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2 Uvod

Tato prace se zabyvéa konzumaci n€kolika druhli a kmenti mikromycet druhem roztoce
Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781) (Acari: Acaridida) a porovnava zpusob jakym
roztoc¢i riznou nabizenou potravu piijimaji a travi. Mykofagie byla posuzovéana na zékladé

vysledki nékolika metodickych ptistupil z nichz byl nejvetsi diiraz kladen na histologické



zpracovani traviciho traktu roztocl a analyzou jeho obsahu. Sledovan byl obsah potravniho
bolu, jeho zmény zpiisobené prichodem travicim traktem a aktivity stén travici trubice majici
souvislost s travenim pfijimané potravy. Histologie byla doplnéna analyzou asociovanych
bakterii, které byly izolovany z homogenatu téla rozto¢i konzumujici v experimentech
odlisné houby. Diilezitou roli pii konzumaci a traveni hub hraje chitinolyticka aktivita. Ta
byla provétena chitinazovym testem homogenatu z tél roztoct. Pomoci fluorescenéni
mikroskopie byly sledovany exkrementy v preparatech hlavné pro rozliSeni zivych a mrtvych
castic.

Souhrnné fe¢eno, prace ma oziejmit zplsob traveni hub, zejména jejich bunéénych
stén, a Ulohy asociovanych baktérii v téchto procesech u volné zijiciho, ale hlavné

synantropniho rozto¢e Tyrophagus putrescentiae.



3 Literarni piehled

U mnoha saprofagnich druhti roztoc¢t byla pomoci riznych metodickych ptistupii
prokézana jejich mykofagie. Touto problematikou se zabyvala naptiklad Czajkowska (1970)
prave u fady synantropnich roztoc¢t. Klasickou histologickou metodikou pozoroval slozeni
potravy Vv travicim traktu ve svych pracech Smrz (napiiklad 1989, 2002a, doplnit!!).

V této praci zkoumany druh Tyrophagus putrescentiae je zastupcem rozto¢u ptidnich
spolecenstev hlavné v prvnich stadiich sukcese, naptiklad v agroekosystémech (Smrz a
Jungova, 1989) ¢i v rekultivacich (Smrz, 2008), vyznamnym Skidcem ve skladistich obili
(Hubert et. al. 2002) a v neposledni fad¢ pivodcem alergii (Arlian et. al. 2001). Byva také
nachazen v prachu domacnosti po boku druhu Dermatophagoides farinae (Samsinak et. al.
1972). Ve sbirkach plisni jej coby nepiijemného destruenta pozoroval Dueck s kolektivem
(2001).

Ulohou druhu Tyrophagus putrescentiae ve vztahu k houbam se zabyval napiikad Van
Asselt (1999) ve svém review, kde zminuje opé€t produkei alergent a zejména moznost
houbové kontaminace potravin. Detailné se problematikou asociace tohoto roztoce a
mikromycet vn¢ i uvniti t¢la a moznost ucasti roztoce na Sifeni houby zabyval Abdel — Sater
et al. (2001). Tyrophagus putrescentiae jako vektor hub byl studovan i dalsimi autory
(Franzolin M. R. et. al., 1999; Hubert et. al., 2003; Hubert et. al. 2004;).

Ruiznou kvalitou houbové potravy pro piezivani a populaéni rist Tyrophagus
putrescentiae se zabyval Hubert et al. (2004). Smrz a Catska (1987) sledovali miru
konzumace né€kolika kment hub rozto¢em. Rozsahlou praci na toto téma publikovala
Czajkowska (1970). Parkinson et al. (1991) pouzil produkci vajic¢ek jako méfitko pro
vhodnost riizné houbové potravy druhu Tyrophagus longior. Riiznou potravu ve stieveé
histologickou metodou a enzymatickou aktivitu druhu panciinika Scheloribates laevigatus
sledoval Hubert et al. (1999). Komplexni studii zabyvajici se potravni preferenci pfi
mykofagii u pancifnika Archegeozetes longisetosus publikovali Smrz a Norton (2004). Pravé
u pancitnikd (Oribatida), velmi tésné¢ ptibuznych se zékozkovci (Acaridida), predstavovala
mykofagie Casty objekt studia.Autoii se pokouseli stanovovat potravni selekci riiznymi
metodami. Nejkltiasi¢téjsi predstavuje jiz pii taxonomickych a faunistickych studiich bézné
projasniovani v kyseliné¢ mlécné a sledovani obsahu stfeva. Tato metoda ovSem neodhaji fadu
struktur pocinaje tekutymi slozkami potravy. Nepiimou metodu aplikoval u velkého spektra

panciinikli Schuster (1956) a zejména Kaneko (1988) s vyuZitim tvaru a velikosti chelicer ve



vztahu ke konzumované potravé. OvSem ani tato metoda neni aplné€ presnd. Asi nejcastéjsi
pristup predstavuji studie v podstaté etologické zaloZzené na potravnich testech ve formée
nabidky potravy (“"one-way" ¢i "cafeteria” test) a nasledném sledovani chovani roztoci -
setrvavani na potrave, pohyb chelicer a tedy predpokladana konzumace, ptipadné produkce
exkrementt. OvSem opét ne vzdy tato metoda mtize detailn€ popsat vyzivu. A to zejména z
hlediska nedostatku informaci o traveni potravy ve stfevé, jeho aktivité a vhodnosti ¢i
zuzitkovatelnosti potravy ("palatability") (Smrz, 2002a,2006). Dalsi cestu predstavuje
enzymovy test. Ten pouzil Luxton (1972) a diky jemu rozlisil tii hlavni potravni skupiny u
panciinikl - panfytofagy konzumujici s minimalni selektivitou, mikrofytofagy konzumujici
mikroorganizmy (houby, baktérie, fasy) a makrofytofagy zivici se rostlinnym opadem.
Potravni skupiny - tzv.guildy - pomoci analyzy enzymi stanovili i Siepel a de Ruiter—
Dijkman (1993). Nepiimou metodu zaloZenou na poméru izotopt dusiku (°N/ ¥*N) v t&le
rozto¢u pouzila i Schneider et al. (2004).

Vyznamnou metodu predstavuje mikroanatomie vychazejici z histologického
zpracovani roztocl. Obecné, zfejmé kvili velikosti, a u panciinikli pro silnou sklerotizaci,
praci feSenych touto metodikou neni mnoho (Pauly, 1956; Woodring, 1962; Smrz, 1989).
Vyznamnym materidlem pro orientaci v mikroanatomii panciinikl a akaroidnich roztoct je
Smrzova (1991) diserta¢ni prace, kde je detailn¢ zpracovan i druh Tyrophagus putrescenciae.
Efekt konzumace pidnich hub na mikroanatomii Tyrophagus putrescentiae popsali Smrz a
Catska (1989). Praci srovnavajici ultrastrukturu stfeva larev a dospélcti druhti
Platytrombidium fasciatum (C. L. Koch, 1836) and Camerotrombidium pexatum (C. L. Koch,
1837) (Acariformes: Microtrombidiidae) publikoval Satrov (2003). Typy a rolemi hemocyti
ve vnitinich procesech panciinikd i druhu Tyrophagus putrescentiae se zabyval Smrz (2006).
Prostorovy model traviciho systému druhu Dermatophagoides farinae sestavil Zhang et al.
(2008). Velmi podrobnou praci zabyvajici se ultrastruktudou travici soustavy druhu Acarus
siro publikoval Sobotnik et al. (2008). Prace obsahuje 3D model traviciho systému a obsahly

popis bunécnych struktur traviciho traktu.

Potravni biologii panciiniki a zakozkovcl se zabya Smrz (1989, 2002, 2006). Z téchto
praci vyplyva nutnost multimetodického piistupu, ktery zahrnuje mikroanatomii zalozenou na
histologickych fezech, analyzu exkrementl zejména ve fluorescen¢nim osvétleni, testy pro
enzymy travici obtizné rozloZitelné latky (chitin, celul6za), isolaci mikroorganizmi z
homogenatu roztocl a stanoveni jejich aktivity. Tak byl i vybudovan systém parametra

hodnoticich ve vysledku vhodnost ("palalatability") pfijimané potravy (Smrz, 2002b):



- sloZeni potravniho bolu (balicku);

-naplnéni stieva potravou (jedné ¢i vSech tii casti - mesenteron, colon, rectum);
- aktivita stén stfeva vCetné mesenteralnich caek, proliferace bun¢k, apokrinni sekrece;
- 7ivé, intaktni, ¢i mrtvé, ztravené bunky v exkrementu;

- deposita zasobnich latek (glykogen);

- deposita metabolitu (guanin) v mesenchymu ¢i sténdch streva;

- volné bunky v mesenchymu - hemocyty;

- t¢lesa asociovanych baktérii v mesenchymu;

- chitinolyticka ¢i celulolyticka aktivita homogenatu roztocu;

- isolace dominantnich baktérii z homogenatu roztocu;

- chitinolyticka ¢i celulolyticka aktivita téchto baktérii;

- pfimy efekt na nabizené mikromycety;

Asociace roztocl a bakterii pii travicich procesech, nékterymi autory (Luxton, 1972;
Zinkler et al., 1986; Siepel a Ruiter-Dijkman, 1993) zpochybiiovana byla histologicky a
kultivaéné prokazana v nékolika pracech (Smrz, 2002, 2003, 2006, Smrz et .al,, 1991; SmrzZ a
Trelova, 1995). Z homogenatu roztoci byly vyizolovany kmeny bakterii, z nichz vétSina
vykazovala chitinolytickou aktivitu (Smrz a Soukalova 2008; Smrz 1998, 2000Smrz et.
al.,1991).

Naopak o autochthonnim lysozymu jako enzymu umozujici akaroidnim rozto¢tm

travit bakterialni potravu uvazuji Erban a Hubert (2008).
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4 Material a metodika

Pro vyzkum byl nutny chov druhu Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781) ¢itajici
nékolik tisic jedinct. K zaloZeni chovu pro ucely diplomové prace byli z nejprve pouziti
jedinci z chovii Oddéleni bezobratlych Pif UK pochazejici z vojtéskového pole u Prahy,

Vv druhé poloviné€ pak chovy z Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby v Praze Ruzyni. Roztoci
byli chovani v petriho miskach o priméru 5 cm s kulturou houby Alternaria sp. ze sbirek
odd¢leni bezobratlych katedry Zoologie na Pif UK v Praze pfti laboratorni teploté i1 vlhkosti.
Houba byla o¢kovana na malt extrakt agar 0 pH cca 6,7. Chovy byly pied vyschnutim
chranény uzavienim v plastovych boxech.

Mykofagie druhu Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781) a jeho asociace
s chitinolytickymi bakteriemi byla testovana nékolika riznymi metodami. Hlavnimi nastroji
bylo histologické zpracovani traviciho traktu roztoct chovanych na riiznych houbéach a
izolace bakterii z homogenatu tél roztoct. Takto ziskana data byla doplnéna chitindzovym
testem a fluorescen¢ni mikroskopii.

Kmeny hub, které byly vybrany k testovani mykofagie jsou vSechny vyznamné
fytopatogeny, n€které znamé pro svou produkci toxikologicky vyznamnych latek. VSechny
pochazely ze sbirek oddéleni bezobratlych katedry Zoologie Pif UK. Rod Alternaria byl
doplnén se sbirek katedry Botaniky Pif UK. Jako kontrola byla pouzita kuira platanu (Platanus

orientalis)s narostem zelené fasy Protococcus sp.

4.1 ZaloZeni pokusu a fixace materialu

Zéakladem vSech dal$ich experimentt bylo vysazeni rozto¢u na fytopatogenni houby a

zelenou fasu rodu Protococcus sp. Kmeny hub, které byly pro tcely diplomové prace pouzity:

Alternaria sp.

Fusarium sp.

Mucor sp.

Penicillium claviforme
Penicillium griseofulvum

Verticillium sp.
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Houby byly o¢kovéany na petriho misky o priméru 5 cm s piiblizn€ 0,5 cm vrstvou
malt extrakt agaru o pH cca 6, 7 a kultivovany pii laboratorni teploté 10 dni. Tato doba byla
plné dostacujici pro vytvofeni souvislého mohutného nérostu vSech pouzitych kmenti. Na
takto pfipravené petriho misky byly nasledné€ pieneseni roztoci.

V kazdé¢ serii pokusu bylo pfeneseno na jednotlivé houby i na nariist zelené fasy vzdy
30 dospélych jedinct na petriho misku. Kazdy nabizeny druh potravy byl zastoupen v 5
petriho miskach. Jednotlivé typy potravy byly oddéleny v plastovych boxech.

Pro histologické zpracovani bylo vzdy 10 zvifat z kazdé petriho misky pfeneseno do
modifikované fixaze Bouin — Dubosque — Brazil (Smrz, 1989). V této lazni byli jedinci
nejméné 24 hodin a poté byli pievedeni do plastovych epruvet s 80% ethanolem. Ethanol byl
nékolikkrat vymémeén, dokud se nevyplavily posledni zbytky pivodni fixaze a roztok se
nepiestal barvit Zlut€ po kyseliné pikrové. Teprve poté mohlo nésledovat vlastni histologické
zpracovani.

Zvitata byla pro histologii fixovana 5. a 10. den po zah4jeni pokusu. 10. den prob¢hla
také izolace bakterii Z homogenatu a chitindzovy test. Detailni popis dil¢ich kroki je popsan
nize.

Pokus probéhl v 6 sériich od ledna 2007 do ¢ervna 2008.

4.2 Histologické zpracovani

Pro histologii byli rozto¢i po fixaci a ulozeni v 80% ethanolu nejprve ptevedeni do
paraplastu. Poté probéhlo krajeni fezi, jejich nalepeni na podlozni skla, odstranéni papaplastu,
barveni Massonovym trichromem, opétovné odvodnéni a pfevod do kanadského balzamu.

Takto pfipravené preparaty byly prohliZzeny a fotograficky zdokumentovany.

4.2.1 Prevod do paraplastu

Do parplastu byly rozto¢i ptevedeni sérii odvodiujicich lazni.

Lazen Opakovani a interval
100% propanol 3x2h
smes 100% propanolu a 100% methylbenzoatu v poméru l: 1 2x12h
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100% methylbenzoat
100% benzen
smés 100% benzen a paraplast (termostat 46°C)

paraplast (termostat 56°C)

2x12h
2 X 15 min
2x12h
2x12h

Z paraplastové 1dzné byli roztoci pievedeni do paraplastovych blockt a krajeni.

4.2.2 Priprava paraplastovych blo¢ku a histologickych rezi

Paraplastova lazen s roztoci byla pomoci nahiaté ocelové desky udrzovana v kapalném

stavu. Roztoci byli vybirani z 1dzné€ a po 3 — 5 kusech pieneseni do plastovych forem

S rozehfatym paraplastem o pruméru 1, 5 cm. Nahtatou preparacni jehlou byla doladéna

poloha zvitat ve formé&. Po prudkém ochlazeni paraplastovych forem, ztuhnuti a vyjmuti

paraplastového blocku bylo nutné jej za studena natvarovat a pfipevnit na dfevéné blocky pro

krdjeni na mikrotomu.

Takto ptipravené blocky byly krajeny ocelovym nozem na rotacnim mikrotomu Leica

2155 na tezy o tloustce 5 um. Pésky tezl byly lepeny k podloznim sklim tenkou vrstvou

smésy glycerolu a vaje¢ného bilku v poméru 1 : 1. Pro usnadnéni manipulace s praveé

lepenymi paskami byla skla navic pokryta n¢kolika kapkami destilované vody.

4.2.3 Qdstranéni paraplastu

Pro barveni Massonovym trichromem bylo nutné z fezti tkanémi odstranit paraplast.

Lazen

100% xylen
100% propanol
80% ethanol

destilovana voda

4.2.4 Barveni Massonovym trichromem

13

Opakovani a interval
2 X 6 min
1 x 6 min
1x5min

1 x5 min



Slozeni jednotlivych roztoku podle Jirovce (1958), Mourka (2002), ¢asy modifikovany

Smrzem (nepublikovéano).

Lazen Interval

Harristv haematoxylin 60 min

Bazicka vodovodni voda oplach

Diferenciace kyselym alkoholem v zé&vislosti na prabchu
- 80% ethanol s 3 — 4 kapkami HCI diferenciace
- Prubé¢h diferenciace byl sledovan pod binokularni lupou

Vodovodni voda oplach

Destilovana voda oplach

Cerveny barvici roztok (1% Ponceau de xilidin + 0,5 % kysely 20s

fuchsin + 1% kyselina octova)

Destilovana voda 2 x oplach
1% kyselina fosforwolframova 10 min
Okapani piebytecné kapaliny na filtrani papir

Zeleny barvici roztok (1% svétla zelen + 1% kyselina octova) 10 min

Okapani ptebyte¢né kapaliny na filtracni papir

4.2.5 Odvodnéni a pirevod do kanadského balzamu

Lazen Opakovani a interval
100% propanol 2 X5 min
100% xylen 2 X5 min

Okapani pfebytku xylenu na filtracni papir

Po opétovném odvodnéni byly z fezli zhotoveny trvalé preparaty za pouZiti

kanadského balzamu.

4.3 Izolace bakterii z homogenatu z tél roztocu

Jak jiz bylu uvedeno, pro izolaci bakterii byli rozto¢i z pokusnych choviti izolovani 10.

den od startu pokusu. Z kazdé nabizené potravy bylo pro izolaci bakterii a zaroven pro test
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chitinazové aktivity pouzito 10 — 15 zivych jedinct. Tito jedinci byli povrchové sterilizovani

V nékolika laznich:

Lazen Opakovani a interval
Sterilni destilovana voda 1x 2 min
Sterilni destilovana voda + kapka saponatu (Jar) 1x 2 min
96% ethanol 2 X2 min
Sterilni destilovana voda 1x2min

Mezi laznémi byli roztoci prenaseni entomologickou pinzetou pied kazdym krokem
sterilizovanou v plameni. Po vyjmuti z posledni 1azné byli rozto¢i pfeneseni do kapky
sterilniho fyziologického roztoku na sterilizovaném podloZnim skle. Poté byla jejich téla
mechanicky rozrusena. Dv¢ tfetiny takto ziskaného homogenatu byly naockovany na petriho
misky s bakteriologickym agarem o pH 6, 9 — 7, 1. Po izolaci jednotlivych bakterialnich
kolonii a jejich nasledné kultivaci na Sikmych agarech, byly tyto kultury zaslany k ur¢eni do
certifikované laboratofe CCM v Brné.

Jako kontrola byla na petriho misku s bakteriologickym agarem pfenesen supernatant
posledni lazné.

Chitinoliticka aktivita zjisténych bakterialnich kment byla dohledana v literatute.

4.4 Chitinazovy test

Zbyvajici jedna tietina homogenatu z t¢l roztocl byla pouZita k testu chitinazové
aktivity. Metodika podle Smrze (2000). N&kolik kapek homogenatu bylo nakapano na
podlozni sklo s tenkou vrstvou karboxylmethylchitinu na skle fixovanym 100% propanolem.
Inkubaéni doba byla 24 hodin. Nasledné byla skla oplachnuta velmi jemnym proudem
destilované vody a po oschnuti barvena bazickym fuchsinem po dobu 2 hodin. Po obarveni
byla ptebyte¢na barva dikladné oplachnuta. V ptipadé pozitivniho testu na sklech ziistavaly

V misté nakapani homogenatu neobarvené plochy.

4.5 Analyza exkrementii
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Po 10. dni od startu pokusu také probéhla analyza exkrementl roztocti chovanych na
jednotlivych typech potravy pomoci fluorescencni mikroskopie. Z Cerstvych exkrementii byly
vytvofeny preparaty s kapkou (Orange G) Ty potom byly prohlizeny fluorescencnim
mikroskopem Provis AX70 (Olympus).

4.6 Fotodokumentace

Vhodné histologické preparaty byly fotografovany pomoci kamery RT SLIDER
(Visitron Systems) nainstalované na mikroskopu Olympus BX51. Cast histologického
materialu a vSechny prepapraty exkrementt byly fotografovany CCD kamerou Sony na
mikroskopu Olympus Provis AX70. Histologické fezy byly snimany v rezimu svételného
pole, exkrementy potom pomoci fluorescence.

Snimky zivych rozto¢t po 10. dni 1. serie pokusu od 10. 4. do 20. 4. byly potizeny
uEye na mikroskopu Olympus S2X9 23. 4. 2007 a zpracovany programem Quick Photo Cam
2,2.

Makroskopické objekty jako naptiklad skla s vysledky chitinazového testu a
konzumace hub na petriho miskach v pribéhu I11. Serie pokusu od 20. do 30. 6. 2007 byl
pouzit fotoaparat Olympus C-5060 Wide Zoom.

Fotografie byly dale digitaln€ zpracovany programy Micro Image 3.0, 'analySIS*D' a
Adobe Photoshop 7.0.

Vzhledem k rtizné terminologii pouzivané pii popisovani travici soustavy, na kterou
upozoriiuje napiiklad Smrz ve své dizertacni praci (1991), byly snimky histologickych
preparatd popsany podle této prace. Nékteré typy bunék byly v travici soustaveé byly popsany
podle Sobotnika a kol. (2008).
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5 Vysledky

V pribehu experimentl byla pozorovana variabilita ve zpusobu piijimani a zpracovani
raznych typl potravy. Pfijem jednotlivych typt potravy, jeji zpracovani, vysledky
chitinazovych testl i izolace bakterii jsou popsany v samostatnych kapitolach. Diraz byl
kladen zejména na obsah travici soustavy, slozeni potravy v potravnim bolu a popis struktur

sovisejicich s travicim procesem.

5.1 Protococus sp.

Roztoci vysazeni na vzorek kiiry hojné porostly fasou méli po prvnim sbéru (5. den)
obvykle plné zaplnény vSechny ¢asti travici soustavy (Obr. 1) V potravé se jiz objevovaly
fragmenty bunék tas, houbovych hyf a v nékterych ptipadech i spory. Tyto slozky byly
zastoupeny v potravé nepravidelné. Sekrec¢ni bunky v caecu mesentera vykazovaly vysokou
aktivitu. Pozorovany byly S buiiky i D buiiky (S cells, D cells podle Sobotnika et. al., 2008) .
Caeca byla Casto vyplnéna mukdznimi latkami. Ve sténach mesenteronu, caec i v burikach
mesenchymu byla pozorovana jasn¢ oranzova granula glykogenu.

Jedinci zpracovani po 10. dni od vysazeni na potravu mély zpravidla zaplnény
vSechny oddily travici soustavy (Obr. 2). Potravni bolus obsahoval porusené bunky fas
fragmenty hyf hub a neidentifikovanou hmotu mezi kterou byly patrné kolonie bakterii.
Potrava v mesenteronu vypliiovala jeho cely objem, nicméné netvotila kompaktni bolus (Obr.
6). V colonu potravni bolus jiz nabyva pravidelného kulovitého tvaru na jehoz povrchu se
tvofi membrana. Potravni bolus prichodem travicim traktem zvétSuje svou hustotu. V rectu je
bolus obalen navic mukoznimi latkami. Mesenteralni caeca vykazuji silnou sekre¢ni aktivitu.
Vyrazné ptevladaji D buiiky s jedinou velkou terminalni vakuolou (Obr. 4). Na podélnych
fezech se tedy tato Cast zobrazuje prithledné. Opét jsou ve sténdch mesenteronu dobfe patrna
glykogenova granula.

U nékterych jedincti byla zaznamenéana vyrazna oranzova hmota zasahujici do témét
celého téla roztoce (Obr. 2 a 3). Pravdépodobné se jedna o bakterialni infekci, ktera je v tomto
rozsahu pro jedince letalni. Na fotografiich Zivych jedincli na potravé je tento jev dobie patrny
a projevuje se jako mlécné zabarveni té€la jinak bezbarvého roztoce (Obr. 53). Podobné se na

fotografiich zivych rozto¢i zobrazuji guaninova depozita. Také se jedna o bilé struktury
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vyplilujici v termindlni fazi celé t€lo roztoce. V tomto piipad¢ jsou ale jasné ohranic¢ené a
neprisvitné (Obr. 55).
Z homogenatu byly izolovany kmeny bakterii Pseudomonas stutzeri a Serratia

marescens. Pokus nebyl dopliiem chitindzovym testem.

5.2 Alternaria sp.

Jedinci, kterym byl nabidnut tento druh potravy po 5. dni pokusu vykazovali velkou
variabilitu v mife zaplnéni traviciho traktu potravou. Mnohdy v nékterém oddilu stopy po
potravé chybély aplné (Obr.10). V néktrych piipadech byla ov§em potrava ve vSech oddilech
travici soustavy. Mesenteron byl zapliien potravou obvykle fidce (Obr. 10). Hustota poravy a
kompaknost potravniho bolu opét rostla pricchodem travici soustavou a v rektu, pokud byla
ptitomna, méla jiz pravidelny kulovity tvar obalena tenkou mukozni vrstvou. Byla
zaznamenana vyrazna proliferace bun¢k recta (Obr. 8). V potravé byly jasné patrné fragmenty
houbovych hyf a vyrazné nékolikadilné tmavé spory, Casto s poruSenymi sténami. V lumen
mesentera bylo velké mnozstvi malych bakteridlnich bunek, které byly patrné, jako skupiny
tmavych boda (Obr. 9). Sekre¢ni aktivita bunék mesenteralnich caec byla silna. Dobie
viditelné byly tmavé ¢ervené S buiiky s patrnymi mikrovili na povrchu a drobnymi svétlymi
vakuolami s travicimi enzymy (Obr. 9). Zaznamenana byla granula glykogenu, v preparatech
jasn¢ oranzové body mnohdy uspotadany do typickych rosetovych utvard.

Po 10 dnech se situace zménila. Roztoci jevili znamky intenzivniho pfijmu potravy a
zpravidla méli zcela zaplieny vSechny oddily travici soustavy (Obr. 14). Slozeni potravy
ovSem zUstalo stejné. Opét zde byly Cetné fragmenty houbovych hyf a spor. Kolonie bakterii
byly patrny hojné v mesenteronu, colonu a vypliiovaly i velké prostory v mezenchymu (Obr.
16). V rectu jiz nebyly znatelné. Potrava priichodem travicim traktem opét houstne, ale objem
colonu a recta je téméf totozny. Je patrny kompaktni potravni bolus v colonu a rectu, ale
vzhledem Kk naplnéni técho ¢asti neni jasné viditelny muko6zni obal bolu. Aktivita buiiek
mesentaralnich caec byla vizudlné€ stejna. Opét byly dobie pozorovatelna glykogenova
granula v mezenchymu i ve sténach mesentera a recta.

Zaplnéni colonu a recta bylo vzhledem k prusvitnosti druhu Tyrophagus putrescentiae
dobfte patrno i na fotografiich zivych jedincti potizenych také po 10. dni od pocatku pokusu.

Intenzivni konzumaci odpovida i téméf spasena kolonie houby (Obr. 52).
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Z homogenatu z tél rozto¢u se podatilo vyizolovat bakterialni kmen Brevundimonas
vesicularis. Chitinazovy test byl jasné pozitivni.
Analyza exkrementii pomoci fluorescence ukazala mnoho zelen¢ zéficich, tedy zivych,

bakterialnich bunék. V preparatu jsou patrny i napadné tmavé spory (Obr. 44).

5.3 Fusarium sp.

Roztoci po 5 dnech od vysazeni na tento typ potravy vykazovaly velmi nepravidelné
naplnéni travici soustavy. Pokud byl mesenteron naplnén tvofila potrava kompaktni bolus, pii
velmi nizkém stupni naplnéni byla potrava neptavidelné rozptylena. V colonu dochéazelo
k zahusténi potravy a pokud se v ném nachazela potrava, byla vzdy kompaktni s dobie
viditelnou povrchovou vrstvou mukéznich latek. V potravé byly patrny fragmenty houbovych
vlaken, spory se v potraveé vyskytovaly velice zfidka. PIné spory byly zaznamenéany pouze v
mesenteronu. Fragmenty houbovych hyf byly zaznamenany ve vSech ¢astech travici soustavy
(Obr. 21). Jasné patrné byly shluky bakterii ve vSech odilech travici soustavy mimo recta,
které se v lumen mesentera a mesenteralnich caec jevi jako shluky jasné oddélenych tmavych
bodul. Aktivita sekre¢nich buniek mesenteralnich caec byla opét vysoka. Aktivni byly oba typy
sekre¢nich bungk, S buiiky 1 D buniky. Svétle zelené zbarvené mukozni latky bylo mozno
pozorovat v prazdnych oddilech travici soustavy.

Ve vzorcich desatych dnt pokusii byly opét naplnény zpravidla vSechny ti1 oddily
travici soustavy. V potravé prevladaly hyfové fragmenty a jen ojedinéle se objevily spory
(Obr. 23). Potrava tvofila bolus jiz v mesenteronu, ale pokud byl mesenteron naplnén
maximalng, nebyl tvar bolu pfili§ patrny. V colonu je jiz kompaktni bolus obaleny
membranou. Bolus v rektu je zna¢né zahustén, nicméné i zde byly patrny fragmenty
houbovych hyf (Obr. 26). Distalné od potravniho bolu smérem K atriu je byly pozorovany
dobfte patrné mukoézni latky. Sekre¢ni buiiky mesenteralnich caec byly opé&t velmi aktivni.
Zaznamenany byly oba typy bunék, ale ptevladaly D buiiky. Stény caec a mesenteronu
obsahovaly glykogenova granula. Zejména v lumen mesenteralnich caec, ale i v mesenteronu
a mezenchymu byly zaznamenéany kolonie asiciovanych bakterii. Jednotlivé bunky byly
patrné jako tmavé body. Prevladajici kmen bakterii se bohuZel nepodafilo urcit. Chitindzovy

test byl jasné pozitivni.
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V preparatu s exkrementy prohlizeném ve flourescenénim svétle nebyly patrny zadné
svitici body, které by odpovidaly zivym bakteriim. Pozorovany byly jasn¢ zelené fragmenty
zivych houbovych hyf (Obr. 45).

5.4 Mucor racemosus

V preparatech histologickych fezii roztoci fixovanymi po 5 dnech pokusu na potrave
tvofené kmenem houby Mucor racemosus byla zaznamendna potrava ve vSech ¢astech travici
soustavy (Obr. 28). Mesenteron obsahoval pfevazné masu spor. Zastoupeny byly spory plné,
které mé¢ly barvu hnédou, i pruhledné prazdné spory (obr. 29). Fragmenty hyf se v potravé
témét nevyskytovaly. Vyznamnou slozku mesentera tvotily bakterialni kolonie. Bolus
kulovitého tvaru v colonu i rectu obsahoval prazdné i plné spory a fragmenty houbovych hyf.
Bakteridlni buiiky nebyly pozorovany. Mesenteralni caeca opét aktivni. Glykogenova granula
se vyskytovala opét ve sténach straviciho traktu i v mesenchymu (Obr. 28). Asociované
bakterie se zobrazovaly jako tmavé shluky drobnych kulovitych bunék v mezenchymu.

Po 10 dnech se mirn€ vzrostlo mnozstvi potravy V travici soustavé. Mesenteralni caeca
vykazovala vysokou sekre¢ni aktivitu, na které se podilely ptevazné D buiiky (Obr. 31). Pocet
glykogenovych granul ve sténach mesenteronu, caec, colonu, recta i mesenchymu viditelné
vzrostl.

Analyza exkrementl ukéazala velké mnozstvi jasné zaficich zivych bakteridlnich
bungk a zelené zivé spory (Obr. 46). Bakterie z homogenatu nebyly identifikovany.

Chitindzovy test vysel jasné pozitivné.
5.5 Penicillium claviforme

Potrava po 10 dnech pokusu se nachéazela ve vSech tfech oddilech travici soustavy.
Nejsou zde patrny fragmenty mycelia, nicméné se daji rozeznat buiiky asociovanych bakterii
V potravé i mesenchymu a malé mnozstvi spor (Obr. 32). Potrava v mesenteronu byla amorfni
a i v colonu v nekterych piipadech neméla podobu kompaktniho bolu. V rectu byl jiz
pravidelny bolus vzdy. Aktivitu mesenterdlnich caec v tomto ptipadé zajistovaly pirevazné
burnky typu D (Obr. 33). Glykogenova granula se nachazela v malém mnozstvi ve sténach
mesenteronu a v mezenchymu.

Flourescence ukdzala mnozstvi zivych jasné zaficich bakterii a stopy kulovitych
zelenych bodu, které by naznacovaly zivé spory (Obr. 46). Z homogenatu byla vyizolovana

bakterie Serratia marescens. Chitinazovy test vysel jasné pozitivni.
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5.6 Penicillium griseofulvum

Potravu 5. den od nasazeni rozto¢t na Penicillium griseofulvum obsahovaly vsechny
oddily travici soustavy. Byla tvofena zejména masou spor a amorfni hmoty (Obr. 34). Spory
byly plné i prazdné. Nebyly zaznamenany zadné fragmenty hyf hub. Potrava opét prichodem
travicim traktem ziskala tvar pravidelného potravniho bolu. V mesenteralnich caecach byly
aktivni oba typy sekre¢nich bun¢k. V detailu S bunék byly patrna svétla granula s enzymy.

V sousedstvi bun¢k mesenteralniho caeca byly viditelné hemocyty. Aktivita S bunék byla
zaznamenana i ve stén¢ mesenteronu. Asociované bakterie byly soustfedény do shlukti
v mesemchymu i v mesenteronu. Glykogenova granula byla dobie patrna.

Podobné¢ jako u konzumace kmene Alternaria, i v tomto piipadé, ve vzorcich
fixovanych po 10. dnech od poc¢atku pokusu byly patrné znamky intenzivniho pfijmu potravy.
Vsechny ¢asti traviciho traktu jsou maximalné naplnény potravou (Obr. 37). Tu tvofi plné i
prazdné spory. Opét nejsou piitomny hyfy houby. Aktivita bunék mesenteralnich caec i
vlastniho mesentera byla jesté zvySena (Obr. 38). Aktivni proliferace byla pozorovana u obou
typt bunék v caecach, v mesenteronu pouze v ptipad¢ S bun¢k. Masa asociovanych bakterii
byla v travici soustaveé i mezenchymu veétsi.

Z homogenatu byly izolovany kmeny bakterii Serratia marescens a Serattia
liquefaciens. Chitinazovy test byl pozitivni. V exkrementech pod flourescenénim svétlem
jasné zeleng zafily zivé bakterie, tluméné zelené svitily zivé spory a tmavou barvu mély spory

nezivé (Obr. 48).

5.7 Verticillium sp.

Rozto¢i, ktefi byli vysazeni na Verticillium sp. méli po 10. dnech Vv histologickych
preparatech zaplnény vSechny oddily travici soustavy potravou (Obr. 39). Mesenteron
obsahoval amorfni hmotu, ve které byly rozptyleny prazdé a ziidka i plné spory a fragmenty
hyf. Vyraznou strukturou v lumen mesentera tvofily bakterie (Obr. 41). Ty byly také
pozorovany ve velkém mnozstvi ventralné od colonu v mezenchymu. Mesenteralni caeca
vykazovala proliferacni aktivitu, na které se podilely zejména D buiiky (Obr. 42).

Z homogenatu byla izolovana bakterie Stenotrophomonas maltophilia. Chitinazovy
test byl jasné pozitivni. V preparatech exkrementii pozorovanych pod fluorescenci byly opét

vyrazné zarici bakterie a stejn¢ jasné ovalné spory (Obr. 49).
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6 Diskuze

Rozto¢i druhu Tyrophagus putrescentiae konzumuji a travi jednotlivé kmeny hub
rozdilnym zplisobem. Jednotlivé diety se od sebe liSi zejména obsahem travici soustavy
roztocu. Test chitinolytické aktivity homogenatu byl ve vSech sledovanych ptipadech jasné
pozitivni.

Rozto¢i konzumujici kulturu houby Alternaria sp. méli v travicim traktu velké
mnozstvi spor a fragnemtii mycelia. Spory se zdaly byt pfijimany neporusené. Vzhledem
k tmavému zbarveni spor je obtizné zhodnotit, zda spory byly pfijimany Zivé, nicméné
v exkrementech se zivé spory téméf neobjevuji. Exkrementy ale velké mnozstvi spor
obsahuji. To by naznacovalo, Ze tuto houbu Tyrophagus putrescentiae konzumuje, ale netravi
ji zcela. Vzhledem k obrovskému naplnéni vSech tii ¢asti travici soustavy (mesenteron, colon
i rectum) je houba roztoci pfijimana velmi ochotné. To potvrzuji u stejného druhu i Smrz
s Catskou (1987) a Hubert et. al. (2004).

Podobné byla piijimana potrava i na dieté slozené z Mucor racemosus. Ve vSech
oddilech travici soustavy bylo velké mnozstvi spor. Stfevo obsahovalo spory plné i prazdné.
Témét chybély fragmenty hub. Po 5 dnech konzumace houby obsahoval potravni bolus
Vv rectu velké mnozstvi zivych bakterii. Po 10 dnech se ale jejich pocet snizil nepfimo umérné
pozorovanim vys$iho mnozstvi asociovanych bakterii v téle roztocti. Tomu by odpovidalo i
pozorovani exkrementli pomoci fluorescence, kde jsou spory téméf neznatelné a cely snimek
vypliluji jasné zafici bakterie.

Velké mnozstvi Zivych spor pfijimali roztoci i v pripadé druhu Penicillium griseofulvum. Zde
ale plné zivé spory obsahovala i potrava v rectu. Toto potvrzuje 1 analyza exkrementu pomoci
fluorescence. V ném byly kromé zaticich bakterii i jasné viditelné zelené svitici Zivé spory a
tmavé spory mrtvé. Nicméné navzdory zhorSené schopnosti tento kmen houby travit, jsou
spory piijimany roztoci ve velkém mnozstvi. Je mozné, Ze je takto kompenzovana
zuzitkovatelnost houby. Niz$i nutri€ni hodnotu této houby pro roztoce potvrzuje i relativné
malo uloZenych glykogenovych granuli v téle roztoce. Konzumaci této houby pozoroval u
panciinika Scheloribates laevigatus i Hubert et al. (1999)

Verticillium sp. bylo pfijimano s nizkou ochotou soudé podle porovnani stavu
konzumovanych Petriho misek po 10 dnech od pocatku pokusti (Obr. 58). Ke stejnému zavéru
dosli i Smrz a Catska (1997). Travici trakt byl v mém pozorovani nicméné naplnén. Hlavni
slozku v mesenteronu tvofily prazdné spory a nevelké mnozstvi spor plnych. Zajimavé je

znatelna redukce mnozstvi potravy mezi jednotlivymi ¢astmi travici soustavy. Vyrazné jsou 1
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bakterie v travicim traktu a mezenchymu. Z homogenatu byl izolovan kmen
Stenotrophomonas maltophilia s potvrzenou chitindzovou aktivitou. Je tedy mozné, ze
bakterie na prazdnych sporach prosperuje, zatimco zlstava otazkou jak houbu konzumuje
roztoc.

Zcela odli$né je konzumovana dieta s Fusarium oxysporum. V tomto ptipad¢ roztoci
konzumuji velké fragmenty mycelia. To je prichodem travici soustavou redukovano, ale neni
ztraveno zcela, jak ukazuje fluorecsencni snimek exkrementu (Obr. 45). Zajimavé je, Ze a¢
bylo v travicim traktu pozorovano velké mnozstvi bakterii a test chitinazové aktivity byl jasné
pozitivni, na snimku exkrementu jsou patrné jen zivé fragmenty hyf bez bakterii.

Dalsim zpsobem, kterym mohou rozto¢i konzumovat potravu i bez asociace
s chitinolytickymi bakteriemi je vysavani obsahu hyf (Smrz a Catska 1989). Timto zptisobem
Tyrophagus putrescenciae pravdépodobné konzumuje kmen Penicillium claviforme.

V mesenteronu ani jiném oddilu traviciho traktu nebyly zaznamenany jakékoli fragmenty hyf
ani spor. Velmi dobfe pozorovatelné bylo velké mnozstvi asociovanych bakterii.

Z homogenatu byly izolovany druhy Serratia marcescens a Serattia liquefaciens. Oba
chitinolytické, coz bylo potvrzeno v literatuie (:::::::u:) a jasné pozitivnim
chitinazovym testem. Stejné slozeni potravniho bolu a asociaci s bakterii Serratia marcescens
potvrzuje i Smrz (2003). Exkrement obsahuje opét zivé bakterie. Patrny ov§em byly i tmavé
cervené mrtvé spory. Vzhledem k jejich nepfitomnosti v travicim traktu jde pravdépodobné o
chybu.

V piipadé konzumace fas byly pozorovany v mesenteru ojedin€lé fragmenty
houbovych hyf a spory, fragmenty fasovych bunek i amorfni mukézni hmota. Rtizné slozeni
potravy v travici soustavé pozorované ve vzorcich s fasou je zptisobeno jejim heterogennim
slozenim. Vzorek pochazi z ptirodnich podminek a a nartst hub ze spor ve vyssi vihkosti
neni ptekvapivy. Pfesné druhové slozeni houbové kontaminace nebylo zjis§tovano a vzhledem
k prevladajicimu sterilnimu myceliu i skoro nemozné. Situace, kdy po 5. dnech od poc¢atku
pokusu nebyly pozorovany v potraveé uvnitt travici soustavy buiilky ani fragmenty fas, je
pravdépodobné zpisobeno nabidkou pro roztoce atraktivnéjsi potravy, kterou zde ptredstavuje
neidentifikovana houba.

Adaptace roztoct na jednotlivé druhy potravy nebyla hlavnim namétem prace,
nicmén¢ za povSimnuti stoji nékteré vysledky. Hlavnim rozdilem mezi pfijimanim potravy po
5. dni pokusu a 10. dni pokusu bylo mnozstvi. Velmi napadny je tento trend u kmenti
Alternaria sp. a Pennicilium griseofulvum. Vyssi je také aktivita bunek mesenteronu a

mesenteralnich caec. Glykogenova granula u nutri¢éné bohatych druht prostupuji bunky
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mezenchymu i travici soustavy (Penicillium claviforme, Mucor racemosus, Fusarium
oxysporum, Alternaria).

Jeden druh roztoce tedy konzumuje a travi houbu riznymi zpiisoby — spésé fragmenty
mycelia a celych spor (Alternaria sp), konzumuje pouze spory z nichz vét$inu ve spolupraci
s bakteriemi travi (Mucor racemosus), konzumuje velka mnozstvi spor, ktera travi nedtisledné
navzdory asociovanym, vysava spory nebo houbové hyfy. Protoze ve vSech pripadech byla
prokézana chitinolyticka aktivita homogenatu roztoct, pravdépodobné ma na vlastni zplisob
konzumace hub piitmost chitinolytickych bakterii vliv mensi, nez bylo pifedpokladano.
Nicméné muze pozitivné ovliviiovat nutri¢ni hodnotu pfijimané potravy a mit vliv na adaptaci
roztocl na konzumaci hub, jak naznacil ptipad Mucor racemosus V této praci.

Vsechny testy chitindzové aktivity homogenatu z t€l roztocii v této praci byly jasné
pozitivni. Tomu by odpovidalo i slozeni bakterii, které se z homogenatt podafilo izolovat
(Tab. 1). Chitinolyticka aktivita v§ech mnou izolovanych ur¢enych bakterii byla potvrzena i

v odborné literatuie (Ho — Seong Lim et. al. 1991, Zhang a Zuen 2000, Khatuntseva et al.

2008).

Tabulka 1:

Potrava Bakterie

Protococcus sp. Pseudomonas stutzeri
Protococcus sp. Serratia marescens
Alternaria sp Brevundimonas vesicularis

Penicilium claviforme Serratia marescens

Penicilium claviforme Serattia liquefaciens

Verticillium sp. Stenotrophomonas maltophilia

Bakterie byly v télech rozto¢u pozorovany ve vSech oddilech travici soustavy véetné
mesenteralnich caec. Zaroven se ov§em v nezanedbatelnych mnozstvich objevovaly
v mezenchymu tél rozto¢u. Tento jev byl velmi vyznamny u fasové diety (Obr. 6), Alternaria
sp. (Obr. 16), Pennicilium claviforme (Obr. 33), Penicillium griseofulvum (Obr. 36).
K podobnym vysledkiim dosel u stejného druhu roztoce Smrz (2003), ktery tesoval jako
potravu kmeny Alternaria sp. a Penicillium sp. Oproti praci Sobotnika et. al. (2008), ktery u
druhu Acarus siro pozoroval vlaknité bakterie v postcolonickych diventrikulech (postcolonic
diventricula) a v intercolonu, jsem ve své praci zadny ttvar, ktery by slouzil jako depozitum
baterii nepozorovala.

Vn¢j$i membrana, ktera v travici soustaveé obaluje potravni bolus pocinaje colonem, je

u panciinikd ozna¢ovana jako mukoidni (muko6zni) membrana (Smrz 2002b, Smrz a Norton
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2004). V n¢kterych ptipadech bolus v colonu tuto vrstvu neobsahoval (Obr. 33 — Penicillium
claviforme). Toto miiZze byt zptisobeno Cerstvou pritomnosti potravy v colonu, kdy se
membrana jeste nestacila vytvorit.

Sobotnik et. al. (2008) podobnou strukturu pozoroval u acaroidniho roztoe Acarus
Siro ji povazuje za peritrofickou membranu.

Ve sténach mesenterdlnich caec byly pozorovany stejné typy bunék, jako uvadi
Sobotnik et. al. (2008) u druhu Acarus siro. | v svételném mikroskopu byly vidét
Vv S bunkach drobné vakuoly vznikajici ve sphaeritech a mikrovili na povrchu S bun¢k. V D
bunkach (D — digestive) byly dobie viditelné vyrazné vakuoly. Proliferujici S buiiky byly
pozorovany i ve sténé mesentera V piipadé Penicillium griseofulvum. Byly zaznamenany i
struktury, které by mohly odpovidat sphaeritim (Obr. 36) a dal$Sim strukturdm uvnitf S bun¢k,
podobné jak je popisuje Sobotnik et. al. (2008). Pro jejich pfesné uréeni ale byla svételna
mikroskopie nedostate¢na a bylo by nutné je provétit pomoci transmisni elektronové
mikroskopie.

V ojediné€lych pripadech roztoce vypliovala masa baktérii (nebyla uréena), ktera
postupn& omezovala vnitfni organy. Smrz a Catska (1989) tento jev zaznamenali u stejného
druhu roztoce. V tomto ptiadé¢ se jednalo o baktérii Alcaligenes faecalis, ktera, jak jméno
napovida, siln¢ zvySuje pH prostiedi. V jejich ptipad¢ se jednalo o patologicky jev, roztoci
postupné snizovali pohybovou aktivitu a v zavére¢né fazi jejich télo vypliovaly krystaly
guaninu. Cely proces pak koncil smrti rozto¢e. Prvni fazi tohoto procesu odpovida i stav na

obr. 2-5.
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7 Ptilohy

7.1 Protococcus (5. den a 10. den)

Obr. 1: 5. den na potravé. Sagitalni fez. Mesenteron, mesenteralni caccum. Potrava
V mesenteru obsahujici fragmenty hyf a spory. Mesenteralni caeca s proliferujicimi

sekre¢nimi bunikami (D buiiky)

Obr. 2: 10. den. Celkovy pohled. Sagitalni fez. Situs organd travici soustavy. Mesenteron,
colon, rectum. VSechny oddily tracici soustavy zapliieny potravou. Kolonie bakterii. Vajicko.

Obr. 3: Sagitalni fez v trovni mesenteralniho caeca.

Obr. 4: Detail pfedchoziho obrazku. Mesenteralni caccum. Silna aktivita D bunék. Vyrazné

centralni vakuoly.

Obr. 5: Detailni pohled na travici soustavu. Colon, potravni bolus, rectum, mikrovili rektalni
stény. Glykogenova granula. Kolonie bakterii. Vajicko.

Pouzité zkratky:

b — bakterialni kolonie

col - colon

cv — centralni vakuola D bunky
Dc — D bunka

fb — potravni bolus

gl — glykogenova granula

hy — fragmenty houbovych hyf
cho - chorion

me — mesenteron

mec - mesenteralni caecum

mv - microvili na povrchu S bun¢k
mvr — microvili rektalni stény

0 — vajicko
rec - rectum
Sc — S buiky

v — vakuoly s enzymy
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7.2 Protococcus (10. den), Alternaria sp. (5. den)

Obr. 6: Protococcus. (10. den). Detail travici soustavy, sagitalni fez. V potravé
V mesenteronu patrné fragmenty bunék fas. Colon s kompaktnim potrevnim bolem.
Vajicko.Asociované bakterie v mezenchymu.

Obr. 7: Alternaria sp. (5. den), ptiblizné horizontalni fez. Mesenteron, mesenteralni caccum,
rectum.

Obr. 8: Alternaria sp. (5. den). Rectum s kompaktnim potravnim bolem obalenym
muko6znimi latkami.

Pouzité zkratky:

ab — asociované bakterie

agl — fragmenty bunék fas

b — bakterialni kolonie

col - colon

fb — potravni bolus

gl — glykogenova granula

hy — fragmenty houbovych hyf
cho - chorion

me — mesenteron

mec - mesenteralni caecum
mfb — mukdzni obal potravniho boku
mu — mukozni latky

0 — vajicko

rec - rectum

Sc — S buiky

sp - spory
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7.3 Alternaria sp. (5. den)

Obr. 9: Detail travici soustavy. Mesenteron, mesenteralni caecum s S proliferujicimi
S buinikkami. Rectum s kompakrnim potravnim bolem obsahujicim spory i fragmenty hyf.
Asociované bakterie v caecu i v mezenchymu.

Obr. 10: Detail travici soustavy. Mesenteron fidce naplnén potravou, mesenteralni caeca.
Prazdné rectum.

9
10
Pouzité zkratky:
ab — asociované bakterie
b - bakterie
col - colon

fb — potravni bolus

gl — glykogenova granula

hy — fragmenty houbovych hyf

me — mesenteron

mec - mesenteralni caecum

mu — mukdzni latky

mv — mikrovili na povrchu S bun¢k

mvr — mikrovili na povrchu rektalni stény

rec —rectum
Sc — S buiky
sp — spory
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7.4 Alternariasp. (5. den a 10. den)

Obr. 11: 5. den. Detail obsahu mesenteronu. Houbové fragmenty, bakterie.
Obr. 12: 5. den. Detail potravniho bolu v silné naplnéném mesentoronu.
Obr. 13: 10. den. Pohled na piedni ¢ast travici soustavy.

Obr. 14: 10. den. Celkovy pohled na situs organu. Sagitalni fez. Pharinx, oesophagus,
mesenteron, colon, rectum. T¢leso asociovanych bakterii.

Obr. 15: 10. den. Detailni pohled na pfedni ¢ast jedince.
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Pouzité zkratky:

ab — asociované bakterie

col - colon

cv — centralni vakuola D bunky

gl — glykogenova granula

hy — fragmenty houbovych hyf

me — mesenteron

mec - mesenteralni caecum

mv - microvili na povrchu S bunék
oes — oesophagus

pha - pharinx

rec - rectum

Sc — S buiky

Sp - spory

Spg — suboesophagealni ganglion
sug — supraoesophagealni ganglion
v — vakuoly s enzymy

32



33



7.5 Alternaria (10. den)

Obr. 16: Detail mesentera a colonu naplnénych potravou.
Obr. 17: Detail mesentera s potravou.
Obr. 18: Detail colonu s potravnim bolem.

Obr. 19: Detail recta.
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Pouzité zkratky:

ab — asociované balterie

col - colon

gl — glykogenova granula

hy — fragmenty houbovych hyf
me — mesenteron

mec - mesenteralni caecum

mu — mukozni latky

mv - microvili na povrchu S bunék
oes - oesophagus

rc — bunka stény recta

rec - rectum

Sc — S buiky

sp — spory
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7.6 Fusasrium oxysporum (5. den a 10. den)

Obr. 20: 5. den. Deatilni pohled na mesenteralni caecum s dobie viditelnymi buné¢nymi

strukturami. Rectum s potravnim bolem.

Obr. 21: 5. den. Ptiblizné horozontalni fez. Colon s potravnim bolem, prazdné rectum

S vyraznymi microvili. Mesenteralni caecum.

Obr. 22: 10. den. Horizontalni fez. Situs organi. Mesenterom, mesenteralni caeca, rectum.

Ovaria, vajicka.

Obr. 23: 10. den. Detail potravy v mesenteronu.

Obr. 24: 10. den. Detailni pohled na mesenteron a mesenteralni caecum. Proliferujici D

buiiky, viditelné bunééné struktury travici soustavy.
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22 23
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Pouzité zkratky:

col — colon

cv — centralni vakuola D bunky

Dc — D buiika

fb — potravni bolus

gl — glykogenova granula

hy — fragmenty houbovych hyf

me — mesenteron

mec - mesenteralni caecum

mfb — mukozni membrana na povrchu potravniho bolu
mv - microvili na povrchu S bunék
nu — jadra bunék

0 — vajicko

oV - ovaria

rec - rectum

Sc — S buiky

v — vakuoly s enzymy

36



37



7.7 Fusarium oxysporum (10. den), Mucor racemosus (5. den, 10. den),
Penicillium claviforme (10. den)

Obr. 26: Fusarium oxysporum (10. den). Detail mesenteralniho caeca a recta s potravnim
bolem.

Obr. 27: Mucor racemosus (5. den). Sagitalni fez. Pocatek travici soustavy. Pharinx,
oesophagus, mesenteron. Supraoesophagealni ganglion, suboesophagealni ganglion.

Obr. 28: Mucor racemosus (5. den). Uspotadani travici soustavy na téméf sagitalnim fezu.
Obr. 29: Mucor racemosus (5. den). Detail obsahu mesenteronu.
Obr. 30: Mucor racemosus (10. den). Horizontalni fez. Celkovy situs travici soustavy.

Obr. 31: Mucor racemosus (10. den). Detail potravniho bolu v mesenteronu a rectu.
Mesenteralni caeca s aktivnimu D bunikami. Asociované bakterie.

Obr. 32: Penicillium claviforme (10. den). Detail obsahu mesenteronu.
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Pouzité zkratky:

ab — asociované bakterie

b — bakterialni kolonie

col - colon

Dc — D buiika

fb — potravni bolus

gl — glykogenova granula

hy — fragmenty houbovych hyf

me — mesenteron

mec - mesenteralni caecum

mv - microvili na povrchu S bun¢k
mvr — microvili rektalni stény

oes - oesophagus

rec —rectum

spg — supraoesophagealni ganglion
sug — suboesophagealni ganglion
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7.8 Penicillium claviforme (10. den), Penicillium griseofulvum (5. den)

Obr. 33: Penicillium claviforme. 10. den. Sagitalni fez. Mesenteron, mesenteralni caeca,
colon s potravnim bolem a bakteriemi, rectum. Potravni bolus. Buné¢né struktury traviciho
traktu.Asociované bakterie.

Obr. 34: Penicillium griseofulvum. 5. den. Celkovy pohled na travici soustavu. Sagitalni fez.
Mesenteron, mesenteralni caeca, rectum. D 1 S buniky, hemocyt.

Obr. 35: Penicillium griseofulvum. 5. den. Detail recta s potravnim bolem. Mikrovili stény
recta, mukozni latky obalujici bolus, spory. Ovarium, vajicko. Bila Sipka oznacuje prazdné
zatimco Cerna plné spory.
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Pouzité zkratky:

Ab — asociované bakterie

col - colon

Dc — D buiika

fb — potravni bolus

gl — glykogenova granula

hc - hemocyt

me — mesenteron

mec - mesenteralni caecum
mv - microvili na povrchu S bunék
mvr — microvili rektalni stény
0 — vajicko

oV - ovarium

rec - rectum

Sc — S buiky

v — vakuoly s enzymy
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7.9 Penicillium griseofulvum (5. den a 10. den)

Obr. 36: 5. den pokusu. Detail mesenteralniho caeca, mesenteron, rectum, ovarium.

Obr. 37: 10. den pokusu. Sagitalni fez. Mesenteron, colon, rectum. Potrava v travicim traktu
tvofena plnymi i prazdnymi sporami. Buitky mesentera a caec.

Obr. 38: Detail recta a mesenteralniho caeca. Potravni bolus. Microvili. Proliferujici S i D
bunky.
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Pouzité zkratky:

ab — asociované bakterie

col - colon

Dc — D buiika

fb — potravni bolus

gl — glykogenova granula

me — mesenteron

mec - mesenteralni caecum

mv - microvili na povrchu S bunék
mvr — microvili rektalni stény

oV — ovarium
rec - rectum
Sc — S buiky

v — vakuoly s travicimi enzymy
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7.10 Verticillium (10. den)

Obr. 39: Celkovy pohled. Sagitalni fez. Situs organi traviciho traktu. Mesenteron, colon,
rectum, fekalni bolus.

Obr. 40:. Celkovy pohled. Sagitalni fez. Situs organt traviciho traktu. Mesenteron, colon,
mesenteralni caecum, chelicera.

Obr. 41: Sagitalni fez. Mesenteron, colon, slozeni potravy, buiiky asociovanych bakterii,
glykogenova granula.

Obr. 42: Mesenteron s potravou, mesenteralni caecum.

Obr. 43: Sagitalni fez. Mesenteron, colon, potravni bolus.
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Pouzité zkratky:

ab — asociované bakterie

b — bakterialni kolonie

col - colon

Dc — D bunka

fb — potravni bolus

gl — glykogenova granula
che - chelicera

me — mesenteron

mec - mesenteralni caecum
mv - microvili na povrchu S bunék
rec - rectum

Sc — S buiky
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7.11 Fluorescence

Exkrementy po 10. dni jednotlivych pokust.
Obr. 44: Alternaria sp. Zivé bakterie, spory, Zivé fragmenty houbového pivodu.

Obr. 45: Fusarium oxysporum. Zivé fragmenty houbovych hyf.

Obr. 46: Mucor recemosus. Zivé bakterie, Zivé spory.

Obr. 47: Penicillium claviforme. Zivé bakterie, spory.

Obr. 48: Penicillium griseofulvum. Zivé bakterie, Zivé i neZivé spory.

Obr. 49: Verticillium sp. Zivé bakterie, Zivé spory.
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Pouzité zkratky:

b — zivé bakterie

hy — fragmenty houbovych hyf
NSp — neziva spora

sp — spora

zf — zivé fragmenty hub
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7.12 Protococcus (10. den)

Obr. 50: Tyrophagus putrescentiae na ke porostlé fasou.

Obr. 51: Detail ptedchotiho snimku.
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Pouzité zkratky:
col - colon

me — mesenteron
rec — rectum
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7.13 Alternaria (10. den)

Obr. 52: Petriho miska s t¢éméi zkonzumovanou kulturou Alternaria sp.

Obr. 53: Detail pfedchoziho snimku. Na jedinci uprostfed patrny colon a rectum naplnéné
potravou. Jedinec vlevo dole vykazuje patologické namnozeni bakterii.
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Pouzité zkratky:
col — colon

pb — patologické bakterie
rec —rectum

50



51



7.14 Mucor racemosus (5. den a 10. den)

Obr. 54: Petriho miska s téméf uplné zkonzumovonou kulturou Mucor racemosus po 10
dnech pokusu.

Obr. 55: detail predchoziho snimku. Sipka ukazuje na bila guaninova depozita v téle roztoe.
V tomto piipadé jisté lethalni.
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Pouzité zkratky:

gua — guaninové krystaly
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7.15 Penicillium griseofulvum (10. den)

Obr. 56: Tyrophagus putrescentiae na petriho misce s P. griseofulvum po 10. dni pokusu.

Obr. 57: Tyrophagis putrescentiae. Detail. Na povrchu nalepené bilé fragmenty mycelia.
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Pouzité zkratky:

ex - exkrementy
0 — vajicko
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7.16 Verticillium (10. den), Penicillium claviforme (10. den)

Obr.58: Tyrophagus putrescentiae na Verticillium sp. Bilé Sipky oznacuji roztoce.

Obr. 59: Tyophagus putrescentiae na Penicillium claviforme.
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