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Anotace

Vitellogenesis in two caryophyllidean cestodes Caryophyllaeus laticeps
(Caryophyllaeidae) and Khawia sinensis (Lytocestidae), parasitizing cyprinid fishes
Abramis brama and Cyprinus carpio were examined using light (LM) and
transmission electron microscopy (TEM) and cytochemical staining with periodic
acid-thiosemicarbazide-silver proteinate for glycogen. Mature vitelline follicles consist
of vitelline cells at various stages of development and an interstitial tissue. Maturing
and mature vitellocytes contain vitelline material in the form of single small shell
globules, which fuse and give rise to the large shell globule clusters. Shell globule
clusters are of two types. The first type is represented by loosely packed electron-
dense shell globules situated in electron-dense matrix. The second type are tightly
packed shell globules embedded in matrix of moderate density. The basic pattern of
vitellogenesis was same as was described for other caryophyllideans cestodes.
Glycogen was present in the cytoplasm and in the nucleus of the mature vitellocytes.
Small lipid droplets were found occasionally in the cytoplasm of C. laticeps for the
first time within the Caryophyllidea. In addition, “lamellar granules” were observed in

the cytoplasm of the mature vitellocytes in Khawia sinensis.
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1 Uvod a literarni p Fehled

1.1 Trida Cestoda

Tasemnice (Cestoda) jsou vyhradné parazitickou skupinou kmene Platyhelminthes
(plosténci), ktery se vyznacuje bilaterdlni symetrii a jeho zastupci jsou pfevazné
dorzoventralné zplostéli. Typicka je absence télnich dutin, obéhového a dychaciho
systému. Vnitfni organy jsou uloZzeny v pojivové tkani — parenchymu. Vylu€ovaci
soustava je protonefridialniho typu.

Charakteristickym znakem tasemnic je absence stfeva a stavba povrchu téla —
neodermis (pokozkovy syncytialni epitel), ktery umozriuje vstfebavani Zivin, a tim
tedy nahrazuje funkci travici soustavy. Na povrchu neodermis se navic nachazi
mikrotrichy, které zvétSuji absorpéni plochu tegumentu a zvySuiji pfichycovaci
schopnost parazita (Chervy 2009).

VétSina systému rozdéluje tasemnice na skupiny Cestodaria — s monozoickymi
fady Amphilinidea a Gyrocotylidea, a eucestoda (,pravé tasemnice), zahrnujici
s vyjimkou fadu Caryophyllidea a Spathebothriidea zastupce s ¢lankovanym télem
(Khalil a kol. 1994).

Télo polyzoickych (€lankovanych) tasemnic je rozdéleno na skolex
s pfichycovacimi organy a strobilu, ktera se sklada z jednotlivych €lankd (proglotid)
(Caira a Littlewood 2001). Kazdy ¢lanek obsahuje jednu, nékdy i dvé sady samcich a
samicich pohlavnich organu. U nékterych tasemnic (Dipylidium caninum) jsou
reprodukéni sady zdvojeny. Diky témto adaptacim a €asto slozZitym vyvojovym
cyklim maji tasemnice obrovsky reprodukéni potencial a jsou tedy schopné velké
produkce vajicek.

Tasemnice jsou prevazné paraziti traviciho traktu obratlovcu. Nejvy3Si pocet fadu
zastupci parazituji predevsim u ptakd a savcl. Mezi tasemnicemi nalezneme celou
fadu medicinsky (Taenia saginata, Taenia solium, Echinococcus granulosus,
Diphyllobothrium latum) i veterinarné (Taenia ovis, Echinococcus granulosus)
vyznamnych zastupct (Khalil a kol. 1994).

VétSina tasemnic jsou hermafroditi (kromé Celedi Dioecocestidae a
Dioecotaeniidae) a k oplozeni nej¢astéji dochazi mezi jednotlivymi ¢lanky stejného

jedince (Khalil a kol. 1994). VSechny tasemnice (kromé& Archigetes a Hymenolepis



nana) maji nepfimé vyvojové cykly, ve kterych dochazi ke stfidani hostiteld.
Mezihostitelé se nakazi pozifenim vaji¢ka, larvy nebo onkosféry. V definitivnim
hostiteli dochazi k dokoncéeni vyvojového cyklu a tasemnice pohlavné dospiva.

Samc¢i pohlavni soustava je tvofena riznym poctem varlat, ktera zaujimaji vétsi
¢ast vnitfniho prostoru ¢lanku. Varlata jsou navzajem propojena semennymi kanalky
(vasa efferentia), které Usti do spole¢ného chamovodu (vas deferens) a ten pfechazi
do cirrového vaku. Déle se zde nachazi semenny vacek, slouzici jako zasobéarna
spermii pfed kopulaci, a vychlipitelny organ cirrus (Khalil a kol. 1994).

Samici pohlavni soustava je heterocelularni, sklada se ze dvou oddélenych
organu — neparoveho vaje¢niku (ovarium) a Zloutkovych folikull (vitelaria) (Xylander
1988, Caira and Littlewood 2001). Vitelaria produkuji Zloutkové buriky (vitelocyty),

v nichZ se vytvafi Zloutkovy material, ktery se podili na tvorbé vaje¢ného obalu a
poskytuje zasobni latky pro vyvijejici se embryo.

Vajicka tasemnic jsou ektolecitalniho typu. Oocyty jsou uvolfiovany z vaje¢niku do
ookaptu a poté putuji vejcovodem (ovidukt) do rozSifené Easti vejcovodu (ootyp),
kam usti i vyvody vitelarii. Na tomto misté dochazi k tvorbé vaji¢ka. Oocyty jsou
obklopeny nékolika vitelocyty a obali se pouzdrem. Na tvorbé vaje¢nych obalu se
také podili produkty Mehlisovy Zlazy. Zrala vaji¢ka se nachazeji v déloze.

Podle poctu vitelocytu, podilejicich se na tvorbé oocytu, a mnozstvi vitelinniho
materialu ve vitelocytu rozliSujeme dva typy ektolecitalnich vaji¢ek — polylecitalni a
oligolecitalni (Swiderski a Xylander 2000).

U primitivnich monozoickych rada tasemnic (Gyrocotylidea a Amphilinidea) a
nizSich eucestod (Caryophyllidea, Spathebothriidea, Bothriocephalidea
aTrypanorhyncha) se utvareji polylecitalni vaji¢ka. Tato vajic¢ka jsou
charakterizovana velkym mnozstvi vitelinniho materialu a velkym mnoZzstvim
zucastnénych vitelocytl. Pocet vitelocytl se u jednotlivych druhl a skupin tasemnic
liSi. Vajicka téchto tasemnic dokonduji svlj vyvoj az ve vnéjSim prostfedi, a proto
potfebuji pevny ochranny obal a vnitfni zasoby Zivin.

U ostatnich fadu tasemnic (Tetraphyllidea, Cyclophyllidea, Proteocephalidea) se
formuiji oligolecitalni vaji¢ka. Na tvorbé téchto vaji¢ek se podili mensi mnozstvi
vitelocytl a tedy i menSi mnozstvi vitelinniho materidlu. Tento typ vajicek se vyviji
v déloze a matefsky organizmus mu poskytuje ochranu a vyZivu. Proto se kolem
vajiCka vytvari pouze tenka, kfehka kapsule a vyzivna funkce vitelocytu je

redukovana.



1.2 Ra&d Caryophyllidea

Tento fad zahrnuje 41 roda se 150 druhy, které se nachéazeji ve 4 Celedich
(Mackiewicz 1994). Balanotaeniidae, Capingentidae, Caryophyllidae a Lytocestidae.
Jeho zastupci se vyskytuji ve vSech zoogeografickych oblastech, ale nejvice jich
nalezneme v nearktické oblasti (Mackiewicz 1981). Je u nich patrny vysoky stupen
endemismu, nebot zde nenalezneme kosmopolitni druhy a je jen par rodu, které se
nachazi ve vice nez jedné zoogeografické oblasti (Mackiewicz 1972). Jejich vyskyt je
vazan na ryby fadu Cypriniformes a Siluriformes.

Tasemnice fadu Caryophyllidea jsou monozoickeé — télo neni segmentované a
obsahuje pouze jednu sadu pohlavnich organt (Caira a Littlewood 2001).
Pfichycovaci organy jsou slabé vyvinuty a jsou tvofeny mélkymi zafezy nebo ryhami.
Vedle mechanického pfichyceni hraje vyznamnou roli pfichyceni pomoci sekrett
Cetnych zlazek umisténych na skolexu (Khalil a kol. 1994).

Zivotni cykly jsou nepfimé, s Gcasti jednoho mezihostitele. Operkulatni vajicka se
dostavaji s vykaly ryb do vody a usazuji se na dné. Uvnitf vajicka se formuje
neobrvend larva onkosféra, které je opatfena 6 embryonalnimi hacky. Po pozieni
mezihostitelem se larva uvolfuje a putuje do pfedni ¢asti télni dutiny nebo
semenného va¢ku malostétinatce (Celed Naididae a Tubificidae), kde se postupné
méni na plerocerkoid (Chervy 2003). Infekéni plerocerkoid je charakterizovan
pritomnosti cerkomeru s 6 embryonalnimi hacky avSak pohlavni organy nejsou jesté
zcela vyvinuty (Mackiewicz 1972). Plerocerkoid se dostane do traviciho traktu ryby
pozienim napadeného mezihostitele, ztraci cerkomer a pohlavné dospiva. Dospélci
parazituji ve stfevé sladkovodnich, benticky se Zivicich ryb fadu Siluriformes a
Cypriniformes. Tasemnice rodu Archigetes tvofi mezi Caryophyllidea vyjimku a je
schopna dokongit svlj vyvojovy cyklus jiz v télni dutiné malostétinatct (Tubificidae) a
nepotiebuje dalSiho mezihostitele.

Vaji¢ka jsou operkulatni a jsou obklopena tenkym vaje€nym obalem. Velikost se
pohybuje v rozmezi od 17 x 11 um do 111 x 80 um. Uvnitf vaji¢ka se nachazi jeden
oocyt a nékolik vitelinnich bunék. Pocet vitelinnich bunék potfebnych pro tvorbu
vajicka se pohybuje od 3 do 10 vitelocytu na jeden oocyt (Mackiewicz 1972). Vajicka
vétSiny Caryophyllidea dokoncuji sviij vyvoj az ve vodé. Vyjimkou jsou Djombangia,
Wenyonia, Hunterella a Biacetabulum, u kterych k vyvoji dochazi jiz v déloze
(Swiderski a Xylander 2000).



Caryophyllidea zaujimaji v evoluci tasemnic klic¢ovou roli a to pfedevSim kvali
monozoické stavbé téla a Zivotnimu cyklu, kde jako mezihostitel vystupuje vzdy vodni
krouzkovec.

Postaveni fadu Caryophyllidea v ramci nizSich eucestod neni dosud jednoznacné
uréené. Otazkou zlstava, zda monozoicka stavba téla je primarné nebo sekundarné
odvozena a tedy zda jsou Caryophyllidea predky ostatnich eucestod nebo zda se
vyvinuly z polyzoické tasemnice. Také se predpoklada, Ze hlavni roli v evoluci
Caryophyllidea mohla hrat progeneze, coz znamena schopnost dosahnout pohlavni
dospélosti uz v bezobratlém hostiteli (Mackiewicz 2003).

Fylogenetické a systematické postaveni fadu je zaloZzené na morfologickych
znacich, zivotnich cyklech a molekularnich metodach. Molekularni analyzy zalozené
na kompletni sekvenaci malé (18S) a velké (28S) podjednotky ribosomalni DNA
(Waeschenbach a kol. 2007, Olson a kol. 2008) nepodporuji bazalni postaveni
Caryophyllidea. Na bazi eucestod se podle jejich vysledkld nachazi fad
Spathebothriidea a teprve poté nasleduje fad Caryophyllidea tvofici sesterskou
skupinu s Diphyllobothriidea a Haplobothriidea. Vysledky kladistickych metod
zaloZzenych na morfologii (Brooks a kol. 1991, Hoberg a kol. 1997, Olson a kol. 2001,
Oros a kol. 2009) jsou negativné ovlivnény nedostateénym mnoZzstvim dat,
nejednotnou terminologiii a homoplasii znakd. Nedostateéna pozornost je vénovana
rozdilim na cytohistologické urovni. Jednim z cytohistologickych znakd, ktery by se
mohl uplatnit v kladistickych metodach je tvorba velkého mnoZzstvi glykogenu ve
zralych vitelocytech karyofylidnich tasemnic a vznik tzv. ,jaderné vakuoly“. ,Jadern
vakuola“ byla pozorovana u 50 druh a mohla by tedy byt diagnostickym znakem
Caryophyllidea (Mackiewicz 2003). Tato vakuola nebyla nalezena ve zralych
vitelocytech ostatnich eucestod ani primitivnich fadui Gyrocotylidea a Amphilinidea
(Swiderski a Xylander 2000).

Postaveni a pfibuzenské vztahy Caryophyllidea k dalSim bazalnim skupindm
tasemnic by mohlo byt osvétleno podrobné;jsi znalosti evoluce zivotnich cykl{
tasemnic a plvodem strobilizace (Mackiewicz 2003, Beveridge 2001). Dllezité je
hledani novych morfologickych a ultrastrukturalnich znakd vhodnych pro
vyhodnoceni vztahG mezi bazalnimi skupinami tasemnic. Pro fylogenetické analyzy
by mohla byt dulezitym znakem ultrastruktura rozmnozovaci soustavy
(spermiogeneze a vitelogeneze) raznych skupin tasemnic (Justine 1998, Swiderski a
Xylander 2000).



Caryophyllaeus laticeps (Pallas, 1781)

Systematicky se fadi do ¢eledi Caryophyllaeidae, podle umisténi vitelinnich
folikuld v medularnim parenchymu. Dospéli jedinci jsou 20-40 mm dlouzi. PGvodné
byl popséan jako parazit Abramis brama. Nyni je znam asi u 30 druht sladkovodnich
ryb, pfedevsim z Celedi Cyprinidae. Nalezen také u nékterych dravych ryb (Stika a
okoun). Parazituje ve stfevé ryb. Vyskytuje se v severni Eurasii, Evropé&, Sibifi,
stfedni Asii, Rusku a na Dalném Vychodé (Oros a kol. 2009).

Khawia sinensis HsU, 1935

Systematicky se tasemnice K. sinensis fadi do ¢eledi Lytocestidae, podle umisténi
vitelinnich folikul v kortikalnim parenchymu. Dospéli jedinci dosahuji délky 27—-35
mm, ale mohou mit az 120 mm. Na pfedni ¢asti skolexu jsou hluboké zarezy, které
utvareji jeho véjifovity tvar. Parazituje ve stfevé kaprovitych ryb (Cyprinidae), kde je
trvale pfichycena ke stfevni sténé. Pfi silné invazi zplsobuje umrtnost pludku a tedy
ekonomickeé ztraty v chovech kapra obecného (Cyprinus carpio).

K. sinensis se puvodné vyskytovala pouze ve vychodni Asii. Od roku 1960 se
uspésné rozsSifila do mnoha evropskych zemi, Severni Ameriky a Japonska (Oros a
kol. 2009). V soucasné dobé je zaznamenan pokles jejiho vyskytu, ktery by mohl

souviset s rozSifenim dalSi karyofylidni tasemnice Atractolytocestus huronensis.

1.3 Vitelocyty a vitelinni systém tasemnic

Na rozdil od ostatnich Zivoc&icha je pro plosténky (Neoophora) a Neodermata
(Cestoda, Monogenea a Trematoda) typické, Ze Zloutkové zasoby nejsou ulozeny
Vv oocytu samotném, ale ve specializovanych burikadch — vitelocytech. Samici pohlavni
soustava téchto skupin je proto heterocelularni — sklada se ze dvou oddélenych
organu — vitelaria a ovaria. Vajic¢ka jsou ektolecitalniho typu.

Vitelinni systém tasemnic se sklada z vitelarii a vitelodukta.

Vitelarium

U vétSiny tasemnic je vitelarium tvofeno vitelinnimi folikuly, uspofadanymi v
lateralnich pasech umisténych bud v kortikalnim (Amphilinidea, Bothriocephalidea,
Trypanorhyncha) nebo medularnim (Caryophyllidea, Tetraphyllidea, Diphyllidea,
Proteocephalidea) parenchymu (Swiderski a Xylander 2000). Existuji vyjimky napf. u



fadu Caryophyllidea — Celed Lytocestidae a u fadu Proteocephalidea — Celed
Monticellinae, u kterych se vitelinni folikuly nachazeji v kortikalnim parenchymu.
Kortikélni a medularni parenchym je oddélen podélnymi svalovymi vlakny, které
prochazeji celym télem tasemnice (Khalil a kol. 1994). Tvar folikuld maze byt kulaty,
ovalny nebo nepravidelny. U Cyclophyllidea je vitelarium bud redukovano do

jediného utvaru a leZi v blizkosti ovaria, nebo zcela chybi (Avitellina).

Vitelinni folikuly

Kazdy vitelinni folikul je tvofen vitelinnimi burikami (vitelocyty) rizného stupné
zrani od nezralych a zrajicich az po zralé. Nezralé vitelinni buriky se nachazeji
predevsim na okraji folikulu, zatimco zralé v blizkosti jeho stfedu. Kromé vitelinnich
bunék zde byly popsany buriky kmenoveé a ,buriky” intersticialni (Mackiewicz a
Swiderski 1976). Kmenové buriky jsou velké buriky umisténé obvykle ve stfedu
kazdého folikulu (Swiderski a Mackiewicz 1976). Intersticialni tkan méa syncytialni
charakter. Svymi vybézky obklopuje jednotlivé vitelinni buriky a na okraji vitelinniho
folikulu vytvafi cytoplazmaticky obal. Cytoplazma obsahuje jadra s rozptylenym
heterochromatinem, volné ribosomy, mitochondrie a malé vesikuly (Poddubnaya a
kol. 2006).

Vitelocyty
Zloutkové buriky (vitelocyty) jsou vytvareny uvnitf vitelinnich folikuld a jsou bohaté

na zasobni latky.
Vitelocyty zastdvaji v embryogenezi tasemnic dvé dilezité funkce:

» podili se na utvareni pevného vaje¢ného obalu (Amphilinidea,
Bothriocephalidea, Caryophyllidea, Gyrocotylidea a Trypanorhyncha) nebo
jemné tenké kapsule (Cyclophyllidea, Proteocephalidea, Tetraphyllidea)

» poskytuji zasobni latky pro vyvijejici se embryo

Béhem evoluce mohla byt kazda z téchto dvou funkci redukovana nebo zesilena u
riznych skupin v zavislosti na jejich typu embryonalniho vyvoje, stupni ovoviviparity ,

a Zivotnim cyklu (Swiderski a Xylander 2000).

Vitelodukty
Vitelodukt je kanalek spojujici vitelinni folikuly. Je tvofen epitelialni sténou

pokrytou lamely a fasinkami. Kazda fasinka je ke sténé ukotvena bazalnim téliskem



a na pficném fezu ma po obvodu 9 pravidelné uspofadanych mikrotubul, stfedni par
mikrotubuld nemusi byt vzdy pfitomen (Poddubnaya a kol. 2005).

U tasemnic fadu Caryophyllidea a Spathebothriidea malé vitelinni kanalky
navzajem propojuji jednotlivé vitelinni folikuly a vytvafi dva velké lateralni kanalky.
Tyto kanalky usti do pficného kanalku, ktery se nachazi v blizkosti vaje¢niku a
zastava funkci vitelinniho rezervoaru (Mackiewicz 1972). Z vitelinniho rezervoéru
vybiha ovovitelodukt, ktery spojuje vitelinni systém Zlaz s oviduktem (Swiderski a
Mackiewicz 1976, Poddubnaya a kol. 2005a, b).

Vitelinni rezervoar

Vitelinni rezervoar se vyskytuje pouze u nékterych skupin tasemnic, napf. u
Caryophyllidea (Mackiewicz 1968), Spathebothriidea (Poddubnaya a kol. 2005),
Diphyllobothriidea (Poddubnaya 2002). Nachazi se v blizkosti vaje¢niku a vznika
spojenim velkych lateralnich kanalku. Jeho syncytialni sténa je tvofena nékolika
malymi jadry, které jsou obklopené cytoplazmou s ¢etnymi ribosomy a
mitochondriemi. Na rozdil od viteloduktl nejsou soucasti stény fasinky, ale pouze
lamely (Poddubnaya a kol. 2005). SlouZi jako zasobéarna zralych vitelocytd (Swiderski
a Xylander 2000).

1.4 Vitelogeneze u tasemnic

Ultrastrukturalni charakteristiky vitelogeneze byly dosud studovany u téchto druhu
tasemnic:
Amphilinidea — Amphilina foliacea (Xylander 1988)
Bothriocephalidea — Bothriocephalus clavibothrium, Paraechinophallus japonicus,
Triaenophorus nodulosus, (Swiderski a Mokhtar-Maamouri 1974, Levron a kol. 2007,
Korneva 2001)
Caryophyllidea — Atractolytocestus huronensis, Caryophyllaeus laticeps, Glaridacris
catostomi, Khawia armeniaca a Wenyonia virilis (Brufianska a kol. 2009, Swiderski a
kol. 2004a, Swiderski a Mackiewicz 1976, Swiderski a kol. 2004b, Swiderski a kol.
2009)
Cyclophyllidea — Catenotaenia pusilla, Inermicapsifer madagascariensis, Moniezia
expansa a Mosgovoyia ctenoides (Swiderski 1973, Swiderski a kol. 2000, Hai-Yun a
kol. 2003, Swiderski a kol. 2005)



Gyrocotylidea — Gyrocotyle urna (Xylander 1987)

Proteocephalidea — Proteocephalus longicollis, Proteocephalus percae a
Proteocephalus torulosus (Brunanska 1997, Stranska 2005)

Spathebothriidea — Cyathocephalus truncatus, Didymobothrium rudolphii a
Diplocotyle olrikii (Brufianska a kol. 2005, Poddubnaya a kol. 2006)
Tetraphyllidea — Echeneibothrium beauchampi (Mokhtar-Maamouri a Swiderski
1976)

Trypanorhyncha — Dolfusiella spinulifera, Parachristianella trygonis a Progrillotia
pastinacae (Swiderski a kol. 2006a, b, Swiderski a kol. 2007)

Poznatky o vitelogenezi tasemnic sumarizuje prace Swiderského a Xylandera
(2000). Vitelogeneze je kontinualni proces a k usnadnéni popisu je rozdélen na

nékolik fazi vyvoje vitelinnich bunék: nezralé, zrajici a zralé vitelocyty.

1.4.1 Nezralé vitelocyty

Nezralé vitelocyty jsou nediferencované buriky, pfedstavujici prekurzory zralych
vitelocytd. Umistény jsou predevsim na periférii vitelinniho folikulu. Jsou pfevazné
ovalného nebo kulovitého tvaru a dosahuji v praméru 9 pm.

Velkou ¢ast jejich bunécného prostoru zaujima velké jadro, které obsahuje
zietelné jadérko homogenniho typu a nepravidelné shluky kondenzovaného
chromatinu. U tasemnice Gyrocotyle urna se v nezralych vitelocytech jadérko
nenachazi a objevuje se az v prubéhu zrani (Xylander 1987).

Bunécné organely jsou zastoupeny nékolika mitochondriemi a ¢etnym poctem
volnych ribosomd nepravidelné roztrouSenych v cytoplazmé. V této fazi je Golgiho

aparat slabé vyvinut a pokud je pfitomen, sklada se z nékolika zplostélych vacku.

1.4.2 Zrajici vitelocyty

Tato faze maze byt jeSté rozdélena na pocate€ni a pokrocilé stadium vyvoje.
V pocate¢nim stadiu vyvoje dochazi ke zvétSeni bunécné velikosti a také ke zvétSeni
jaderného povrchu tvorbou éetnych vchlipenin jaderné membrany (Swiderski a
Xylander 2000). U nékterych druht tasemnic je zvétSeni jaderného povrchu
doprovazeno pfeménou jadérka, které se postupné stava heterogennim a oproti
jadérku v nezralych vitelocytech je nepravidelného tvaru a je sloZzeno ze sité elektron-
densniho heterochromatinu (Swiderski a Mackiewicz 1976). V cytoplazmé dochazi



k vyvoji bunéénych organel, pfedevsim Golgiho aparatu (GA) a granularniho
endoplasmatického retikula (GER) (Swiderski a Xylander 2000). GER tvofi soustava
vzajemné propojenych membranovych cisteren a kanalk. GA je tvofen podlouhlymi
vacky rtizné velikosti a vytvari tésnou vazbu na tubularni elementy GER. V této fazi
také dochazi k ukladani cytoplazmatickych inkluzi — tukovych kapének, glykogenu,
vitelinnich granuli nebo kapének obalového materialu (shell globules).

V pokrocilém stadiu vyvoje dochazi k dalSimu zvétSovani bunééné velikosti a
jaderného povrchu tvorbou €etnych vchlipenin jaderné membrany. V jaderné
membrané se nachazi ¢etné jaderné pory. Malé shluky kondenzovaného chromatinu
jsou roztrousené v periférni jaderné oblasti, asto pfiléhajici k jaderné membrané.

V cytoplazmé narlista mnoZzstvi bunéénych organel, zejména dochazi k rozvoji
paralelnich cisteren GER a GA, narulsta také poc¢et mitochondrii. Uvnitf GA vznikaji
mala sekre¢ni zrna, ktera pfedstavuji prvni stupen vyvoje kapének obalového
materialu a obsahuji bilkovinné prekurzory obalového materialu (Swiderski a
Xylander 2000).

Postupnym spojovanim kapének obalového materialu vznikaji shluky nazyvané
“shell globule clusters” a jsou typické pro vitelocyty vSech monozoickych radu
tasemnic (Amphilinidea, Gyrocotylidea a Caryophyllidea) a pro polyzoické fady
Spathebothriidea, Bothriocephalidea a Trypanorhyncha.

Postupnym spojovanim kapének vitelinniho materialu vznikaji bud heterogenni
nebo homogenni vitelinni granule. Heterogenni granule se nachazi ve vitelocytech u
tasemnic fadu Proteocephalidea — Proteocephalus longicollis, Proteocephalus
percae a Proteocephalus torulosus (Brufianska 1997, Stranska 2005). Ve
vitelocytech cyklofylidnich tasemnic se tvofi homogenni elektron-densni vitelinni
granule, napf u Hymenolepis diminuta (Swiderski a kol. 1970), velké vitelinni vacky u
Catenotaenia pusilla (Swiderski a kol. 2000), nebo jeden velky vitelinni vagek u
Inermicapsifer madagascariensis a Mosgovoyia ctenoides (Swiderski 1973,
Swiderski a kol. 2005).

U vSech studovanych tasemnic se nejdfive vytvari obalovy nebo vitelinni protein a
potom néasleduje syntéza a ukladani glykogenu a tukovych kapének (Swiderski a
Xylander 2000).



1.4.3 Zralé vitelocyty

Zralé vitelocyty jsou pIné diferencované bunky, které predstavuji holokrinni typ
sekrece, kdy cela bunka je vylou€¢ena se vSemi svymi sekre¢nimi produkty
vytvofenymi a uloZzenymi ve své cytoplazmé.

Jédra zralych vitelocytd maji vétSinou rozptyleny heterochromatin a velké jadérko.
Pokud je pfitomno GER, je tato organela redukovana ve velikosti a omezena na
perinuklearni oblast nebo bunéénou periférii. Cytoplazma je vyplnéna rdznym
mnozstvim a typem bunéénych inkluzi — tukovych kapének, glykogenu a vitelinniho
materiélu. Vitelinni materidl maze byt ukladan ve formé homogennich nebo
heterogennich vitelinnich granuli, velkych vitelinnich vackl nebo kapének obalového
materialu (shell globules).

Zralé vitelinni buriky se uvolfuji z folikult do viteloduktl a putuji smérem k ootypu,

kde se podili na formovani vaji¢ka a jeho vajeéného obalu.

1.5 Srovnani zralych vitelocyt 0 — cytoplazmatické inkluze

V této fazi vitelogeneze se vitelocyty zastupcu jednotlivych taxonomickych skupin
tasemnic od sebe nejvice odliSuji. Rozdily jsou pfedevsim v typu, mnoZstvi a
chemické povaze cytoplazmatickych inkluzi, tedy vitelinniho materialu, glykogenu a

tukovych kapének.

1.5.1 Vitelinni material

Vitelinni material se u tasemnic vyskytuje v nékolika formach a mize vytvaret:

» shluky kapének obalového materialu (“shell globule clusters®): Gyrocotylidea —
Gyrocotyle urna (Xylander 1987), Amphilinidea — Amphilina foliacea (Xylander,
1988), Bothriocephalidea (Swiderski a Mokhtar-Maamouri 1974, Korneva 2001,
Levron a kol. 2007), Caryophyllidea (Swiderski a Mackiewicz 1976, Swiderski
a kol. a,b, Brutianska a kol. 2009, Swiderski a kol. 2009), Spathebothriidea
(Brunanské a kol. 2005, Poddubnaya a kol. 2006),

> velké mnozstvi granuli heterogenniho typu, které maji elektron-densni matrix
s malymi kulovitymi oblastmi nizké hustoty — Proteocephalidea (Brunanska
1997, Stranska 2005)

» nékolik velkych vitelinnich granuli homogenniho typu u Cyclophyllidea
Hymenolepis diminuta (Swiderski a Xylander 2000)
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> tfi velké vitelinni vagky u Cyclophyllidea — Catenotaenia pusilla (Swiderski a
kol. 2000)

> jeden velky vitelinni va¢ek u Cyclophyllidea Inermicapsifer madagascariensis,
Moniezia expansa a Mosgovoyia ctenoides (Swiderski 1973, Hai-Yun a kol.
2003, Swiderski a kol. 2005)

“Shell globule clusters*

Membranou obklopené shluky kapének obalového materialu, typické pro vitelocyty
u zastupcu fadl Gyrocotylidea, Amphilinidea, Caryophyllidea, Bothriocephalidea,
Spathebothriidea a Trypanorhyncha jsou slozeny z rizného poctu jednotlivych
kapének obalového materialu (Swiderski a Xylander 2000). Usporadani kapének
obalového materialu (shell globules) je dvojiho typu: bud jsou tyto komponenty tésné
vedle sebe a tvofi kompaktni struktury, napf. u Spathebothriidea — Cyathocephalus
truncatus, Didymobothrium rudolphii (Brunanska a kol. 2005, Poddubnaya a kol.
2006), nebo jsou shell globule volné uloZené ve svétlé (elektron-lucent) matrix jako u
Gyrocotylidea — Gyrocotyle urna (Xylander 1987), Amphilinidea — Amphilina foliacea
(Xylander 1988), Spathebothriidea - Diplocotyle olrikii (Bruhanska a kol. 2005),
Bothriocephalidea — Bothriocephalus clavibothrium, Paraechinophallus japonicus,
Triaenophorus nodulosus (Swiderski a Mokhtar-Maamouri 1974, Levron a kol. 2007,
Korneva 2001)

Granule heterogenniho typu

Jsou typické pro zralé vitelocyty Proteocephalidea (Brufianska 1997, Stranska
2005). Byly pozorovany tfi stadia formovani téchto granuli. Prvni stadium je
charakterizovano drobnymi sekre¢nimi granuly ve vaccich GA. Ty se postupné
zvétsuji ve vice densni obalové kapénky, které predstavuji druhé vyvojoveé stadium.
Treti stadium je tvofeno kapénkami obalového materialu definitivniho tvaru a velikosti.
Je tvoreno elektron-densni matrix, drobnymi elektron-svétlymi vesikuly rizné velikosti

a jednim ¢&i vice densnimi jadry.

Vitelinni vacky

Tyto vacky se nachazi ve zralych vitelocytech tasemnic fadu Tetraphyllidea a
Cyclophyllidea. Stejné jako u “shell globule” zacina jejich tvorba ve formé sekrecnich

zrn v Golgiho aparatu. ZvétSovanim a postupnym spojovanim vznikaji densni vitelinni
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granule. V pokrocilém stadiu zrani se jednotlivé vitelinni granule spojuji do rGzného

podtu vitelinnich vagka (Swiderski a kol. 2005).

1.5.2 Glykogen ( a a 3 forma)

Glykogen se ve zrajicich vitelocytech vytvéaFi nejdfive ve formé 3 Eastic o primeéru
20-30nm. Tmave zbarvené glykogenové castice jsou snadno rozlisSitelné od mensich,
méné zbarvenych ribosomu, zejména pfi pouziti Thiéryho metody, specifického testu
pro dukaz glykogenu.

Velmi malé mnoZstvi glykogenu v cytoplazmé bylo pozorovano u Gyrocotylidea a
Amphilinidea (Xylander 1987,1988), ale také Tetraphyllidea (Mokhtar-Maamouri a
Swiderski 1976).

Velké mnozZstvi glykogenu bylo zaznamenano v cytoplazmé zralych vitelocytu
tasemnic z fadu Spathebothriidea — Cyathocephalus truncatus, Diplocotyle olrikii a
Didymobothrium rudolphii (Brufianska a kol. 2005, Poddubnaya a kol. 2006).

U Bothriocephalidea Bothriocephalus clavibothrium (Swiderski a Mokhtar-
Maamouri 1974) je mnozstvi glykogenu pfiblizné stejné jako mnozstvi lipidd. U
Proteocephalidea Proteocephalus longicollis (Swiderski a kol. 1978) se nachazi
stfedni mnozstvi glykogenu, ktery se vyskytuje pouze ve formé 3 ¢astic.

U Cyclophyllidea Mosgovoiya ctenoides a Catenotaenia pusilla (Swiderski a kol.

2005, Swiderski a kol. 1782) nebyl nalezen Zadny glykogen.

1.5.3 Lipidy (nenasycené a nasycené mastné kyseliny )

Malé tukové kapénky jsou obecné vysoce elektron-densni a osmiofilni
(nenasycengé) a na elektronogramech jsou ¢erné. Velké tukove kapénky, ¢asté ve
zralych vitelocytech, jsou velmi malo osmiofilni a obsahuji tedy vysoky podil
nasycenych mastnych kyselin. Na elektronogramech jsou svétlé barvy (Swiderski a
Xylander 2000). K syntéze lipidt dochazi v endoplazmatickém retikulu (Poddubnaya
a kol. 2006).

Mnozstvi a sloZeni lipidd ve zralych vitelocytech se mezi skupinami tasemnic velmi
liSi. NejvétSi mnozZstvi lipidd bylo popsano u Tetraphyllidea — Echeneibothrium
beauchampi (Mokhtar-Maamouri a Swiderski 1976), kde k ukladani lipida dochazelo
nejen v cytoplazmé, ale také v jadfe zralych vitelocytl. Ukladani lipida v jadre je
velmi vzacné a dale bylo pozorovano u spathebothriidnich zastupct druh(

Cyathocephalus truncatus a Didymobothrium rudolphii (Brunanskéa a kol. 2005,
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Poddubnaya a kol. 2006). Zralé vitelocyty Gyrocotylidea a Amphilinidea (Xylander
1987, 1988) obsahuji v cytoplazmé velké mnozstvi lipidu, ale témér Zadny glykogen.
Velké mnoZstvi tukovych kapének bylo také pozorovano ve vitelocytech
Trypanorhyncha (Swiderski a kol. 2006a,b, Swiderski a kol. 2007). U Cyclophyllidea
(Swiderski a kol. 2005) se tukové kapénky nevytvareji.

Svétlé (elektron-lucentni) tukové kapénky se nachazeji v cytoplazmé Amphilinidea
a Gyrocotylidea (Xylander 1987, 1988), Spathebothriidea — Cyathocephalus
truncatus a Didymobothrium rudolphii (Brufiansk& a kol. 2005, Poddubnaya a kol.
2006), Bothriocephalidea — Bothriocephalus clavibothrium (Swiderski a Mokhtar-
Maamouri 1974), Tetraphyllidea — Echeneibothrium beauchampi (Mokhtar-Maamouri
a Swiderski 1976), Trypanorhyncha — Parachristianella trygonis a Progrillotia
pastinacae (Swiderski a kol 2007, Swiderski a kol. 2006b), Proteocephalidea —
Proteocephalus longicollis, P. percae a P. torulosus (Brufianska 1997, Stranska
2005).

Tmavé (elektron-densni) tukové kapénky jsou typické pro Trypanorhyncha —
Dolfusiella spinulifera (Swiderski a kol. 2006), Spathebothriidea — Diplocotyle olrikii
(Brunanské a kol. 2005), Bothriocephalidea — Paraechinophallus japonicus (Levron a
kol. 2007). Z tohoto seznamu vyplyva, Ze sloZeni lipidd, tedy to zda se skladaji
z vySSiho podilu nasycenych nebo nenasycenych mastnych kyselin, se muze
odliSovat i mezi jednotlivymi ¢eledémi jednoho fadu. Otazkou zlstava, jaké faktory
ovliviuiji, ktery typ lipidl se bude syntetizovat, jaky to ma funkéni vyznam a jakou roli
by to mohlo hrét v posuzovani evoluénich vztah( (Swiderski a kol. 2006b).

Lipidy slouzi pfedevsim jako energetick& rezerva pro vyvijejici se embryo.

1.6 Vitelogeneze u Caryophyllidea

Vitelogeneze byla dosud studovana u péti druht fadu Caryophyllidea:
Celed: Caryophyllaeidae — Caryophyllaeus laticeps, Glaridacris catostomi a
Wenyonia virilis (Swiderski a kol. 2004a , Swiderski a Mackiewicz 1976, Swiderski a
kol. 2009)
Celed: Lytocestidae — Atractolytocestus huronensis a Khawia armeniaca
(Brufianska a kol. 2009, Swiderski a kol. 2004b),
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Vyvoj vitelinnich bunék probiha u Caryophyllidea v zasadé zpisobem jak bylo
popsano v prfedchozi kapitole. Rozdily jsou pfedevsim v mnozZstvi a typu
cytoplazmatickych inkluzi.

Glykogen a ,jaderna vakuola“

Pro tento fad je charakteristicka tvorba velkého mnozstvi glykogenu, ktery se
syntetizuje a uklada nejen v cytoplazmé, ale takeé v jadre zrajicich a zralych vitelocytd.
U Caryophyllidea se glykogen také objevuje nejdfive ve formeé (3 ¢astic. Jejich
mnozZstvi rychle stoupa zranim bunék. V cytoplazmé a nukleoplazmé se tyto ¢astice
nachazeji bud jednotlivé roztrousené nebo tvofi vétsi shluky oznacované jako a-
gastice nebo rozety glykogenu, které tvori jakési ,ostrivky” (Swiderski a Mackiewicz
1976, Swiderski a kol. 2004, Brurianska a kol. 2009). Velikost a poget
~glykogenovych ostrivkd“ se v prabéhu vitelogeneze postupné zvétSuje. Pro
Caryophyllidea je typické, Ze k ukladani glykogenu dochéazi nejen v cytoplazmé, ale
také v jadre (Swiderski a Macliewicz 1976, Swiderski a kol. 2004a,b, Brufianskéa a kol.
2009).

V jadre se nukleoplazma uvnitf ,glykogenovych ostrivk(“ rozpada a dochazi ke
splyvani jednotlivych glykogenovych oblasti dohromady a ke vzniku tzv. jaderné
vakuoly (Swiderski a Mackiewicz 1976). Tato vakuola vyplfiuje vétsinu vnitiniho
prostoru jadra a vytlauje jadérko a chromatin do periférnich oblasti pfiléhajicich
k jaderné membrané. Je typicka pouze pro vitelocyty karyofylidnich tasemnic a u
jinych Fadu nebyla nalezena (Mackiewicz 1981).

Objev a vyznam ,jaderné vakuoly" jako zasobarny glykogenu byl poprvé popsan
Ortner-Schénbach (1913). ,Jaderna vakuola“ byla nalezena u 50 druhu
Caryophyllidea, a proto se predpoklada, ze je to charakteristicky znak pro celou
skupinu (Mackiewicz 2003). U karyofylidnich tasemnic nedochazi k ukladani lipidQ
v cytoplazmé ani v jadfe a glykogenova vakuola tak nahrazuje jejich funkci jako
zasobni rezerva pro vyvijejici se vajicko (Mackiewicz 1981). ,Jaderna vakuola“ se
nenachazi u Wenyonia virilis (Swiderski a kol. 2009). V nukleoplazmé zralych
vitelocytl této tasemnice jsou glykogenové a a 3 ¢astice ndhodné roztrouSené a na
nékterych mistech vytvafi velmi malé ,glykogenové ostrivky“. Také celkové mnozstvi
glykogenu v jadre, ale také v cytoplazmé je menSi nez u ostatnich studovanych
druht Caryophyllidea (Swiderski a kol. 2009). Podle souéasnych kladistickych analyz

tvofi tato tasemnice sesterskou skupinu s primitivnimi tasemnicemi
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fadu Gyrocotylidea spiSe nez s monofyletickou skupinou Caryophyllidea (Oros a kol.
2008).

Ukladani glykogenu v jadfe je vysvétlovano tim, Ze je to adaptace na nedostatek
kysliku v prostfedi (blato, pisek), kde se vyskytuji jejich mezihostitelé (vodni
krouzkovci). Tyto podminky vyZaduji glykogen jako zdroj energie, nebot lipidy zfejmé
nemohou byt v t&chto podminkéach vyuzity (Swiderski a kol. 2000).

PFitomnost glykogenu v jadfe bunék obratlovcl a bezobratlych je vzacna a
objevuje se pouze v patologickych burikach, napf. v lidskych jaternich burikach pfi

cukrovce a v Ehrlichové tumoru (Swiderski a kol. 2004a).

Lipidy

U Caryophyllidea nebyly dosud tukové kapénky pozorovany, a to ani v cytoplazmé
ani v jadie (Mackiewicz 1968, Swiderski a Mackiewicz 1976, Poddubnaya a kol. 2003,
Swiderski a kol. 2004, Brufianska a kol. 2009, Swiderski a kol. 2009).

Vitelinni material

Vitelinni material se tvofi ve formé kapének obalového materialu (shell globules).
Jejich postupnym zvétSovanim a spojovanim vznikaji tzv. “shell globule
clusters” (shluky kapének obalového materialu) a u Caryophyllidea se vyskytuji oba
typy téchto struktur. Kapénky obalového materialu tvofici kompaktni struktury byly
pozorovany u Wenyonia virilis (Swiderski a kol. 2009), kapénky uloZené volné ve
svétlé matrix byly nalezeny u Archigetes sieboldi, Glaridacris catostomi a Khawia
armeniaca (Poddubnaya a kol. 2003, Swiderski a Mackiewicz 1976, Poddubnaya a
kol. 2003, Swiderski a kol. 2004b). U Atractolytocesus huronensis (Brufianska a kol

2009) se vyskytuji oba typy.
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Predkladana magisterska prace navazuje na moji bakalarskou praci s nazvem
Vitelocyty karyofylidnich tasemnic (2007), kde byla studovana vitelogeneze
Atractolytocestus huronensis (Celed Lytocestidae). Vysledky bakalarské prace byly
publikované v mezinarodnim ¢asopisu Parasitology Research (Brunanska a kol.
2009). V ramci Caryophyllidea byly poprvé zjistény lamelarni granule ve vitelocytech
A. huronensis. Tyto struktury byly popsany pouze u tasemnic fadu Spathebothriidea,
a u nékterych Monogenea (Halton a kol. 1974) a Digenea (Irwin a Threadgold 1970,
Colhoun a kol. 1998). Pfedpoklada se jejich u€ast v embryogenezi. Jenom dalSi
detailni studie vitelogeneze dalSich karyofylidu a pfibuznych druh by mohly
poskytnout dalSi potfebné Udaje pro analyzu vztahd nizSich tasemnic, které zustavaji

neosvétlené.
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2 Cile prace

Hlavnim cilem prace bylo prozkoumat, popsat a porovnat pribéh vitelogeneze u
zastupcu dvou ¢eledi fadu Caryophyllidea: Caryophyllaeus laticeps (Caryophyllidea:
Caryophyllaeidae) a Khawia sinensis (Caryophyllidea: Lytocestidae)

Dil¢i cile:

|. Aktualizovat prehled dostupné literatury o vitelocytech tasemnic.

Il. Pomoci svételné mikroskopie zjistit lokalizaci a morfologii vitelinnich bunék

vybranych karyofylidnich tasemnic.

lll. Elektronmikroskopicky prostudovat vitelocyty a jejich vyvoj.

IV.Cytochemicky zjistit pfitomnost glykogenu ve vitelocytech.

V. Zjisténé poznatky porovnat s dostupnymi udaji u jinych druh( tasemnic s cilem

zZjistit specifika vitelogeneze u Caryophyllidea.
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3 Material a metody

3.1 Material

Caryophyllaeus laticeps (Pallas, 1781)

Dospéli jedinci C.laticeps byli izolovani pitvou ze stfeva hostitele Abramis brama
z vodni nadrZze Rybinsk (Rusko, Yaroslaviska provincie). Material poskytla L.G.
Poddubnaya v r. 2001.

Khawia sinensis Hsu, 1935
Dospéli jedinci K. sinensis byli ziskani pitvou ze stfeva hostitele Cyprinus carpio
z rybniku Bosilec (Ceska Republika, Tfebon) v r. 2003. Tasemnice nasbirali dr.

Brurianska a prof. Swiderski s technickou pomoci Ing. B. Skorikové.

3.2 Metody

3.2.1 Zpracovani materialu pro sv ételny a transmisni elektronovy mikroskop

Tasemnice K. sinensis byly fixovany 2,5% roztokem glutaraldehydu v 0,1M
kakodylatovém pufru (pH 7,2) a dospéli jedinci C.laticeps byli fixovani 3% roztokem
glutaraldehydu v 0,1M kakodylatovém pufru (pH 7,4) po dobu 3 hodin pfi 4C. Poté
byli jedinci rozdéleni pfiénymi fezy na malé ¢asti. DalSi postupy byly u obou druhu
tasemnic stejné. Material byl dofixovan po dobu 12h pfi 4T a poté byly vzorky
proplachnuty ve vypiracim roztoku (0,1M kakodylatovy pufr, tfikrat po 15 minutach).
Pro postfixaci byl pouZit 1% roztok oxidu osmic¢elého v kakodylatovém pufru po dobu
2 hodin pfi pokojové teploté. Opét nasledovalo proplachnuti ve vypiracim roztoku
(0,1M kakodylatovy pufr, tfikrat po 15 minutach). Poté byly vzorky odvodnény
vzestupnou acetonovou fadou (vzorek prochazi fadou roztokd o stoupajici
koncentraci — 30, 50, 70, 90, 95 a 100%). Nasledovala infiltrace, pfi které byly vzorky
prosyceny smési pryskyfice Spurr a acetonu v pripadé K. sinensis a smési pryskyfice
Araldite a acetonu u C. laticeps (pryskyfice + aceton v poméru 1:2, 1:1, 2:1 vzdy po
jedné hoding€) a umistény do exsikatoru (24 hodin). Nakonec byly vzorky zality €istou
pryskyfici Spurr/Araldite do silikonovych forem s otvory ve tvaru blo¢ku. Material byl
polymerovan pfi 60 po dobu 48 hodin.

18



Takto pripravené bloCky byly nejprve krajeny na polotenké fezy pro svételnou

mikroskopii a poté na ultratenké pro elektronovou mikroskopii.

3.2.2 Priprava a barveni polotenkych fezl

Polotenké fezy byly krajeny pomoci sklenéného noze na ultramikrotomu LKB
Bromma 8800. Rezy byly barveny toluidinovou mod¥i (1% roztok tetraboritanu
sodného a 1% roztok toluidinové modfi v poméru 1:1) po dobu 30 s na podloznich
sklickach ohfatych na histologické plotynce na teplotu 70-90<C. Poté byly nabarvené

fezy oplachnuty destilovanou vodou.

3.2.3 Priprava a kontrastovani ultratenkych  fezu

Ultratenké fezy (tloustka 60—90 nm) byly krajeny diamantovym nozem na
ultramikrotomu LKB Bromma 8800 a sbhirdny na médéné nebo zlaté sitky (Thiéryho
metoda).

Rezy na sitkach byly nejprve kontrastovany octanem uranylu a nasledné citratem
olova podle Reynoldse (1963). Na kontrastovani se pouzily Petriho misky s kouskem
parafilmu, na ktery se injekéni stfikackou s jednordzovym filtrem (0,45 pm) nanesly
kapky kontrastovaciho €inidla, roztoku uranyl acetatu. Na kapky se pomoci pinzety
prenesly sitky, orientované fezy dold, a po 15 minutach se sitky oplachly 30%
etanolem a osusily se pfiloZzenim filtracniho papiru.

Poté nasledovalo kontrastovani citratem olova. Toto kontrastovaci €inidlo reaguje
se vzdusnym CO0,, proto je nutné v Petriho misce minimalizovat kontakt roztoku olova
s vzduchem, ¢ehoz se docili pfidanim peci¢ek NaOH zalitych vodou. Na kapky
roztoku olova byly opét polozZeny sitky a po 20 minutach byly oplachnuty

destilovanou vodou a osuseny filtracnim papirem.

3.2.4 Thiéryho metoda prod ukaz glykogenu

Ultratenké fezy na zlatych sitkach byly 20 minut oxidovany 1% roztokem kyseliny
perjodové (HCIO,) v destilované vodé. Poté byly sitky dvakrat oplachnuty
destilovanou vodou a ponechany postupné, vzdy po 10 minutach, ve tfech laznich
destilované vody. Nésledné byly sitky poloZeny fezy dolu na kapky 1%
thiosemicarbazidu (CHgN3S) rozpusténého v 10% kyseliné octové (CH3;COOH) (po
dobu 24 hodin). Nasledovalo oplachnuti v nékolika laznich 10% kyseliny octové a

nékolika laznich destilované vody. Sitky potom byly na 30 minut poloZzeny na kapky
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1% roztoku protargolu v destilované vodé a umisténé na dné tmaveé krabicky.

Nakonec byly sitky oplachnuty destilovanou vodou a usuSeny na filtraénim papife.

Polotenké fezy byly prohlizeny svételnym mikroskopem Olympus CX 41 a snimky
pofizeny digitalnim fotoaparatem s pouzitim programu QuickPHOTO Pro 1.2.

Ultratenké fezy byly prohlizeny pomoci transmisniho elektronového mikroskopu
JEOL 1010 pfi urychlovacim napéti 80 kV. Snimky byly pofizeny pomoci kamery
Mega View (Soft Imaging System) a poté upraveny v programech Adobe Photoshop
CS3 a CorelDRAW 12.
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4 Vysledky

4.1 Caryophyllaeus laticeps (Pallas, 1781)(Caryophyllaeidae)

Vitelaria C. laticeps se skladaji z velkého poctu vitelinnich folikuld kulatého nebo
ovalného tvaru a razné velikosti (obr. 1). Nachéazi se v lateralnich pasech
v medularnim parenchymu. Kazdy vitelinni folikul (obr. 2, 3) je obalen
cytoplasmatickym pouzdrem. Obsahuje vitelinni buriky a intersticialni tkan (obr. 3),
kterd svymi vybézky obklopuje jednotlivé vitelinni buriky. Vitelinni burniky se ve
folikulech vyskytuji v riznych stadiich vyvoje — nezralé, zrajici a zralé vitelocyty
(obr. 3). Nezralé vitelocyty se objevuji pfedevsim na okraji folikulu, zatimco

pokrocilejSi stadia zrani jsou blize stfedu (obr. 3).

4.1.1 Nezralé vitelocyty

Nezralé vitelocyty (obr. 4) jsou nediferencované buriky gonialniho typu, které
predstavuji prekurzory zralych vitelocytl. Vykazuji vysoky nukleo-cytoplazmaticky
pomér. VétSinou jsou nepravidelného tvaru a v priméru dosahuji velikosti 8—-9 um.
Velké jadro kulovitého nebo ovalného tvaru (5 -7 um) je umisténo ve stfedu buriky a
obsahuje zfetelné kulovité elektron-densni jadérko a nepravidelné shluky
kondenzovaného chromatinu v nukleoplazmé. Bunééné organely jsou v cytoplazmé

zastoupeny nékolika mitochondriemi a velkym mnozstvim volnych ribosom.

4.1.2 Zrajici vitelocyty

V této fazi dochazi jak ke zvétSovani jadra, tak ke zvétSovani objemu celé burky
(obr. 5). V celé cytoplazmé se nachazi velké mnozstvi kanalkl endoplazmatického
retikula, na jehoZz pfitomnosti je zavisla tvorba kapének obalového materialu.

V blizkosti Golgiho aparatu se objevuji svétlé vesikuly, v nichZz se nachazeji mala
sekrec€ni zrna, ktera predstavuji pocatecni formu elektron-densnich kapének
obalového materialu (obr. 6). Tato sekreéni zrna se zvétSuji a vznikaji tak tzv. “shell
globules” (kapénky obalového materialu). Postupnym spojovanim shell globules
vznikaji tzv. “shell globules cluster” typické zejména pro zralé vitelocyty (obr. 7).
Pfevazné po obvodu vitelocytu se nachazeji mitochondrie. V blizkosti GER byly

nalezeny tukove kapénky svétlé barvy (obr. 8).
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V tomto stadiu také dochazi k ukladani glykogenu v cytoplazmé a jadre v podobé
a-rozet glykogenu, coz bylo prokazano Thiéryho metodou (obr. 9). Glykogen je
tmavé zbarven a odliSuje se tim od svétle zbarvenych ribosomu. Glykogenové
castice nejdfive vytvafi malé shluky, které se postupné zvétSuji a spojuji do vétSich
gykogenovych oblasti. Ve zralém vitelocytu potom zabiraji vétSinu prostoru

cytoplazmy a jadra.

4.1.3 Zralé vitelocyty

Zralé vitelocyty (obr. 10) jsou velké pIné diferencované buriky, jejichz jadro je
zcela vyplnéno glykogenem. ZvétSovanim mnozstvi glykogenu v jadfe dochazi
k vytlaovani jadérka do okrajové ¢asti jadra (obr. 11). Glykogen se také ve velkém
mnozstvi uklada v cytoplazmé. V cytoplazmé jsou bunécné organely zastoupeny
endoplazmatickym retikulem, které je koncentrovano v blizkosti perinuklearni oblasti
a na okrajich vitelinni burniky. V okrajovych ¢astech cytoplazmy se také nachazi
predevsim “shell globule clusters®, které jsou tvofeny velkym mnoZstvim (10-39) shell
globules, ale miZzeme zde vidét i nové vznikajici a jednotlivé “shell
globules® v blizkosti GA a GER. “Shell globules” k sobé tésné pfiléhaji, proto ve
shluku nejsou mezi jednotlivymi kapénkami svétlé prostory a “shell globule
cluster” vytvari kompaktni strukturu. V nékterych zralych vitelocytech bylo
pozorovano malé mnozstvi tukovych kapének (obr. 12). Tukové kapénky byly svétlé
barvy, obsahuji tedy nenasycené mastné kyseliny. U nékterych zralych vitelocytl ve
folikulech dochazi k rozpadu jadra (obr. 13).

4.1.4 Vitelodukt

V epitelialni sténé viteloduktu jsou svym bazalnim téliskem zakotveny ¢etné cilie,
které vybihaji do lumen viteloduktu (obr. 14). Na pficném Fezu bazalni ¢asti cilie je 9
paru pravidelné usporadanych mikrotubul, ve stfedové ¢asti chybi centralni par
mikrotubuld. V cytoplazmé stény jsou Cetné kulaté méchyrky (obr. 14). Zraly vitelocyt
ve viteloduktu nem4 jadro a cytoplazma je bohata na cytoplazmatické inkluze —
glykogen a “shell globule clusters® (obr. 15).
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Obr. 1: Priény fez C. laticeps. Snimek zachycuje vitelinni folikuly (VF) lokalizované v medularnim
parenchymu (P). (méfitko: 100 um)
Obr. 2: Vitelinni folikul s vitelinnimi bunkami (VB). (méfitko: 100 um)

Obr. 3: Cast vitelinniho folikulu s vitelocyty v riizném stadiu vyvoje. | nezrala, Il zrajici, Il zrala burika.

Mezi vitelocyty se nachéazi vybézky intersticialni tkané (It). (méfitko: 10 pm)
Obr. 4: Nezrala bunka s velkym jadrem (N) a kulovitym densnim jadérkem (Nu). Bunécné organely

jsou v cytoplazmé zastoupeny mitochondriemi (m) a ribosomy (r) (méfitko: 2 um)
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Obr. 5: Zrajici vitelinni bunka C. laticeps. Cytoplazma obsahuje endoplazmatické retikulum (GER),
mitochondrie (m) a kapénky obalového materialu (SG a SGC). V jadfe a cytoplazmé se zacina
syntetizovat a ukladat glykogen (g). Nu — jadérko (méFitko: 2 um)

Obr. 6: Tvorba kapének obalového materialu (SG) zacina ve formé svétlych sekrecnich zrn (S2)

v Golgiho aparéatu (GA). (méfitko: 1 pm)

Obr. 7: Postupnym zvétSovanim a spojovanim kapének obalového materialu (SG) vznikaji ,shell
globule clusters* (SGC). GER — endoplazmatické retikulum (méFitko: 2 pm)

Obr. 8: V blizkosti endoplazmatického retikula (GER) byly nalezeny tukové kapénky (TK).

g — glykogen, m — mitochondrie, SGC — shluky kapének obalového materialu (méfitko: 2 um)

v v

Obr. 9: Pritomnost glykogenu (g) potvrzena Thiéryho metodou. (méfitko: 200 nm)
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Obr. 10: Zraly vitelocyt C. laticeps. Jadro a cytoplazma vypInéna glykogenem (g). V cytoplazmé se
nachazi predevsim “shell globule clusters* (SGC), ale stale dochazi i ke tvorbé jednotlivych kapének
obalového materialu (SG). Endoplazmatické retikulum (GER) je omezeno na perinuklearni oblast a
bunécénou periférii. N — jadro (méFitko: 5 pm)

Obr. 11: Cést zralého vitelocytu. ZvétSovanim mnoZstvi glykogenu (g) v jadfe vznika ,jaderna
vakuola“. Jadérko (Nu) je vytlatovano k jaderné membrané. GER — endoplazmatické retikulum,

m — mitochondrie, N — jadro, SG — kapénky obalového materialu, SGC — shluky kapének obalového
materialu (méfitko: 5 um)

Obr. 12: V cytoplazmé zralého vitelocytu se vyskytuji tukové kapénky (TK). g — glykogen,

v v

SGC - shluky kapének obalového materialu (méfitko: 1 um)
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Obr. 13: Zraly vitelocyt C. laticeps z viteloduktu, zde dochazi k rozruSovani jadra (N) vitelinni bunky.
GER - endoplazmatické retikulum, g — glykogen, SGC - shluky kapének obalového materialu
(méfFitko: 5 um)

Obr. 14: Epitelialni sténa (ES) viteloduktu je pokryta ciliemi (C). Na pficném fezu apikalni ¢asti cilie
(C) se po obvodu nachazi 9 part mikrotubuld. (méfitko: 1 pum)

Obr. 15: Zraly vitelocyt ve viteloduktu. Cytoplazma vyplnéna glykogenem (g) a “shell globule

clusters” (SGC). ES — epitelialni sténa viteloduktu (méfitko: 5 um)
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4.2 Khawia sinensis Hsu, 1935 (Lytocestidae)

Vitelarium K. sinensis je tvoreno folikuly umisténymi v podélnych lateralnich
pasech v kortikalnim parenchymu (obr. 16). Vitelinni folikuly (obr. 17) jsou ovalného,
kulovitého nebo nepravidelného tvaru. Kazdy vitelinni folikul je obklopen
cytoplazmatickym pouzdrem (obr. 18) a je sloZen z vitelinnich bunék rizného stadia
vyvoje od nezralych, zrajicich az po zralé (obr. 19). Nezralé bunky se nachazeji
predevsim na okraji folikuly, zatimco zralé jsou bliZze jeho stfedu.

Kromé vitelinnich bunék se ve vitelinnim folikulu nachazi intersticialni tkan (obr.
20). Svymi vybézky obklopuje jednotlivé vitelinni buriky (obr. 20) a obsahuje velka
jadra (obr. 21).

4.2.1 Nezralé vitelocyty

Nezralé vitelocyty (obr. 22) dosahuji v priméru velikosti 7-9 um, jsou
nepravidelného tvaru a predstavuji nediferencované buriky, které jsou prekurzory
zralych vitelocytu. Velké, centralné umisténé jadro o velikosti 57 um obsahuje
zietelné kulovité jadérko a densni shluky heterochromatinu. Cytoplazma obsahuje
nékolik mitochondrii a ¢etné volné ribosomy. Endoplazmatické retikulum a Golgiho

aparat nebyly v tomto stadiu pozorovany.

4.2.2 Zrajici vitelocyty

V pocéate¢nim stadiu zrani (obr. 23) dochazi ke zvétSovéani jaderného povrchu
tvorbou Eetnych vchlipenin jaderné membrany. V jadre jsou nepravidelné shluky
kondenzovaného chromatinu, roztrousené zejména v periférni oblasti jadra a ¢asto
priléhaji k jaderné membrané. V cytoplazmé se zacinaji objevovat podlouhlé kanalky
granularniho endoplazmatického retikula (obr. 24) a malé vacky Golgiho aparatu (obr.
24). Golgiho aparéat produkuje malé svétlé vesikuly (obr. 24), ve kterych se nachazi
sekrec€ni zrna. Tato zrna jsou prekurzory kapének obalového materialu. V této fazi
vyvoje jiz mazeme vidét jak jednotlivé kapénky obalového materialu (shell globules —
obr. 25) tak par shlukd kapének obalového materialu (“shell globule clusters“— obr.
25), které vznikaji zvétSovanim a postupnym spojovanim kapének obalového

materialu.
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V pokrocilejSim stadiu vyvoje (obr. 26) dochazi k dalSimu zvétSovani jaderného
povrchu a také ke zvétSovani velikosti celé vitelinni bufiky. Uvnitf cytoplazmy narlista
pocet bunécénych organel (GER a GA) potfebnych k tvorbé kapének obalového
materialu. Jednotlivé kapénky obalového materialu se zvétSuji a shlukuji a vytvari
Utvary nazyvaneé “shell globule clusters®, které pfedstavuji posledni stadium tvorby
obalového materialu. “Shell globule clusters” jsou tvofeny jednotlivymi, tésné na sobé
priléhajicimi shell globules a skladaji se z 5-13 globuli.

Béhem zrani dochazi také ke tvorbé a ukladani glykogenu v cytoplazmé a jadre
(obr. 27). Pfitomnost glykogenu byla ovéfena Thiéryho metodou (obr. 28). Glykogen
se od ribosomu snadno odliSi podle tmavého zbarveni. Tukové kapénky nebyly

pozorovany.

4.2.3 Zralé vitelocyty

Zralé vitelocyty (obr. 29, 30, 31) jsou ovalného nebo kulovitého tvaru a predstavuji
piné diferencované buriky. Zrala Zloutkova bunka v priméru dosahuje velikosti 17 um
a jeji jadro méfi az 10 um. Jadro zralého vitelocytu je zcela vypinéno jadernym
glykogenem, ktery vytlacuje jadérko do periférni oblasti pfiléhajici k jaderné
membrané (obr. 29). Také cytoplazma obsahuje velké mnoZstvi syntetizovaného
glykogenu.

Endoplazmatickeé retikulum je redukovano ve velikosti a je koncentrovano na
perinuklearni oblast nebo buné&nou periférii. Pro cytoplazmu zralych vitelocytd jsou
typické “shell globule clusters®, ale mizeme zde nalézt i jednotlivé kapénky
obalového materialu riznych velikosti (obr. 30). U nékterych zralych vitelocytd

dochazelo postupné k rozruSovani jadra téchto bunék (obr. 31).

4.2.4 Vitelodukt

Vitelodukt je kanalek spojujici vitelinni folikuly. Epitelialni sténa (obr. 32)
viteloduktu je pokryta ciliemi, které jsou ke sténé ukotveny bazalnim t&liskem (obr.
32). Na pficném fezu bazalni ¢asti mé cilie 9 paru pravidelné usporadanych
mikotubul, zatimco v apikalni ¢asti neni pfitomen centralni par mikrotubult (obr. 33).

Cilie vybihaji do lumen viteloduktu.
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Ve viteloduktu byl pozorovan zraly vitelocyt (obr. 34). Tento vitelocyt nemél jadro.
Jeho cytoplazma obsahuje glykogen a kapénky obalového materialu. Nachazeji se
zde také lamelarni granule (obr. 35). Tyto struktury maji spiralovité usporadani.

4.2.5 Vitelinni rezervoar

Vitelinni rezervoar (obr. 36) je ohranien epitelialni sténou (obr. 37) a nachazi se
v ném velké mnozZstvi zralych vitelocytd. Jeho syncytialni st€na neni pokryta
fasinkami, jak je patrné z obr. 37. U nékterych vitelocytu se nachazi jadra, zatimco u
jinych uz doslo k jejich rozpadu. Nékteré vitelocyty obsahuji v cytoplazmé pocetné
densni globule velikosti od 0,9x0,8 do 2x1,8 um (obr. 38) a také lamemarni granule
(obr. 36).

4.2.6 Vaji€ka

V lumenu délohy byla nalezena ovalna vajicka. Vajicko ma rozméry 41x24 um.
Vajicka jsou obklopena vaje¢nym obalem, na polech ztlustélym (“adopercular knorb®)
a vyplnénym cetnymi pory. Uvnitf vajiCka se nachazi oocyt a zbytky vitelocytl (obr.
39).
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Obr. 16: Podélny fez K. sinensis zobrazuje jeden ze dvou lateralnich pasl tvofeny vitelinnimi folikuly

(VF). Vitelinni folikuly jsou umistény v kortikalnim parenchymu (P). Te — varlata, S — podélna svalova

v v

vlakna (méfitko: 200 um)

Obr. 17: RaGzné tvary vitelinnich folikuld (VF). (méfitko: 100 um)

Obr. 18: Cytoplazmaticky obal (CS) vitelinniho folikulu. (méfitko 1 um)

Obr. 19: Detail vitelinniho folikulu s vitelinnimi bufikami v rdznych stadiich vyvoje — | nezralé, Il zrajici

a lll zralé. P — parenchym (méfitko 2 pum)
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Obr. 20: Intersticialni tkan (It) obklopuje jednotlivé vitelinni buriky ve folikulu. (méfitko: 2 um)
Obr. 21: Kulovité jadro (N) intersticialni tkédné (It). (méfitko: 2 um)
Obr. 22: Nezrala bunka s velkym jadrem (N), kulovitym jadérkem (Nu) a shluky heterochromatinu

v v

(Hch). V cytoplazmé se nachéazi mitochondrie (m) a volné ribosomy (r). (méfitko 1 um)
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Obr. 23: Pocéatecni stadium zrani vitelinni buriky K. sinensis. ZvétSeni jaderného povrchu éetnymi
vchlipeninami jaderné membrany. Cytoplazma zcela vyplnéna podélnymi kanalky granularniho
endoplazmatického retikula (GER). Dochazi k tvorbé kapének obalového materialu (SG). N — jadro,
Nu — jadérko (méfitko: 2 um)

Obr. 24: Svétla sekre¢ni zrna (SZ), prekurzory kapének obalového materialu, vznikaji nejdfive

v Golgiho aparatu (GA). DalSi vyvoj téchto kapének je vazan na pfitomnost endoplazmatického
retikula (GER). (méfFitko: 2 um)

Obr. 25: Postupnym zvétSovanim a spojovanim kapének (SG) vznikaji “shell globule clusters* (SGC).

(méfitko: 1 um)
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Obr. 26: Pokrocilé stadium zrajici buniky K. sinensis. V cytoplazmé pokracuje tvorba kapének
obalového materialu (SG) a “shell globule clusters* (SGC). V cytoplazmé a jadfe (N) se syntetizuje a
uklada glykogen (g). Cytoplazma zcela vyplnéna endoplazmatickym retikulem (GER).

v v

m — mitochondrie (mé&Fitko: 2 pum)

Obr. 27: Detail jaderného a cytoplazmatického glykogenu (g). GER — endoplazmatické retikulum
(méfitko: 2 um)

Obr. 28: Pfitomnost glykogenu (g) byla prokazana cytochemickou metodou (Thiéryho metoda). Tmaveé

zbarveny glykogen se lisi od svétlych nezbarvenych ribosomu. (méfitko: 200 nm)
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Obr. 29+30: Ultrastruktura zralého vitelocytu K. sinensis. Ukladanim glykogenu v jadfe (N) vznika tzv.
.jaderna vakuola“. Dochézi k vytlacovéani jadérka (Nu) do periférnich oblasti pfiléhajicich k jaderné
membrané. Endoplazmatické retikulum (GER) se nachazi v perinuklearni oblasti a bunééné periférii.
Cytoplazma je zcela vyplnéna glykogenem (g) a kapénkami obalového materialu (SGC).

(méfFitko: 2 um)
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Obr. 31: Zraly vitelocyt. Dochazi k rozruSovéani jadra a cytoplazmy V cytoplazmé se objevuji lamelarni
granule (LG). SGC - shluky kapének obalového materialu (méfitko: 2 um)

Obr. 32: Ve sténé viteloduktu jsou bazalnim téliskem (Bt) zakotveny ¢etné cilie (C). (méfitko: 2 um)
Obr. 33: Prafez apikalni ¢asti ¢asti cilie (C). Cilie je tvofena 9ti pary mikrotubult po obvodu.

(méfFitko: 500 nm)

Obr. 34: Zraly vitelocyt ve viteloduktu. Vitelodukt je tvofen epitelidlni sténou (ES) pokrytou Fasinkami.
V cytoplazmé zralého vitelocytu se nachazi “shell globule clusters” (SGC), glykogen (g) a lamelarni

granule (LG). (méfitko: 2 um)

Obr. 35: Detail lamelarnich granuli (LG) v cytoplazmé vitelinni buriky K. sinensis. (méfitko: 2 um)
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Obr. 36: Cast vitelinniho rezervoaru K. sinensis. Uvnitf se nachazi velké mnoZstvi zralych vitelocytd.
Nékteré vitelocyty maji jadra, zatimco u jinych uz doSlo k jejich rozpadu. V cytoplazmé zralych
vitelocytll se nachéazi shluky kapének obalového materialu (SGC) a lamelarni granule (LG).

Vv

(méfitko: 10 um)

Obr. 37: Epitelialni sténa (ES) vitelinniho rezervoaru. (méfitko: 10 um)
Obr. 38: Zraly vitelocyt s densnimi globulemi v cytoplazmé (DG). (méfitko: 2 pm)
Obr. 39: Vajicko obklopené vaje€nym obalem, na pélu s operculem. Uvnitf se nachéazi jeden ooocyt

(O) a zbytky vitelinnich bunék (ZV). DG — densni globule (méfitko: 10 um)
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5 Diskuze

5.1 Porovnani vitelinniho sytému tasemnic (Cestoda)

Vitelinni systém studovanych druha tasemnic se sklada z mnoha jednotlivych
folikuld, které jsou usporadany ve dvou lateralnich pasech v kortikalnim (K. sinensis)
a v medularnim (C. laticeps) parenchymu, coZ potvrzuje zafazeni téchto druht do

prislusnych Celedi Lytocestidae a Caryophyllaeidae.

Intersticialni tkan

Ve vitelinnich folikulech K. sinensis a C. laticeps se nachazi syncytialni
intersticialni tkan, kterd svymi vybézky obklopuje jednotlivé vitelinni buriky. U K.
sinensis bylo nalezeno i jadro téchto bunék. Intersticialni tkan byla dale popsana u
vétSiny fadll tasemnic Spathebothriidea — Cyathocephalus truncatus a
Didymobothrium rudolphii (Brurfianska a kol. 2005, Poddubnaya a kol. 2006),
Bothriocephalidea — Triaenophorus nodulosus a Paraechinophallus japonicus
(Korneva 2001, Levron a kol. 2007), Trypanorhyncha — Dolfusiella spinulifera,
Progrillotia pastinacae a Parachristianella trygonis (Swiderski a kol. 2006a, b,
Swiderski a kol. 2007), Proteocephalidea — Gangesia parasiluri, Proteocephalus
percae a Proteocephalus torulosus (Korneva 2001, Stranska 2005), Nippotaeniidea —
Nippotaenia mogurndae (Korneva 2002). Z tohoto vyc&tu vyplyva, Ze intersticialni tkarn
se bude s nejvétsi pravdépodobnosti vyskytovat i u dalSich druht riznych fada a
tento znak by v kladistickych analyzach systematiky tasemnic nemeél vyznam.

Vitelodukt

Zralé vitelocyty nalezené ve viteloduktu K. sinensis a C. laticeps neobsahovaly
jadra téchto bunék stejné jako u Amphilina foliacea (Xylander 1988). Naopak u
Spathebothriidea — Cyathocephalus truncatus a Diplocotyle olrikii (Brufianska a kol.
2005), Bothriocephalidea — Bothriocephalus clavibothrium a Paraechinophallus
japonicus (Mokhtar-Maamouri a Swiderski 1976, Levron a kol. 2007),
Proteocephalidea — Proteocephalus percae a Proteocephalus torulosus (Stranska

2005) bylo jadro pozorovano.
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5.2 Porovnani pr abéhu vitelogeneze tasemnic (Cestoda)

Vitelogeneze u K. sinensis a C. laticeps probiha stejnym zpusobem jak bylo
popsano pro ostatni dosud studované zastupce fadu Caryophyllidea (Mackiewicz
1968, Swiderski a Mackiewicz 1976, Poddubnaya a kol. 2003, Swiderski a kol. 2004a,
b, Brurianska a kol. 2009, Swiderski a kol. 2009) a podobé se tomuto procesu dfive
popsanému u dvou primitivnich fAdd Amphilinidea a Gyrocotylidea (Xylander
1987,1988) a radu nizSich eucestod — Spathebothriidea (Brunanska a kol. 2005,
Poddubnaya a kol. 2006), Bothriocephalidea (Swiderski a Mokhtar 1974, Korneva
2001, Levron a kol. 2007) a Trypanorhyncha (Swiderski a kol. 2006a, 2006b,
Swiderski a kol. 2007). Rozdily jsou pfedevsim v mnoZstvi a typu cytoplazmatickych
inkluzi, a v misté, kde se u dané tasemnice ukladaji.

Pribéh vitelogeneze se odliSuje od vitelogeneze tasemnic odvozenych radu
Cyclophyllidea, Proteocephalidea a Tetraphyllidea. U téchto fadd se nenachazi
vitelinni material ve formé “shell globule clusters”, které jsou typické pro vitelocyty

bazalnich radu tasemnic.

5.3 Porovnani ultrastruktury zralych vitelocyt G - cytoplazmatické

inkluze

Glykogen
U K. sinensis a C. laticeps se v cytoplazmé a jadfe zrajicich a zralych

vitelocyt uklada velké mnozstvi glykogenu, coz je odliSuje od monozoickych
tasemnic fadu Gyrocotylidea a Amphilinidea (Xylander 1987,1988), u kterych se

v cytoplazmé nachazi velmi malo glykogenu. U obou studovanych karyofylidnich
druhu se v jadie nachazi charakteristicky znak Caryophyllidea, tzv. ,jadern& vakuola“.
Tato vakuola nebyla nalezena u karyofylidni tasemnice Wenyonia virilis (Swiderski a
kol. 2009). Nepfitomnost této struktury by mohla podpofit zjisténi, Zze W. virilis tvori
sesterskou skupinu s Gyrocotylidea a je tedy velmi bazalni (Oros a kol. 2008). Jinym
vysvétlenim by mohlo byt, Ze Wenyonia je jedna z mala karyofylidnich tasemnic, u
které vajicko dokoduje svij vyvoj v d&loze (Swiderski a Xylander 2000), a z toho

divodu tedy nepotiebuje tak velké mnozstvi zasobnich latek.
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Lamelarni granule

U K. sinensis byly v cytoplazmé zralych bunék ve vitelinnich folikulech, ve
vitelinnim rezervoaru i ve viteloduktu nalezeny lamelarni granule, zatimco u C.
laticeps pozorovany nebyly. Tyto struktury byly u tasemnic poprvé objeveny v
cytoplazmé zralych vitelocytd Cyathocephalus truncatus (Brunianska a kol. 2005).
Dale byly popsany u dalSich druht Spathebothriidea — Diplocotyle olrikii a
Didymobothrium rudolphii (Brurfianska a kol. 2005, Poddubnaya a kol. 2006) a
karyofylidni tasemnice — Atractolytocestus huronensis, kterd patfi také do Celedi
Lytocestidae (Brunanska a kol. 2009).

Vyskyt téchto typt granuli ve vitelinnich burikach rdznych skupin Platyhelmintl je
vysvétlovan bud’ jako dodatecny zdroj vyZivy nebo jako rezidualni téliska (Irwin a
Threadgold 1970, Erasmus 1973). Nalez téchto struktur miZze také souviset
s rozpadem GER a zacatkem glykogeneze (Halton a kol. 1974). U jinych druh(
tasemnic tato struktura zatim pozorovana nebyla. Pfitomnost tohoto znaku naznacuje

blizkou pfibuznost fadl Caryophyllidea a Spathebothriidea.

Lipidy

U C. laticeps bylo v cytoplazmé zrajicich a zralych vitelocytld pozorovano malé
mnozstvi tukovych kapének. Tukové kapénky byly elektron-lucentni, coZz znamena,
e obsahuiji vysoky podil nasycenych mastnych kyselin (Swiderski a Xylander 2000).
U K. sinensis tukové kapénky nalezeny nebyly. U fadu Caryophyllidea nebyly dosud
lipidy nalezeny ani v cytoplazmé ani v jadfe (Mackiewicz 1968, Swiderski a
Mackiewicz 1976, Poddubnaya a kol. 2003, Swiderski a kol. 2004, Brurianskéa a kol.
2009, Swiderski a kol. 2009). Svétlé tukové kapénky byly nalezeny v cytoplazmé
Amphilinidea a Gyrocotylidea (Xylander 1987, 1988), Spathebothriidea (Brufianska a
kol. 2005, Poddubnaya a kol. 2006), Bothriocephalidea (Swiderski a Mokhtar-
Maamouri 1974), Tetraphyllidea (Mokhtar-Maamouri a Swiderski 1976),
Trypanorhyncha (Swiderski a kol. 2007), (Swiderski a kol. 2006b), Proteocephalidea
(Brunanska 1997, Stranska 2005).

“Shell globule clusters*

“Shell globule clusters* obou studovanych druht jsou sloZeny z jednotlivych shell
globules rizného poctu a rizné velikosti. U obou druht tvofi jednotlivé shell globules

kompaktni struktury jako u dalSiho z&stupce fadu Caryophyllidea — Wenyonia virilis
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(Swiderski a kol. 2009) a u Spathebothriidea — Cyathocephalus truncatus a
Didymobothrium rudolphii (Brufianska a kol. 2005, Poddubnaya a kol. 2006).
U C. laticeps jsou slozeny z vétSiho poctu (10-39), stejné jako u Spathebothriidea —
Didymobothrium rudolphii (8-45) (Poddubnaya a kol. 2005), nez u K.sinensis (5-13).
DalSim typem jsou shell globules volné uloZené ve svétlé matrix, které jsou typické
pro Gyrocotylidea a Amphilinidea (Xylander 1987, 1988), Caryophyllidea —
Archigetes sieboldi, Glaridacris catostomi a Khawia armeniaca (Swiderski a
Mackiewicz 1976, Poddubnaya a kol. 2003, Swiderski a kol. 2004), Spathebothriidea
— Diplocotyle olrikii (Brurianska a kol. 2005), Bothriocephalidea — Paraechinophallus
japonicus (Levron a kol. 2007). U Atractolytocestus huronensis se nachazi oba typy
(Swiderski a kol. 2009).

PFitomnost struktur, které byly nalezené u studovanych druhd fadu Caryophyllidea
a zaroven byly popsany u jinych fadu a vykazovaly nejvice podobnosti jsem shrnula
v tabulce €. 1(Charakteristiky cytoplazmatickych inkluzi vitelocytd bazalnich
tasemnic).
Z tabulky €. 1 vyplyva, Ze nejvice podobnych znakd na ultrastrukturalni trovni maji
vitelocyty Caryophyllidea a Spathebothriidea. Podle molekuléarnich analyz
(Waeschenbach a kol. 2007) jsou ale Caryophyllidea nejvice pfibuzni se fadem
Diphyllobothridea. U tototo fadu nebyla ultrastruktura vitelogeneze studovana, a

proto jsem tento fad nemohla porovnat se fadem Caryophyllidea
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6 Zaver

1. U dvou druht tasemnic dvou odliSnych ¢eledi (Lytocestidae a
Caryophyllaeidae) fadu Caryophyllidea byla na svételné-mikroskopické urovni
popséana lokalizace vitelinnich bunék a pomoci transmisniho elektronového
mikroskopu prostudovéna jejich ultrastruktura a prabéh vitelogeneze.

2. Vyvoj vitelinnich bunék tasemnic C. laticeps a K. sinensis probiha
v zakladnich rysech stejnym zpuasobem jako u ostatnich dosud studovanych
zastupcu radu Caryophyllidea.

3. Studie potvrdila, Ze tyto dvé Celedi se odliSuji pfitomnosti lamelarni granule,
ktera byla nalezena u Khawia sinensis a Atractolytocestus huronensis
(Lytocestidae), ale nebyla dosud nalezena u Zadné studované tasemnice
Celedi Caryophyllaeidae.

4. U Caryophyllaeus laticeps byly poprvé v ramci fadu Caryophyllidea
pozorovany tukové kapénky, které jsou pro tento fad netypicke.

5. Nejvice podobnych znak( vitelogeneze a ultrastruktury vitelinnich bunék
vykazuje fad Caryophyllidea s fadem Spathebothriidea.

6. U zadného zastupce dalSich dvou Celedi Caryophyllidea — Balanotaeniidae a
Capingentidae nebyla ultrastruktura vitelogeneze studovana a je proto
potfebné ziskat Udaje o jejich ultrastruktufe vitelocytd se zaméfenim na
pfitomnost lamelarnich granuli a “shell globule clusters”.

7. DalSi studium ultrastruktury vitelogeneze by mélo byt zaméfreno na fad
Diphyllobothridea, ktery podle molekularnich analyz tvofi sesterskou skupinu

s Caryophyllidea, a mohl by tedy s nimi sdilet nékteré spolecné znaky.
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