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Abstrakt:

Velikost genomu je veskera geneticka informace uloZzena v DNA. Hodnota velikosti
genomu se oznacuje jako C — hodnota a jednotkou jsou pg (pikogramy). Pritokova
cytometrie je moderni technologie, ktera se vyuziva pravé na meteni velikosti genomu.
Tato moderni technologie je dilezitou soucasti pro zjisténi velikosti genomu
v lidskych, rostlinnych a zivo¢isnych buiikach. Tato pace se zabyva analyzou velikosti
genomu u fadi s odlisnym postembryonalnim vyvojem (Lepidoptera a Orthoptera).
Z vysledkt méteni této prace vyplyva, ze druhy s proménou dokonalou maji primérné
mensi velikost genomu, zatimco druhy s proménou nedokonalou dosahuji vyssich
hodnot. Muzeme tedy piedpokladat na zakladé mych statistickych vysledkd,

ze velikost genomu zavisi na délce vyvoje u jednotlivych jedinct.

Kli¢ova slova: velikosti genomu, Lepidoptera, Orthoptera, FCM, cytometrie

Abstract:

A genome size is the entire genetic information locked in DNA. The value of genome
size is expressed as C-value. Unit of C-value is pg (pictogram). Flow cytometry
is a modern technology used for measuring the genome size. This modern technology
is an important part of the determination process of the genome size in human, plant
and animal cells. This thesis analysis genome sizes of taxonomic orders with different
postembryonic processes (Lepidoptera and Orthoptera). Measured genome size results
conducted as a part of this thesis conclude that, on average, holometabolous species
have smaller genome size, while hemimetabolous species attain higher values. Based
on statistical results, we can assume that genome size is depending on duration

of development process of each individual.

Key words: genome size, Lepidoptera, Orthoptera, FCM, cytometry
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1. Uvod

Prutokova cytometrie (flow cytometry, FCM) se fadi mezi moderni metodu
pouzivanou v zdkladnim i aplikovaném vyzkumu po fadu biologickych oborti
(Suda, 2005). Tato technika se postupné formovala v 60. letech minulého stoleti,
a to predevs§im zasluhou federalnich vyzkumnych pracovist Lawrence Livermore
a Los Alamos National Laboratories (Melamed, 2001). Skala vyuZiti této metody
je znacnd, pokryva naptiklad stanoveni obsahu jaderné DNA, urceni ploidie, 1ze

provést 1 analyzu bunécného cyklu a slouzi také k pocitani a urceni typu krevnich
bunck
(Suda, 2005).

Prvni pritokova cytometrie byla vyvinuta jako jednoparametrovy pfistroj k zjisténi
pouze velikosti bun€k. V soucasné dobé je schopné odhalit az 14 parametri soucasné
(Wilkerson, 2012). Principem této metody je vyuziti fluorescenéniho barviva
(fluorochrom) pro navéazani DNA pozorovaného vzorku (Kron et al., 2007). Tato
metoda je jen zfidka vyuzivana ke studiu bezobratlych zivocicht, je jen skromny pocet
studii zabyvajici se velikosti genomu u vybranych taxont, coz je udivujici k vzhledem
vyhodadm této metody. Vyhodami techniky jsou zejména rychlost, pfesnost méfeni

a pomérn¢ nizka finanéni naro¢nost (Travnicek et al., 2011).



2. Cil prace

V mém piipadé se budu zajimat o méfeni velikosti genomu (v absolutnich hodnotach
Vv pikogramech) u Zivo¢isnych zastupcu, a to konkrétné u Orthoptera a Lepidoptera.
Ocekavanou velikost genomu méfeného zastupce muzeme zhruba odhadnout
na zaklad¢ publikovanych dat. Cilem této prace je méteni velikosti genomu u zastupcti
Orthoptera (Rovnoktidli) a Lepidoptera (Motyli) s odlisnym postembryonalnim

vyvojem a nasledné porovnat a vyhodnotit namétené vysledky.



3. Priitokova cytometrie

3.1 Historie
Andrew Moldavan sestrojil prvni prototyp prutokového cytometru v roce 1934,
avsSak tento pfistroj nedokézal kvantifikovat fyzikalni a chemické vlastnosti bunék.
Roubalova (2012) dale popisuje, Ze az v Sedesatych letech se zacaly objevovat prvni
vyrabéné prutokové cytometry, které obsahovaly sorter pro vybér jednotlivych typt
Castic. Tyto piistroje byly ale pfili§ naroéné na obsluhu a velmi drahé, proto byly
urceny pouze pro veédecké ucely. Vlivem nékolika faktorti pritokova cytometrie
zaznamenala prudky rozvoj, zejména diky elektronové mikroskopii, pouZzivani
fluorescencnich barviv a v neposledni fad¢ diky objevu monoklonalnich protilatek.
Zasluhou pocitact a pokrocilych programi jsou v dnesni dobé cytometry béZnou

soucasti ve vetsing klinickych laboratoti (Roubalova, 2012).

3.2 Metoda
VSechna méfeni pomoci metody pratokové cytometrie se provadéji v pohybu
a jsou zaznamenany optické vlastnosti jednotlivych ¢astic, nej€astéji to byva intenzita
fluorescence. Na dvousroubovici DNA méfeného predmeétu se navaze fluorescencni
barvivo (Fluorochrom), dtlezité je, aby zvolena latka nebarvila i jiné organely a vazala

se kvantitativné, tzn. aby mnoZstvi navazaného fluorochromu bylo imérné mnoZstvi

DNA (Suda, 2005).

Aby mohla byt provedena analyza pomoci pritokové cytometrie, musi byt bunky
v suspenzi (Givan, 2001). Obarvena jadra pomoci fluorescen¢niho barviva protékaji
specialni komurkou tak, aby protekla jedna burika ze suspenze. Po této operaci dochazi
K osviceni paprskem, ktery ma urCitou vlnovou délku, dochazi tak k emitaci
fluorochromu, pficemz je emitované zafeni o jiné vlnové délce detekované
fotodetektory. Nameéfené vysledky jsou nejcastéji prevadény do histogramu,

cytogramu anebo do 3D grafu (Dolezel et. al, 2007).

Pritokovy cytometr se sklada ze tii casti: Fluidni systém, opticky systém a detek¢ni

systém. Tyto tii systémy jsou vzajemné propojené (Roubalova, 2012).



3.2.1Fluidni systém

Analyza je provedena spravné jen tehdy, kdy castice prochazeji systémem jedna
za druhou. Ve fluidnim systému dochazi k pienosu c¢astic, které jsou vstiikovany
do unaseci tekutiny malym otvorem. Jednotlivé ¢astice musi zaujimat idealni pozici,
kterd je sefizend pomoci hydrodynamické isofukace unaseci tekutiny neboli
izotonického roztoku. Kapilary jsou zGzené, aby nedoSlo ke smiseni vzorku
s tekutinou, diky uzkym kapilardam nam vznika koaxialni proud, ktery zajistuje,
ze méficim proudem prochazi pravé jedna Castice. Fokusaci 1ze i upravovat naptiklad
nastavenim malého rozdilu tlaku studovaného vzorku a izotonického roztoku
(Roubalovd, 2012).

Vlo’e'l Unasecdi tekutina

l

Vzorkova jehla
]

ona
hydrodynamicke
isofokusace

Obrazek 1: Schéma vstiikovani vzorku. Prevzaté z Sinkorova et al. (2008).

3.2.2 Opticky systém
Opticky systém se skladad ze dvou casti, a to z excitaéni a sbérné. Excitacni Cast
je tvofena laserem, soustavou ¢océek a hranold usmérnujicich paprsek. V ¢asti sbérné
se nachazi optickda zrcadla a filtry umoznujici detekci specifické vinové délky
ptislusnymi optickymi detektory (Pekarcikova et al., 2014). Soustava Cocek, zrcadel
a optickych filtri zachycuji fluorescencni a rozptylené zareni, které je prevadéno
na opticky aktivni vrstvu optoelektronickych detektorii (fotondsobicii a fotodiod),
které tvofi hranici mezi optickym a elektronickym podsystémem priatokového
cytometru (Sinkorova et al., 2008). Interakci Gastice a zafeni vznika signal,
ktery je detekovan v zavislosti na jeho intenzité. Pokud linearné rozptylené zaieni
dopadd na fotodiodu, ktera je umisténa v ose dopadajiciho paprsku,
nazyvame jej Forward scatter (FS). Bo¢né rozptylené zatreni dopadajici kolmo na osu

dopadajiciho paprsku se nazyva Side scatter (SS).



Posledni typ signalu popisuje Roubalova (2012) jako fluorescenéni zareni. Uvolnéni
energie ve form¢ fotonl s jinou vlnovou délkou po exitaci zafenim nazyvame
fluorescence. Jedind latka, ktera je uzpusobena k fluorescenci jsou fluorochromy.
K samotnému pievodu optického signalu na elektricky a k digitalizaci pro pocitacovou

analyzu dochazi v elektronickém systému (Pekarcikova et al., 2014)

3.2.3Detekéni systém
V detekénim systému se ziskané signaly z optiky prevadéji na elektrické impulzy
a jsou zobrazeny prostfednictvim pocitacového softwaru. K zobrazeni kazdého
impulzu (event) slouzi rizné grafické zdznamy. Jednim z nich je jednoparametrovy
histogram, kde vyneseme na osu x intenzitu signalu a na osu y mnozstvi bunck.
Druhym grafickym zéznamem jsou dvouparametrové histogramy, které jsou
1 mnohem cast&j$i. Dvouparametrovy histogram nastava, kdyZ je na ose x zobrazena
intenzita a na ose y intenzita druhého signélu. V tomto zobrazeni se kazda z udalosti
vyobrazuje jako tecka. Mnozstvi ¢astic je zobrazeno jako hustota bodl
(dotplot histogram) anebo jako hustota car (contour-plot histogram). Ne&které

ze softwarl nabizi i tfeti zobrazeni, a to Vv trojrozmémém izometrickém grafu

(Roubalovd, 2012).



4. Standardy

Analyza vysledkli neni mozna bez srovndni se standardem. Standard je vzorek,
u kterého zname jiz pfedem velikost genomu (Dolezel et al., 2007 a). Je dulezité,
aby referenéni a cilové vzorky mély podobnou velikost genomu, ale ne stejnou,
aby se nepiekryvaly vrcholy (piky) vychozich histogramu. Standardizace se rozdéluji
na dva typy. V externi standardizaci dochazi k méfeni vzorku a standardu nezavisle
na sobé&. Toto méteni, ale neni doporu¢ovano, za vhodny postup je povazovana interni
standardizace, pti kterém jsou vzorky ve spravném poméru smichany a méfeni probiha
soucasné (Stuchlikova, 2017). Oc¢ekavanou velikost genomu méfeného materialu

ur¢ime na zakladé publikovanych dat v online databazi www.genomesize.cz.

Standardy mohou byt jak Zivocisného, tak ale i rostlinného piivodu. V mém piipadé

jsem aplikovala standardy rostlinného ptivodu. Konkrétng jsem pouzila tyto Ctyfi:

1. Carex acutiformis 2C = 0.82 pg (ostiice ostra)

2. Solanum pseudocapsicum 2C = 2.61 pg (lilek visnovy)
3. Bellis perennis 2C = 3.38 pg (sedmikraska obecna)

4. Pisum sativum 2C = 8.84 pg (hrach sety)


http://www.genomesize.cz/

5. Barviva

Pro snadné uvoliiovani jader bez cytoplazmy je diilezité slozeni izolacniho roztoku
(pufru), ten navic udrZzuje integritu izolovaného jadra, chrani DNA
pfed endonukleazami a usnadiuje barveni DNA. Soucasti nékterych pufri
je i fluorochrom, je ale i moznost pfidavat ho nasledné po izolaci jader. Pufri je cela
fada, mezi nejcastéji pouzivané se fadi Galbraithiv pufr, LBO1, Mariin jaderny
izolaéni pufr, Tris-MgCl, a vneposledni fad¢ Otto 1. a Otto L
(Dolezel & Bartos, 2005).

V mé praci jsem pouzila kombinaci pufri Otto 1. a Otto I1. s barvivem Propidium jodid
(PT). Jedna se 0 malou fluorescenéni molekulu, ktera se vaze na DNA (Crowley, 2016).
Propidium jodid se dostdva mezi ob& vldkna DNA ale i RNA, proto je zapotiebi pfidat
do vzorku ribonukleazu, aby prob&hla spravna analyza obsahu DNA (Hare, 2012).

Nézev SloZeni
45 mM MgCl;
Galbraithiv pufr 30 mM citronan sodny
20 mM MOPS
pH=7
15 mM Tris

2mM Na; EDTA

0.5 mM spermin - 4HCI
8mM KCI

20 mM NaCl

pH =38

50 mM glukoéza

15 mM KCI

15 mM NaCl

5mM Na; EDTA

50 mM citronan sodny

50 mM HEPES

pH=7.2

200 mM Tris

Tris-MgCl: 4 mM MgCl; - 6H20
pH=75

1.100 mM kyselina citronova
11.400 MM NazHPO4 . 12H20
Tabulka 1: Slozeni pufrii. Prevzato z Dolezel & Bartos (2005).

LBO1

Mariin izola¢ni jaderny
pufr

Otto |. a Otto 1.




6. Vyuziti prutokové cytometrie
Zpocatku slouzila pritokova cytometrie pro pocitani a analyzu krevnich bunék,

postupem casu se formovala i k vyuziti v dalSich biologickych oborech (Suda, 2005).

V dnesni dobé nachazi uplatnéni v mnoha oblastech. Nejcastéjsi vyuziti je stanoveni
ploidniho stupné zkoumaného materidlu. Znalost stupné ploidie je velmi dilezitym
prvkem pomahajici oziejmit okolnosti v taxonomicky komplikovanych skupinach.
Vyskytuje se totiz velka skupina rostlin, jejichz druhy jsou vysvétlovany pomoci
ploidnich stupnii, protoze se jen nepatrné odlisuji v morfologickych znacich
(Suda, 2005).

Podle Botanického tistavu AV CR se prittokova cytometrie také zabyva uréenim
obsahu DNA (velikosti genomu). Namétend data slouzi ke studiu diverzity a dynamiky
polyploidnich komplexi cévnatych rostlin a pomaha vyhodnocovat otazky

Vv evoluc¢nich a ekologickych dusledcich genove duplikace.

6.1 Velikost genomu
Suda (2015) charakterizuje genom jako veSkerou genetickou informaci ulozenou
v DNA. Hodnota velikosti genomu se znaci jako zahada C-hodnoty anebo také
C-Value paradox (Gregory, 2005). C-hodnota uvadi velikost nereplikovaného
haploidniho genomu, ktery se stanovuje v poétech parti bazi nebo jako hmotnost DNA
v pikogramech (1 pg = 102 g) (Suda, 2015). Gregory (2005) uvadi, ze velikost

genomu je druhovée specifickd vlastnost, ktera nesouvisi se slozZitosti organismu.

Nejdiive se usuzovalo, ze velikost genomu tzce souvisi s potem genti a organismy,
které jsou vyvojové pokrocilejsi a budou tak mit 1 vys§i obsah jaderné DNA. Toto
tvrzeni se ale vyvrétilo charakterem DNA. Jen mala ¢ast dvouSroubovice koduje
proteiny, naopak ta vé&tSi Cast dvousSroubovice predstavuje nekodujici useky,
coz zahrnuje repetitivni sekvence, introny, pseudogeny a regulacni sekvence

a také geny pro nekodujici RNA (Suda, 2015).

Data o velikosti genomu se stavaji nedilnou soucasti pro srovnavani vyzkumu evoluce
genomu. Byly spustény tii nezavislé databaze, které poskytuji Udaje o velikosti
genomu, rostlinnych C-hodnot DNA, velikost zivo¢isného genomu a urceni velikosti
genomu hub, avsak stale nejsou popsany vsechny druhy, naptiklad u krytosemennych
rostlin je zndmo jen 1,4 % hodnoty C (Gregory, 2007).



Ve své praci jsem vyuzivala databazi www.genomesize.cz, ktera je spusténa od roku
2001. Na portalu je v soucasné dobé& popsano 6 222 druhii (3 793 obratlovci a 2 479
bezobratlych), u kterych je znam obsah haploidni DNA (C-Value). Z tfidy hmyzu
je popsano 1345 fadu.

7. Vyhody a nevyhody

K nejvétsim prednostem pritokové cytometrie patii piesnost a rychlost meéfeni.
Ptichystani suspenze jader k samotnému méieni zabere jen par minut. Samotné méieni
nam umoznuje zanalyzovat nékolik stovek jader za jednu sekundu. Jedno toto méteni
nam dokaze popsat informaci o mnozstvi DNA, stupni ploidie a nespocet dalSich
charakteristikach jedince. Za jediny den dokaze prutokova cytometrie naméfit desitky
az stovky vzorkd. Dalsi vyhodou je urcité finan¢ni dostupnost studovanych vzork,

ktera ma cenu jen par desitek korun za vzorek (Suda, 2005).

Nicméné, co se tyce finan¢ni dostupnosti, vzorky sice stoji par desitek korun,
ale samotny pfistroj je velice finanéné¢ ndkladny. Dalsi nevyhodou pritokového
cytometru je, ze je lepSi pracovat s zivym materidlem, aby byla pfesnost méteni
co nejvetsi. Lze ale pracovat i se suSenymi vzorky (Suda, 2005). V nasem piipadé jsme

pracovali se zivym materidlem, ktera jsme nasledné ukladali do lihu.

8. Postembryonalni vyvoj

Ontogeneze (individualni vyvoj) u zivo¢icht se zahajuje od oplozeni vajicka po smrt
jedince. Vyvoj rozliSujeme do dvou obdobi: embryonalni a postembryonalni. Ve fazi
embryogeneze se vyviji embryo (zarodek), kdy je jedinec chranén vaje¢nymi obaly.
Postembryondalni vyvoj zahrnuje narozeni a vznik pohlavnich organid, délime

jej na piimy a nepiimy vyvoj (Jelinek, 2005).

8.1 Primy vyvoj
Piimy vyvoj nastava, kdyz se z vajicka vylihne jedinec morfologicky i anatomicky
velmi podobny dospélci. V pifimou podobu se méni dorGstinim a dozravanim

pohlavnich 714z (Jelinek, 2005).


http://www.genomesize.cz/

8.2 Neprimy vyvoj
Pokud z vajicka vznika larva, nepodobna dospélci jedna se o vyvoj neptimy. Larva
se castni nékolika vyvojovych stadii (instary). VSechna vyvojova stadia se od sebe
oddéluji svliékanim (ekdyze) a cely proces je fizen hormonalné. Nepiimy vyvoj ma dva
typy promény, patii tam proména dokonala (Holometabolie) a nedokonalad
(Hemimetabolie) (Zahradnik &Severa, 2007).

8.2.1Proména nedokonala (Hemimetabolie)
Proména nedokonald probihd, kdyz jedinci postupné dortistaji do podoby dospélce.
Pii poslednim svlékani se vyvijeji pohlavni organy a kiidla (Jelinek, 2005). Tato
proména obsahuje tfi vyvojové faze vajicko-larva-imago. Larva se v této fazi oznacuje
jako nymfa. Pfi tomto vyvoji neprobihd zddné obdobi klidu. Mezi zastupce promény
nedokonal¢  tfadime naptf.: vazky, jepice, kobylky, sarancata  atd.

(Zahradnik &Severa, 2007).

8.2.2Proména dokonala (Holometabolie)
K proméné dokonalé dochazi, kdyz se z vajicek lihne larva, kterd neni podobna
s dospé€lcem daného druhu (Jelinek, 2005). V proméné dokonalé probihaji ¢tyfi faze:
vajicko-larva-kukla-dospélec. Kukla (pupa) se oznacuje jako klidova faze mezi

dorostlou larvou a dospélcem. Podoba ve vSech stadii se velice 1i§i. Proménou

dokonalou prochazi zejména Ctyfi nejpocetnéjsi fddy hmyzu: brouci, motyli,

blanok#idli a dvouk#idli (Zahradnik & Severa, 2007).

Obrazek 3: Schéma dokonalé promény. Prevzato ze Zahradnik & Severa (2007)
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9. Studované taxony

Ve své préaci jsem se zabyvala porovnanim velikosti genomu u dvou tadu s odlisnym
postembryonalnim vyvojem.

9.1 Lepidoptera

Lepidoptera (motyli) patii k jedné z nejobsahlejSich fadi hmyzu. Na celém svété
je doposud popséno pies 150 000 druhti motyli, avSak kazdy rok pfibyvaji nové
popsané druhy, tudiZ celkovy podet se odhaduje na 400 000 druhti. V Ceské republice
je zndmo 3 411 druht ze 75 Celedi (Lastavka & Liska, 2008). Jejich velikost je velice
riznoroda, nejmensi predstavitel drobni¢ek jablonovy (Nepticula malella) ¢ini
Vv rozpéti kiidel pouhych 4-5 mm, zatimco nejvétsi martina¢ hrusnovy (Saturnia pyri)
méfi az 160 mm. (Zahradnik & Severa, 2007).

U motyld probihd vyvoj proménou dokonalou, tudiZz z vaji¢ka se vylihne larva
(housenka), ktera se nékolikrat svlékne a piechazi v kuklu, z které se nasledovné

vylihne motyl (Gulan & Cranston, 2014).

9.1.1Vajicko
Féze vajicka zaCind samicim ulozenim zralého vajicka, samotné vajicko tvorii
zarodecna buika, kterd je obalena pruznou skotapkou. K oplozeni vajicka dochazi

pomoci otvorli na pdlech vajicka, do kterych vniké spermatozoid (sam¢i zarodec¢na

vrwe

Vajicka motyli maji nékolik tvart, mohou byt vejéitd, kulovita, hruskovita nebo
protahla. I zbarveni vajicek se 1i8i, zprvu maji bilou barvu, ale kratce po nakladeni
se méni do Zluté, svétle cervené nebo se zbarvuje 1 do zelené. Podoba povrchu vajicka
je jemn¢ zrnitd a béZzné se na ném vyskytuji podélné nebo pticné liSty, osténky nebo
vyrustky. Pocet nakladenych vaji¢ek se lisi od druhu, samicky mohou naklast

jen n€kolik vajic¢ek ale také n€kolik set (Zahradnik & Severa, 2007).
DN p - L
W O W @ O o=
b 4 0 & &

Obrazek 4: Ukdzka tvarii vajicek. Prevzato z Reichholf~Riehm (2003).
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9.1.2Larva (housenka)
Jedna z nejvyraznéjsich vlastnosti housenky je rust a pfijimani potravy. Dospély motyl
ani kukla nerostou, tudiz velikost dospélého motyla se odrazi na velikosti jeji
housenky. Hlavnim faktorem velké housenky je velké mnozstvi potravy,
které zkonzumuje béhem larvalniho vyvoje, proto maji kusadla, ulozena na hlave,

zasadni vyznam pro Zivot housenky (Zahradnik & Severa, 2007).

Télo housenky je casto pokryto chloupky, ale neni to pravidlem u vSech druhi,
je stihlé a protahlé. Housenka se sklada z hlavy, tii ¢lankti hrudnich a z deseti ¢lankt
zadeckovych. Na kazdé stran¢ hlavy je usazeno Sest jednoduchych o¢i, pod nimiz
se nachazi tykadla. Na hrudnich ¢lancich jsou pfipojeny nohy, na 3. a 6. ¢lanku
zadeCku panozky a poSinky jsou usazeny na 10. ¢lanku zadecku. Housenky mohou mit
nékolik zbarveni Sedozelené, zelené anebo hnédé. Obranné systémy housenky pied
neptateli jsou vystrazné postaveni nebo stoceni. Nejjednodussi pro housenku
je ale spadnou do porostu a zmizet. V momentu, kdy se dostane housenka do potiebné
velikosti a prestdva se svlékat, hledd mozna mista pro zakukleni

(Zahradnik & Severa, 2007).

9.1.3Kukla (pupa)

Kukla se nachézi v klidovém vyvojovém stadiu, kdy probiha rozsahla anatomicka
pfeména. Macova (2009) charakterizovala kuklu jako pevnou schranku, kde jsou vidét

ndznaky organu budouciho motyla.

V misté poSinek vznikad tzv. kremaster. Ten je opatfeny hacky, pomoci kterych
se kukla pfichyti k rostlin€ ¢i jiné podloZce. Kukla mliZze byt situovana hlavou dold,
ale 1 hlavou vzhiru, v tomto ptipad¢ si kukla opatii vldkna, kterymi se pfidrzuje
a zadec¢ek opie o podklad. Rozlisuji se tfi typy kukel. Nejprimitivnéjsi zastupci motylt
vyuzivaji kuklu volnou (pupa libera). Dale je to kukla nedokonaléa (pupa semilibera).
Jeji charakteristickou vlastnosti jsou volna kiidelni pouzdra a volné koncetiny. Ttetim
typem je pak kukla dokonalé (pupa obtecta), kde jsou ptivésky pévné piirostlé k t&lu
(Zahradnik & Severa, 2007).

Preména v kukle probiha rozpusténim tkané, kde se nasledné okolo zarode¢nych
ter¢ikll za€inaji vyvijet zcela nové zéklady budoucich organti. Imago Cerstvé vylezlé
Z kukly dosp€lého motyla moc nepfipominad, potiebuje urcity ¢as, aby se mu zpevnila

ktidla, vybarvil se a byl schopen letu (Zahradnik & Severa, 2007).
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9.1.4Dospélec
Motyli se vyznacuji dlouhym télem, které je rozdéleno do tii ¢asti: hlava, hrudnik

a zadecek. K hrudniku jsou pfipojena piedni a zadni kiidla.

Na hlavé motyla je umistén jeden par velkych slozenych o¢i. Slozené o¢i tvoii bunky
svételnych receptort, které dokazou detekovat svétlo. (Vane-Wright et al., 1986).
Tykadla na horni ¢asti hlavy maji rtizny tvar, délku a pocet ¢lankd. U motylt
rozliSujeme nekolik typl tykadel, samicky zpravidla mivaji jednodussi tykadla nez
samci a denni motyli se vyznacuji tenkymi a tuzSimi tykadly zakoncené palickou
nebo plochym ter¢ikem (Méacova, 2009). V neposledni tadé jsou dulezita
i pro identifikaci potencionalnich partnert, protoze tykadla slouZzi jako ¢ichovy organ
(Vane-Wright et al., 1986). K piijimani potravy maji motyli vyvinuty spiralové
stoceny sosak. Pomoci sosdku jsou schopni nasavat nektar, vodu ¢i mineralni latky

(Reichholf-Riehm, 2003).

Hrud® (Thorax) se sklada ze tii c¢lankt, piedohrud” (prothorax), stfedohrud’
(mesothorax) a zadohrud’ (metathorax). Clanky jsou spojeny z fady nepohyblivych
skleritt (Resh&Cardé, 2003). Na kazdém hrudnim ¢lanku nalezneme par
¢lankovanych nohou. Kftidla jsou ptfipojena k druhému a ttetimu ¢lanku, predni kiidla
jsou napojena na mesothorax a zadni na metathorax (Macova, 2009). U primitivnéjsich
skupin jsou kiidla s mesothorax a metathorax stejné velikosti, zatimco u vice
odvozenych skupinach je mesothorax vétsi a ma mnohem silnéjsi svalstvo, navic
slouzi k ptichyceni k podlozce anebo k pohybu z mista na misto. Blanita kiidla jsou
vyztuzena vodorovnymi a piiénymi Zilkami, které jsou pokryty Supinami. Supinky
jsou drobné a pigmentdzni, stanovuji celé zbarveni kiidla. U nékterych druhii motylt
mohou byt kfidla zakrnéla anebo Uplné schazeji (Zahradnik &Severa, 2007). Zaklad
kreseb vybarvujicich se na kiidlech vznikaji uz v kukle. Barevnost a kresba je
u kazdého motyla, i stejného druhu, jind. Tento jev se nazyva tzv. variabilita
(Dubiel von LeRach, 2003). V klidovém rezimu maji slozena kiidla bud’ kolmo na télo

(denni motyli), plosné anebo stiechovité (no¢ni motyli) (Zahradnik & Severa, 2007).
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Zadecek (Abdomen) se skl&dd zdeseti ¢lanku, viditelnych je prvnich 8
(u samic 7, maji o jeden ¢lanek mén¢). Na konci celého zadeCku se nachazi kopulacni
ustroji, které nam vzdy bezpecné urci druhy, které jsou si barevné velice podobné
(Reichholf-Riehm, 2003). Vnitini kopula¢ni organy u samcu tvoii varlata a u samic
vajecniky. Vnitini organy vyustuji do vnéjSich organti spolecné se systémem
navazujicich zladz. Zazivaci soustava motyll je umisténa na obou stranach zadecku,
kde se mimo jiné nachazi také pulzujici céva, a to na hibetni strané. DiileZitou soucasti
zadecku je nervova paska, ktera lezi na btisni stran¢. VSechny télni organy jsou pomoci

dychacich trubic (tracheji) zasobeny kyslikem (Macova, 2009).

9.2 Orthoptera
Skupinu Orthoptera (rovnokfidli) zastupuji stiedné velci az velci zastupci hmyzu. Rad
se déli na dva podiady: kobylky (Ensifera) a sarancata (Caelifera). Mezi spole¢né
znaky téchto dvou podiadil zafazujeme zadni nohy, které jsou uzpiisobeny ke skakani.
Jejich hlava s kousavym ustrojim a makadly je orientovana svisle dold a dale tam
fadime jejich zpisob vydavani zvukt ke tieni. Orthoptera se fadi mezi tady
s proménou nedokonalou. Larvy lihnouci se z vajic¢ek jsou si podobné s dospélcem

svého druhu a postupné se vyviji do podoby imaga (Dubiel von LeRach, 2003).

9.2.1 Kobylky (Ensifera)
Kobylky obyvaji vétSinu zoogeografickych oblasti, celosvétove je popsano pies 8000
druhti, v Ceské republice se vyskytuje pies 40 druhii kobylek. Jejich domovem jsou
rizné biotopy, fadime tam louky, lesy, pole, mytiny a zahrady. Tento podiad délime
jesté na tii rozsahlé Celedi, kobylky (Tettigonioidea), cvréci (Grylloidea) a konici
(Gryllacridoidea) (Zahradnik &Severa,2007).

Spermie samce jsou piedavany ve vackovitém spermatoforu (pouzdro obsahujici
spermie) pomoci vyvinutého kladélka na jeho zadech, ktery pfichycuje na konec
zadecku samice. Kobylky kladou vajicka jednotlivé do rostlin nebo do ptdy, tvar maji
ovalng protahly (Kocarek et al., 2013). Po vylihnuti jsou nymfy podobné imagu, av§ak
1i8i se zbarvenim, velikosti ale také absenci kiidel a rozmnozovacich organti. Nymfy

prochazeji nékolika fazemi, kdy postupné dozravaji do imaga (Kocarek et al., 2013).
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Télo kobylek je zpravidla ze stran zploStélé a hlava je stoend doli. Na hlavé
se nachazi dv¢ az tfi jednoducha ocka a silna kusadla. Na vrcholu hlavy jsou usazena
dv¢é mnohoc¢lankova tykadla, ktera dosahuj délky téla kobylek. U kobylek se nachazi
dva pary kiidel, prvni par kiidel (Tegmina) je uzky, kozovity a skrvnity, zatimco druhy
par je pruhledny (hyalinni) a nékdy lehce nahnédlé (Zahradnik &Severa,2007).
Nepostradatelnou soucasti kobylek jsou zadni nohy, zadni stehna jsou mohutna
a uzpusobena ke skoku, na konci se nachazi chodidla, ktera se skladaji ze ¢tyf ¢lankt
(u cvrcku ze tii), na poslednim c¢lanku se nachazi drapky k zachyceni
(Dubiel LeRach,2003). Hrud’ kobylky se zadeCkem jsou k sob& pevné srostlé
(Zahradnik &Severa, 2007).

K lakani samic kobylky vyluzuji specialni zvuk (striduluji), samice pomoci parovych
sluchovych organt, nachazejicich se v bazalni ¢asti piednich holeni, zvuk
zaznamenavaji i na nékolikametrovych vzdalenosti. Stridulace vznika tfenim piednich

pari kiidel anebo tfenim wvnitini strany zadnich stehen o pfedni par kiidel

(Dubiel LeRach,2003).

9.2.2 Sarancata (Caelifera)

Nékteré druhy sarancat se oznacuji jako nebezpeéni skudci v rostlinnych porostech
subtropii a tropt. Jejich rozifeni je po celém svété, je znamo 10 000 druht. V Ceské
republice se vyskytuje 40 druhti sarancéat (Zahradnik &Severa,2007). Podiad Caelifera
se rovnéz déli do nékolika rozsahlych Celedi a to Sarancata (Acridioide), Marse
(Tetrigoidea) a Pacvrckové (Tridactyloidea). Nekteré druhy sarancat dosahuji délky
az 60 mm. V pribehu kopulace je drobny spermatofor vpraven do samici spermatéky
(Kocarek et al., 2013). Samicky pomoci kladélkovych valv, které jsou umistény
na zadecku, vkladaji do pidy vajicka. Sarancata na rozdil od kobylek kladou vajicka
do pudy ve skupinach. Pouzdro vaji¢ek tvofi sekret, jimiZ je obaleno (Pecina, 1999).
Barva vajicek je rOznorodd, mlze mit barvu Zlutou, hnédou az cernou

(Kocarek et al., 2013).

Ihned po vylihnuti prochédzi larva primarnim svlékanim. Béhem larvalniho vyvoje
se nymfy svlékaji 5- 6krat. VSechny druhy pfezimuji ve stadiu vajicka, avSak marse
(Tetrix) pfezimuji ve fazi larvy anebo jako dospélci (Zahradnik & Severa, 2007).

Barva téla sarancat je vétSinou hnéda, hnédozelend az zelena, télo je ze stran zplostelé

a protahlé. Slozené vyvinuté o¢i sedi na hlavé, u nékterych druhtt mohou byt i skvrnité.
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Na rozdil od kobylek maji sarancata kratka tykadla, ktera jsou vétSinou nitkovita a na
konci Sirokd. Oba pary kiidel se od sebe lisi. Pfedni kiidlo je kozovité dlouhé a obcasné
1 skrvnité, zatimco zadni je blanité a vyrazné zbarvené. Zbarveni zadnich kiidel muze
byt rizné i u stejného druhu. Sarancata se pohybuji pomoci silnych a mohutnych
koncetin. Stridulace probihd tfenim zoubkll na vnitini stran¢ stehen o vyvstavajici

zilky krovek.

9.3 Rozdily
Rovnokfidli se fadi mezi indika¢ni a ochranéisky vyznamnou skupinu hmyzu. Tato
skupina je vé&zéna v podminkach stfedni Evropy zejména na terestricka nelesni
stanovisté (Marhoul et al., 2019). Zastupci rovnokiidlého hmyzu jsou pfedevsim lucni,

obyvaji oteviena stanovisté (Holusa et al., 2008).

Kobylky zpravidla obyvaji stromy, kefe a vyssi byliny, zatimco sarancata se pohybuji
vétSinu Casu na zemi nebo v travé (Kocarek et al., 2013). U motyld je dalezitym
faktorem teplota, vlhkost a dostatek slunce, svou teplotu méni v zavislosti
nasmérovani kiidel k slunci. Pro motyly je charakteristicky luéni biotop
(Landman, 1999). Vétsina druht kobylek je vSezrava, ale fada druht dava piednost
rostlinné potravé. V piipad¢ vSezravého druhu jsou kofisti sarancata, jiné druhy
kobylek a larvy hmyzu. Sarancata jsou bylozravci, Svou potravu zpracovavaji pomoci
mohutnych kusadel (Koc¢arek et al., 2013). Motyli jsou nepostradatelnou soucasti
potravinového fetézce. Housenky jsou vyznamni konzumenti a urychluji tak pteménu
zelenych rostlin v humus a samotni jedinci motyli piedstavuji potravu pro vétSinu
predatordi, paraziti a hmyzoZzravych Zivocichid. V neposledni fad€¢ se dospélci

vyznamné podili na procesu opylovani (Cechméanek & Hrabak, 2006).

Zatimco kobylky a motyli kladou vaji€ka jednotlivé, sarancata kladou vajicka
ve skupinach, obcasn¢ i neékteré¢ druhy motyli. Pocet instard nymfy u rovnokiidlych
je variabilni, ale primérné se uvadi 4-7 stadii. U rovnokiidlych nedochazi ke klidové
fazi, zatimco motyli klidovou fazi prochézi. Kukla — klidové stadium nepfijima

potravu a pohyb je omezeny (Kocarek et al., 2013).
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Kobylky a sarancata vyuzivaji tzv. kryptické zbarveni jako obranny systém pted
predatory. Barevny odstin byva pfizpisoben podkladu, na kterém se nachazi.
Pfi pfimém napadeni predatorem Rovnokiidli vyvrhnou obsah piedni ¢asti traviciho
traktu, ktery obsahuje agresivni travici enzymy. Velci zastupci kobylek se mohou
bréanit kousanim (Kocarek et al., 2013). Motyli vyuzivaji rovnéz kryptické zbarveni
jako obranny systéem, ale také odstrasujici zbarveni, které je navic doprovazeno
specifickym chovanim, odstrasuji tak predatora odkryvanim pestie zbarvenych kiidel.
Na rozdil o kobylek, motyli zbarveni v n¢kterych piipadech je spojeno s jedovatosti,
Vv téle se mohou vyskytovat kyanidy, alkaloidy, histamin a kardiovaskularni jedy.
Motyli maji také schopnost strnuti (katalepsie), kdy dokazou napodobovat ruzné
vétvieky, list &i pta¢i trus (Cechmanek & Hrabak, 2006).

Jedinci s proménou dokonalou prochdzi vice stadii nez druhy s proménou
nedokonalou, rovnéz délka celého vyvoje je delsi. Nékolik mésict dokonce obcasné
1 let trva, nez se z vajicka vylihne housenka. Housenka se béhem vyvoje nékolikrat
svlékne a v momenté, kdy pfestane piijimat potravu vyhledava misto ke kukleni.
Stadium kukly rovnéz trva nékolik mésicii az let, samotny dospélec se poté doziva

az jednoho roku (Laryszové, 2010).

Velkéa velikost genomu by mohla byt ptrekdzkou k rychlému bunécnému déleni
ve stadiu kukly, protoZze tam dochazi k velké transformaci tkani. Uvadi se, Ze hranice
u promény dokonalé se pohybuje do 2 pg, avSak tento parametr neni neptfekonatelny
(Gregory, 2002). Jednim zpiikladi z holometabolniho hmyzu jsou brouci
(Hanrahan & Johnston, 2011). Hemimetabolni hmyz je charakterizovan velkou skalou
velikosti genomu, protoze jejich ontogeneze je rozdélena na malé zmény probihajici
behem larvalniho stadia, proto si tak mohou dovolit vétsi genom (Sadilek et al., 2019).
Podle nejaktualnéjSich dat je opravdu ziejmé, Ze zastupci s proménou nedokonalou
maji nejvyssi znamé velikosti genomu, za zastupce miZzeme povazovat napiiklad
saran¢e Podisma pedestris — 2C = 34,8 pg (Westerman et al., 1987). Naopak mezi
zastupce smalou velikosti genomu fadime msSice, ktefi patii Kk jedincim
z hemimetabolniho hmyzu (Eoessigia longicauda 2C = 0,36 pQ)
(Cornette et al., 2015). Znacnou roli ve velikosti genomu jsou tedy jisté¢ faktory

jako je rychly zivotni vyvoj, ale 1 drobna velikost téla (Gregory, 2002).
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10. Metodika

10.1 Priprava hmyziho materialu
Ke spravnému méfeni je potieba pracovat se zivym materidlem, abychom dosahli
co nejpresnéj$i analyze. V piipadé, ze vzorek nebudeme meéfit v nejbliz§i dobg,

zamrazime ho.

Cast mych vzorkil jsem ziskala od entomologt, ktefi navitivili zajimavé lokality
po celé Ceské republice (stepni oblasti na Moravé, Tieboiisko). Néktefi exemplafi
z tadtt motyli pochéazi z odchovii chovatell, dostala jsem jiz vylihlé housenky
z vajicek. Pomoci entomologickych siti byli chyceni dospéli motyli ptfevazné
na exkurzich studentli Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy. Transport
do laboratofe CZU musel byt proveden v co nejkratiim useku, protoze motyli
v epruvetach jsou velice stresovani a mohlo by tak dojit k jejich tmrti. Cast druhd
rovnoktidlych pochazi ze zahraniéi a zbytek sarancat a kobylek jsou odchyceni pomoci
entomologické sitky na exkurzich. Determinaci druht provedl napt.: Ondfej Balvin

(CZU), Petr Sipek (PiF UK) a Tomas Jor (PiF UK).

Pied samotnou ptipravou jsem si zjistila diky databazi www.genomesize.cz velikost

genomu standardu, ktery bude mit podobnou velikost jako mnou studovany vzorek.

Pfipravila jsem si dvé nadepsané zkumavky, do kterych pozdéji naliji smés
odizolovanych jader standardu a vzorku. Do Petriho misky poloZim 0,5 -1 cm
rostlinného pletiva (standardu) a odtrZzenou koncetinu studovaného vzorku. Pokud
mame problémovy druh a nedafi se ndm za zivého stavu koncetinu odtrhnout, vzorek
zamrazime, aby se ndm s nim posléze Iépe pracovalo. Pomoci pipety napipetujeme
pufr Otto 1. o objemu 550 ml a ptiddme do Petriho misky. Smés standardu, koncetiny
a pufru pomoci Ziletky rozsekdme na co nejmensi castecky, nasledné pomoci pipety
nasajeme a profiltrujeme ho ptes nylové platenko do pfipravené zkumavky. Je potieba
zkontrolovat, zda se ve zkumavce nenachazi vetSi ¢astecky, které by mohly narusit

meéfeni. Pro kazdy druh jsme pfipravili dva vzorky pro presnéjsi ovéteni analyzy.

10.2 Pi¥iprava barviva
K obarveni jader jsem v nasem piipadé pouzila barvivo Propidium jodid (PI). Barvici
roztok pfipravujeme slozenim PI, pufru Otto II., RNA a 2-mercapethanolu. RNA a Pl
Jjsou v zamrazeném stavu, proto je potfeba pied piipravou roztoku eppendorfky fadné

rozmrazit.
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Do ptipravené nadoby pfilijeme 25 ml Otto II., déle je zapotiebi pfidat po 1 ml RNA
a Pl. Roztok je hotovy az po pfidanim pomoci pipety 44 ul 2-mercapethanolu.
Do zkumavky s piipravenou smési jader, vzdy piidame 1 ml barviciho roztoku
(Dolezel et al., 2007).

Ptiprava pufru Otto I. neni slozitd. V destilované vode¢ se rozpusti 0,1 M mnohohydratu
kyseliny citronové spole¢né s 1 ml 0,5 % Tween 20. Rozpustény roztok pielijeme
do analytické banky a ptfidame destilovanou vodu.  Findlni roztok vznika
prefiltrovanim celé smési. Kyselina citronova je dulezita pro fixaci izolovanych jader,
a navic zlepSuje pfistupnost barviva (DoleZel et al., 2006). Pro ptipravu roztoku, ktery

se rovnéz rozpusti v destilované vod¢ a nasledné se prefiltruje (Dolezel et al., 2005).

10.3 Analyza priitokovym cytometrem
K analyze velikosti genomu jsem pouzivala pritokovy cytometr Apogee A60.
Pfed samotnym méfenim je zapotiebi zkontrolovat n€kolik komponentl pfiistroje.
Pokud neni v nadobé na destilovanou vodu (sheat fluid) dostatek vody pridame jej
spole¢né s 500 ul ProClinu. Dale se pod cytometrem nachéazi nadoba na odpadni vodu,
kterou vyprazdnime. Samotny pfistroj zapiname pomoci tlacitka on/off a automaticky
se nam spusti ApogeeFlow FCM control. Dulezité je, aby byla proplachovaci nadobka
(sampleport) v poloze proplach. Ptistroj nasledné provede nékolik proplachovacich

cykli a po dokonceni se nastartuje hlavni program Apogee Histogram Software.

Do softwaru nahrajeme data standardu, se kterym jsme nas vzorek ptipravili.
Obarveny vzorek ve zkumavce vlozime do sampleportu. Analyza se po zacvaknuti
sampleportu rozjede a stroj za¢ind nasavat obarveny roztok, nasaje 150 pul, z ¢ehoz 90
pl zméfi. V priabehu méfeni se ndm na histogramu zac¢inaji objevovat body. Pro nase
méfeni jsou dilezité dva histogramy. Prvni histogram 532 Grn (Area) vs. Count
zobrazuje fluorescenci na 1024 kandlech, kde se zobrazuji gasuovské kiivky
fluorescence meétrenych castic (peaky). Druhy histogram 532 Grn vs. 532 LALS
(area-peak), zde se nam zobrazuje boc¢ni rozptyl (side scatter), ktery analyzuje rozptyl

paprsku laseru a my tak dokaZzeme urcit tvar ¢éstic.

V histogramu se casto objevuji neuspofddané Castice, které vytvareji Sum
a znehodnocuji tak samotné méfeni, proto je mozné na side scatteru nastavit ofezani
zajmové Casti tzv. ROI (region of interest). Tento parametr je ale automaticky nahrany

diky nasemu nahranému standardu, proto neni potfeba snim manipulovat.
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Je nastaveny, tak aby zachytil peak standardu a peak naSeho studovaného vzorku.
Pokud se zde ptece jen néjaky Sum objevi, sta¢i zmenS$it naSe zajmové Uzemi

a odstranit tak Sum pomoci tvz. gate.

Bézna rychlost analyzy méfeni je 6-10 pl/min Casto se ale stava, Ze v suspenzi
se nachazi mnoho ¢astic, proto je zapotiebi rychlost snizit. S rychlosti manipulujeme
v zalozce Control-Sample pl/min. Naopak pfi vyskytu malého mnozstvi Céstic

se rychlost zvysuje, tam ale pak dochazi ke snizeni kvality méfeni.

V programu mizeme pohybovat i s peaky po ose X, kterd zobrazuje fluorescenci.
Pohyb po ose X jsme vyuzivali, kdyz studované vzorky mély vyrazné vyssi nebo mensi
velikost nez standard, proto jsme nezpozorovali peak na ose x naseho vzorku. V tomto
ptipadé je zapotiebi piipravit suspenzi jader s vyssi anebo mensi velikosti genomu

standardu.

Na konci méfeni je potieba zkontrolovat, zda je peak ve stfedu Gsec¢ek ohranicujicich
gate a rozliSit, které peaky oznacuji standard a vzorek. Poté analyzu ulozime
ve formatu histogramu v Apogee Histogram Software. Data jsem si piepracovala
do excelovskeé tabulky, z které jsem nasledné Cerpala po samotny vypocet genomu

a statistické zpracovani vysledk.

Vypocet genomu se pocita s daty o fluorescenci vzorku a standardu. Tyto Udaje se daji

do poméru a vynasobi se velikosti genomu zndmého standardu (Dolezel et al., 2007).
VGy = VGs X (PI/ Ply)

VGy= velikost genomu studovaného vzorku
VGs=velikost genomu standardu
Pl,= fluorescence studovaného vzorku

Pls= fluorescence standardu
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10.4 Statistické zpracovani vysledku
Vsechna data byla statisticky zpracovana v program RStudio ve verzi 1.4.1106.
Na porovnani dat a rovnéz na grafické zobrazeni jsem pouzila boxplot. Anova test
jsem vyuzila, abych zjistila, zda je néjaky rozdil mezi fady a Tukeyho test na porovnani

rozdilu mezi fady.
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11. Vysledky

Od ¢&ervence roku 2019 jsem zapodala méfeni mych vzorkd V laboratoti CZU

na katedie ekologie MCEV II.

Toto méteni bylo zpfevazné vétSiny narazové, zalezelo, kdy byl k dispozici

entomologicky material (viz metodika). Méteni a analyzy jsem provadéla az do 2020.

V bakalaiské praci jsem analyzovala celkem 45 exemplatu z tiidy Insecta (hmyz) a to
konkrétné 23 jedinci z fadu Lepidoptera (motyli) a 22 jedinct z fadu Orthoptera
(rovnokftidli) kam patti podiad Caelifera (sarancata) a Ensifera (kobylky).

V tabulce €. 2 uvadim pocet jedinct z kazdého tadu.

Tabulka 2: Pocet namérenych jedincii.

Rad (latinsky) Rad (Sesky) Pocet jedincu
Lepidoptera motyli 23
Orthoptera rovnokiidli 22
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Lepidoptera

Z tadu Lepidoptera jsem naméfila velikost genomu u 23 jedinct.

Velikost P(:jrlzdl

Celed’ Rod Druh (latinsky) Druh (€esky) genomu | Zkratka velikosti

2C (pg) genomu
Cossidae Zeuzera Zeuzera pyrina drvoplen hrusnovy 1,37 Ze pl 7
Crambidae Cydalima Cydalima perspectalis | zavijec zimostrdzovy 1,34 Cy p 6
Erebidae Calliteara Calliteara pudibunda Stétconos orechovy 2,16 Ca_p 17
Geometridae Timandra Timandra comae Zlvu ,mk,”dl‘fc 1,38 Ti_c 8

Stovikovy
Hesperiidae Thymelicus Thymelicus sylvestris soumr acn,lk 1,91 Th_s 15
metlicovy
Lasiocampidae Gastropacha Gastro_pac_ha bourovec ovocny 1,2 Ga_q 5
quercifolia
Lasiocampidae | Macrothylacia Macrothylacia rubi bourquec , 2,41 Ma_r 19
ostruzinovy
Lycaenidae Plebejus Plebejus argus rvnodrasek' 1,71 Pl_a 13
cernolemy
Lycaenidae Polyommatus Polyommatus icarus modrések jehlicovy 3,77 Po_i 23
Nymphalidae Boloria Boloria selene perl,ew.vef: , 0,42 Bo_s 1
dvandctitecny
Nymphalidae Caligo Caligo memnon - 1,67 Ca m 12
. Coenonympha . A
Nymphalidae Coenonympha pamphilus okac pohaiikovy 3,43 Co_p 20
Nymphalidae Inachis Inachis io babocka pavi oko 1,61 In_i 10
Nymphalidae Maniola Maniola jurtina okac lucni 3,51 Ma_j 21
Nymphalidae Melanargia Melanargia galathea okac bojinkovy 0,54 Me _ 3
Nymphalidae Polygonia Polygonia c-album babocka bilé C 1,52 Po ¢ 9
Nymphalidae Vanessa Vanessa cardui babocka bodldkovd 3,62 Va ¢ 22
e . . pestrokriidlec

Papilionidae Zerynthia Zerynthia polyxena podrazcovy 0,44 Ze p 2
Pieridae Pieris Pieris rapae bélasek repovy 1,94 Pi_r 16
Pyralidae Plodia Plodia interpunctella zavijec paprikovy 0,57 Pl 4
Saturniidae Actias Actias ningpoana - 2,4 Ac_n 18
Saturniidae Attacus Attacus atlas martind¢ atlas 1,81 At a 14
Saturniidae Hyalophora Hyalophora cecropia - 1,65 Hy ¢ 11

Tabulka 3: Velikost genomit u jednotlivych zastupcii Lepidoptera.

Nejmensi velikost genomu jsem zaznamenala u druhu Boloria selene 2C = 0,42 pg.

V online databazi www.genomesize.cz je nejvyssi naméfena velikost genomu u druhu

Lycia pomonaria 2C= 2,92 pg, avsak v mém méfeni jsem zaznamenala vétsi velikost,

ato u druhu Polymmatus icarus ato 2C = 3,77 pg. Rozdil velikosti u mnou namétenych

jedinct s nejmensi a nejveétsi velikosti ¢ini 3,35 pg, proto mohu konstatovat, ze rozdil

mezi druhy je znaény. Nejvétsi rozdil v ¢eledich jsem zaznamenala u Nymphalidae.

V cCeledi jsem naméfila 7 druht. U druhu Vanessa Cardui byla namétena nejveétsi

velikost genomu v ramci ¢eledi Nymphalidae a to 2C= 3,62 pg. Celkovy rozdil v této

celedi mezi nejveétsi a nejmensi velikosti genomu je 2C = 3,2 pg.
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genome size (pg)

Z ¢eledi Lycaenidae jsem naméfila dva zastupce dennich motylt Polyommatus icarus
2C = 3,77 pg a Plebejus argus 2C = 1,71 pg, kde jsou zfejmé rozdily i v rdmci jedné
¢eledi. Zastupci noénich motyla z ¢eledi Lasiocampidae Gastropacha quercifolia 2C

= 1,2 pg a Macrothylacia rubi 2C = 2,41 pg maji mezi sebou rovnéz vyrazny rozdil.
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Druh
Obrazek 5: Porovnadni velikosti genomu u jednotlivych druhii Lepidoptera pomoci boxplotii

v RStudio ve verzi 1.4.1106.

Obrazek 5 charakterizuje grafické zobrazeni velikosti genomt u jednotlivych druhti
ztadu Lepidoptera. Hodnoty genomtl jsou rizné, pohybovaly se od nejmensiho
2C= 0,42 pg u druhu Boloria selene az po nejvétsi 2C= 3,77 u druhu Polymmatus
icarus. Z grafu lze i vycist, Ze se zde nachazi rozdily mezi jednotlivymi Celedémi.
rozdily. Konkrétni skupiny na zakladé podobnosti velikosti genomu (viz Tabulka ¢.4)

jsem pro vétsi prehlednost barevné vyznacila.
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Z Tukeyho HSD testu je zfejmé, Ze je mezi druhy signifikantni rozdil. Sloupec

groups nam fekne, zda je mezi druhy odlisSnost anebo naopak podobnost. Ja jsem

diky testu zjistila, ze velika odli$nost je u skupiny druhti Plodia interpunctella (a),

Melanargia galathea (a), Zerynthia polyxena (a), Boloria selene (a) a dalsim druhem

Polyommatus icarus (f). Naopak rozdil mezi ostatni druhy nelze ur¢it pouze pomoci

velikosti genomu.

Zkratka | 2 C | Groups
Bo s 0,42

Ze p 0,44

Me g 0,54

Pl 0,57

Ga_g 1,2

Cyp 1,34

Ze pl 1,37

Ti c 1,38

Po ¢ 1,52

In_i 1,61

Hy c 1,65
Cam 1,67

Pl_a 1,71

At a 1,81 | abcd
Th s 1,91 | abcde
Pi_r 1,94 EELE
Ca p 2,16 | abcdef
Ac n 2,4 | bedef
Ma_r 2,41 | bedef
Co p 3,43 el
Ma_j 3,51 &
Va ¢ 3,62 Kt
Po i 3,77

Tabulka 4: Vysledky Tukeyho testu v RStudio ve verzi 1.4.1106
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Orthoptera

Z tadu Orthoptera bylo naméfeno 22 jedinci.

Velikost Poradi dle
. Druh Druh . .
Celed’ Rod . genomu | Zkratka | velikosti
(latinsky) (Cesky)
2C (p9) genomu
o . Acrida Sarance
Acrididae Acrida . i 7,21 Ac_u 17
ungarica uherska
Acrididae Anacridium Anacr_ldlum Samn?e 5,97 An_a 7
aegyptium-M egyptska-M -
Acrididae Anacridium Anacridium sarance 7,04 An_a 15
aegyptium-F egyptska-F
Acrididae Chorthippus | CPOMMIPRUS | o e ucni | 6,11 Ch_d1 9
dorsatus
- . Chorthippus C
Acrididae Chorthippus dorsatus Sarance lucni 6,12 Ch_d2 10
Acrididae Chorthippus | MRS e tueni | 6,64 Ch_d3 13
orsatus
Acrididae Chorthippus | MRS e tueni | 7,42 Ch_da 18
orsatus
- . Chorthippus Sarance
Acrididae Chorthippus paralellus obecna 7,12 Ch_p 16
Acrididae Chorthippus Ch°srgh'fp“s sarancesp. 1 | 697 Chor 14
Gryllidae Gryllus Gryllus cvrcek 6,32 Gra 11
assimilis bananovy
. . . Diestrammena konik .
Rhaphidophoridae | Diestrammena asynamora sklenikovy 5,98 Di_a 8
Tettigoniidae Ancylecha ,fAncercha - 0,68 An_f 2
enestrata
Tettigoniidae Decticus Decticus sp. 1 | kobylka sp. 2 7,64 De spl 19
Tettigoniidae Decticus Decticus sp. 2 | kobylka sp. 2 6,61 De_sp2 12
Tettigoniidae Decticus DeCt.'CUS kobylka hnéda 4,64 De v 4
verrucivorus
Tettigoniidae Eugastrini Eugaster sp. 1 - 20,1 Eu_spl 22
Tettigoniidae Meconema Mego_nema kobylka jizni 5,64 Me_m 6
meridionale
Tettigoniidae Phaneroptera Phar:}e;rr?:tera kobylka mala 0,31 Ph_n 1
Tettigoniidae Roseliana Metrlop_tera kobylka lucni- 9,92 Me rl 20
roeselii-F F
Tettigoniidae Roseliana Metrioptera | kobylka lucni- 11,61 Me_r2 21
roeselii-M M
Tettigoniidae Tettigonia T_e_ttl_go_nla kobyIKa 5,61 Te v 5
viridissima zelend

Tabulka 5: Velikost genomii u jednotlivych zastupcii Orthoptera.
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U ¢ty jedincti se nepodafrilo determinovat konkrétni druh. Nejmensi velikost genomu

jsem zaznamenala u druhu Phaneroptera nana 2C = 0,31 pg, v online databazi

WWW.genomesize.cz neni popsan mensi druh nez pravé tento mnou naméfeny.

Nejvyssi velikost jsem naméfila u nedeterminovaného druhu Eugaster sp. 1 2C= 20,1

pg. Rovnéz jako u fadu Lepidoptera jsou rozdily ve velikosti vyznamné, rozdil €ini

19,79 pg. Podle online databaze www.genomesize.cz méa zastupce z ¢eledi Acrididae

Chorthippus dorsatus 2C = 16,68 pg, avsak u mych ¢ty jedincd stejného druhu jsem

name¢fila mensi velikost (pramér) 2C= 6,57 pg.

o
~

genome size (pg)
10

ab

ab

ab ab ab ab ab ab 3 b

a a a a — — —

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
Ph_n An_f Ph_g Dev Tev Me_m An_a Di_a Ch_dl Ch_d2 Gr_a De_sp2 Ch_d3 Chor An_a Ch_p Ac_u Ch_d4 De_Spl Me_rl Me_r2 Eu_spl

Obrazek 6: Porovnani velikosti genomu u jednotli¥ch druhii Orthoptera pomoci boxplotii v
RStudio ve verzi 1.4.1106.

Na obrazku 6 je grafické zobrazeni jednotlivych druht Orthoptera. Stejné jako
u fadu Lepidoptera se rozmezi velikosti genomu u druhi 1i$i. Nejmensi zméfena
velikost byla u druhu Phaneroptera nana 2C= 0,31 pg, naopak nejvétsi velikost
je 2C= 20,1 pg u nedeterminovaného druhu Eugaster sp. 1. Rozdily mezi
jednotlivymi Celedémi 1ze vidét 1 diky barevné odliSnosti. Nejveétsi rozdily Ize
vidét u celedi Tettigoniidae, kde se nachazi jedinci s nejmensi, ale 1 S nejvétsi

hodnotou velikosti genomu.
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Vysledky Anova testu pomoci symbolt (***) u hodnoty Pr (<F) nam fikaji,

ze je mezi druhy signifikantni rozdil s ptesnosti 99,9 %.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Druh 1 198.9 198.88 35.6 7.8e-06 ***
Residuals 20 111.7 5.59

Obréazek 7: Vysledky Anova testu u Orthoptera v RStudio ve verzi 1.4.1106.

Diky vysledkiim Tukeyho HSD testu jsem zjistila, ze nejvétsi odliSnost je u dvanacti
druht, konkrétné Eugaster Sp.1 (b), Gryllus Assimilis (a), Chorthippus dorsatus sp 1.
i sp 2 (a), Diestrammena asynamora (a), Anacridium aegyptium (a), Meconema
meridionale (a), Tettigonia viridissima (a), Decticus verrucivorus (a), Pholidoptera

griseoaptera (a), Ancylecha fenestrata (a), Phaneroptera nana (a).

Zkratka | 2C Groups
Ph n 0,31
An f 0,68
Ph ¢ 3,67
De v 4,64
Te v 5,61
Me m 5,64
An_a 5,97
Di a 5,98
Ch d1 6,11
Ch d2 6,12
Gr a 6,32
De _sp2 6,61
Ch d3 6,64
Chor 6,97
An_a 7,04
Ch p 7,12
Ac u 7,21
Ch d4 7,42
De_spl 7,64
Me r1 9,92
Me r2 11,61
Eu spl 20,1

Tabulka 6: Vysledky Tukeyho testu v RStudio ve verzi 1.4.1106.
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genome size (pg)

20

15
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Proména dokonal4 a proména nedokonala

Mym primdrnim cilem je porovnat velikost genomli u jedinci s odliSnym
postembryonalnim vyvojem. VSechny zméfené jedince zitadu Lepidoptera
a Orthoptera pattici do konkrétnich ¢eledi jsem graficky pomoci boxplotu zobrazila
jejich velikost genomu. Nejvyssi velikost jsem zméfila u eledi fadu Orthoptera, které
jsou v grafu (obrazek ¢. 9) vyznacené Cervenou barvou. Z mych méfeni se tedy zda,
7e druhy s proménou dokonalou — tedy motyli (Lepidoptera) maji vyrazné nizsi
velikosti genomu nez rovnok#idli (Orthoptera) s proménou nedokonalou. Z diagramu
je mimo jiné vidét pomérné veliky rozptyl nabyvajicich hodnot velikosti genomu
u cCeledi Tettigoniidae z fadu Orthoptera. Dalsi vétSi rozptyl hodnot ve velikosti
genomu jsou patrné u motyli Celedi Nymphalidae a Lycaenidae. Toto miZe byt

zpisobeno nerovnomérnym zastoupenim druht ve vSech celedi.

Cossidae i Lasi i il Pieridae i halid: Erebidae L id i dae Gryllidae Acridid

Obrazek 8: Porovnani velikosti genomu u vSech studovanych celedi pomoci boxplotii v
RStudio ve verzi 1.4.1106.

Hodnota Pr (<F) z vysledku Anova testu vypovida, ze mezi ¢eledémi neni signifikatni
rozdil s piesnosti 99,9 % (p = 0,097). Nicméné urcity trend lze z téchto vysledka
konstatovat. Zastupci fadu Orthoptera nedosahuji niz$ich hodnot velikosti genomu
jako Lepidoptera a naopak.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

celed 15 294.0 19.60 1.754 0.0967 .
Residuals 28 312.8 1117

Obrazek 9: Vysledky Anova testu v RStudio ve verzi 1.4.1106.
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12. Diskuze

I pfesto, ze metoda Pratokové cytometrie je velmi pfesnd a rychld, nevyuziva
se tak aktivné pro méfeni velikosti genomu u zivo¢ichli. Doposud je zndmo jen 1345
fadt hmyzu. V mé praci se piedevsim jedna o fad Lepidoptera, kde je znama velikost

genomu u 91 druhd a u fadu Orthoptera, kde je popsana velikost genomu u 47 druhd.

Rostliny jsou nejCastéji pouzivany jako standardy pro meéieni velikosti genomu,
avSak pro nejefektivnéjsSi meéfeni by bylo lepsi pouzit Zzivocisné standardy.
Jako zivocisné standardy by se mohly vyuzivat bezobratli, aby rozdil mezi zivo¢iSnym
standardem a studovanym vzorkem byl co nejmensi a vysledek méteni mohl byt co
nejptresnéjsi. Vyhodou u rostlinnych standardi je, Ze jsou snadno dostupné a levné,
navic pro méfeni se vyuziva jen mald ¢ést rostliny, proto neni potfeba mit nezbytné
velké mnozstvi standardl. Pro mé méfeni jsem vyuzila tyfi rostlinné standardy: Carex
acutiformis 2C = 0.82 pg, Solanum pseudocapsicum 2C = 2.61 pg, Bellis perennis 2C
= 3.38 pg a Pisum sativum 2C = 8.84 pg.

Mezi nejcastéji diskutované rozdily velikosti genomu se tfadi fady s proménou
dokonalou a nedokonalou. Podle dosavadnich méfeni, jedinci s proménou
nedokonalou maji vys§i velikost genomu nez jedinci s proménou dokonalou,
avSak toto tvrzeni neni pravidlem (Hanrahan & Johnston, 2011) a jsou nutna dalsi

méfeni a analyzovani.

Mnoho faktord muze ovlivnit velikost genomu u jednotlivych druhi. Ellis et al. (2014)
uvadi, Ze variabilita ve velikosti genomu miiZe dochazet v rdmci jak chovanych druhd,
tak i u druht zpfirodnich linii. Takovym dikazem je druh octomilky
(Drosophila melanogaster). Dale uvadi, ze velikost genomu muize ovliviiovat fenotyp

daného organismu, v 5 %- 23% se jednalo o zavislost vlastnosti a teploty.

Hanrahan & Johnston (2011) zase popisuji, Ze vyznamnou roli ve velikosti genomu
muze byt i velikost pouzitého vzorku tkan€. Ve vétSin€ mych studovanych vzorkli jsem
pouzila celou koncetinu ¢i tykadlo od daného jedince. U malych exemplaii jsem
ale byla nucena pouzit napt. celé t€lo vzorku k pripravé suspenze jader, coz se nasledné

mohlo odrazit i na vysledné hodnoté velikost genomu.
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Lepidoptera

Mym zéastupcem z ¢eledi Cossidae je Zeuzera pyrina (drvoplen hrusnovy), u kterého
jsem naméftila 2C = 1,37 pg, fadi se ve Skdle mého méfeni mezi 7. nejmensi druh

s proménou dokonalou.

Cydalima perspectalis (zavije¢ zimostrazovy) je mym jedinym zéstupcem z celedi
Crambidae s velikosti 2C = 1,34 pg, jednalo se o housenku, kterd odpovida hypotéze,
7¢ druhy s proménou dokonalou maji velikost genomu piiblizné okolo hodnoty
2C= 2pg. Obdobné je to i u druhu no¢niho motyl Calliteara pudibunda ($tétconos
ofechovy) zc¢eledi Erebidae. Je zajimavé u tohoto druhu, ze je polyfagni

tzn. je schopen pfijimat riznorodou potravu.

Zastupci celedi Hesperiidae a Pieridae, soumracnik metlicovy 2C= 1,91 pg a béldasek
Fepovy 2C= 1,94 pg, maji téméf stejnou velikost genomu a také spadaji pod hranici

<2C=2pg.

Vv

je zajimavé, ze jsem dokazala zméfit hned tfi druhy, které maji vétsi velikost genomu
nez 2C= 2 pg. Jedna se o druhy dennich motylt ve fazi dospélce Coenonympha
pamphilus (okac pohankovy) 2C = 3,43 pg, Maniola jurtina (okac lucni) 2C = 3,51 pg,
Vanessa cardui (babocka bodldkova) 2C = 3, 62 pg. Babocka bodldkova je v mém

celkovém méteni jako 2. nejvetsi zastupce ve velikosti genomu u fadu Lepidoptera.

U rodu Actias se mi podatilo doplnit jeden druh, ktery neni zapsan v online databazi

www.genomesize.cz, jedna se o Actias ningpoana 2C = 2,4 pg, v databazi je uveden

druh Actias Luna s velikosti genomu 2C = 1,12 pg, rozdil mezi druhy mtze byt diky
odlisnému pohlavi u obou druh, ale toto nemizeme potvrdit, protoze pohlavi u téchto
jedinct neni uréené. Jedinec s nejvétsi velikosti genomu, co jsem naméfila pochazi
z ¢eledi Lycaenidae konkrétné Polyommatus icarus (modréasek jehlicovy) 2C= 3,77 pg.
V online databazi se nachazi jen jeden druh ztéto celedi Jalmenus evagoras,

kde je znama velikost genomu 2C = 0,46 pg.
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Orthoptera

V tomto fadu jsem analyzovala druhy ze étyft ¢eledi. Z Celedi Acrididae jsem namétila

5 druhd, z ¢ehoz jsou dva popsané v online databazi www.genomesize.cz. Méla jsem

k dispozici ¢tyti jedince druhu Chorthippus dorsatus jejich pramér velikosti genomu
¢ini 2C = 6, 58 pg. VSichni jedinci Chorthippus dorsatus byly ve stadiu nymfy

a determinace je velmi obtizna.

Z Celedi Gryllidae jsem opét dokéazala doplnit rod o druh Gryllus assimilis (cvrcek
bananovy) 2C = 6,32 pg. Celed’ Rhaphidophoridae neni v online databazi vibec
uveden, ja jsem ziskala jednoho jedince z této ¢eledi, a to konkrétné Diestrammena

asynamora (konik sklenikovy), kde jsem zaznamenala velikost genomu 2C =5, 98 pg.

Tettigoniidae je celed, ze které jsem analyzovala nejvétsi pocet exemplait
v ramci fadu Orthoptera. Namétila jsem zde 10 jedinct, u kterych podle online

databaze www.genomesize.cz neni zndma velikost genomu ani u jednoho exemplare.

K nejmensim jedinctim, co se tyce velikosti genomu, patii druh Phaneroptera nana
(kobylka mald) 2C= 0,31, ktera zaroven patii i mezi nejniz$i hodnotu z celého fadu
Orthoptera a druh Ancylecha fenestrata 2C= 0,68 pg. V této Celedi jsem mohla
porovnat i druhy s rozdilnym pohlavim. Samiéce Metrioptera roeselii (kobylka lucni)
bylo naméfeno 2C = 9,92 pg, zatimco u samce je velikost o nepatrné vyssi 2C = 11,61
pg. Mezi mnou zméfteného zastupce s vibec nejvyssi velikosti genomu
je determinovany druh pouze do rodu Eugaster sp., kde hodnota pg ¢inila 2C= 20, 1
pg. Tato hodnota ale neni z daleka jedno z nejvysSich znamych hodnot velikosti

genomu u fadu Orthoptera.

V nékterych ptipadech byla manipulace s hmyzem slozita, k samotnému odtrhnuti

byla obcas potieba velka davka trpélivosti a soustiedivosti.

Vysledky mého méteni vypovidaji hypotéze o tom, ze druhy s proménou nedokonalou
maji vétsi velikost genomu. Taktéz jsem potvrdila, Ze to neni pravidlo, u nékterych
druhti s proménou nedokonalou, neni platné. Zaznamenala jsem i niz§i hodnoty
velikosti genomu nez u jedincd s proménou dokonalou. Presvédcila jsem se, ze tvrzeni,
které vypovida, ze druhy s proménou nedokonalou maji vétsinou velikost genomu

mens$i nez 2 pg, neni vzdy pravidlem. (Hanrahan & Johnston, 2011).
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Dokazala jsem zméfit hned 7 jedinct, ktefi neodpovidaji této hypotéze. Z méfeni

vypovida, ze velikost genomu se odrazi na typu a délce vyvoje daného druhu.

Vzhledem k tomu, Ze hmyz se fadi mezi nejpocetnéjsi téidu a zméfenych druhu
je opravdu stale velmi malo, skyta se tu potencial k dal$im analyzam méfeni velikosti
genomu pomoci metody Priitokového cytometru, protoze velikost genomu by mohla

pomoci i pii determinaci jednotlivych druht.
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13. Zavér

Cilem této bakalatské prace bylo pfiblizit metodu Pritokové cytometrie, jeji vyuziti

v riznych biologickych oblastech, ale také princip a pfinos metody.

Pomoci Pritokové cytometrie bylo naméteno 45 jedinci z 16 celedi. Hodnoty
velikosti genomu byly rozmanité. Od nejmensSi velikosti genomu u druhu
Phaneroptera nana (kobylka mald) 2C= 0,31 pg az po nejvétsi zméfeny druh Eugaster
spl. 2C = 20,1 pg.

Pfedmétem studia byly druhy s odlisnym postembryonalnim vyvojem a nasledné jsem
porovnavala jejich velikost genomu. Podle dosavadnich studii vyplyva, ze hmyz
s proménou dokonalou by mél dosahovat mensich hodnot nez druhy s proménou
nedokonalou. U hemimetabolniho hmyzu je faktorem velkych velikosti genomu
komplikovany a dlouhodobé&jsi vyvoj. Ve fazi kukly, u holometabolniho hmyzu,
probiha totalni pfeména, proto se vyvoj zastavi, ndsledkem toho je zde ziejmé mensi
velikost genomu. Mé méfeni ale toto tvrzeni nepotvrzuje uplné, protoze se mi podafilo
nam¢fit hned tfi druhy sproménou dokonalou, ktefi nabyvaji vétsi hodnot,

nez je udavano u tohoto typu vyvoje.

V neposledni fad¢é bylo cilem této préce osvojit si laboratorni préci. K piesnéjsim
vysledkim a vyvozeni zdvéri je nezbytné pokraCovat v méfeni, potiebovala vice
druhi, abych tak mohla rozsifit skalu jedinct, kde je zndma velikost genomu, naopak

se mi ale naskytuje prostor nasledné v tomto vyzkumu pokracovat v diplomove praci.
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15. Prilohy

Piiloha 1: Priitokovy cytometr. Foto: Viktoria Kovalova
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Priloha 3: Koncetina vzorku se standardem. Foto: Daniela Reindlova
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Priloha 4: Laboratorni tym. Foto: Daniela Reindlova
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