho hormonu z corpora
allata. Kratké dny naopak podporuji ucinek neurohormonu, ktery ma za nasledek

ovarialni diapauzu. Timto tématem u plostice Riptortus pedestris se zabyvali Bradshaw
a Holzapfel (2010).

2.3.1 Vitellogeneze

Vitellogeneze probiha u terminalniho oocytu ve vitellariu uvniti ovarioly. Oocyt
zvétsi svou velikost a jeho zvétSujici se povrch umoziuje zachytit prakticky vSechny

dostupné ziviny. Objevuji se granulka nebo vakuoly znamé jako zloutkové kulicky -
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sféry. Zloutkové sféry obsahuji proteiny, lipidy a sacharidy. Objevuje se i malé

mnozstvi nukleovych kyselin.

Tukové téleso V pribéhu vitellogeneze poskytuje mnozstvi specifickych
proteint, které se hromadi okolo terminalniho oocytu. Maly podil Zzloutkovych proteint
pochazi z folikularnich bun¢k a bun¢k vyzivovacich. Tunica propria je volné propustna
pro vSechny rozpusténé latky uvnitt hemolymfy.

Lipidy tvoii zna¢ny podil Zloutku a mohou byt syntetizovany oocytem nebo
dodavany oocytu z folikularnich bun¢k. U polytrofnich ovariol octomilky (Scophophora
sp.) jsou lipidy oocytu dodavany z vyzivovacich bunék, u telotrofickych ovariol z buné¢k

vyzivovacich (¢asna vitellogeneze) i z bunék folikularnich (Gillot, 1995).

Glykogen se objevuje obvykle jen v malém mnozstvi (U meroistickych ovariol
po degeneraci vyzivovacich bun€k). U druhd rodu Apis (Hymenoptera) a Musca
(Diptera) je znacena glukosa vstiiknutd do hemolymfy rychle akumulovana oocytem
(v pozdni vitellogenezi) a ziejmé se preménuje v glykogen (Engelmann (1970) cit. in
Gillot (1995).

2.3.2 Tvorba Zloutkové (vitelinni) membrany a chorionu

Po dokonceni vitellogeneze se tvoii vitelinni membrana a pozdé&ji chorion. Na
oocytem. Nedavné studie vSak potvrdily, Ze vitelinni membrdna je produkovana

folikularnimi bunkami. Povaha membrany je mezi druhy odlisna (Gillot, 1995).

Chorion je pevny, pro plyny propustny obal vajicka, ktery je
produkovan folikularnimi bunkami. Jeho funkci je ochrana vajicka pted vyschnutim
a jeho dychani (aeropyle). U vajicek né€kterych druhl zajistuje piijem vody, u jinych
naopak pfiistupu vody brani (Hurka, 1978). Zahrnuje dvé hlavni vrstvy, endochorion,
ptiléhajici k vitelinni membran¢, a exochorion. U nékterych skupin hmyzu, napf.
u druhti ¢eledi Acrididae (Orthoptera), je pii pohybu spole¢nym vejcovodem utvarena
jeste tieti vrstva, extrachorion. Aby bylo usnadnéno lihnuti, neni na jedné stran¢ oocytu
vylucovan exochorion. Sila vrstvy vitelinni membrany i chorionu se mezi druhy méni
(Gillot, 1995). Produkce vaji¢ek u vétSiny hmyzu je fizena jednim ¢i vice hormony

z corpora allata. Odebrani corpora allata brani vzniku vaji¢ka, zpétna reimplantace
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obnovi aktivitu vaje¢nikd. Dulezitou roli v produkci vaji¢ek hraji vnéjsi faktory jako

fotoperioda ¢i teplota (Borror a kol., 1976).

2.4 Vyvoj samici reproduké¢ni soustavy vybranych druhi plostic

2.4.1 Piiklad vyvoje samici reprodukéni soustavy u terestrickych
plostic — krev sajici zakefnice Triatoma infestans

(Heteroptera: Cimicomorpha: Triatomidae)

Morfologickymi a histologickymi zménami samicich gonad u vSech péti
nymfalnich stadii Triatoma infestans se zabyvali Ibafez de Barrett et al. (2004).

Ovaria nymf 1. instaru jsou tvofena ze sedmi ovariol. Terminalni filamenty se
sdruzuji a tvofi zaveésny ligament. Na histologické urovni je mozné rozliSit terminalni
filament, télo ovarioly a pedicel. V pribéhu 1. instaru jsou sam¢i gonady o néco vétsi
nez samici. U ovariol nymf 2. instaru Ize pozorovat trofarium a jesté¢ nediferencovanou
oblast. Velikost pedicelu ziistavd zachovéana. Ovaria jsou obklopena tracheolami.
Ovarioly nymf 3. instaru jesté nejsou odd€leny. T€lo ovarioly je rozd€leno na trofarium,
pfechodnou zonu a pedicel. Pfechodnd zoéna je rozeznatelnd mezi vyvijejicim se
trofariem a pedicelem. U nymf 4. instaru nartistd mnozstvi tracheol, které tvoii husty
povlak ovarii. Na histologické turovni ovarioly lze rozliSit odd€lené trofarium,
pfechodnou oblast a tvotici se vitellarium. Pocet bunék trofaria se zvétSuje, zmensuje se
jejich velikost. Terminalni filament se prodluzuje, pedicel je zcela vyvinuty. U nymf
5. instaru dochézi k reorganizaci bunck trofaria. ZvétSuje se vitellarium, ve kterém je

mozné pozorovat rostouci oocyty (Ibanez de Barrett et al., 2004).

2.4.2 Priklady vyvoje reprodukéni soustavy u univoltinnich vodnich

plostic (Heteroptera: Nepomorpha)

2.4.2.1 Bodule obecna (llyocoris cimicoides)

(Heteroptera: Nepomorpha: Naucoridae)

Vyvojem sami¢i reprodukéni soustavy u nymf 1. — 5. instaru a rGzné starych

dospélych jedinci llyocoris cimicoides se zabyvali Papacek et al. (1997).
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Zéklady ovarii v podobé homogenni masy zarode¢nych bunék s mitotickou
aktivitou u nymf 1. a 2. instaru jsou velké 0,1 — 0,2 mm a jsou obklopené tukovym
télesem. Jednotlivé ovarioly jesté nejsou diferencovany. Postranni vejcovody jsou
spojeny s ovarii. V prabéhu 3. instaru dochazi k diferenciaci ovariol (na konci 3. instaru
je mozné rozliSit sedm ovariol nestejné délky tvofenych pouze z germarii) a dochazi
k vchlipeni zékladl vaginy a spermatéky. Béhem 4. instaru se ovarioly prodluzuji, tvofi
se trofické syncytium a formuje se zaklad spole¢ného vejcovodu. U nymf 5. instaru je
rozlisitelné vitellarium se 4 — 6 previtellogenetickymi oocyty. ZvétSuje se spermatéka
a ziskava témért definitivni tvar (je tvofend kanalem spermatéky a bulbem spermatéky).

Vné;jsi vrstvu postranniho i spoleéného vejcovodu tvoii svalovina, vnitini vrstvu epitel.

Ovaria dospélych samic ihned po svleceni z 5. instaru se podobaji ovariim nymf
5. instaru, ale ovarioly jsou delsi. Zarode¢né buriky jsou soustiedény do tizkého pruhu
Vv distalni ¢asti germaria. U dospélych samic starych 2 — 4 tydny lze pozorovat 4 — 7
oocytl s trofickym provazcem. Vitellogeneze zacina u jednoho ¢i dvou nejstarSich
oocytt. V poloving listopadu (pocatek diapauzy) je ve vitellariu 14 — 15 vajeénych
komor. Zloutkova granulka zakryvaji jadro u 1 — 3 nejstarich oocytli. Vyvoj ovarii
a vitellogeneze ustava béhem diapauzy (od poloviny listopadu do poloviny biezna). Od
poloviny bfezna se ovarioly intenzivné prodluzuji. Sekrece chorionu za¢ina v obdobi od
konce bfezna do poloviny dubna, od poloviny dubna jsou vajicka kladena. Nejstarsi
oocyt prezimujicich dospélych samic méfi okolo 1 mm., tj. téméf polovina délky

vajicka s chorionem.

Epitel vaje¢nych komor se b&hem vitellogeneze a sekrece chorionu méni.
Folikularni epitel proximalnich vaje¢nych komor u dospélych samic pred piezimovanim
je vysoky a sloupcovity, epitel u vitellogenetickych oocytti kubicky a epitel pied sekreci
chorionu kubicky, tvofeny z dvoujadernych bunék (Papacek et al., 1997).

2.4.2.2 Klestanka velka (Corixa punctata)

(Heteroptera: Nepomorpha: Corixidae)

Papacek a Bohon¢k (1989) studovali vyvoj ovarii a sexudlni zralost u Corixa

punctata a dosli k nésledujicim zéveérim.
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Dospélé samice ihned po svle€eni z nymf 5. instaru, jejichz kutikula jesté neni
kompletné sklerotizovand, maji vyrazné¢ kratSi ovaria nez postranni vejcovody.
Germarium je ovalné, vitellarium prazdné. Dosp¢lé samice se sklerotizovanou kutikulou
sbirané v ¢ervenci maji ovaria a postranni vejcovody pon¢kud delsi nez dosp€lé samice
ihned po ekdysi. V proximalni ¢asti vitellaria je 1 nebo 2 oocyty ve folikulech.
U dospélych samic sbiranych v srpnu jsou oocyty elipsoidniho typu, vitellarium je
zna¢né prodlouzené, obsahuje 4 — 5 vajenych komor. Postranni vejcovody jsou
zkracené. Germarium u dospé€lych samic sbiranych v zafi je prodlouzené a ma kulovity
tvar. Vitellarium se prodluzuje, postranni vejcovody zkracuji. V prvni poloviné zaii je
ve vitellariu 4 — 5 vaje¢nych komor, ve druhé poloving 7 — 11. V nejkratsich ovariolach
se posledni oocyt nachazi téméf v oblasti pedicelu a je spojen s trofickym provazcem.
Ovaria dospélych samic sbiranych v druhé poloviné fijna jsou vyrazné delsi, délka
postrannich vejcovodll je témét nezménénd. V kazdé ovariole je 13 — 18 vajecnych
komor. U dospélych samic sbiranych tésné pied prezimovanim (konec listopadu) se
pocet vajecnych komor ve vitellariu zvySuje na 17 — 20. U témét vSech ovariol oocyt
sestupuje az k pedicelu a je vyzivovan trofickym provazcem. Vajicka s chorionem jeste
nejsou pritomna. Béhem pfezimovani je vyvoj ovarii zastaven, ve vitellariu je stejny
pocet vaje¢nych komor jako u dospélych samic pted prezimovanim. U dospélych samic
po pfezimovani (bfezen a zacatek dubna) vypliuji ovaria témét cely zadecek a jejich
germarialni Cast se prodluZzuje az k zadohrudi. Vajicka poloZzend nejdistalngji
maji chorion. Chorion je vylu¢ovan folikularnimi bunikami na jafe po tani ledu nebo na
konci pfezimovani.

Ovaria dospélych samic zkoumané jihoceské populace se vyvijeji a jejich
vajicka zraji ptes obdobi 9 — 9,5 mésicii. Samice té generace, ktera se vylihla z vajicek
nakladenych na jatfe jednoho roku, dosahuji sexudlni zralosti a kladou vajicka na jate

roku nasledujiciho.

2.4.2.3 Znakoplavka obecna (Notonecta glauca)

(Heteroptera: Nepomorpha: Notonectidae)

Vyvojem samici reprodukéni soustavy u Notonecta glauca se zabyvali Papacek
a Soldan (1987a).
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U zralych samic oba zminéni autofi rozliSuji pét typt oocytl. Zakulacené
¢asti germaria. Previtellogenetické oocyty (IV) se zacinaji zvétSovat a jsou postupné
obklopeny jednovrstevnym sloupcovym folikuldrnim epitelem a uspoiadany do fady na
konci previtellaria nebo na zacatku vitellaria. Troficky provazec je dobfe vyvinuty. Ve
vitellariu se tedy nachazi previtellogenetické oocyty IV a mladé postvitellogenetické
oocyty III obklopené sloupcovym epitelem. Poslednimi typy jsou starSi
postvitellogenetické oocyty II obklopené folikularnim kubickym epitelem a oocyt I po

pteruseni trofického provazce obklopeny nizkymi folikularnimi bunikami.

Ovaria dospé€lych samic ihned po svleeni z 5. instaru jsou zzena, ovarioly
rozlisené v germarium, vitellarium s 1 — 2 vajeénymi komorami a pedicel. U dospélych
samic starych 3 tydny vykazuji ovaria intenzivni rist. Germarium je SirSi nez
proximalni ¢ast vitellaria. Vitellarium obsahuje 4 — 10 vajecnych komor vétSinou
s oocyty III. Nejstar§i oocyt méti okolo 0.40 — 0.46 mm. Troficky provazec je dobie
vyvinuty. Ovaria 2 mésice starych dosp€lych samic jsou prodlouzena, nejstarsi oocyt
méii okolo 0.40 — 0.50 mm. Ovaria dospélych samic pied pfezimovanim a samic
ptrezimujicich jsou delsi, vitellarium obsahuje obvykle 10 — 15, vzacné 25, vajeénych
komor s oocyty II obklopenymi kubickym epitelem a Zloutkem v ooplazmé. Zralé
oocyty I s preruSenym trofickym provazcem pozorovany nebyly. NejstarS$i oocyt
v blizkosti pedicelu mé velikost 1.02 — 1.15 mm. JelikoZ nebyly zjistény morfologické
nebo histologické zmény v poctu vajecnych komor a ve vitellogenezi b&hem

pfezimovani, lze ptedpokladat, Ze vyvoj gonad je v tomto obdobi zastaven.

Prvni zralé oocyty I se zacinaji objevovat na konci biezna, zrald vajicka
s chorionem v dubnu. V tomto obdobi nastava ovulace prvniho zralého vajicka
vyplitujiciho pedicel. Corpus luteum v ovariolach je patrné béhem prvni dekady
v kvétnu. Lalok spermatéky a kanalek jsou asi 15 mm dlouhé. Spermatéka se méni

V zé&vislosti na mnozstvi spermii uvnitf obsazenych.

Ovaria samic 1. a 2. instaru nejsou rozliSena v ovarioly, tvoii pouze téleso
nepravidelného tvaru obsahujici zarodecné buiiky ve stddiu malych oogonii. Nejsou
vytvofena termindlni vldkna. U samic 3. instaru maji ovaria trojihelnikovy tvar,
postupné se tvoii terminalni vlakna. Ovarioly jsou rozliSitelné az tésn¢ pred ekdysi

a jsou sloZené pouze z germaria. Vitellarium utvofené neni. VéEtSina zdrode¢nych bunck
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je ve stadiu oogonii. Z oogonii uvnitt germaria vznikaji oocyty V a trofocyty, které jsou
stejn¢ velké, rozeznatelné jen dle struktury jadra. Jaderny chromatin trofocytl je vice
kondenzovany. U samic 4. instaru jsou germaria ovariol delsi, vitellarium neni vyvinuté.
Na konci tohoto stadia se diferencuje previtellarium a pedicel. Ovarium je spojené
S postrannim vejcovodem a tvoii zaklad calix. VétSina oogonii je rozliSena do oocyti
a trofocytli, tenkd vrstva nediferencovanych oogonii je v blizkosti apikélniho useku
germaria. V previtellariu je né¢kolik oocyt. Na konci instaru se objevuji trofické alveoly
a kratky troficky provazec k nékolika oocytim v previtellariu. Ovaria samic 5. instaru
jsou delsi, postranni vejcovody kratsi. Postupné se tvofti vitellarium. Tvorba germaria je
ukoncena, mnozstvi oogonii je zanedbatelné. Vitellogenetické oocyty (IV) jsou
obklopeny jednovrstevnym folikularnim epitelem, prodluzuje se troficky provazec.
Vitellarium méa 1 — 2 vaje¢né komory, oocyt IIl se nachédzi v nejstar$i z nich. Pouze
velmi vzacné byla pozorovana zloutkova granula. Pedicel jednotlivych ovariol je

pomérné dlouhy a prazdny.

2.4.3 Vyvoj reprodukéni soustavy u samic dlouhovékych vodnich
plostic
Jen malo druhti plostic, véetné vodnich, Zije ve stadiu dospélce déle nez jeden
rok. Mezi takové patii bentickd vodni plostice dychajici plastronem jen kyslik

rozpu$tény ve vod¢ hlubenka skrytd a semiakvaticka ploStice hladinatka clunohibeta

(viz napt. Ditrich, 2005; Papacek a Soldan, 2008).

2.4.3.1 Hlubenka skryta (Aphelocheirus aestivalis)
(Heteroptera: Nepomorpha: Aphelocheiridae)

Studiem histologie, ultrastruktury a morfologického uspofadani samiciho
reprodukéniho systému Aphelocheirus aestivalis (Fabricius, 1803) u nymf 1. — 5. instaru
a bezkiidlych dospélcti rizného staii se zabyvali Papacek a Soldan (2008) a zjistili

nasledujici skutecnosti.
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Ovaria a oogeneze

Ovaria nymf 1. a 2. instaru jsou rozeznatelnd mezi druhym a tfetim zadeckovym
¢lankem jako nendpadné kulovité struktury. Ovarioly jesté nejsou rozliSené a termindlni
vldkno neni rozpoznatelné. Pozorovany byly bunky stejné velikosti a tvaru,
pravdépodobné ¢asné oogonie. RozliSeni ovariol a terminalniho vlakna nastava u nymf
3. instaru. V proximalnim tseku ovariol mohou byt rozeznatelné zarodecné oocyty.
V nasledném vyvoji se celkovy tvar a struktura ovarii méni jen malo (krom¢ linearniho
rastu ovariol). U nymf 4. instaru lze pozorovat trofické syncytium a prvni vaje¢nou
komoru, mnohovrstevny folikularni epitel a v germariu zoény oogonii a oocyty.
Kone¢né formovani trofického syncytia a previtellogenetickych vaje¢nych komor

s velmi patrnym trofickym provazcem nastava béhem 5. instaru.

Ovaria dospélych samic (ihned po svleceni) se nelisi od ovarii nymf 5. instaru.
Dobie rozlisitelné vitellarium obsahuje 4 — 6 vajeCnych komor s jednovrstevnym
folikularnim epitelem previtellogenetickych oocyti. Prazdny proximalni usek vitellaria
je dlouhy a zabira vice nez polovinu délky ovarioly. Vitellogeneze za¢ina ve dvou nebo
trech proximalnich vaje¢nych komurkach 3 — 4 tydny po svleceni. Chorion se zacina
tvorit ve dvou nebo tiech proximalnich folikulech 5 — 7 tydnt po svleceni. V této dobé
je v ovariole obsazeno 6 — 8 vitellogenetickych a previtellogenetickych oocytt. Ovaria

vyplituji témét celou biisni dutinu. Oogeneze se zda byt kontinudlni, ale ustdva v zimé.

Postranni a spole¢ny vejcovod, spermatéka, vagina

Jiz u nymf 1. a 2. instaru je zaklad ovarii spojen s postrannimi vejcovody.
Zéklad spole¢ného vejcovodu a vagina se tvoii u nymf 3. instaru. U nymf 4. instaru
dochazi k vychlipeni bursa copulatrix, vchlipeni zékladu spermatéky a jsou patrné
sekrecni bunky spermatekalni z1azy. Béhem 5. instaru se méni velikost odvodnych cest.
Postranni vejcovody se zkracuji v zavislosti na linearnim ristu ovariol. Stény vaginy
a spermatéky jsou vytvoifeny bc¢hem 4. a 5. instaru. U dospélych samic dochazi ke
zkracovani postrannich vejcovodii a prodluzovani ovariol. Spermatéka se lehce

prodluzuje. Tvar ani velikost spermatekalni zlazy se neméni.
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2.4.3.2 Hladinatka ¢lunohibeta (Velia caprai)

(Heteroptera: Gerromorpha: Veliidae)

Vyvojem sami¢i pohlavni soustavy hladinatky ¢lunohibeté (Velia caprai) se

zabyval ve své diplomové praci Ditrich (2005) a dosel k nasledujicim zavérim.

V ovariich nymf 1. instaru jsou rozpoznatelna 4 germaria. Jednotlivé ovarioly
rozliSeny nejsou. Ovaria nymf 2. a 3. instaru se postupné zvétSuji. U nymf 3. instaru je
mezi germariem a postrannim vejcovodem rozlisitelna piechodna zona a zacinaji se
diferencovat distalni ¢asti ovariol. Postranni vejcovod se spojuje s vejcovodem

spolecnym a tvoii se zaklad bulbu spermatéky.

Ovaria nymf 4. a 5. instaru jsou v¢étsi, zvEtSuje se spermatéka a nabyva témér
definitivniho tvaru. Mezi ovarii nymf 5. instaru existuji rozdily. Nékteré nymfy mayji
ovaria podobna ovariim dospélych samic (zkraceny postranni vejcovod, dlouha
vitellaria, vyvinutd spermatéka), jiné maji naopak larvalni typ ovarii (mdlo zkraceny

postranni vejcovod, kratké ¢i nerozliSené vitellarium, mensi spermatéka).

Germaria prave svlecenych dospélych samic maji elipsovity tvar, vitellaria jsou
ptiblizné stejné velka. Dobie patrné previtellarium obsahuje nejvyse 2 oocyty. Kutikula
je velmi me&kka a svétld. Germaria 7 dennich dospélych samic se prodluzuji a zuzuji.
Previtellaria a vitellaria jsou prodlouzena (v previtellariu se nachazeji maximalné
4 vajetné komurky). VSechny oocyty se nachazi v previtellariu. Kutikula je stale
meékka, barvou odpovidajici kutikule starSich samic. U dospélych samic starych 25 dni
se zkracuji germaria (Sitka je zachovana), previtellaria a dochazi k sestupu oocytit do

rostouciho vitellaria. Kutikula je jiz sklerotizovana.

Dospélé samice staré¢ 7 tydni lze povazovat za zralé, pohlavné dospélé.

v _cr

naopak rychle roste. Objevuje se az 17 zralych vajicek s chorionem. U vétSiny samic
byla prokézana ovulace. Ovaria 2 mésice starych dospélych samic se vyrazné nelisi od

ovarii dospé€lych samic starych 42 dni.
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3 Material a metodika

3.1 Studovany druh

Hladinatka ¢lunohibeta Velia caprai Tamanini, 1947
(Insecta: Hemiptera: Heteroptera: Gerromorpha: Veliidae)

Hladinatka ¢lunohibeta (Velia caprai Tamanini, 1947) je drava semiakvaticka
plostice obyvajici hladiny tekoucich vod malych lesnich potick, tini, kaluzi i rybnikd.
Pohybuje se aktivné po hladiné a zivi se suchozemskych hmyzem, komary ci
planktonnimi korysi. Casto napada i vlastni nymfy & nymfy jinych semiakvatickych
plostic. Vyskytuje se ve dvou kiidelnich morfach — dlouhoktidlé a bezkiidlé (tento jev
je pro semiakvatické plostice zcela bézny) (Ditrich a Papacek, 2008). Unikatni je jeji
zpusob prezimovani, nebot’ piezimuje ve stddiu dospélce i vajicka. Tato strategie
zajistuje ptizpusobeni zménam podminek prostiedi a je vyjimeéna mezi Gerromorpha
I hmyzem obecné (Ditrich a Papacek, 2009). Velia caprai je dlouhovéky druh, ktery
uspesné prezimuje a miize se rozmnozovat i po druhém piezimovani. Nelze vyloudit, ze
pfezimuje i vice nez dvakrat. Vajicka klade samice nad zem do travy a mechu, daleko
od hladiny vod. Kladeni miiZze probihat na podzim pifed prvnim pfezimovanim, v zim¢,
na jafe, na podzim pied druhym piezimovanim i na jaie po druhém piezimovani
(Ditrich a Papacek, 2008). Ovalna vajicka vodnich Hemiptera je mozné rozeznat podle

tuhého chorionu tvoticiho sit’ Sestithelniki (Usinger, 1956).

VétSina samic dosahuje pohlavni zralosti pfed piezimovanim, kopuluje se
zralymi samci a zimu travi aktivng. Vajic¢ka jsou kladena b&hem zimy a lihnuti miZze byt
vyvolano zvysujici se teplotou (Ditrich a Papacek, 2009). Pohlavné nezrali dospélci
a samci v prubéhu zimy hibernuji. V 1ét€¢ se dospélci ukryvaji v mechu u biehu a jsou
neaktivni — estivuji (Ditrich a Papadek, 2008). Zivotni cyklus mizZe byt povazovan za
univoltinni s vékovymi kohortami posunutymi v ¢ase (Ditrich a Papacek, 2009).

Velia caprai je rozsifena téméi po celé Evropé: Andorra, Rakousko, Belgie,
Ceska republika, Déansko, Francie, Velka Britanie, Némecko, Recko, Mad’arsko, Irsko,
Italie, Lichtenstejnsko, Lucembursko, Holandsko, Norsko, Polsko, Portugalsko,
Rumunsko, Slovensko, Spanélsko, Svédsko, Svycarsko, staty byvalé Jugoslavie

(Andersen, 1995).
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3.2 Chovy

Za ucelem studia histologie gonad dospélych samic rtizného zndmého staii byly
Vv terénu odchyceny starSi nymfy (4. a 5. instaru) a nasledné zaloZeny chovy tak, aby
u jednotlivych jedincti bylo mozné po svleceni do dospé€lct definovat staii. Chovy byly

vedeny ve 3 variantach, které mély i vzajemné odlisné podminky.

3.2.1 Chov M (vedeny Karolinou Malkovou)

Chov nymf 4. a 5. instaru

Pro tento chov byli ndhodné odchyceni jedinci starSich larvalnich stadii (nymfy
4. a ptevazné 5. instaru) z potoka vlévajiciho se do Homolského rybnika v lokalité
Ttebin (soufadnice 48°57°36.197°'N; 14°2339.762"'E, nadmoiska vyska 410 — 421 m)
V blizkosti Ceskych Bud&jovic, kde se priméma roéni teplota pohybuje okolo 8,2°C.
Prvni odchyt byl proveden 25. 6. 2009. Bylo odchyceno 43 jedinct. BEhem péti dnti
17 jedincti uhynulo. 30. 6.2009 byl proto proveden dalsi odchyt. Odchyceno bylo
68 jedincu, z toho jich 29 neptezilo. Zustalo tedy 39 jedincu.

Ztéchto  dvou  odchyti  bylo  dohromady  ziskdno 65 jedinci
4. a pfevazné 5. larvalniho instaru, ktefi byli umisténi do dvou sklenénych akvarii
0 rozmérech 23 X 15 cm (pidorys) a 15 cm (vyska). Do akvarii byla nalévana pitna
voda asi do vySky 4 cm a ménéna kazdé 3 — 5 dni (v zavislosti na zneciSténi). Na vodni
hladinu byly polozeny 3 kusy polystyrenu o primérném rozméru 5Xx 3 cm, které
slouzily jako bfeh a odpocinkové misto pro hladinatky. Do akvérii nebyla umisténa
vegetace z duvodu lepSiho pozorovani svlékajicich se nymf do dospélych stadii.
Akvarium bylo umisténo v mistnosti v blizkosti okna sméfujicitho na vychod, kam
pfimé svétlo pronikalo pouze v dopolednich hodinach. Primérna teplota mistnosti se
pohybovala okolo 20 — 24°C (letni obdobi).

Nymfy byly krmeny dvoukiidlym hmyzem (Diptera), druhy: moucha doméci
(Musca domestica), bzucivka obecna (Calliphora vicina), bzucivka zlatd (Lucilia
caesar), masaika obecna (Sarcophaga carnaria), octomilka (Scophophora sp.), popf.
tiplice obrovska (Tipula maxima). Krmeni probihalo kazdé 2 — 3 dny, do akvaria byly
vhozeny 2 — 3 kusy dvoukfidlého hmyzu, popt. n¢kolik desitek kusti octomilek.
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Chov nymf byl pravidelné sledovan a byli odebirani dospéli jedinci ihned po

svleceni (v hypotetickém fyziologickém case dosp&lého stadia nula, tedy t <0).

Chov dospélych jedinctu

Dospéli jedinci po svleCeni byli odebirani zakvaria a umistovani do
jednotlivych sklenic o priméru 8 — 11 cm a vySce 12 — 15 cm. Do sklenic byla nalévana
pitnd voda do vysky 3 —4 cm. Voda byla ménéna kazdé¢ 3 —5dni (v zavislosti na
zne€isténi). Na hladinu byly vlozeny 1 —3 kusy polystyrenu o primérném rozmeéru
3 x 2 cm. Kazda sklenice byla opatfena Stitkem, na kterém bylo zaznamenano datum
svleCeni. VSechny sklenice byly umistény v mistnosti v blizkosti okna smétujiciho
na vychod pfi prumérné pokojové teploté 20 — 24°C.

Kazdy den byli odebirani nové svleceni jedinci a umistovani do jednotlivych
sklenic dle stejné¢ho stafi. Samci a samice byli chovani pohromadé, aby byly zachovany
podminky pro moznost kopulace (po celou dobu chovu vsSak kopulace nebyla
pozorovana).

Jedinci byli krmeni stejnymi druhy hmyzu jako nymfy. Zpocatku krmeni
probihalo kazdé 3-6dni a do jednotlivych sklenic byly hazeny 1 —2 kusy
dvoukiidlého hmyzu ¢i nékolik kust octomilek v zavislosti na poctu jedinct ve sklenici
(¢ervenec 2009). V srpnu 2009 bylo pozorovano shlukovani hladinatek do skupin
(agregaci), jejich potravni aktivita ustala a krmeni probihalo maximalné 1x za tyden
(v tomto obdobi hladinatky potravu pfijimaly jen vyjime¢n¢€). Potravni aktivita se opét
zvysila az v poloving zati 2009, kdy byly hladinatky opét krmeny kazdé 3 — 6 dni.

Z oznacenych sklenic byli potom odebirani jedinci rtzného zndmého stari
k fixaci anasledné preparaci pohlavni soustavy podle nasledujiciho ¢asového

harmonogramu:
odebrani dospélci: do 1 dne (+ 12 hod) po ekdysi
7 dni (= 1 den) po ekdysi
14 dni (+ 1 den) po ekdysi
25 dni (£ 1 den) po ekdysi
42 dni (£ 2 dny) po ekdysi
60 dni (£ 2 dny) po ekdysi
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Poznamka: V pribéhu od zalozeni chovu dospélych jedinct po dobu ukonceni
jejich odebirani nepiezilo celkem 7 jedincl, z toho jedna dlouhok#idla forma. Po
ukonceni odebirani jedinci zemielo jest€ 6 jedinci vlivem netmysiného pouziti
insekticidu proti molu Satnimu (Tineola bisselliella), z toho opét jedna dlouhokiidla
forma (v populaci ¢itajici na uplném pocatku 111 jedinct se tedy vyskytovaly
2 dlouhoktidlé formy). Celkem tedy nepiezilo 13 dospélych jedinct a k preparaci bylo
odebrano 33 jedinct. Z 65 jedincu (nymf 4. — 5. instaru na poc¢atku) zbylo tedy pouze

19 dospélych jedinct (17 samic a 2 samci).

Tito zbyli jedinci byli pfemisténi 30.9.2009 z jednotlivych sklenic do
sklenéného akvaria o rozmérech 23 X 15 cm (ptdorys) a 15 cm (vySka). Pohromadé tak
byli chovani dospéli jedinci liSici se od sebe stafim maximalné 4 dnd (jedinci svleceni
v dobé& od 4. 7. do 8. 7. 2009). Akvarium bylo napInéno vodou do vysky asi 4 cm a voda
byla ménéna piiblizné 1x za tyden. Do akvaria byl vloZzen mech, ktery tvofil bich
a misto, kde hladinatky travily vétSinu casu. Akvarium bylo umisténo ve venkovnim
skleniku (PF JU), kde primérna teplota podzimnich mésict byla 13 — 15°C. Jedinci byli
krmeni octomilkami (Scophophora sp.) 1x za tyden.

3.2.2 Chov B (vedeny Lucii Bélinovou)

Nymfy 4.a5. instaru byly chovany ve dvou akvariich Srozméry 18 X 42 cm
(ptdorys), 25 cm (vyska) a 18 X 25 cm (pudorys), 18 cm (vyska). Dospéli jedinci po
svleceni byli umistovani do sklenic o priméru 7 — 15 cm, vysce 12 — 24 cm. V kazdé

sklenici byl rizny pocet jedinct (1 — 16) v zavislosti na velikosti sklenice.

Do akvarii i sklenic byla nalévana pitna voda do vysky asi 2 —5 cm a ménéna
dle teploty a znelisténi kazdé 2 —5dni. Na vodni hladinu byly vloZeny kusy
polystyrenu o primérném rozméru 4 X 3 cm. Akvaria i sklenice byly umistény ve

stinném misté pokoje, kde se primérné teploty pohybovaly okolo 25°C.

Nymfy v akvariich byly krmeny Ix denné dvouk#idlym hmyzem (Diptera),
druhy: bzucivka obecna (Calliphora vicina), moucha domaci (Musca domestica),
bzucivka zlatoleskla (Lucilia sericata) a tiplice obrovska (Tipula maxima). Do akvarii
byly hazeny 2 — 4 kusy dvoukiidlého hmyzu. Nymf ale postupné ubyvalo (svlékaly se
do dospélcu a ti byli odebirani do sklenic) a do akvarii byly hazeny pouze 1 — 2 kusy.

Dospéli jedinci ve sklenicich byli v ¢ervenci 2009 krmeni dvoukiidlym hmyzem kazdé
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2— 3dny. Na pocatku srpna pfestali o potravu jevit zajem a krmeni byli proto
maximaln¢ 1x do tydne (v tomto obdobi se vSak o potravu nezajimali). Jejich potravni

aktivita opét vzrostla a Castéjsi krmeni probihalo od 9. 9 — 30. 9. 2009.

Nasledné byli zbyli dospéli jedinci smichani do akvaria o rozmérech 23 X 15 cm
(pudorys) a 15 cm (vySka). Akvarium bylo naplnéno vodou do vysky asi 4 cm a voda
byla ménéna pfiblizn¢ 1x za tyden. Do akvaria byl vlozen mech, ktery tvofil bieh.
Akvéarium bylo umisténo ve venkovnim skleniku (PF JU), kde primérna teplota
podzimnich mésict byla 13 — 15°C. Jedinci byli krmeni octomilkami (Scophophora sp.)

1x za tyden.

Na zimu byli jedincizchovu M i B v akvariich umisténi do termoboxu.

Pfezimovani v termoboxu vSak neptezili.

3.2.3 Chov P (vedeny vedoucim diplomové prace)

Celkem 150 nymf 4. a5. instaru odchycenych na lokalit¢ v oblasti Baronova
mostu Vv Novohradskych horach (48°37'32.255"N, 14°39'31.52"E) bylo chovéano ve
ttech akvariich o rozmérech 30 x 50 X 25 cm, s uméle vytvofenym biehem z raseliniku
(vkazdém akvariu bylo 50 nymf). Akvarium bylo umisténo v chladné
zastinéné mistnosti, kde se primérna teplota vzduchu po celou dobu chovu pohybovala
okolo 15— 18°C. Svételné podminky viceméné simulovaly zastinéni v tiSinach potoka
V podrostu, kde byl material sbiran. Voda byla nalévana do vysky 5 cm.

Nymfy byly krmeny kazdé 3 dny rtiznymi druhy komart, pakomar a dal$im
drobnym hmyzem (Diptera, Sternorrhyncha, Auchenorrhyncha) smykanym na traveé.
Umrtnost nymf byla 27 % a to zejména vlivem poruch a napadeni pti svlékani.

Ihned po svlékani nymf do dospélcii byli jedinci odebirani a umistovani do
malych akvarii o rozmérech 15x 10x 10 cm tak, aby vjednom akvariu byli vzdy
jedinci stejného stafi. Obé pohlavi byla chovdna pohromadé a za stejnych podminek
jako nymfy. Stafi dospélcti bylo zaznamenano na sténu akvarii. Z oznacenych akvarii
byli nasledné odebirdni jedinci rizného znamého stafi k fixaci a ndsledné preparaci

pohlavni soustavy dle stejného ¢asového harmonogramu jako v ptipadé chovi M a B.
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3.2.4 Material z terénu odebirany pro preparace vajecniki a sledovani

oogeneze

Vedoucim diplomové prace byli dale k preparaci odebrani dospélci po
prezimovani odchyceni v Novohradskych horach (smrceni a fixovani 6. 4. 2009), nymfy
5. instaru a dospélci z terénu Novohradskych hor z data 10. 9. 2009, dospélci odchyceni
V Novohradskych horach a chovani v chladné zastinéné mistnosti pii nedostatku potravy
od 10.9.2009 do 26.11.2009, dospé€lci zterénu Novohradskych hor odchyceni
audrzovani zivi v chladni¢ce od 24. 11. 2009 do 26. 11. 2009 a dospélci z hladového
chovu od 24. 11. 2009 do 15. 1. 2010.

3.3 Odbéry dospélcii definovaného stari, fixace, preparace,

znaceni

Dospélci byli odebirani dle pfedem stanoveného ¢asového harmonogramu (viz
Tab. 3.I) a vkladani do ependorfek naplnénych Bouinovou fixazi. Terminy odbért
odpovidaly terminim makroskopického studia vyvoje gonad druhu, ve kterych tento
vyvoj sledoval ve své diplomové praci Ditrich (2005). Ependorfky byly fadn¢ oznaceny
a popsany (pohlavi, datum odbéru, stafi jedince).

Sami¢i genitalie byly po cCase vypitvany pod sterecomikroskopem
v 96 % ethanolu. 60 denni dospélé samice (60 fM a60 fB) nebyly fixovany, ale
usmrceny ethylacetitem v den odbéru. Jejich genitalie byly ihned vypitvany pod

stereomikroskopem ve fyziologickém roztoku (0,9 % roztok NaCl).

Pti preparaci byla pouzita ostra pinzeta, entomologicka pinzeta, Petriho miska,
plastové kapatko, krystaliza¢ni miska, entomologické Spendliky a injekce s jehlou na
promyvani vypreparovanych Casti. Vypitvané gonady, popt. fragmenty gonad, byly
vlozeny do ependorfek s Bouinovou fixazi. Kazda ependorfka byla opatfena predem
stanovenym oznacenim, které popisovalo staii samice a chov, z n¢hoz samice pochazela

(viz Tab. 3.111, zvyraznéna ¢ast).

Jedinci z chovu P a jedinci z terénu Novohradskych hor (viz Tab. 3.II a 3.IV)

byli k preparaci odebrani, vypitvani a znac¢eni vedoucim diplomové prace.
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Tab. 3.1 Pocet odebranych jedinct rizného stafi k preparaci z chovu M, B a P

e Chov M Chov B Chov P
Stafi jedinca - - - - - -
samci samice samci samice samci samice

do 1 dne (+12 hod) 1 3 5 3 0 4
7 dni (£ 1 den) 0 0 6 6 0 4
14 dni (+ 1 den) 6 6 0 0 2 2
25 dni (+ 1 den) 3 3 3 3 5 1
42 dni (+ 2 dny) 3 3 3 3 2 5
60 dni (+ 2 dny) 0 3 6 3 0 1

Tab. 3.11 Pocet odebranych jedinct k preparaci z terénu Novohradskych hor

Odebrani jedinci samci samice
dospélci po prezimovani odchyceni v Novohradskych horach 4 4
(smrceni a fixovani 6. 4. 2009)

nymfy 5. instaru z terénu Novohradskych hor z data 10. 9. 2009 3 1

dospélci z terénu Novohradskych hor z data 10. 9. 2009 7 6
dospélci odchyceni v Novohradskych horach a chovani v chladné

zastinéné mistnosti pfi nedostatku potravy od 10. 9. 2009 do 3 7

26. 11. 2009
dospélci z terénu Novohradskych hor odchyceni a udrZzovani Zivi 3 3
v chladnicce od 24. 11. 2009 do 26. 11. 2009
dospélci z hladového chovu od 24. 11. 2009 do 15. 1. 2010 3 3

Tab. 3.1l Znaceni vypreparovanych gonad ruzn¢ starych jedincti chovu M, B a P

ver e v Chov M Chov B Chov P
Stafi jedincl - - - - - -
samci samice samci samice samci samice
do 1 dne (+12 hod) 1mM 1fm 1mB 1B neznaceno 1fP
7 dni (£ 1den) |neznaceno |neznaceno 7 mB 7 1B neznaceno 7 fP
14 dni (x 1 den) 14 mM 14 fM | neznaceno | neznaceno 14 mP 14 fP
25 dni (£ 1 den) 25 mM 25 fM 25 mB 25 fB 25 mP 25 fP
42 dni (£ 2 dny) 42 mM 42 fM 42 mB 42 fB 42 mP 42 fP
60 dni (+ 2dny) |neznacteno| 60fM 60 mB 60 fB neznaceno | 60 fP
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Tab. 3.1V Znaceni vypreparovanych gonad jedinci z terénu Novohradskych hor

Odebrani jedinci samci samice

dospélci po prezimovani odchyceni v Novohradskych horach

(smrceni a fixovani 6. 4. 2009) ADmOv i

nymfy 5. instaru z terénu Novohradskych hor z data 10. 9. 2009 L5mP L5fP
. . . D
dospélci z terénu Novohradskych hor z data 10. 9. 2009 ADmP :D:II:II;
dospélci odchyceni v Novohradskych horach a chovani v chladné
zastinéné mistnosti pfi nedostatku potravy od 10. 9. 2009 do ARmP ARfP
26.11. 2009

dospélci z terénu Novohradskych hor odchyceni a udrzovani
v chladnicce od 24. 11. 2009 do 26. 11. 2009
dospélci z hladovych chovii od 24. 11. 2009 do 15. 1. 2010 Am Af

AFAm AFAf

3.4 Priprava histologickych preparati gonad

3.4.1 Promyvani vypreparovanych gonad

Gonady fixované Bouinovou fixazi byly v ependorfkach promyty nejprve ttikrat
po 30 minutach 70 % ethanolem a nasledné odvodnény sérii alkoholti (dvakrat po
30 minutach 96 % ethanolem, dvakrat po 30 minutach 100 % ethanolem) a dvakrat po
20 minutach chloroformem. Aby bylo zajisténo dokonalé promyvani, byly ependorfky

umistény na rotacni inkubator s nastavci.

3.4.2 Zalévani gonad do paraplastu a fezani na rota¢nim mikrotomu

Promyté gonady byly zality roztavenym paraplastem (Paraplast SIGMA) do
malych plastovych forem uréenych pro zalévani vzorka tkani. Formy byly pfes noc
ponechany v peci pii teploté 58°C, aby paraplast prostoupil tkani. Po vyndani z pece
byly vzorky v plastovych formach vhodné zorientovany pro fezani gonad podél pomoci
nahfivané jehly a ponechany pti pokojové teplote.

Zatuhly paraplast se vzorky gonad byl vyjmut z plastové formy, upraven pomoci
skalpelu a pfitaven k dfevénému blocku. Blo¢ek byl umistén a pfipevnén na rotacni

mikrotom (Rota¢ni Mikrotom Leica RM 2235). Byly pofizeny fezy tenké 8 um,
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umistény na podlozni sklicko (podlozni sklicka Super Frost Plus, Menzel — Gléser,

25 X 75 x 1 mm) a ponechany na vyhtivané plotynce pii 42°C po dobu 48 hodin.

3.4.3 Barveni a priprava trvalych preparati

Rezy byly barveny metodou podle Malloryho. Nejprve bylo provedeno vymyti
parafinu z fezii. Rezy na podloznim sklicku byly umistény do specidlnich kyvet
naplnénych xylenem (dvakrat na 10 minut), 96 % alkoholem, 70 % alkoholem (vzdy na

5 minut) a destilovanou vodou (na 5 min).

Nésledné byly fezy barveny V kyveté s Ponceau — kyselym fuchsinem (Cervena
barva), ktery byl ptipraven z 0,1 g Ponceau de xylidine, 0,2 g kyselého fuchsinu, 294 ml
destilované vody a 6 ml ledové kyseliny octové. Nasledovalo barveni v kyveté
s 1 % kyselinou fosfomolybdenovou (Zluta barva) a nakonec Malloryho smési (Cerna
barva). Malloryho smés byla pfipravena povarfenim 100 ml destilované vody s 0,5 g
anilinové modifi, 1 g oranZzi G a 2 g kyseliny $tavelové. Mezi jednotlivymi barvenimi
byla sklicka sfezy vkladana do kyvet s destilovanou vodou, aby byla odstranéna
piebytecna barva.

Na zavér byla sklicka s obarvenymi fezy postupné umisténa do kyvet
naplnénych 70 % alkoholem, 96 % alkoholem a 100 % alkoholem (vzdy na
2 az 3 minuty) a do kyvet s xylenem (dvakrat na 5 minut).

K pfipravé trvalych preparati bylo pouZzito DPX zalévaci médium pro histologii.
Toto médium bylo pomoci sklenéné ty¢inky naneseno na podlozni sklicko s obarvenymi
fezy a preparat byl prikryt krycim sklickem (kryci sklicka, Menzel — Gléser,
24 x 60 mm).

3.5 Studium gametogeneze a priprava dokumentace

Trvalé histologické preparaty byly studovany pod mikroskopem (Olympus
BX41). Stupen oogeneze byl hodnocen a rozlisSovan podle ptitomnosti konkrétnich typi
bunék (oogonie v germariu, oocyty Vv previtellariu, formujici se bunky vaje¢nych
komdrek, trofické syncytium, previtellogenetické oocyty ve vitellariu, vitellogenetické

oocyty s jadrem a patrnymi zloutkovymi granulky, oocyty Vv pokrocilém stadiu
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vitellogeneze bez zieteln¢ patrného jadra, oocyty s pocinajici sekreci chorionu, oocyty
s chorionem). Dale byla pozornost zaméfena na pfitomnost ¢i nepfitomnost spermii ve

spermatéce.

Fotografie zachycujici dilezit¢é momenty gametogeneze byly pofizeny pomoci
fotoaparatu (Olympus Camedia C — 4040ZOOM) a déle upraveny v pocita¢i pomoci
grafického programu GIMP 2. 6. 11.

3.6 Terminologie a zkratky

cut: kutikularni lista

dia: vlnovkovita diastema hiebinkovité struktury gynatria
fol: folikularni bunky

gntr: gynatrium

grm: germarium

chor: chorion

chorb: tvofici se vrstva chorionu

nuc: jadro oocytu

nucl: jadérko oocytu

oct: oocyt

0g: oogonie

pfol: prefolikularni bunky

pvtl: previtellarium

sec: sekret

spe: sekrecni epitel spermatéky
sperm: spermie

trc: troficky cytoplazmaticky provazec
tro: trofické syncytium

vtl: vitellarium

yol: Zloutkovéa granulka
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4 Vysledky

4.1 Nymfy 5. instaru z terénu z 10. 9. 2009

U nymf 5. instaru chytanych v zafi v Novohradskych horach byla pohlavni
soustava relativné malo vyvinutd. Germaria byla na ovariolach, ale i makroskopicky
dobie patrna (viz Obr. 4.1). Germaria nymf 5. instaru maji kulovity tvar. Na
histologické urovni jsou v nich dobie viditelné oogonie. V previtellariu je rozpoznatelné
jadro a jadérko primarniho oocytu (viz Obr. 4.2). Vitellaria jsou prazdna. Postranni

vejcovody jsou kratké.

4.2 Dospélé samice znamého stari z chovu M, B aP

4.2.1 Dospélé samice do 1 dne £+ 12 hod po ekdysi

Germaria 1 den starych dospélych samic z chovu M, B a P jsou uzsi a delsi nez
germaria nymf 5. instaru a maji ovalny tvar. V germariu jsou dobfe patrné oogonie
azacina se tvofit trofické syncytium (viz Obr. 4.4). V previtellariu se nachazi
previtellogenetické primarni oocyty a formuji se buiiky jejich vaje¢nych komurek.

Vitellaria jsou tizka a prazdna, del$i nez vitellaria nymf 5. instaru (viz Obr. 4.3).

4.2.2 Dospélé samice 7 dni = 1 den po ekdysi

Histologie ovarii 7 dennich dospélych samic z chovu P se téméf nelisila od
histologickych nalezi v ovariich 1 dennich dospélych samic. Germaria se prodluzuji,
trofické syncytium je zietelngjsi (viz Obr. 4.6). Oocyt v previtellariu je vétsi nez
u pfedchoziho stadia a je obklopen buitkami tvoficimi vaje¢nou komtrku. Vitellarium je
jeste prazdné. Pouze u 7 denni dospélé samice z chovu B byl nalezen primarni oocyt na

pocatku vitellogeneze s tvoricimi se Zloutkovymi granulky (viz Obr. 4.7).

4.2.3 Dospélé samice 14 dni £ 1 den po ekdysi

Na podélném fezu ovariolou u 14 dennich dospélych samic jsou rozliSitelné

oogonie V germariu, trofické syncytium a primarni oocyty se zietelnym jadrem
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ajadérkem. V jejich cytoplazmé lze pozorovat v kortikalni oblasti zietelné zloutkova

granula jako znak zahajené vitellogeneze (viz Obr. 4.8).

4.2.4 Dospélé samice 25 dni = 1 den po ekdysi

Na histologickém preparatu gonad 25 dennich dospélych samic je mozné rozlisit
nejen oogonie Vv germariu, primarni oocyty V previtellariu, vitellogenetické oocyty
S jadrem a Zloutkovymi granulky ve vitellariu, ale i oocyty v pokrocilejsim stadiu
vitellogeneze s vétsim mnozstvim zloutkovych granul a bez zietelné patrného jadra (viz
Obr. 4.9).

4.2.5 Dospélé samice 42 dni £+ 2 dny po ekdysi

Stupenn oogeneze u 42 dennich dospélych samic se pfili§ neli§i od stupné
oogeneze u 25 dennich dospé€lych samic. Je mozné rozli§it oogonie, primarni oocyty
v previtellariu, vitellogenetické oocyty se zloutkovymi granulky vV periferni casti
cytoplazmy a dobfe zietelnym jadrem i oocyty v pokrocilejSich fazich vitellogeneze bez
zieteln¢ viditelného jadra (viz Obr. 4.12). U nejvétsich oocytu ve vitellariu 42 dennich

dospélych samic z chovu P byl zjistén pocatek sekrece chorionu (viz Obr. 4.13).

4.2.6 Dospélé samice 60 dni £ 2 dny po ekdysi

Germaria ovariol 60 dennich dospé€lych samic jsou tvarové §irSi nez germaria
ptedchozich stadii, maji kulovity tvar. Na podélném fezu ovariolou Ize rozlisit oogonie,
vitellogenetické oocyty s jadrem (viz Obr. 4.14 a 4.15) i bez zfetelné viditelného jadra.
U 60 denni dospélé samice zchovu P mély distalni oocyty plné€ vytvoreny
a sklerotizovany chorion (viz Obr. 4.16). Z divodu tvrdosti chorionu doslo pii fezani
gonad na rota¢nim mikrotomu k rozbiti vajicka a pozorovany byly pouze ¢asti chorionu.

60 denni dospélé samice Ize tedy povazovat za pohlavné zralé, ptipravené k ovulaci.

4.2.7 Srovnani oogeneze dospélych samic z chovi M, BaP

Pribéh oogeneze u dospélych samic z chovi M, B a P se vyrazné nelisil.
Rozdily bylo mozné pozorovat pouze v nastupu vitellogeneze a v obdobi pfitomnosti
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vajicek s chorionem. Prvni vitellogenetické primarni oocyty byly pozorovany
u 7 dennich dospélych samic z chovu B. U 7 dennich dospélych samic z chovu P byly
pozorovany pouze previtellogenetické oocyty v previtellariu a nastup vitellogeneze byl
pozorovan az u 14 dennich dospélych samic. Srovnani se 7 dennimi dospé&lymi
samicemi z chovu M chybi, samice nebyly odebrany k preparaci. Vajicka s Gplnym
definitivnim chorionem Dbyla pozorovana pouze u 60 dennich dospélych samic
z chovu P. U 60 dennich dospé€lych samic z chovu M i chovu B byly pozorovany pouze

oocyty v pokrocilém stupni vitellogeneze bez viditelného jadra.

4.2.8 Poznamka k morfologii gynatria

Na histologickych mikropreparatech dospélych samic vSech sledovanych
veékovych kategorii byla pozorovana pravidelnd longitudinalni kutikularni struktura
lokalizovana ve vyvodu spermatéky na dorzalni ploSe gynatria (viz Obr. 4.5, 4.10
a4.11). Strukturu tvofi par kutikularnich 1ist s ventromedialnimi zuby. Obé& kutikularni
listy jsou medialné oddé€leny vinovkovitou diastemou a upinaji se na n€ venterolateralné

svaly.

\

% A

0,5 mm

Obr. 4.1 Pohlavni soustava (nymfa 5. instaru).

vysvétleni zkratek viz kapitola 3.6 Terminologie a zkratky (str. 35)
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pfol

0,1 mm

Obr. 4.2 Germarium a previtellarium (nymfa 5. instaru).

grm pvtl vtl

0,5 mm

Obr. 4.3 Podélny tez ovariolou (dospéla samice do 1 dne = 12 hod po ekdysi).
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Obr. 4.4 Germarium a previtellarium (dospéla samice do 1 dne = 12 hod po ekdysi).

Obr. 4.5 Kutikularni struktura dorzalni ¢asti gynatria a Gsti spermatéky

(dospéla samice do 1 dne + 12 hod po ekdysi).
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0,1 mm

Obr. 4.6 Germarium a previtellarium (dospéla samice 7 dni £ 1 den po ekdysi).

nuc

50 pm

Obr. 4.7 Primarni oocyty na pocatku vitellogeneze

(dospéla samice 7 dni = 1 den po ekdysi).
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Obr. 4.8 Vitellogenetické oocyty ve vitellariu ovarioly

(dospéla samice 14 dni + 1 den po ekdysi).

fol

0,1 mm

Obr. 4.9 Primarni oocyt Vv pokrocilejsim stadiu vitellogeneze bez zietelné patrného
jadra (dospéla samice 25 dni = 1 den po ekdysi).
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Obr. 4.10 Kutikularni struktura dorzalni ¢asti gynatria a Gsti spermatéky

(dospéla samice 25 dni £ 1 den po ekdysi).

Obr. 4.11 Kautikularni struktura dorzalni c¢asti gynatria a usti spermatéky,

dorzalni pohled (dospéla samice 25 dni £+ 1 den po ekdysi).
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0,5 mm

Obr. 4.12 Podélny fez ovariolami (dospé€la samice 42 dni + 2 dny po ekdysi).

Obr. 4.13 Oocyt v pokrocilém stadiu vitellogeneze s pocinajici sekreci chorionu
(dospéla samice 42 dni £+ 2 dny po ekdysi).
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Obr. 4.15 Troficky cytoplazmaticky provazec spojujici vitellogenetické oocyty ve
vitellariu s trofickym syncytiem v germariu
(dospéla samice 60 dni + 2 dny po ekdysi).
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Obr. 4.16 PIn¢ sklerotizovany chorion vajicka (dospéla samice 60 dni + 2 dny po
ekdysi).

4.3 Dospélci z terénu

4.3.1 Dospélé samice po prezimovani odchycené a preparované
6. 4. 2009

U dospélych samic po ptezimovani (ADfOV) jsou Vv ovariich pfitomna vajicka
S pln¢ vyvinutym a sklerotizovanym chorionem. Kvuli pevnému chorionu vSak doslo
K potrhani tkané gonad pfi fezani na rota¢nim mikrotomu. Z toho divodu byly na téchto

mikropreparatech pouze fragmenty fezii. Spermatéka nalezena nebyla.

4.3.2 Dospélé samice odchycené a preparované 10. 9. 2009

Samice s kratkymi ovariolami (ADfPK)

Ovarioly jsou uzké, kratké, podobné ovariolam 1 dennich dospélych samic (viz

Obr. 4.17). Germaria ovariol jsou podlouhla, tzka, ovalného tvaru s patrnymi
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oogoniemi. V previtellariu ovariol jsou patrné prvni previtellogenetické primarni

oocyty. Vitellaria jsou prazdna.

Samice s dlouhymi ovariolami (ADfPD)

Germaria jsou uzka, ovalna. Na podélném fezu ovariolou lze rozeznat oogonie
Vv germariu, trofické syncytium a trofické cytoplazmatické provazce, primarni
previtellogenetické oocyty v previtellariu, oocyty na pocatku vitellogeneze Se zietelnym
jadrem, oocyty Vv pokrocilém stupni vitellogeneze i 00Cyty s tvofici se vrstvou chorionu
(patrna v podob¢ sité Sestithelniki) (viz Obr. 4.18 a 4.19). Ve spermatéce byly nalezeny
spermie. Sténa spermatéky je u téchto samic tvofena vysokym sekrecnim epitelem,

dobfe rozlisitelny je i sekret tohoto epitelu pfi sténach spermatéky (viz Obr. 4.20).

4.3.3 Dospélé samice odchycené v terénu a chované v chladu pri

nedostatku potravy od 10. 9. 2009 do 26. 11. 2009

Oogeneze téchto dospélych samic (ARfP) byla v pokrocilejsi fazi nez
U ptedchozich. Na fezech mikropreparati gonad je mozné rozeznat kromé oogonii
v germariu, oocyti v previtellariu a vitellariu (viz Obr. 4.21) i vajicka s chorionem
(nalezeny byly casti chorionu). Ve spermatéce byly pozorovany spermie 1 vysoky

sekre¢ni epitel (viz Obr. 4.22).

4.3.4 Dospélé samice odchycené 24. 11. 2009 a preparované 26. 11. 2009

* w__r1._0

vajicka s chorionem (viz Obr. 4.23 a 4.24) (tvrdost chorionu zpusobila potrhani tkané
gonad pfi fezadni na rotatnim mikrotomu, byly proto pozorovany pouze fragmenty

ovariol). Ve spermatéce byly nalezeny spermie.

4.3.5 Dospélé samice z hladovych chovii vedenych od 24. 11. 2009 do
15.1. 2010
Situace u dospé€lych samic (Af) z hladovych piezimujicich chovi odpovida
situaci u dospélych samic ADfOv. Na histologickém preparatu byly pozorovany ve

fragmentech ovariol vajicka s chorionem. Spermatéka nebyla nalezena.
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Obr. 4.17 Podélny fez ¢asti ovariol dospélé samice s kratkymi ovariolami odchycené

a preparované 10. 9. 2009.

fol

0,1mm

Obr. 4.18 Oocyt v prubéhu sekrece chorionu (povrchova vrstva se strukturou sité
Sestithelnikl) u dospélé samice s dlouhymi ovariolami odchycené

a preparované 10. 9. 2009.
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Obr. 4.19 Oocyt v prub&hu sekrece chorionu (viz sit’ Sestiuhelnikt, 40krat zvétseno)
udospélé samice s dlouhymi ovariolami odchycené a preparované
10. 9. 2009.

Obr. 4.20 Spermatéka se spermiemi dospélé samice s dlouhymi ovariolami odchycené
a preparované 10. 9. 2009.
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Obr. 4.21 Podélny tez Casti ovarioly dosp€lé samice odchycené v terénu a chované
Vv chladu pfti nedostatku potravy od 10. 9. do 26. 11. 20009.

0,1 mm :
sperm . .

Obr. 4.22 Spermatéka se spermiemi dosp¢lé samice odchycené v terénu a chované
Vv chladu pfi nedostatku potravy od 10. 9. do 26. 11. 2009.
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Obr. 4.23 Vajicko s chorionem u dospélé samice odchycené 24. 11. 2009 a preparované
26. 11. 20009.

Obr. 4.24 Vajicko schorionem (40krat zvétSeno) u dospélé samice odchycené
24.11. 2009 a preparované 26. 11. 2009.
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5 Diskuse a zavér

5.1 Oogeneze u nymf 5. instaru

Vizualn¢ dominantni ¢asti ovarii nymf 5. instaru jsou kulovitd germaria.
V germariich jsou pfitomné primarni zarodecné bunky - oogonie. V previtellariu je
mozné rozli§it prvni primarni oocyty s vyraznymi jadry vstupujici do rustové faze
oogeneze. Vitellarium je v tomto stadiu zcela prazdné.

Ditrich (2005) rozliSuje u nymf 5. instaru dva typy ovarii. Ovaria podobna
ovariim dospélych samic s dlouhymi vitellarii a zkracenymi postrannimi vejcovody
aovaria larvalniho typu s kratkymi ¢i nerozliSenymi vitellarii a malo zkracenym
postrannim vejcovodem. V této praci byla u nymf 5. instaru pozorovdna pouze ovaria

s pomérné dlouhymi vitellarii podobajici se ovariim dospélych samic.

Zjisténi této prace se lisi od zjisténého stavu oogeneze U terestrické krev sajici
plostice Triatoma infestans (viz Ibafnez de Barrett et al., 2004), univoltinnich vodnich
plostic llyocoris cimicoides (viz Papacek et al., 1997), Notonecta glauca (viz Papacek
a Soldan, 1987a) a Caste¢né také od situace u Aphelocheirus aestivalis (viz Papacek
a Soldan, 2008). U nymf 5. instaru Triatoma infestans lze rozlisit bunky trofaria
a zvétSené vitellarium s oocyty (Ibanez de Barrett et al., 2004). Ve vitellariu nymf
5. instaru Ilyocoris cimicoides se nachazi 4 — 6 previtellogenetickych oocytt (Papacek
et al., 1997), u nymf 5. instaru Notonecta glauca se ve vitellariu nachazeji 1 nebo
2 vaje¢né komurky s oocyty (vzacné byla pozorovana zloutkova granula) (Papacek
a Soldan, 1987a). U nymf 5. instaru dlouhovéké bentické vodni plostice Aphelocheirus
aestivalis jsou uz plné¢ vytvorena troficka syncytia s viditelnymi trofickymi provazci
a previtellogenetické oocyty ve vitellariu ve vaje¢nych komurkach (Papacek a Soldan,
2008).

Na zékladé¢ tohoto srovnani lze konstatovat, ze oogeneze nymf 5. instaru
semiakvatické plostice Velia caprai je oproti zminénym druhiim lehce opozdéna.

Oocyty nymf 5. instaru nesestupuji do vitellaria.
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5.2 Oogeneze u dospélych samic znamého stari z chovii

Chovy M, B a P, v nichz byly chovany samice znamého stafi, byly vedeny v odlisnych
podminkach. Rozdilné bylo umisténi akvarii, praimérna teplota vzduchu i intenzita
krmeni. Chov P byl veden v podminkéch simulujicich poméry na potoce v hustém
podrostu lesa (chladna zastinéna mistnost o teploté¢ vzduchu 15 — 18°C). Jedinci chovu

B byli krmeni nejvice, jedinci chovu M naopak nejméng.

Ovaria 1 dennich dospélych samic (ihned po svleGeni z nymf 5. instaru)
vicemén¢ odpovidaji ovariim nymf 5. instaru. Germaria méni sviij tvar, jsou del$i a uzsi,
v previtellariu se okolo oocytu seskupuji buiiky vaje¢né komurky. V tomto stadiu se

zacina tvofit trofické syncytium.

Prvni oocyty, jest¢ se zfetelnym jadrem a jadérkem, na pocatku vitellogeneze
(s viditelnymi zloutkovymi granulky) lze pozorovat u 7 dennich dospélych samic
z chovu B. Oproti tomu u 7 dennich dospélych samic z chovu P je vitellarium stale
prazdné a podélny fez ovariolou témét odpovida fezu ovariolou 1 dennich dospélych
samic. Rozdily v pocatku vitellogeneze mezi 7 dennimi dospélymi samicemi z chovu B
a P mohou byt zplisobeny odlisnymi podminkami chovu. Samice zchovu P byly
krmeny méné a po delSich Casovych intervalech nez samice z chovu B a chovany
Vv chladngj$im prostfedi (rozdil mezi teplotami prostiedi chovu B a P se pohyboval
okolo 10°C). Dle tohoto srovnani se Ize domnivat, ze dostupnost a mnozstvi potravy
mohou ovlivnit rychlost vitellogeneze, resp. oogeneze jako takové, a de facto ovlivnily
jeji pozdé&jsi nastup u samic z chovu P.

U 14 dennich dosp€lych samic vitellogeneze pokracuje, oocyty hromadi
Zloutkové rezervy a maji stale dobte viditelné jadro. Ve vitellariu 25 dennich dospélych
samic se nachdzeji oocyty Vv pokro€ilém stupni vitellogeneze bez zietelné patrného
jadra. Dospélé samice staré 42 dni maji ve vitellariu oocyty V pokrocilém stupni
vitellogeneze. V tomto véku (u 42 dennich dospélych samic z chovu P) zaéina sekrece

chorionu vajicek.

Germaria 60 dennich dospélych samic jsou kulovitého tvaru. U samice z chovu
P (smrcena a fixovana 23. 9. 2009) mély oocyty plné sekretovany chorion. V jejim
piipadé lze hovofit o plné pohlavni zralosti. Spermatéka na fezovych mikropreparatech

vajeénikti tohoto jedince nalezena nebyla, aproto nelze potvrdit, zda samice
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kopulovala. Moznost kopulace v tomto obdobi mtizeme ale piredpokladat. Oproti tomu
60 denni dospé€lé samice z chovu M (smrceny a preparovany 1. 9. 2009) a B (smrceny
a preparovany 2. 9. 2009) meély ve vitellariu pouze oocyty Vv pokro¢ilém stupni
vitellogeneze bez viditelného jadra. V obdobi od zacatku srpna do poloviny zaii 2009
bylo v chovech M a B pozorovano shlukovani jedinci do agregaci a jejich potravni

aktivita poklesla. Tento jev (letni dormance) mohl ovlivnit zrani oocytu.

Pribéh oogeneze zjistény u Velia caprai v této studii se castecné shoduje
a ¢aste¢né lisi od udaju 0 oogenezi tohoto druhu ziskanych Ditrichem (2005) na zakladé
morfologickych metod sledovéni (bez vyuziti fezovych mikropreparati vajecnikt). Uz
u 7 dennich dospélych samic z chovu B byla pozorovana piitomnost 00ocytt na pocatku
vitellogeneze. Tento daj neodpovida Ditrichové (2005) zjisténi. Podle tohoto autora
oocyty sestupuji do vitellaria az u dospélych samic starych 25 dni. Dal§im rozdilem
bylo zjisténi obdobi (vék dospélci) piitomnosti vajicek s chorionem. Podle Ditricha
(2005) lze samice staré 7 tydnt povazovat za pohlavné dospélé s vaji¢ky s chorionem
ve vitellariu a prokdzanou ovulaci. Dle pozorovani uvedenych v této praci se vajicka
supln¢ formovanym chorionem poprvé objevuji u 60 dennich dospélych samic
(paradoxné z ,hladového* chovu P.). Divodem téchto rozdilnych zjiSténi miize byt
skute¢nost rozdilnych metod studia oogeneze ruznymi autory i environmentalnich
faktorii, ve kterych zily rodi¢ovské generace produkujici potomky, ktefi byli soucasti
naSeho experimentu ¢i experimentu Ditrichova (2005). Zatimco Ditrich (2005) studoval
0ogenezi na totalnich mikropreparatech (prosvitajici struktury), v této praci bylo vyuzito
histologické studium fezovych mikropreparati. DalSim divodem zjiSténych rozdilt
mohou byt i rozdilné podminky chovli (mnozstvi potravy, rozdilné teploty). Chov P byl
veden v extrémné neptiznivych podminkach (relativné malo potravy, relativné nizka

teplota).

Je ostatné mozné, Ze za rlznych podminek mohou samice stejného stafi, navic
s individudlné riznou fyziologickou kondici, dosahovat pohlavni zralosti ve stati 7 — 8,5
tydne, nezavisle na environmentalnich podminkach, jakymsi ,,geneticky — pufra¢nim®
mechanismem sméfujicim pohlavni zralost druhu do obdobi, kdy ma druh Sanci se
reprodukovat za stresovych i pfiznivych podminek (tj. cca v rozmezi 10 — 12 dnt,
nehled€ na to, zda jsou samice Spatné, ¢i dobfe krmené — v ptirodnich podminkach —

,,Syté®, Ci ,,hladové) (Papacek, ustni sdéleni).
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5.3 Oogeneze u dospélych samic neznamého stari z terénu

U dospélych samic neznamého staii nahodné odchycenych 10. 9. 2009
vV Novohradskych horach byly pozorovany dva typy ovarii, resp. ovariol. Odchyceny
byly samice s kratkymi ovariolami (ADfPK) pfipominajicimi ovarioly 1 dennich
dospélych samic (uzka, protahla germaria, formujici se primarni oocyty Vv previtellariu,
prazdna vitellaria) a samice s dlouhymi ovariolami (ADfPD) (germaria s oogoniemi,
trofické syncytium a trofické provazce, primarni oocyty V previtellariu, vitellogenetické
oocyty s jadrem, oocyty V pokroc¢ilém stupni vitellogeneze a oocyty S tvofici se vrstvou
chorionu). U samic ADfPD byly ve spermatéce nalezeny spermie. Stupeit oogeneze
u samic ADfPD témét odpovida stupni oogeneze u 60 denni dosp€lé samice z chovu P,
rozdil je pouze ve stupni sekrece chorionu (u samic ADfPD sekrece chorionu zacina,

u 60 denni dospélé samice je chorion zcela vytvoten).

Rozdily mezi ovariolami samic sbiranych 10. 9. 2009 v Novohradskych horach
jsou snejveétsi pravdépodobnosti zptsobeny odlisnou dobou konkrétniho vyvoje
jednotlivych jedinc. Samice s dlouhymi ovariolami (ADfPD) ziejmé patiily v ramci
nov¢ kladené generace k ¢asové mladsi — ¢asné kohorté, tj. ziejmé se svlékly z nymf
5.instaru do dospélcii v obdobi jara az pocatku léta, kdy mély dostatek potravy.
Oogeneze u nich mohla probihat delsi dobu do pokrocilejsich fazi, popt. i rychleji.
Samice s kratkymi ovariolami pravdépodobné pattily k ¢asové stars$i — pozdni kohorté
vramci generace 2009, tj. svlékly se z nymf 5. instaru pozdéji, v méné pfiznivém
obdobi konce 1éta, a jejich ovarioly jsou proto srovnatelné s ovariolami 1 dennich

dospélych samic z chovi.

U dospélych samic odchycenych v Novohradskych horach a chovanych
Vv chladné zastinéné mistnosti pii nedostatku potravy od 10.9.2009 do 26.11. 2009
(ARTP) i u dospélych samic udrzovanych v chladniéce od 24. 11. 2009 do 26. 11. 2009
(AFAfS) byla zjisténa pokrocila stadia oogeneze — vajicka s chorionem ve vitellariu
ovariol. Ve spermatéce byly u samic tohoto staii nalezeny spermie. U dospélych samic
po pifezimovani odchycenych v Novohradskych horach a smrcenych 6. 4. 2009
(ADfOv) a dospélych samic z hladovych chovii od 24. 11. 2009 do 15. 1. 2010 (Af)
byla na histologickych preparatech prokazana rovnéz pritomnost vajicek s chorionem ve

vitellariu ovariol.
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Tato histologicka zjisténi mohou znamenat, ze samice V. caprai jsou pied
prezimovanim plné fertilni a schopné kladeni i oplozeni vajicek spermiemi z vlastni
spermatéky, stejné tak samice v pribéhu zimy, coz ostatné¢ na zéklad¢ terénnich

pozorovani dokazali Ditrich a Papacek (2009).

Zavérem lze fici, ze pribéh oogeneze u dospélych samic dlouhovékého
semiakvatického druhu Velia caprai se 1isi od oogeneze univoltinnich vodnich plostic,
jako jsou llyocoris cimicoides (viz Papacek et al., 1997), Corixa punctata (viz Papacek
a Bohon¢k, 1989) a Notonecta glauca (viz Papacek a Soldan, 1987a). Jiz u 60 dennich
dospélych samic Velia caprai je mozné pozorovat vajicka S chorionem stejné jako
u dospélych samic z terénu sbiranych v zaii 2009 v Novohradskych horach. Samice
Velia caprai dosahuji pohlavni zralosti pfed pfezimovanim a jejich vajicka se vyvijeji
po 2 meésice do obdobi schopnosti klast je. Po dosazeni pohlavni zralosti probiha

u samic tohoto druhu oogeneze prubézng, a to pied zimou, pies zimu i na jafe.

Velia caprai muze piezimovat ve stadiu dosp€lce i vajicka (viz Ditrich
a Papacek, 2009).

Oproti zjisténému stavu u V. caprai se v ovariolach uvivoltinnich druhti vodnich
plostic pted piezimovanim (listopad) nachdzeji vétSinou pouze vitellogenetické
primarni oocyty, které sestupuji téméf k pedicelu ovarioly. Vajicka s chorionem jesté
nejsou pritomna. Béhem piezimovani je vyvoj jejich oocyti zastaven. Chorion je
vyluCovan az na jafe, po piezimovani (viz Papacek a Soldan (1987a), Papacek
a Bohonék (1989), Papacek et al. (1997).

Ve srovnani s jinou zatim znamou dlouhovékou plostici — bentickym druhem
Aphelocheirus aestivalis (viz Papacek a Soldan, 2008), nastupuje vitellogeneze u Velia
caprai diive a probiha prokazatelné ve vSech fazich stale, tj. vSechny typy bunck
oogeneze lze nalézt u tohoto druhu v jakémkoli véku dospélych samic vétsim nez 60
dnd. Oogeneze u Aphelocheirus aestivalis je u dospélych samic kontinualni, ale ustava

na rozdil od samic V. caprai v zimé (Papacek a Soldan, 2008).
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5.4. Kutikularni struktura dorzalni ¢asti gynatria a usti

spermatéky

Pii studiu histologickych mikropreparati vyvodnych pohlavnich cest rizné
starych samic byla pozorovana zvlastni kutikulédrni struktura, lokalizovana ve vyvodu
spermatéky a na stropu gynatria, jejiz funkce neni piesné¢ znamd. Podobnou
(homologickou / analogickou) strukturou muze byt tzv. ,kutikularni hiebinek*
(= cuticular comb; viz diskuse Papacek a Soldan, 2008) u Aphelocheirus aestivalis,
0 kterém se zminuji Papacek a Soldan (2008). Jeho funkci je pravdépodobné fixovat
a doCasné¢ ulozit spermatofor a zdrovenn pomdhat v jeho c¢astecném rozdéleni na
jednotlivé spermie pii oplozovani kladenych vajicek (Papacek a Soldan, 2008).
Podobnou strukturou je ,.epitelialni hiebinek spermatéky* u Ilyocoris cimicoides
(viz Papacek et al. 1997). Pendergrast (1957) (viz Obr. 2.4) tuto strukturu mylné

povazoval u Velia caprai za sklerotizovany sval.

5.5 Vyuziti vysledkii této prace v pedagogické praxi

Studium oogeneze hladinatky ¢lunohibeté mize byt vyuzito v pedagogické praxi
v ramci demonstrace déleni a redlné diferenciace bungk, protoZe zéarodecnou tkan
bunck. Na trvalych preparatech fezli ovariolou v ramci biologického praktika a prace na
mikroskopech mohou studenti gymnazii pozorovat pohlavni soustavu hmyzu (telotrofni
typ ovariol), zejména vSak déleni a diferenciaci bunék od oogonii Vv germariu,
rostoucich oocytu ve vitellariu, az po vajicka s chorionem. Fotografie trvalych preparata
mohou byt snadno vyuzity i v ramci vykladové hodiny o reproduk¢ni soustavé hmyzu ¢i
reprodukci a oogenezi obecné nebo jako demonstrace samici reprodukéni soustavy

hmyzu (jednoho z typti ovariol), déleni a diferenciace bun¢k.

Problémem je, ze vajeCniky druhu V. caprai jsou velmi malé a druh se
nevyskytuje po celém tuzemi republiky ploSné. Navrh praktika s demonstraci oogeneze
hmyzu byl publikovan pied témét 25 lety (viz Papacek a Soldan, 1987b). S témito
autory lze souhlasit, Ze vSeobecné dostupnéjSimi a nazorn€jsimi modely pro studium

oogeneze jsou $vab americky nebo znakoplavka obecna.
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