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METODYKA

Preparowanie wewnetrznych czesci narzadow kopulacyjnych mo-
tyli na przykladzie sowkowatych (Lepidoptera, Noctuidae)

Preparation of internal parts of Lepidopteran copulatory organs, as exemplified
by the noctuids (Lepidoptera, Noctuidae)
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Znaczenie morfologii narzadow kopulacyjnych motyli, zarowno samcow jak
i samic, w procesie oznaczania gatunkow znane jest od dawna. Jednak fakt
wystepowania gatunkow blizniaczych, czesto wyodrebnionych na podstawie
roznic biologicznych, u ktorych brak niejednokrotnie wigkszych réznic w budo-
wie zewnetrznych narzadow kopulacyjnych zachwial poglad o przydatnosci tych
cech w systematyce motyli. MAYR (1963) uwazal, ze jedynie réznice w behawio-
rze owadow stanowia mechanizm zabezpieczajacy przed krzyzowaniem si¢
gatunkow. Zdecydowanie podkresla role czynnikoéw przedkopulacyjnych unie-
mozliwiajacych kojarzenie si¢ par, migdzy innymi feromondw.

Dokladna analiza morfologii oraz fizjologii funkcjonowania narzadow
genitalnych motyli, przeprowadzona przez CALLAHANA i CHAPINA (1960) na
przykladzie przedstawicieli Noctuidae: Pseudaletia unipuncta (HAW.) 1 Peri-
droma saucia (HBN.), wskazuje jednoznacznie na petne funkcjonowanie mecha-
nizmu izolacyjnego w wewnetrznych narzadach kopulacyjnych motyli. Mecha-
nizm ten ujawnia si¢ dopiero w drugiej fazie kopulacji, kiedy to edeagus znajduje
si¢ juz w wejsciu do przewodu torebki kopulacyjnej (ostium bursae) i nastgpuje
przekazywanie spermatofora. Dopiero od tego momentu narzady biorace udziat
w formowaniu i przekazywaniu spermatoforéw oraz sam spermatofor wykazuja
wyrazng morfologiczna odrebnos¢ dla kazdego gatunku. Narzadem bioracym
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udzial w przekazywaniu spermatofora ze strony samca jest wynicowana
7 edeagusa wezyka, lacznie z znajdujacymi si¢ na zewnatrz kornutusami,
odpowiedzialnymi za formowanie ksztattu kolumny spermatofora. Wypehniaja
one czesciowo torebke kopulacyjna (bursa copulatrix) i szyjke torebki kopula-
cyjnej (cervix bursae) samicy. Zgodnie z uzyskanymi przez powyzszych autorow
wynikami badan, dopiero proces formowania i przekazywania spermatoforéw
posiada wyrazne mechaniczne i fizjologiczne zabezpieczenie przed krzyzowa-
niem si¢ gatunkow.

Zjawisko to badane w ostatnich latach przez wielu autoréow, otrzymalo
angielska nazwe ,,lock — and — key mechanism” i z nalezyta powaga wykorzys-
tywane jest w pracach systematycznych nad Lepidoptera (KONONENKO i inni,
1990; LAFONTAINE, MIKKOLA, 1987; MIKKOLA, 1992; MIKKOLA, 1993).

W krajowym piSmiennictwie nie znalazto si¢ dotychczas omowienie przygo-
towania preparatow, umozliwiajacych przesledzenie morfologii wspomnianych
narzadoéw. Metoda ta zostanie ponizej omowiona. Samo wynicowanie wezyki
z edeagusa jest wykonywane w trakcie standardowego preparowania narzadow
kopulacyjnych, dlatego doktadniej omowione beda jedynie pewne nowosci
w stosunku do tradycyjnej metody.

Ryc. l. Przybory niezbgdne do wykonywania preparatow wezyki: 2 pesety, nozyczki, igla
preparacyjna, strzykawka, zestaw igiet, delikatny pedzelek.

Fig. 1. Equipment necessary to dissect vesica: 2 forceps, scissors, dissection needle, syringe, e set of
needles, delicate paints brush.




PREPAROWANIE NARZADOW KOPULACYJNYCH MOTYLI 115

Opis metody:

1.

Maceracja calego odwioka, zarowno samca jak i samicy, w 15% KOH przez
24-48 godzin w zaleznosci od wielkosci motyla. Nie zaleca si¢ gotowania
w celu przy$pieszenia maceracji.

Po wyplukaniu w wodzie, oczyszczamy odwlok z wloskow i tusek korzystajac
z delikatnego pedzelka i pesety (ryc. 1). Czynno$¢ ta oraz nast¢pne
prowadzimy w 40% roztworze wodnym etanolu.

W przypadku samca delikatnie odrywamy aparat kopulacyjny, a nastgpnie
przecinamy pozostale segmenty odwloka wzd16z lini bocznej. Sprawdzamy
czy wystgpuje korema.

W przypadku samicy rozcinamy odwlok wzdloz lini bocznej i delikatnie
odrywamy osmy segment, tak aby nie uszkodzi¢ zaréwno segmentu jak
i narzadu kopulacyjnego

Z narzadu kopulacyjnego samca wypreparowujemy edeagus. Pierwsza czyn-
noscia jest obciecie przewodu wytryskowego (ductus ejaculatorius) okoto 1-2
mm powyzej edeagusa. Natomiast pozostale elementy bloniaste obcinamy jak
najblizej edeagusa. Nastepnie cienka, lukowatowygieta, tepo zakonczona igla
preparacyjna przesuwamy przewod wytryskowy wraz z cala zawartoscia

d

Ryc. 2. Schemat przygotowanego edeagusa motyla do wynicowania wezyki: a — miejsce obcigcia

przewodu wytryskowego, b — obszar przesunigcia wewngtrznych elementow w edeagusie,
c - kornutusy, d - igla preparacyjna.

Fig. 2. A diagram of a lepidopteran aedeagus prepared to evert the vesica: a — place where ductus

ejaculatorius was cut, b — space of shifting of internal parts of aedeagus, ¢ — cornuti,
d - dissection needle.
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edeagusa do czgsci przedniej, na wysoko$¢ 1/3 od poczatku edeagusa.
Wykonujac wspomniana czynno$¢ niezmiernie wazne jest aby wszystkie
kornutusy wysuna¢ zupetnie na zewnatrz edeagusa (ryc. 2).

. Wynicowanie wezyki oraz wypehienie torebki kopulacyjnej i jej uchytkow
wykonujemy za pomoca strzykawki z wykorzystaniem standardowych igiet
najczgsciej roznych rozmiaréow (w zaleznosci od grubosci edeagusa) lekko
zaokraglonych na koncu. Strzykawke napetniamy 40% wodnym roztworem
etanolu. Wprowadzamy igle do edeagusa przez otwor w tylnej jego czesci,
badz do wejscia do przewodu torebki kopulacyjnej narzadu kopulacyjnego
samicy. Od zewnatrz wspomniane narzady przytrzymujemy na igle peseta aby
nie zsunety si¢ pod cisnieniem wprowadzanego ptynu (bardzo wazny jest
odpowiednio dobrany rozmiar igly, idealnie pasujacy do $rednicy edeagusa,
lub ostium bursae). Zawarto$¢ strzykawki wprowadzamy réwnomiernie
i niezbyt gwattownie. W dobrze przygotowanym edeagusie wezyka zostaje
bez klopotu wynicowana na zewnatrz (ryc.3). Podobnie torebka kopulacyjna
nabierze turgoru i przybierze swoje naturalne ksztatty.

Ryc. 3. Edeagus Hadena bicruris (HUFN,) a — z wezyka wewnatrz, b — z wezyka wynicowana na

zewnatrz.

Fig. 3. Aedeagus of Hadena bicruris (HUFN.): a — with vesica inside, b — with vesica everted.
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6. Bloniaste czeSci wezyki, torebki kopulacyjnej oraz segmenty odwloka sa
najczesciej zbyt jasne i stabo widoczne. Aby zwigkszy¢ ich kontrastowos¢
umieszczamy je w stabym roztworze czerni chlorazolowej rozcienconej w 40%
wodnym roztworze etanolu (roztwor ma kolor jasnogranatowy). Barwienie
konczymy kiedy czgsci bloniaste uzyskaja kolor jasno biekitny.

7. Przygotowane w ten sposdb preparaty zamykamy tradycyjnymi metodami.
Jedna z nich jest kolejno:

—~ 5-10 min odwodnienie w 50% roztworze alkoholu absolutnego i esencji
euparalu

— 1 godzina w esencji euparalu

— zamykamy w euparalu

Uwaga! W przypadku stosowania esencji euparalu nalezy wykorzystvwac

jedynie szklane oraz metalowe naczynia i sprzgt laboratoryjny. Tworzywa

sztuczne moga ulegaC rozpuszczeniu.
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