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Abstrakt:

Velkost gendmu je celkové mnozstvo DNA obsiahnuté v haploidnej sade chromozémov
daného organizmu. V ramci druhu predpokladame, Ze je velkost gendmu stabilna.
Modernou metédou pomocou ktorej zistujeme velkost gendmu je prietokova cytometria.
Tato metoda je vyuzivana hlavne na vyskum fudskych, rastlinnych a ZivoCiSnych buniek.
Tato praca je zamerana na analyzu velkosti gendmu ekonomicky vyznamnych skupin
hmyzu, konkrétne Skodcov plodin a skladovanych produktov v suvislosti s ekolégiou
konkrétneho druhu. Z naSho merania vykazoval rad Coleoptera s dokonalou premenou
hodnoty od 2C= 0,20 pg po 2C= 1,81 pg. Oproti tomu u radu Blattodea s premenou
nedokonalou sa hodnoty pohybovali od 2C= 4,37 pg po 2C= 11,17 pg. Na zaklade
dosiahnutych vysledkov mézeme predpokladat, Ze velkost genédmu suvisi s dizkou a typom

vyvoja. NizSie gendmy sa ukazali u jedincov so zloZitejSim vyvojom.

Kfu€ove slova: velkost genému, prietokova cytometria, ekoldgia, Skodcovia plodin

Abstract:

The genome size is a total amount of DNA that is contained in a haploid set of
chromozomes. Within the species, we assume that the genome size is stable. Flow
cytometry is a modern method for determining genome size. This method is mainly used in
research of human, plant and animal cells. This work is focused on genome size research
of economically important groups of insects, specifically crop pests and stored products
pests in connection with ecology of particular species. From our research, the order
Coleoptera with complete metamorphosis showed values from 2C = 0.20 pg to 2C = 1.81
pg. In contrast, values in the order Blattodea with incomplete metamorphosis ranged from
2C = 4.37 pg to 2C = 11.17 pg. Based on the results we can say that the genome size is
related to the length and type of metamorphosis. Smaller genomes have been shown in
individuals with more complex development. At the same time, the genome size is also

influenced by the size of the individual.

Key words: genome size, flow cytometry, ecology, crop pests
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1. Uvod

Prietokova cytometria je moderna a rychlo sa rozvijajuca metdda zalozena na analyze jadra
buniek v pohybe, ktora zaznamenava vybrané optické vlastnosti jednotlivych Castic.
V suCasnej dobe je povazovana za Standardnu analyzu &astic v suspenzii. UmoZhiuje nam
kvalitativnu a kvantitativhu analyzu fyzikalnych (optickych) a chemickych (fluorescenénych)

vlastnosti Castic (Roubalova 2013).

Aplikacia a vyuzitie prietokového cytometru sa v minulych rokoch velmi rychlo rozsirila
v smere teoretickej vedy. Napriklad dnes sa vyuziva v botanike, molekularnej bioldgii,
embryoldgii, biochémii, morskej ekoldgii, genetike, mikrobioldgii a imunolégii. Dalej taktiez
v Klinickej diagnostike a lekarstve ato konkrétne v oblasti hematologie, bakteriologie,

patolégie, onkologie, pérodnictve a chirurgii (Givan 2001).

V biologickych oboroch sa vyuziva napriklad k stanoveniu obsahu jadrovej DNA, uréeniu
ploidie rastlin, analyze bunkového cyklu, detekcii a charakteristike mikroorganizmov, ale
taktiez k triedeniu pozadovanych &astic. Co sa tyka vyuzitia prietokového cytometru
v oblasti Zivo€iSnej bunky, konkrétne bezstavovcov a hmyzu, existuje len mala Cast
odbornych studii. Tie sa hlavne zaoberaju velkostou genému u vybranych taxénov. Tato
informacia je dost' zaujimava vzhladom k tomu, Ze tato metdda nesie oproti inym vefa
vyhod. Vyhodou oproti inym metédam je napriklad jednoducha priprava vzoriek, rychla
analyza, nizke finan¢né naklady, presnost merania alebo analyza Sirokej skaly pletiv (Suda
2005).

2. Ciel prace

Cielom tejto prace je vyskum jadra bunky hmyzu a nasledne vyhodnotenie vysledkov, ktoré
sme ziskali touto metddou. Hlavnym predmetom je analyza absolutnej velkosti gendému
vybranych zastupcov zrbéznych tried hmyzu, ktory su povazovany za Skodcov,

s prihliadnutim na ich odliSné ekologické vlastnosti a naroky.



3. Prietokovy cytometer

3.1 Princip metody

Prietokovy cytometer bol primarne zostrojeny k analyze jadra bunky. V su¢asnosti mézeme
analyzovat akukolvek suspenziu castic is podstatne menSimi rozmermi ako bunky.

Napriklad viry, chromozémy, fragmenty DNA a iné (Shapiro 2003).

Podla Shapira (1995) je prietokova cytometria molekularne biologicka metéda, ktora
umoznuje identifikovat a kvantifikovat rézne chemické a fyzikalne vlastnosti bunky.
Pre analyzu pomocou prietokového cytometra musia byt bunky v suspenzii. Na prevedenie
buniek do suspenzie sa pouziva tzv. nosna kvapalina (sheat fluid). V pripade celych tkaniv
je nutné tkanivo rozrudit a uvolnit jednotlivé bunky do suspenzie s nosnou kvapalinou.
Princip prietokovej cytometrie je zaloZzeny na detekcii fluorescenéného signalu. Na
sledovanie poZadovanych znakov vyuZivame fluorescentne znacené protilatky alebo
fluorescenéné farbiva (fluorochrémy), ktoré sa viazu priamo na DNA. Zafarbené jadra
potom pretekaju Specialnou kombrkou tak, aby v dany moment pretiekla kombrkou prave
jedna bunka z analyzovanej suspenzie. Nasledne tak déjde k osvieteniu lu€om o urcitej
vinovej dizke, ktory zaprigini emitaciu fluorochrému, priom je emitované Ziarenie o inej

vinovej dizke a to je detekované fotodetektormi.

Vystupom z merania pomocou prietokového cytometru je viacrozmerny graf, do ktorého sa
zanesie intenzita kazdého zo sledovanych znakov. Statistickou analyzou sa nasledne

roztriedia jednotlivé jadra do skupin podla intenzity jednotlivych znakov (Givan 2001).

3.2 Zakladné komponenty prietokového cytometru

Prietokovy cytometer sa sklada z 3 zakladnych Casti. Z fluidného systému, optického
systému a detekéného systému — elektroniky. Tieto systémy su vzajomne prepojené
(Roubalova 2013).

Podla Melameda a kol. (1990) musi prietokovy cytometer splfiovat’ Styri hlavné vlastnosti.
Za prvé by mal poskytovat nastavenie vinovej dizky emitovaného svetla. Za druhé by
svetelny 1G&¢ mal byt lahko vytvoritelny a prenikavy. Dalej by meratelnost mala byt
v pravouhlom svetelnom rozptyle (side scatter). Posledna hlavna vlastnost sa tyka luca,

ktory by mal byt jednofarebny.



3.2.1 Fluidny systém

Prva cast je fluidika. Ide o uzivatelsky ovplyvnitelny transport vzorku pristrojom. Castice sa
transportuju zo suspenzie, odkial jednotlivo a za sebou prechadzaju do prietokovej komory,
kde su nasledne osobitne analyzované (Robinson 2004). Toto rozdelenie buniek na
jednotlivé kusy v rade zapri€ifiuje vmiesenie prudu suspenzie do rychlejSie te€ucej hnacej
tekutiny. Vzorka je vstrieknuta tak, aby nedoslo k zmieSaniu s tekutinou, ale aby sa vytvoril
koaxialny prud. ZuZzené kapilary zaistuju, Ze cytometrom prejde prave len jedna Castica.
Parametre fokusu méZzeme samozrejme upravovat, napriklad nastavit mensi rozdiel tlaku
vzorky a una$ajucej tekutiny. Takéto nastavenie je vhodné na analyzu jadra buniek DNA
(Hawley 2004).

«— Vvzorka

unasajuca
kvapalina

prietokova
komoérka _,

objektiv

odpad

Obrazok 1 : Schéma prietokového cytometra so zakladnymi ¢astami znazorriujuca excitaciu jadier
zdrojom svetla a ich odplavenie do nadoby s odpadom. Prevzaté z Vidova (2013).

3.2.2 Opticky systém

Druhou €astou je optika, ktoru delime na excitacnu a zbernu. Excitaénu Cast tvori zdroj
svetla a SoSovky, ktoré tvaruju a zaostruju laserovy Iu€. Zdrojom svetla méze byt laser,
oblukova lampa alebo aj LED lampa. V dneSnej dobe sa najviac vyuzivaju lasery, pretoze
produkuju velmi intenzivne lu€e monochromatického svetla. Oblukové lampy oproti nim

potrebuiju optické filtre, aby boli schopné vyZiarit urgitd vinovu dizku (Sinkorova a kol. 2008).



Zbernu optiku tvori subor SoSoviek zhromazdujucich emitované svetlo vyziarené Casticou,
systém optickych zrkadiel a optickych filtrov, ktoré zachycuju fluorescenéné Ziarenie
a nasledne ho usmeriuju na aktivnu vrstvu prislusnych detektorov, kde sa nachadza

rozhranie optického a elektronického systému prietokového cytometru (Shapiro 2003).

3.2.3 Detekény systém

Poslednym doélezitym komponentom je elektronika a vypoctovy systém, ktoré umoziuju
nastavenia parametrov cytometra. Fotodetektory nam prevadzaju svetelny signal
na elektricky impulz. Zahriiuje taktiez software, cez ktory prevadzame Statisticku analyzu
dat (Rahman 2009).

Existuju rézne spdsoby zobrazenia vysledkov. Zakladnym prostriedkom vizualizacie
ziskanych dat je scatter diagram. Samostatné parametre ako je FSC alebo FITC (FL1)
modzZzeme zobrazit ako jednoparametrovy histogram. Na ose x je zobrazena hodnota
meraného parametra ato intenzita fluorescencie ana ose y sa zobrazuje pocet
zachytenych &astic. Ak mame parametre dva, zobrazujeme data v diagrame, ktory sa
nazyva dot-plot a na osach mame vyjadrenu intenzitu fluorescencie meraného parametra
(Shapiro 2005).

Jednoparametrovy histogram DOT-PLOT histogram

Count

Obrdazok 2: Priklady jednoparametrového histogramu a histogramu DOT-PLOT. Prevzaté
Z Roubalova (2013).

3.3 Rozptyl ziarenia

Bunky su unaané v prude nosnej kvapaliny a kazda jednotliva bunka prejde optickou
Castou, kde zdroj svetla (laser) oziari bunku (Shapiro 2003). Nasledne sa svetlo rozptyli do
réznych smerov. Podla uhlu lomu rozliSujeme dva typy rozptylu a to priamy rozptyl - forward
scatter (FSC) a bo¢ny rozptyl - side scatter (SSC) ( Prokopyeva 2012).



V pripade rozptylu v prednej €asti bunky a rozptyl snimany pri nizkych uhloch od osy (20°),

sa tento rozptyl rovna polomeru gule.

Dava nam to informaciu o relativnej velkosti bunky, homogenite Castic atvare. Uhol
bo¢ného rozptylu (SSC) je 90° a je indikatorom vnuatornej bunkovej Struktary resp.

granularity (Shapiro 2003).

Specialnym typom signalu, ktory ziskame po oZiareni &astice je fluorescenéné Ziarenie.
Intenzita fluorescencie je nizka a rovnako ako u signalu SSC, je potreba ju zosilnit
fotonasobiom. Fluorescencia je jav, pri ktorom dochadza po excitacii ziarenim o urcitej
vinovej dizke k uvolneniu energie vo forme foténov s inou (dlhou) vinovou dizkou. Rozdiel
medzi vinovou diZkou excitujiceho a emitovaného Ziarenia sa nazyva Stokesov posun
(Roubalova 2013). Fluorochrom, ktory je viazany na protilatku dava informaciu o Specificky
definovanom parametre. Ide napriklad o povrchové receptory, membranovy potencial, pH,
enzymovu aktivitu alebo obsah DNA (Novak 2010).

3.4 Farbiva a Standardy

Na stanovenie velkosti jadrového gendmu sa pouzivaju takzvané Standardy. Ide o rastliny
u ktorych pozname velkost gendmu. Velkost gendomu zistime tak, ze jadra meranej rastliny
a Standardu odizolujeme a zafarbime spoloCne (tzv. interna Standardizacia). DolezZity je
pomer intenzity fluorescencie Standardu a skimanej vzorky, na zaklade ktorého potom

uréime vysledok (Dolezel a kol. 2005).
3.4.1 Standardy

V nasom vyskume sme pouzivali $tyri konkrétne S$tandardy. Standardy mézu byt
rastlinného alebo Zivo¢isneho pévodu. My sme pouzivali rastlinné Standardy, pretoZze nam
davaju vacsiu istotu ako zivocCisne, ktoré nie su este dost’ dobre preskimané a zavedené.
Taktiez su SetrnejSie, pretoZe na ziskanie informacie o velkosti gendmu nam postaci len
mala Cast’ listku, takze cela rastlina zostava takmer neporusena. TaktieZ su jednoduchsie

na kultivaciu a pouzitie.

Standardy:

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

2. Solanum pseudocapsicum 2C = 2.61 pg (fufok okrasny)
3. Bellis perennis 2C = 3.38 pg (sedmokraska obyc€ajna)
4. Pisum sativum 2C = 8.84 pg (hrach siaty)



3.4.2 Farbiva

Shapiro (1995) definuje fluorochromy ako latky (farbiva), ktoré absorbuju svetelnu energiu
o urditej vinovej dizke (excitacii) a nasledne ju vyZaruju v inej vinovej dizke (emisii). Niektoré
fluorochromy dokazu zvysit' flurescenciu a to tym, Ze sa Specificky naviazu na bunkoveé
Struktuary. Ide napriklad o nukleové kyseliny, proteiny alebo lipidy. Fluorochromy musia
splfiovat’ niekolko zakladnych podmienok a to rozpustnost vo vode, fotostabilitu a nizku

toxicitu.

V sucasnej dobe sa na izolaciu jadra bunky a stabilizaciu suspenzie jadier pouzivaju rézne
druhy roztokov, takzvané pufry. Fluorochréom moze byt sucastou pufru, alebo sa pridava
nasledne po izolacii jadier. Medzi najCastejSie pouzivané pufry patri Tris-MgCI2 pufor
(Pfosser a kol. 1995), Galbraithov pufor (Galbraith a kol. 1983), LBO1 pufor (Dolezel a kol.
1989) alebo pufry Otto | a Otto Il (Dolezel a kol. 1995).

Pri tejto praci sme vyuZili taktiez velmi pouzivané farbivo a to Propidium jodid (PI). Jeho
molekulova hmotnost je 668,4 g/mol. Radime ho medzi interkalaéné €inidla (viazu sa medzi
vlakna dvojvlaknovej molekuly DNA). VyuzZivame ho hlavne pri hodnoteni Zivotaschopnosti
buniek pomocou prietokovej cytometrie alebo k stanoveniu obsahu DNA pri analyze
bunkového cyklu (Mortimer 2000). Podla Dolezela a kol. (2005) sa toto farbivo viaze i na
RNA a pre presnu analyzu obsahu DNA je nevyhnutné pridat do vzorky dostato¢né

mnoZstvo ribonukleazy.

3.5 Vyhody a nevyhody metédy

Prvou hlavnou vyhodou, ako som spominala vys3ie je ur€ite Easova nenaro¢nost. Pripravit
suspenziu jadier na meranie zaberie len niekolko malo minut. Fluorescenciu dokazeme
merat’ pri velmi velkej rychlosti a dokazeme zanalyzovat az niekofko stoviek jadier za jednu
sekundu. Za maly okamzik jednoducho a pohodine ziskame informaciu o mnozstve DNA,
stupni ploidie alebo inych skumanych charakteristikach jedinca. Pri klasickom pocitani
chromozémov by to zabralo az 50 dni nepretrzitej prace. Vdaka rychlemu hodnoteniu
mdzeme v priebehu jediného dha analyzovat’ az desiatky az stovky vzoriek. Taktiez ¢o sa
tyka rastlinnych vzoriek je tato metéda ohfaduplna k sledovanym jedincom, vd'aka potrebe
len nepatrného mnozstva pletiva a tak jedinec nemusi byt hned odsudeny k zaniku. Tato
skutoCnost dava priestor na sledovanie vzacnych, ohrozenych a miznucich taxonov.
Mézeme tak napriklad ur€it’ stupen ploidie vSetkych jedincov z ustupujucej populacie, takze

nebudeme posledny kto dany druh uvidi Zivy (Suda 2011).



Vyhodou su aj mikroskopické objektivy s vysokou numerickou aparaturou, ktora poskytuje
vysoké rozliSenie a taktiez signal pre Sum. Tento systém ma mimoriadnu citlivost na rozptyl.
Bol navrhnuty tak aby analyzovat velmi malé Castice ako su mikroorganizmy (Robinson
2004).

Kazda metdda ma svoje plusy a minusy a prietokova cytometria ma tieZ svoje obmedzenia.
Hlavnym obmedzenim v merani je potreba Cerstvého a zivého materialu. Preto je
nevyhnutné sa po odobrani vzorky presunut do laboratéria a v €o najkratSom &ase namerat
hodnoty (Suda 2005).

3.6 Vyuzitie

Spravna identifikacia a kvantifikacia prokaryotickyh a eukaryotickych buniek je nevyhnutna

pre porozumenie procesov prebiehajucich v prirode (Vives-Rego a kol. 2000).

Botanicky ustav AV CR uvadza ako hlavné vyuZitie prietokovej cytometrie stanovenie
charakteristiky bunky (velkost, tvar, granularita, membranovy potencial, bunkovy cyklus,
apoptéza) a intracelularne hladiny (obsah DNA a RNA, zloZenie bazy, obsah proteinov,

intracelularne pH, koncentracia vapnika, velkost chromozémov, centromericky index , atd.).

Je zname, Ze az 80% krytosemennych rastlin je polyploidnych. Prietokovu cytometriu je
mozné vyuzit na spolahlivé urCenie taxénov v uzko pribuznych polyploidnych skupinach.

Dalej uréenie zriedkavych cytotypov alebo pohlavia (Travni¢ek 2006).

Jednym z najéastejSich vyuziti prietokovej cytometrie je aj uréenie stupria ploidie. Castokrat
sa vyuziva na rozliSenie haploidizacie, diploidizacie alebo zdvojnasobenie chromozémov
(Ochatt a kol. 2005).

3.6.1 Stanovenie velkosti genému

Velkost gendmu je druhovo S$pecificka charakteristika, ktora nie je v korelacii
s komplexnostou organizmu. Tato hodnota sa Casto oznacuje ako zahadna C-hodnota
alebo C-value paradox (Gregory 2005). Podla Repokovej (2013) velkost celého genému
ur€ittho druhu nie je zavisla na pocCte chromozomov. Moéze suvisiet s réznymi
fyziologickymi a environmentalnymi faktormi, ale sily ovplyviiujuce velkost genému
zostavaju nejasné (Elizabeth Montiel a kol. 2012). Vedecké obory, ktoré tazia zo znalosti
hodndt C su poc€etné. Zahffiaju molekularnu bioldgiu, systematiku a ekoldgiu (Bennett a kol.
2000).



Napriek svojmu vyznamu su hodnoty C zname iba pre zlomok vSetkych druhov rastlin, napr.
iba 1,4% krytosemennych rastlin (Hanson kol. 2003). Co sa tyka velkosti genému zvierat,

najdeme vsetky doposial zname velkosti v online databaze www.genomesize.com.

Databaza je dostupna od Januara 2001. Momentalne je k dispozicii velkost genému 3793
stavovcov a 2429 bezstavovcov. Obsah haploidnej DNA je dana v pikogramoch, pricom
1pg = 978 Mbp. VSetky data su nahrané v prehladnej tabulke rozdelenej podla triedy,

Celade a druhu. Trieda hmyz ma v sucasnosti k dispozicii 1345 zaznamov.

Velkost gendmu je definovana ako mnozstvo DNA v haploidnom genome (Tiersch a kol.
1989). Dolezel a kol. (2003) definuje velkost gendmu ako celkové mnozstvo DNA , ktoré
predstavuje Uplnu képiu dedi¢nej informacie organizmu (C-hodnota). Vaésina DNA sa
v bunkach eukaryotickych organizmov nachadza v jadre, cCast ale obsahuju

semiautonomné organely ako mitochondrie a u rastlin taktiez plastidy (Suda 2015).

Repkova (2013) upozorfiuje na rozliSovanie dvoch zakladnych pojmov. Velkost
holoploidného genomu (hodnota C): obsah DNA v nereplikovanom haploidnom jadre
(bez ohfadu na uroveri ploidie).Velkost homoploidného genomu (hodnota Cx): obsah DNA

v monoploidnej chromozédmovej sade (v priemere v polyploidoch).

Velkosti holoploidnych a homoploidnych genémov sa u diploidnych druhov rovnaju,
v pripade polyploidnych druhov je holoploidny geném vacési ako homoploidny. Obidve
hodnoty mézu byt vyjadrené bud v picogramoch DNA alebo v paroch megabaz
(1 pg= 978 Mbp). Znamu velkost gendmu mbzeme vyuzit napriklad k detekcii hybridov
z homoploidnych krizeni (za predpokladu, Zze predpokladani rodiia sa dostatoCne liSia
velkostou gendmu, FCM umoznuje spofahlivi detekciu ich homoploidnych krizencov),
predvidanie réznych fenotypovych znakov alebo fenologického a ekologického spravanie.
Dalej identifikacia druhov s rovnakym po&tom chromozémov (druhovo $pecificka velkost

gendmu sa vyskytuje v niekolkych rastlinnych alianciach).


http://www.genomesize.com/

4. Charakteristika vyznamnych skodcov zasob a plodin

4.1 Skodca

Turnock (2012) definuje Skodcu ako hmyz, ktory sa Zivi, sutazi o potravu alebo prenasa
choroby na fudi a hospodarske zvierata. Vdaka ludskej Cinnosti vznikli modifikované
ekosystémy, ktoré davaju prileZitost adaptacie hmyzu. Takyto hmyz sa €astokrat stava

Skodcom.

Podla slovnika Merriam-webster (2020) je Skodca rastlina alebo zivo&ich skodlivy pre fudi

alebo ludské zaujmy (napriklad v polnohospodarstve alebo zivocCiSnej vyrobe).

4.2 Skodcovia potravinovych zasob

Problémom intenzivneho polnohospodarstva je sustredovanie a uskladfiovanie potravin
v skladoch. Tento proces podporuje rozmnozovanie hmyzu a poskytuje im potravu.
V takomto prostredi 3kodca Casto nema konkurenciu a méze jednoducho napadnut

ktorukolvek Cast rastliny v akomkolvek stadiu (Turnock 2012).

Skladiskovi ¢lankonozci predstavuju vyznamné riziko pre skladované potraviny a rézne
rastlinné a zivo€iSne komodity. Straty spésobené Skodcami sa kazdorocne pohybuju
v stovkach miliénov dolarov. Skody mézu byt spdésobené priamym poskodenim (teda
pozieranim nedospelych jedincov ¢&i nedospelych §tadii), mnoho druhov méze byt naviac
vektorom réznych patogénnych organizmov, ako su plesne alebo baktérie (Hold a kol.
1988). Cinnost’ $kodcov moze byt taktieZ nepriazniva kvéli kontaminacii potravin zbytky
starej kutikuly, vykaly, €i astami mftvych jedincov. Ich pritomnost v potravinach méze viest
k dalSim ekonomickym Skodam (napr. reklamacie zakaznikov atd. (Hubert a kol. 2018).
Spolu s produktami plesni (napr. aflatoxin) naviac zbytky tiel ¢lankonoZcov predstavuiju
zdravotné riziko, alebo nemébzu byt alergénne &i dokonca karcinogénne (Hubert a kol.
2018).

Druhova identifikacia Skodcu je délezita, pretoze rézne (i blizko pribuzné) druhy mézu mat’
réznu Skodlivost, populaénu dynamiku, chovanie, teplotné a vihkostné naroky, rezistenciu
k insekticidom atd. Spravne ur€enie druhu je tak prvym a klu€ovym krokom k jeho ucinnej
kontrole. Vedla morfologickych pristupov sa k druhovej identifikacii v su€asnej dobe rozvija
taktiez molekularne metédy (napr. DNA barcoding). Tie sa vyuzivaju hlavne u pavsi

a rozto€ov, u ktorych existuje mnoho morfologicky velmi podobnych druhov (Liu kol. 2017).



Molekularne metody su ale vyuzitefné i napriklad u skladiskovych chrobakov a motylov,
u ktorych existuju vramci druhu rézne kmene, liSiace sa rezistenciou k fumigantom

(napriklad fosforovodik), a ktoré su morfologicky inak neodliSitelné (Aulicky a kol. 2019).

Podla Stejskala (1998) rozliSujeme dva typy Skodcov zasob. Prva skupinu tvoria Skodcovia
s vyvojom Vv potravinach a organickych zbytkoch. Ide napriklad o roztoce, chrobaky, pavsi,
motyle a dvojkridly hmyz. Do druhej skupiny sa radia cvréky, mravce, Svabi a Svehly. Ich

vyvoj prebieha mimo potravinu.

4.2.1 Skodcovia s vyvojom v potravinach

Coleoptera

NajcastejSimi konzumentmi suchych potravin su chrobaky a motyle. Chrobaky maju tuhu
pokryvku tela a prvy par kridel su premenené krovky. Ide o rad s premenou dokonalou.
Vyvoj larvy mbéze mat az osem larvalnych §tadii instaru a méze trvat az niekolko rokov
(McHugh 2009). U skladovych Skodcoch je ale vyvoj omnoho rychlejsi, ide o par tyzdiov
alebo mesiacov (Hagstrum a kol. 2012).

Z hladiska biondmie a ekologickych narokov jednotlivych druhov hovorime
o najdiverzifikovanejSej skupine hmyzu. Obyvaju najrbznejSie terestrické a akvatické
prostredie, a s takmer 6000 druhmi ide druhovo treti najpodetnej$i rad hmyzu na tzemi CR
(Lastavka a kol. 2001).

Rad Coleoptera je velmi dblezity pre prirodné ekosystémy , napriklad ma velky vyznam pri
bioregulacii a kolobehu latok. Na druhej strane negativne vplyvaju na rastliny, ktorym
poskodzuju korene, stonky, kvety, plody a listy. Taktiez poSkodzuju uz spominané
uskladnené potraviny. Medzi dospelymi jedincami a larvami najdeme druhy fytofagne,
zoofagne i saprofagne. Fytofagne druhy Coleoptera, su potencialnymi Skodcami rastlin.
Vyzaduju urc€ité podmienky prostredia ato napriklad teplotu, vlhkost, svetlo, Struktura

porastu, trvanlivost prostredia atd. (Sefrova 2004).

Skladovych chrobakov rozliSujeme pre jednoduchS$iu orientaciu podfa ich vzhladu
a zvyklosti (Stejskal 1998). (1) Prvu skupinu tvoria herbivori. Vyvijaju sa vnutri celych

semien.

Najdeme ich na zrnach hrachu, fazule, SoSovice a inych strukovin. Ak na zrnach najdeme

gulaté dierky, ide ur€ite o nejaky druh zrniara.

10



Taktiez ich najdeme v celozrnnych potravinach, kde Skodi hlavne Sitophilus granarius
(Linnaeus 1758), S. oryzae (Linaeus 1758) a Rhyzopertha dominica (Fabricius 1792).
(2) Druhou skupinou su omnivori, ktori nerozliSuju ¢im sa zivia. Nachadzaju sa hlavne
v ¢okolade, susienkach alebo muke. Velmi nebezpecény je Tenebrio molitor (Linaeus 1758).
Pozname ho podfa charakteristického zapachu, ktory spésobuju karcinogénne latky. Larva
zije v priemere 360 az 500 dni, pri teplote 26 °C len 200 dni. Dospely jedinec sa doziva
3 mesiacov (Horakova akol. 2008). Velmi podobny mu je Tribolium destructor
(Uyttenboogaart 1933), ktory sa ale nachadza v celom byte a oblubuje sidliska. Skodlivé
su aj dalSie dva druhy T. confusum (Jacquelin du Val 1868) a T. castaneum (Herbst 1797).
V ryzi a muke Skodi aj Oryzaelphus surinamensis (Linaeus 1758), je velmi drobny a na
okraji &titu ma drobné zabky. Specialisti na tabak a korenie su &ervotoéi. Pre vaésinu
Skodcov je nikotin obsiahnuty v tabaku smrtelny pre Lasioderma serricorne (Fabricius

1792) je ale potravou.

(3) Tretia skupina sa sklada z drobnych chrobakov ako napriklad Cryptolestes spp.
(Ganglbauer 1899) a Typhaea stercorea (Linnaeus 1758), ktori ziskavaju ziviny z plesni.
Ich pritomnost nie je nebezpecna, ale indikuju pritomnost plesni, o je omnoho zavaznejsi

problém.

Lepidoptera

Motyle pozname podla dvoch parov kridel pokrytych Supinkami. Dospelé motyle neprijimaju
tuhu potravu. Na suchych potravinach Skodia len hudsenice. Motylie husenice odliSime
od husenic chrobakov pritomnostou panoziek na zadoCku. V potravinach zanechavaju

pavudinky s trusom (Stejskal 1998).

Ide o skupinu s dokonalou premenou (holometabolia) a va¢sinou ma 4-5 instarov. Larvami
sU husenice, ktoré s polypdédne, eruciformné a vaésina z nich je bylinoZrava. Zivia sa
listkami alebo korerimi stromov. Maju dobre vyvinutu hlavu s kusacim ustrojenstvom (Meyer
2020).

Velkym problémom v domacnostiach je Plodia interpunctella (Hubner 1813), ktora je
nebezpecCna pre potravinové zavody. Samicky su oplodnené takmer okamzite po vyliahnuti
a nasledujuci defi su schopné naklast prvé vajic¢ka. VajiCka kladu na povrch potravy, ktoré

su nelepkavé (Buss 2006).

Jej husenice najdeme hlavne v Cokolade, suSienkach, suchych plodoch a suSenom ovoci.
Preniknu papierovymi aj hlinikovymi obalmi. Malé larvicky vniknu nasledne do suchych
plodov (Stejskal 2007).
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Rad Lepidoptera je idealny pre zvySovanie informovanosti o environmentalnych otazkach
a vzdelavacich cieloch. Pre verejnost vytvaraju pozitivnu perspektivu bezstavovcov najma
z dbévodu ich estetickej hodnoty. Ide o vlajkovy druh pre Sirenie planov ochrany
bezstavovcov. Ich ekologicky vyznam je obrovsky, a to nielen z dévodu velkého
percentualneho podielu druhov a biomasy, ktoru v ekosystémoch predstavuju. Pre vedcov
a Studentov ponukaju modelovy taxén na Studiu ochrany, odhady dopadu na zivotné
prostredie, monitorovanie populacii zvierat, ekologiu, etnologiu, genetiku a mnoho dalSich

ekologickych a genetickych studii (Perveen 2017).

Acari (Astigmata)

Acari delime do dvoch radov, Parasitiformes a Acariformes. Prvy rad obsahuje
Metastigmata a Mesostigmata. Druhy pozostava z Astigmata, Cryptostigmata (tiez

znameho ako Oribatei nebo Oribatida) a Prostigmata (Walter a kol. 2013).

Ide 0 malé organizmy s makkym telom a svetly sfarbenim. Su zavislé na vysokej vihkosti
vzduchu a substratu. Napadaju potraviny, krmiva potravinarske suroviny, hlavne obilniny
a olejniny. Spbsobuju zavazné problémy na osive, pretoze sa zivy hlavne klickovou ¢astou.
Potravu vysaju, neokusuju. Taktiez su silno alergéne a spésobuju napriklad astmu a kozné
alergie. Vdaka svojej malej velkosti su velmi tazko urcitelné, vyzaduje to Specialistu
a mikroskop. Skladistné rozto&e su mensie ako 1 mm. Rozpozname ich jedine lupou alebo
mikroskopom, volnym okom ich rozpozname len ako biele bodky na tmavom podklade.
Maju 4 pary ndh a patria medzi pavukovce. Dychaju celym povrchom tela. Delime ich na
,2uzitocné velké®, ktoré maju velké klepietka, napriklad Cheyletus spp. (Latreille 1796) a na

,Skodlivé malé” s nepatrnymi klepietkami (Stejskal 1998).

Velmi rozSirenym rozto€om je u nas Acarus siro (Linnaeus 1758). Jeho vyvojovy cyklus
zahrriuje Stadia: vajicko — larva — protonymfa — tritonymfa —dospely jedinec. V nepriaznivych
podmienkach sa prida stadium hypopa. Vyvoj trva priblizne 10 — 120 dni a zavisi na teplote.
Optimalne podmienky pre vyvoj su 27° C s vihkostou substratu 17.5 %. Ak klesne teplota

pod 2° C a vihkost obilia je pod 13,5 % prestanu sa mnozit' (Stejskal 2007).

Psocoptera

Radime ich k hmyzu, su velmi drobné, velkostne maju okolo 1-4 mm. Okridlené druhy
lietaju. Su velmi jemné a znici ich dotyk prsta. Najdeme ich na vihkych tmavych miestach

a na povrchu obilnin. Potravu okusuju. Patria k hmyzu s nedokonalou premenou.
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Stadium kukly chyba. Vyznamny $kodcovia su Liposcelis divinatorius (Miller 1776)
a Trogium pulsatorium (Liennaeus 1758). V chladnych skladoch Lepinotus patruelis

(Pearman 1931), v teplych zasa Liposcelis bostrychophila (Badonnel 1931) (Stejskal 2007).

4.2.2 Skodcovia s vyvojom mimo potravin

Blattodea

Su najrozsirenejSie v ludskych obydliach . Radime ich k hygienickym Skodcom, prenasaju
rézne choroby a plesne. Su aktivne hlavne v noci a za sumraku. V domacnostiach sa
stretneme hlavne s Blattella germanica (Linnaeus 1767) a Supella longipalpa (Fabricius
1798).B. germanica pozname podla dvoch €ervenych pruhov na Stite. Oproti nemu ma
S. longipalpa na stite len jeden tmavy pruh. Vyhladavaju hlavne Satne a knihovne kde lepia

svoje vajicka (Stejskal 1998).

Specialnou adaptaciou $vabov pri reprodukcii je tvorba zvlastnej schranky okolo vajitka
u Zien. Ide o takzvanu ootéku. Tato sluzi na ochranu zarodku a tvrdne pri kontakte so

vzduchom. Tato adaptacia sa vyskytuje len u Svabov a modliviek (Meyer 2020).

Zygentoma

Bezkridly hmyz s dlhymi tykadlami a troma ¢lankovanymi vyrastkami na zadoCku. Telo maju
pokryté jemnymi striebornymi Supinkami a su rovnako ako Svaby aktivne v noci a za
sumraku. NajznamejSie su teplomilna Thermobia domestica (Packard 1837) a Lepisma

saccharina (Linnaeus 1758), ktora oblubuje vihké miesta (Stejskal 1998).

Su prispdsobené na prezitie v domacom prostredi, napriklad v pivniciach a podkrovi. Maju
pestri $kalu potravy, avdak uprednostriuju $krobovi zeleninu. Ziju okolo troch rokov,
niektoré sa ale dozivaju aj dsmich. Maju jedineény spbsob reprodukcie, kde samec toci
hodvabnu nit okolo substratu a vertikdlne poloZzeného predmetu, pod ktory vlozi

spermatofor.

Samicka nasledne kraca pod vzniknutym vliaknom a pri dotyku déjde k otvoreniu genitalu
a spermie sa uvolnia do jej reprodukéného systému. Samicka vyprazdneny spermatofor

skonzumuje (Hoell a kol. 1998)

Vyvijaju sa procesom nazyvanym ametabolickd metamorféza. Znamena to, zZe

nepodliehaju ziadnej metamorfoze alebo transformacii.
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Nedospela rybenka vyzera takmer identicky s dospelou. Tento spdsob vyvoja sa povazuje
za velmi primitivny a najdeme ho hlavne u hmyzu, ktory sa na Zemi vyskytuje ¢o najdihsie
(Hoy 2019).

Hemiptera

Rad Hemiptera (polokridly) delime dalej na dva podrady — Heteroptera (plostice)
a Homoptera (rovnakokridly) (Proti¢ 2011). Brozek a kol. (2004) uvadza ako spdsob
prijimania potravy spolo¢ne modifikované bodavo-sacie ustne ustrojenstvo, ktoré umoziuje
spracovanie potravy v tekutom stave. Su primarne fytofagne saju len rastlinné Stavy.
Vacsina zvysku je drava alebo mycetofagna. Niektoré mézu byt aj parazitmi a zivit sa krvou
vacsSich zvierat. Ide o rad s nedokonalou premenou (hemimetabolicky), takZze sa nymfa po

niekolkych stadiach podoba dospelému jedincovi (Martin a kol. 2008).

Vdaka evolucii, ktora trvala asi 300 milibnov rokov maju schopnost obsadit rozne

suchozemské a vodné ekologické niky (Goodchilda 1966).

4.3 Populacia

Ochrana pred hmyzimi S8kodcami nespocCiva v boji s ur€itymi druhmi hmyzu, ale s ich
populaciami, ktoré obyvaju také prostredie , kde mdzu Cloveku Skodit. Populaciou pritom
rozumieme subor jedincov vSetkych vyvojovych Stadii daného druhu, vyskytujuceho sa

v ur¢itom priestore (Stejskal a kol. 1993).

Hmyzi Skodcovia vyhladavaju prostredie s najpriaznivejSimi podmienkami na preZitie.
V takomto prostredi na nich, ale vzdy pésobia vplyvy ktorym sa musia prispésobit —
adaptovat (JaroSik 2005). Maju nizku spotrebu vody napr. Skodcovia, ktory sa Zivi zrnom,

mukou, kozuSinami, napr. koZojedy (Trnka a kol. 2006).

Jaro$ik (2005) uvadza ze, populaciu urcitého druhu ovplyviuju na jednej strane vlastnosti

prostredia, a to napriklad potrava, priestor, pocasie, predatori, konkurenti atd.

Na druhej strane ich ovplyvriuju vlastnosti jedincov, napriklad ich zivotny cyklus, plodnost,
sexualne chovanie, pohyblivost atd. V3etky tieto faktory potom ovplyviiuju populaéné
procesy natalitu, mortalitu a migraciu populacie a v konec¢nom doésledku rozhoduju
o popula¢nych premennych: hustote (pocet jedincov na jednotku plochy alebo objemu),
distribucii v priestore, vekovej Strukture a génovej frekvencii. Procesy a premenné su

navzajom prepojené spatnymi vazbami.
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U hmyzich Skodcoch hovorime o takzvanom nahodnom rozdeleni v priestore. Ide o0 vzacne

sa vyskytujuci rozptyl v prirode.

Stretneme sa s nim prave tam, kde je prostredie velmi uniformné a jedinci sa nedokazu

zhlukovat. Prikladom su potemniky v muke alebo zrnokazy (Trnka a kol. 2005).

U vacSiny druhu hmyzu sa stretavame s populaciami s neprekryvajucimi sa generaciami.
To znamena, Ze cyklus narodenia, dospievania a smrti zahriiuje smrt' vSetkych &lenov
pritomnych v kazdej generacii, predtym ako Clenovia dalSej generacie dospeju (Jarosik
2005).

4.3.1 Populaéna dynamika

Populacnou dynamikou nazyvame populacné zmeny v ¢ase vyjadrené zmenami
populaénych hustét. Tieto zmenami su ale zavislé na populaénych procesoch (natalite,
mortalite, migracii) (JaroSik 2005).

1

Pohyb Svaba napriklad ovplyviiuje teplota, kde sa pri teplote 22°C pohybuje 630 mm.s -
a pri teplote 35°C az 1300 mm.s . Svab je citlivy areaguje na fyzikalne podmienky
okolitého prostredia. Vyzaduje uréité teplotu, dostatok vody a potravy k migracii. Dal$im
faktorom ovplyvhujucim migraciu je populacna hustota. V prehustenom ukryte nastava
kolonizacia hladanie nového ukrytu. Dalej so zvySujicou sa hustotou populacie (4. zvysuje
sa koncentracia agregacného feroménu) sa zvySuje atraktivita ukrytu a znizuje sa celkova
aktivita a akény radius jedincov populacie. Jedinci migruju z menej do viac atraktivnych
ukrytov (Stejskal a kol. 1993).
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5. Metodika

5.1 Preprava hmyzieho materialu

Priprava zacina uz mimo laboratéria a to pri preprave hmyzieho materialu. Je dblezité aby
hmyz bol v zivom stave, aby nedoslo k poSkodeniu tkaniva a meranie by potom mohlo byt
chybné. Ak vieme, Zze meranie nembze prebehnut v blizkej dobe, hmyz bude potrebné
zmrazit. Zmrazené vzorky sa prejavili ako plne funkéné ako uvadza Hanrahan a Johnston
(2011).

5.2 Priprava materialu

Pri priprave materialu som sa riadila postupom, ktory uvadza Koutecky (2012) vo svojej

publikacii o prietokovej cytometrii v botanike.

Cerstvé vzorky hmyzu boli privezené z VVyskumného Ustavu rastlinnej vyroby v Ruzyné
a nasledne zmerané prietokovym cytomterom ak to bolo mozné v Zivom stave, niektoré

vzorky sa analyzovali ale zo zmrazeného stavu.

Odizolujeme jadra Standardu a hmyzieho materialu. Vezmeme maly kus rastlinného pletiva
(Standardu) o velkosti asi 0.2-0.5 cm2, u ktorého je znama velkost genému a polozime ju
do Petriho misky. Velkost pletiva ,8tandardu a tkaniva testovaného materialu volime tak,
aby sa nam v histograme ukazali priblizZne rovnaké piky. K Standardu preto pridame jednu
az dve koncatiny Studovaného materialu. Hmyz (Studovany material), musi byt vzdy
v zivom stave a jeho nohu ziskame odstrihnutim. Pri problémovych vzorkach, napriklad
gvaboch, hmyz najprv nachvilku zmrazime v mraznicke, aby bol §vab znehybneny. Castym
problémom

pri ziskavani vzorky o velmi malej velkosti, napriklad roztoce. Pri tychto vzorkach je nutné

pouzit’ binokularnu lupu, a v pripade rozto€ov miesto nohy pouzit cely organizmus.

Do Petriho misky je nutné pridat pufer Otto I. o objeme 550ml, ktory napipetujeme pomocou
pipety. Teraz je nevyhnutné Ziletkou rozsekat’ Standard a vzorku na drobné kusky. Tuto
vzniknutl suspenziu jadier nasajeme pipetou a nasledne do pripravenej skumavky
prefiltrujeme cez nylonové platno. Pre kazdy skumany hmyz sme pripravili dve vzorky pre
overenie vysledku analyzy. Pred farbenim skontrolujeme, &i sa v suspenzii nenachadzaju
vacsie kusky, ktoré by mohli naruSit spravne meranie. Ak sa v suspenzii ni€ nenachadza,

potom takato suspenzia je pripravena k farbeniu fluorescenénym farbivom.
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5.3 Priprava farbiva

Ako som spomenula vySSie, k naSmu meraniu sme vyuzili farbivo propidium jodid (PI).
Podla DoleZela a kol. (2007) na farbiaci roztok budeme potrebovat puffer Otto Il, ktory
pridame v objeme 25 ml do pripravenej flastiCky. Nasledne priddvame Pl a RNA, ktoré su
v zmrazenom stave v mrazniCke a preto je potrebné ich rozmrazit. Pridavame 1 ml
rozmrazenej RNA a PI, v naSom pripade celu eppendorfku. Poslednym velmi dblezZitym
prvkom je 2-mercapethanol, ktorého napipetujeme do roztoku 44 ul. Toto namieSané

farbivo pridavame k suspenzii jadier v objeme 1 ml (Dolezel a kol. 2007).

Po pridani pufru Otto Il musime vzorku €o najrychlejSie zmerat, inak sa mézu jadra
poskodit. To neplati pre pufer Otto I, v ktorom mdzZeme jadra nechat nejaku dobu pri izbove;j

teplote a neovplyvnit farbenie DNA (Dolezel a kol. 2005).
Otto | (Otto 1990)

Priprava pufru si vyZzaduje 0,1 M monohydrat kyseliny citronové (4,2 g) a 0,5% Tween 20
(1 ml). Rozpustia sa v destilovanej vode a vzniknuty roztok sa preleje do analytickej banky
a doplni sa destilovanou vodou. Nasledne sa filtruje cez filter. Vzniknuty pufer skladujeme
v chladnicke pri 4 °C. Hlavna chemikalia ktoru obsahuje pufer Otto | je kyselina citronova.
Tato kyselina sluzi k fixacii izolovanych jadier a zlepSuje pristupnost farbiv k chromatinu.
Druhou chemikaliou je Tween 20 [polyoxoethylensorbitanmoholaurat]. Ide o detergent ktory
zaprigifiuje rozrudenie cytoplazmy a uvolnenie jadier. Dalej zniZuje zhlukovanie zbytkov

cytoplazmy s jadrami a rozptyluje chloroplasty (Dolezel a kol. 2006).
Otto Il (Dolezel a kol. 1995)

Pufer Otto Il pripravujeme z destilovanej vody a 0,4 M dodekahydratu
hydrogenfosfore¢nanu sodného (28,65 g). Rozpustenu sol prelejeme do analytickej banky
a prilejeme destilovanu vodu. Prefiltrujeme cez filter a skladujeme v tme a pri izbovej
teplote. Na udrzanie iontovej sily sa v pufri nachadzaju ionty hydrogenfosforeCnanu
sodného (Dolezel a kol. 2005).

5.4 Analyza prietokovym cytometrom

Pred zapnutim prietokového cytometru Apogee AG0 je nevyhnutné skontrolovat niekolko
veci. V prvom rade skontrolujeme nadobu na sheat fluid (destilovanu vodu). Ak v nej nie je
dostatok vody, vodu doplnime a pridame 500 pl ProClinu. Skontrolujeme odpadnu nadobu,

ak je plna je nutné ju vyprazdnit. Teraz zapiname ApogeeFlow FCM control.
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Skontrolujeme &i sa sampleport nachadza v polohe preplachnutia, aby mohlo dojst
k automatickym preplachovacim cyklom. Po tomto Cisteni sa nam spusti Apogee Histogram

software.

Pred zaciatkom uz finalneho merania musime do softwaru nahrat’ prislusné data Standardu,
s ktorym sme danu vzorku nasekali. Standard sme vyberali podla pribliznej znalosti
o velkosti gendbmu daného druhu alebo cefadi, ktory sme mohli najst v databaze

www.genomesize.com. Vzorku teraz vlozime do sampleportu, cez ktory si prietokovy

cytometer nasaje 150 ul, z ktorého zmeria asi 90 yl. Po par sekundach sa nam zacnu

objavovat body na viacerych histogramoch.

Pri naSej analyze sa sustredujeme na dva histogrami, ktoré su pre nas dbélezité. Ide
o historgram 532 Grn (Area) vs. count. Tento histogram zobrazuje fluorescenciu na 1024
kanaloch. V tomto histograme sa nam zobrazia tzv. peaky. Ide o gaussovské krivky

fluorescencie meranych Castic.

Druhy délezity histogram je 532 Grn vs. 532 LALS (area-peak). Tu sa nam zobrazuje bocny
rozptyl (side scatter), ktory analyzuje rozptyl lu¢a lasera. Vdaka tomuto histogramu

dokazeme urcit tvar meranych Castic.
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Obrazok 3: Software cytometru Apogee A60 s vyznacenymi histogramami, ktoré su délezité pre
naSu analyzu. Zobrazena je analyza Carex acutiformis (4-CV) a Bellis perennis (6-CV).
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5.4.1 Nastavenie parametrov

Pri analyze Castic, Castokrat vidime v histograme rézne neusporiadané Castice, ktoré nam
vytvaraju Sum a analyza je menej presna. Na side-scatter méZeme nastavit’ orezanie nasej
Casti zaujmu, tzv. ROI (region of interest). Vdaka nahraniu dat o naSom znamom Standarde,
je tento parameter automaticky nahrany a nie je potrebné s nim manipulovat. Je nastaveny
tak aby zachytil dva nade peaky a to peak nasho Standardu a vzorky. ROI je aplikovany
do 532 Grn (Area) vs. count histogramu. Ak predsa vidime nejaky Sum okolo naSich
hlavnych peakov, méZeme ho odstranit cez nastavenia tzv. gate. Jednoducho na danom

histograme zmenime velkost nasho orezaného zaujmu (Pospichalova a kol. 2015).

Na ose fluorescencie je mozné hybat s peakmi cez control panel. Pre nas bolo délezité
nastavenie rychlosti analyzovanej suspenzie. Naj¢astejSie sa vzorka analyzuje pri rychlosti
6-10 ul/min. Ak sa ale v suspenzii nachadza velmi vela ¢astic, budeme potrebovat rychlost
znizit. Naopak pri vyskyte velmi malého mnozstva Castic rychlost zvySime. Pri zvySenej
rychlosti, ale dochadza k zniZeniu kvality vyslednych dat. Toto nastavenie najdeme

v zalozke Control — Sample pl/min.

Pri naSej analyze sme niekedy potrebovali hybat s peakmi po ose x, ktora nam zobrazuje
fluorescenciu. V zalozke PMT mdzeme upravit hodnotu 532-Grn a mézeme pohnut osou x

doprava alebo dolava.

Toto nastavenie sme vyuzili hlavne pri vzorkach s vyrazne va¢dou alebo mensou velkostou
ako je nas &tandard. Z tohto dévodu sme na ose x nezachytili peak nadej Studovanej
suspenzie. Vdaka Sirokému poznaniu réznych rastlinnych Standardov u ktorych je vefkost
gendému znama, je v takomto pripade lepSie danu vzorku hmyzu nasekat so Standardom

s vacsou popripade s mensou velkostou gendomu.

Klacovym parametrom, ktory poCas analyzy sledujem je tzv. variacny koeficient (CV).
Udava nam presnost merania a vypoCitame ho ako podiel smerodajnej odchylky
a priemernej pozicii peaku. Vacsinou sa pohybuje v rozmedzi od 1-10%, idealne by sa
percento CV malo pohybovat do 3%. Dovodom rozptylu hodnét je rozdielna farbitefnost
Castic, neidentické podmienky alebo pristrojova chyba (Suda 2005). V niektorych
pripadoch, hlavne pri analyze rastlin, je velkost' vy8Sia a bohuZial tento parameter nie je

niekedy mozné ovplyvnit.

Pred tym ako danu analyzu ulozime, skontrolujeme pre spravnu analyzu a presné vysledky,
aby peak bol symetricky v strede UseCiek ohraniujucich gate. Ddlezité je na zaciatku

rozliSit, ktory peak patri Standardu a ktory skumanej vzorke.
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Je to nevyhnutné pre spravny vypocet velkosti gendmu vzorky. Vdaka nahraniu dat
o Standarde, vieme pribliznu poziciu peaku Standardu a preto je pre nas jednoduchsie tieto

pozicie rozlisit.

5.4.2 Vyhodnotenie vysledkov

Na vyhodnotenie vysledkov bude potrebné danu analyzu ulozit’ a to vo formate histogramu
v Apogee Histogram Software. Dalej potrebujeme data uloZit' v excelovej tabulke, ktoré
budeme méct Statisticky spracovat a hodnotit. V tabulke sa nachadzaju udaje o Standarde
a skumanej vzorke. V tabulke sa nam ulozZia udaje o fluorescencii vzorku a Standardu
(6-mean, 4-mean). Taktiez ukladame udaje o pocte analyzovanych ¢astic tzv. events
(6-events, 4-events). PoCet eventov nam udava pocet analyzovanych jadier. Poslednym

udajom je udaj o variaénom koeficiente (6-CV, 4-CV).

ALS 1076 h.‘r

Obrazok 4: Software cytometru Apogee A60 s historgramom 532 Grn (Area) vs. count s dvoma
peakmi 6-CV (Plodia interpunctella) a Standardom 4-CV (Carex acutoformis). Vzorky boli zafarbené
farbivom Propidium jodid.

5.4.3 Vypocet velkosti genému

Pri vypocte neznamej velkosti gendmu vzorky, ktory uvadza DolezZel a kol. (2007) budeme
potrebovat informacie o fluorescencii vzorku a Standardu. Tieto dva udaje dame do pomeru

a vynasobime to znamou velkostou gendmu Standardu.

VG neznami = VG standard X ( Pl neznami/ Pl étandard)
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5.5 Statistické spracovanie vysledkov

Vsetky namerané hodnoty boli Statisticky spracované v programe RStudio vo verzii 1.1.463.
Na grafické zobrazenie a porovnanie velkosti medzi konkrétnymi radmi a ¢eladami som

pouzila box plot.
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6. Vysledky merania

Taburlka 1: Pocet nameranych jedincov podla radu.

Rad (latinsky) |Rad (slovensky) |Pocet jedincov
Astigmata roztoCe 2
Blattodea Svaby 16
Coleoptera chrobaky 36
Hemiptera plostice 1
Lepidoptera motyle 1
Psocoptera pavsi 7
Zygentoma Svehlovce 2

Tabulka 1 zobrazuje celkovy po&et nameranych jedincov. Celkovo sme zmerali 65 jedincov

zo 7 radov a u 47 jedincov bolo rozliSené pohlavie.

Astigmata

Taburlka 2: Tabulka znazorriujuca hamerané a spriemerované hodnoty velkosti genému z dvoch
merani konkrétneho jedinca z radu Astigmata v picogramoch (1pg = 978 Mbp).

Druh Velkost’ genému (pg)
Acarus siro 0,21
Lepidoglyphus destructor 0,33

Zradu Astigmata boli zmerané iba dva druhy ato dva roztoCe Acarus siro z Cefade
Acaridae a Lepidoglyphus destructor (Schrank 1781) z ¢elade Glycyphagidae. Acarus siro
ma velkost gendmu 2C= 0,21 pg a Lepidoglyphus destructor 2C= 0,33 pg. Rozdiel medzi
nimi je nepatrny a to 0,12 pg a preto nemézeme preukazat vyznamny rozdiel medzi druhmi.

Pohlavie sa urCit nepodarilo nie len kvoli malej velkosti jedinca.
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Blattodea

Tabulka 3: Tabulka znazorriujuca namerané a spriemerované hodnoty velkosti genému z dvoch
merani konkrétneho jedinca z radu Blattodea v picogramoch (1pg = 978 Mbp). Tabulka taktiez
zobrazuje rozdelenie pohlavia na samce a samicky.

Druh Velkost’ genému (pg) | Pohlavie
Blaptica dubia 8,90 Female
Blaptica dubia 9,64 Male
Blatta orientalis 8,07 Female
Blatta orientalis 7,37 Male
Blattella germanica 4,38 Male
Blattella germanica 4,99 Female
Nauphoeta cinerea 9,91 Male
Nauphoeta cinerea 10,44 Female
Periplaneta americana 7,27 Male
Periplaneta americana 7,24 Female
Periplaneta australasiae 10,65 Male
Periplaneta australasiae 11,12 Female
Phoetalia pallida 7,02 Male
Phoetalia pallida 7,20 Female
Symploce pallens 8,74 Female
Symploce pallens 7,53 Male

V rade Blattodea sme namerali 16 jedincov a 8 druhov. Hodnoty sa pohybovali od
2C= 4,38 pg u samca Blatella germanica (Linnaeus 1767) po 2C= 11,12 pg u samicky
Periplaneta australasiae (Fabricius 1775). V ramci naSich merani ide o najvariabilnejSiu
skupinu €o sa velkosti gendmu tyka. Taktiez sa nam podarilo uréit pohlavie na zaklade ich
morfologickych znakov. Vdaka tejto variabilite a va¢Siemu poctu nameranych druhov

mézeme vidiet vyznamné rozdiely medzi druhmi.

23



Coleoptera

Tabulka 4: Tabulka znézorriujica namerané a spriemerované hodnoty velkosti genému z dvoch
merani konkrétneho jedinca z radu Coleoptera v picogramoch (1pg = 978 Mbp). Hodnoty su
zoradené podla ¢elade a nasledne podla mena. Tabulka taktieZz zobrazuje rozdelenie pohlavia na
samce a sami¢ky a uvadza skratku, ktora sa nachadza v grafe pre rad Coleoptera.

Druh Velkost Pohlavie | Celad’ Skratka graf
genému (pg)
Rhyzopertha dominica 0,29 Male Bostrichidae Rhyz_d
Callosobruchus chinensis 1,68 Bruchidae Call_ch
Callosobruchus maculatus 1,67 Bruchidae Call_m
Zabrotes sp. 1,44 Female |Bruchidae Zab
Zabrotes sp. 1,44 Male Bruchidae Zab
Cryptolestes capensis 0,50 Female | Cucujidae Cryp_c
Cryptolestes capensis 0,51 Male Cucujidae Cryp_c
Cryptolestes ferrugineus 0,50 Cucujidae Cryp_f
Cryptolestes ferugineus 0,66 Male Cucujidae Cryp_f
Cryptolestes ferugineus 0,73 Female |Cucujidae Cryp_f
Cryptolestes pusillus 0,61 Female |Cucujidae Cryp_p
Cryptolestes pusillus 0,40 Male Cucujidae Cryp p
Dermestes ater 1,5 Male Dermestidae Derm_a
Dermestes ater 1,64 Female |Dermestidae Derm_a
Sitophilus granarium 1,05 Female |Dryophthoridae | Sit_gr
Sitophilus granarium 1,09 Male Dryophthoridae | Sit_gr
Sitophilus oryzae 1,66 Dryophthoridae | Sit_or
Sitophilus oryzae 1,61 Female | Dryophthoridae | Sit_or
Sitophilus oryzae 1,57 Male Dryophthoridae | Sit_or
Gibbium aequinoctiale 1,29 Female |Ptinidae Gib_aeq
Gibbium aequinoctiale 1,21 Male Ptinidae Gib_aeq
Lasioderma serricorne 0,41 Female |Ptinidae Las ser
Lasioderma serricorne 0,41 Male Ptinidae Las ser
Oryzaephilus surinamensis 0,20 Silvanidea Oryz_s
Oryzaephilus surinamensis 0,31 Female |Silvanidea Oryz_s
Oryzaephilus surinamensis 0,3 Male Silvanidea Oryz_s
Tenebrio molitor 1,65 Male Tenebrionidae |Ten_m
Tenebrio molitor 1,58 Female |Tenebrionidae |Ten_m
Tribolium castaneum 0,46 Male Tenebrionidae |Tri_ca
Tribolium castaneum 0,48 Female |Tenebrionidae |Tri_ca
Tribolium confusum 0,4 Tenebrionidae |Tri_co
Tribolium confusum 0,37 Female |Tenebrionidae |Tri_co
Tribolium destructor 0,41 Female |Tenebrionidae |Tri_d
Tribolium destructor 0,39 Male Tenebrionidae |Tri_d
Gnathocerus cornutus 1,71 Female | Trenebrionidae | Gnath_c
Gnathocerus cornutus 1,78 Male Trenebrionidae | Gnath_c
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NajpocetnejSou skupinou, ktoru sme detekovali je rdd Coleoptera. Nameranych bolo 36

jedincov a 18 druhov. V tabulke su pre vacsi po€et druhov uvedené a rozliSené Celade.

U 30 z nich sme urgili pohlavie aj za pomoci odbornikov z VUVR v Ruzyn&. Hodnoty sa
pohybovali od 2C= 0,20 pg u Oryzaephilus surinamensis po 2C= 1,78 pg u samca druhu

Gnathocerus cornutus (Fabricius 1798). Hodnoty maju sice mensi rozptyl, no napriek tomu

mdbzeme vidiet rozdiely medzi druhmi.

Hemiptera a Lepidoptera

Taburlka 5. Tabulka znazorriujica namerané a spriemerované hodnoty velkosti genému z dvoch
merani konkrétneho jedinca z radu Hemiptera a Lepidoptera v picogramoch (1pg= 978 Mbp).

Druh Velkost’ genému (pg) | Rad
Leptoglossus occidentalis 3,49 Hemiptera
Plodia interpunctella 0,58 Lepidoptera

Z radu Hemiptera a Lepidoptera som mala moznost namerat’ len jeden druh z kazdého
radu. lde orady s velkym poctom Skodcov, len z Celade Pyralidae (vijackovité) ich je
niekolko desiatok. Z radu Hemiptera sme namerali hodnotu 2C= 3,49 pg u druhu
Leptoglossus occidentalis (Heidemann 1910). Ide o ploSticu, ktora sa vyvija na ihli€nanoch
a prezimuje v budovach v blizkosti fudskych obydli. Z radu Lepidoptera sme zmerali druh
Plodia interpunctella , Cize vijacku paprikovu, ktora je vyznamnym Skodcom potravin. Jej

velkost genému je 2C= 0,58 pg.

Zygentoma

Tabuflka 6: Tabulka znazorfiujuca namerané a spriemerované hodnoty velkosti genému z dvoch
merani konkrétneho jedinca z radu Zygentoma v picogramoch (1pg = 978 Mbp).

Druh Velkost’ genému (pg)
Atelura formicaria 15,25
Lepisma saccharina 6,54
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V rade Zygentoma mame najvacSiu velkost gendmu spomedzi vSetkych merani ato
2C= 15,25 pg u Atelura formicaria (Heyden 1853). Tento druh Svehly sice primarne

neradime medzi $kodcov, ale zohladnili sme ju pre porovnanie.

TaktieZz sa nam nacrtlo, Ze by velkost gendmu mohla suvisiet' s tym ¢i dany druh je Skodca,
€¢o sme nasledne skusili porovnat. Druhym meranym druhom bola Lepisma saccharina,

ktorl uz medzi Skodcov radime. Jej velkost genému je 2C= 6,54 pg.

Psocoptera

Tabulka 7: Tabulka znazorriujuca namerané a spriemerované hodnoty velkosti genému z dvoch

merani konkrétneho jedinca z radu Psocoptera v picogramoch (1pg = 978 Mbp).

Druh Velkost’ genému (pg)
Lepinotus brunea 0,37
Lepinotus corrodens 0,47
Lepinotus decolor 0,36
Lepinotus entomophila 0,45
Lepinotus paeta 0,40
Lepinotus patruelis 0,62
Lepinotus reticulatos 0,26

U radu Psocoptera sa nam taktiez nepodarilo rozdelit druhy na samce a samicky, pretoze

su velkostne velmi malé od 0,6 do 2 mm.

Velkost gendmu sa pohybovala od 2C= 0,26 pg u Lepinotus reticulatos (Enderlein 1905)
po 2C= 0,62 pg u Lepinotus patruelis. Rozdiel medzi tymito dvoma druhmi je 0,36 pg, ¢o

nam uz ukazuje znacny rozdiel.
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Obrazok 5: Porovnanie relativnej velkosti genému siedmych skupin hmyzu a rozto¢ov pomocou

boxplotov v programe RStudio vo verzii 1.1.463.

Obrazok 5 graficky zobrazuje porovnanie medzi vSetkymi radmi. Spomedzi skimanych

vzoriek Skodcov boli namerané relativne obsahy jadrovej DNA réznych hodndt. Pohybovali

sa od 2C= 0,20 pg u Oryzaephilus surinamensis z radu Coleoptera az po 2C= 11,12 pg

u samicky Periplaneta australasiae z radu Blattodea.

NajvariabilnejSou skupinou, ¢o sa tyka obsahu jadrovej DNA, vySiel rad Blattodea, kde sa

hodnoty pohybovali od 2C= 4,38 pg u Blattella germanica po 2C= 11,12 pg u samicky

P. australasiae. Medzi radmi Astigmata, Coleoptera, Lepidoptera a Psocoptera nie je

signifikantny rozdiel. VSetky rady maju velmi malu a podobnu velkost gendmu. Vyrazne sa

odliSuju rady Blattodea, Hemiptera a Zygentoma.

Tabulka 8: V tabulke 8 vidime vysledky z Anova testu v programe RStudio vo verzii 1.1.463.

Df Sum Seq Mean Seq Fvalue Pr(>F)
Druh 6 1513.1 252.18 144 <2e-16 ***
Residuals 120 210.1 1.75

Z vysledku anova testu nas zaujima hodnota Pr (>F), ktora nam zhodnoti, & medzi radmi

su signifikantné rozdiely. To nam udava pocet hviezdiCiek, v naSom pripade ***, €o

znamena, Zze medzi radmi su signifikantné rozdiely a moéZzeme to urcit' s 99,9% presnostou.
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Tabulka 9: Tabulka znazorfiuje vysledky z Tukeyho testu v programe RStudio vo verzii 1.1.463.
Stipec 2C znazorfiuje spriemerované velkosti genému S$tudovanych radov hmyzu uvedené

v picogramoch (1pg=978 Mbp). Stipec Groups znazorfiuje podobnost medzi jednotlivymi radmi.

Rad 2C Groups
Zygentoma 10,895 d
Blattodea 8,156 c
Hemiptera 3,49 b
Coleoptera 0,970 bc
Lepidoptera 0,580 bc
Psocoptera 0,416 a
Astigmata 0,290 a

Tukeyho HSD test nam ukaze signifikantné rozdiely medzi konkrétnymi radmi. Pismena
v stipci groups oznaduju odli$nost alebo podobnost medzi jednotlivymi radmi. V nasom
pripade vidime jasnu odliSnost, teda signifikantny rozdiel medzi rddmi Zygentoma (d),
Blattodea (c), Hemiptera (b), Psocoptera (a) a Astigmata (a). Naopak nesignifikantny rozdiel
mame medzi radmi Coleoptera (bc) a Lepidoptera (bc). Znamena to, Ze tieto dve skupiny

su od seba len velmi tazko odliSitelné na zaklade velkosti gendmu.

Coleoptera

genome size (pg)
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Druh

Obrazok 6: Porovnanie relativnej velkosti genému v ramci radu Coleoptera pomocou boxplotov
v programe RStudio vo verzii 1.1.463.
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Rad Coleoptera je druhovo najpoCetnejsi. Preukazatelne a signifikantne sa od seba liSia
druhy Oryzaephilus surinamensis, Cryptolestes ferrugineus, Zabrotes sp. (Horn 1885),
Gibbium aequinoctiale (Boieldieu 1854) a Gnathocerus cornutus (Fabricius 1798).
Velkostne podobné su medzi sebou druhy Tribolium confusum (Jacquelin du Val 1868)
a Tribolium destructor a Lasioderma serricorne. Velka podobnost je taktiez medzi Styrmi
druhmi, ato Collosobruchus maculatus (Fabricius 1775), Callosobruchus chinensis
(Linnaeus 1758), Sitophilus oryzae a Tenebrio molitor. Tieto vysledky sme nasledne

otestovali aj Tukeyho HSD testom a vysledky su uvedené v tabulke 11.

Taburlka 10: V tabulke 10 vidime vysledky z Anova testu v programe RStudio vo verzii 1.1.463.

Df Sum Seq Mean Seq Fvalue Pr(>F)
Druh 17 21.846 1.2850 292.3 <2e-16 ***
Residuals 52 0.229 0.0044

Tak ako v predoslom pripade, vysledok anova testu potvrdil signifikanty rozdiel medzi

druhmi s 99,9% presnostou.

Taburlka 11: Tabulka znazorriuje vysledky z Tukeyho testu v programe RStudio vo verzii 1.1.463
pre konkrétne druhy z radu Coleoptera. Stipec 2C znézorfiuje spriemerované velkosti genému
$tudovanych druhov z rédu Coleoptera uvedené v picogramoch (1pg=978 Mbp). Stipec Groups

znazorriuje podobnost medzi druhmi.

Druh 2C Groups
Gnathocerus cornutus 1,745 h
Callosobruchus chinensis 1,680 gh
Callosobruchus maculatus 1,670 gh
Sitophilus oryzae 1,613 gh
Tenebrio molitor 1,613 gh
Dermestes ater 1,570 fg
Zabrotes sp. 1,440 f
Gibbium aequinoctiale 1,230 e
Sitophilus granarium 1,068 e
Cryptolestes ferrugineus 0,630 d
Cryptolestes pusillus 0,505 cd
Cryptolestes capensis 0,505 cd
Tribolium castaneum 0,468 bc
Lasioderma serricorne 0,413 abc
Tribolium destructor 0,403 abc
Tribolium confusum 0,393 abc
Rhyzopertha dominica 0,290 ab
Oryzaephilus surinamensis 0,273 a
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Psocoptera
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Obrazok 7: Porovnanie relativnej velkosti genému v ramci radu Psocoptera pomocou boxplotov.
v programe RStudio vo verzii 1.1.463.

Psocoptera &ize pisivky maju velkostou velmi maly geném v rozmedzi od 2C= 0,26 pg po
2C= 0,62 pg. Z grafu, ale mdézeme vidiet signifikantny rozdiel medzi druhmi Lepinotus
reticulatus, Lepinotus corrodens (Heyden 1850) a Lepinotus petruelis, ¢o ndm potvrdil
a rozliSil Tukeyho HSD test. Redlne v8ak medzi druhmi je rozdiel iba 0,21 pg medzi

Lepinotus reticulatos a 0,15 pg, ¢o redlne nie je dostato¢ne velky rozdiel.

Tabulka 12: V tabulke 11 vidime vysledky z Anova testu v programe RStudio vo verzii 1.1.463.

Df Sum Seq Mean Seq F value Pr (>F)
Druh 6 0.1508 0.025135 43.09 0.000113 ***
Residuals 6 0.0035 0.000583

Podla anovy, ako v predoSlych pripadoch mame 3 hviezdi¢ky, ¢o nam potvrdzuje
signifikantné rozdiely medzi druhmi s 99,9% presnostou.
Tabulka 13: Tabulka znazorfiuje vysledky z Tukeyho testu v programe RStudio vo verzii 1.1.463.

Stlpec 2C znéazorriuje spriemerované velkosti genému Studovanych druhov z radu Psocoptera
uvedené v picogramoch (1pg=978 Mbp). Stipec Groups znazorfiuje podobnost medzi druhmi.

Druh 2C Groups
Lepinotus patruelis 0,620 d
Lepinotus corrodens 0,470 c
Lepinotus entomophila 0,450 bc
Lepinotus paeta 0,405 bc
Lepinotus brunea 0,370 bc
Lepinotus decolor 0,355 ab
Lepinotus reticulatos 0,260 a
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Z Tukeyho HSD testu, nam vyslo, ze druh Lepinotus decolor len tazko odliSime od druhu
Lepinotus reticulatos. Podobnu velkost gendmu maiju taktiez druhy maju druhy Lepinotus

brunea, Lepinotus paeta a Lepinotus entomophila (Heyden 1850).

Blattodea

bc

bc

genome size (pg)
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Blattella_germanica Phoetalia_palida Periplaneta_am Blatta_orientalis Symploce_paliens Blaptica_dubia Nauphoeta_cinerea Periplaneta_aus

Druh

Obrazok 8: Porovnanie relativnej velkosti genébmu v ramci radu Blattodea pomocou boxplotov
programe RStudio vo verzii 1.1.463.

Z grafu (obrazok 8) vidime, Ze tato skupina je najvariabilnejSia ako som spominala vyssie.
Hodnoty sa pohybuju od 2C= 4,38 pg u Blattella germanica po 2C= 11,12 pg u samicky

P. australasiae.

Tabulka 14: V tabulke 13 vidime vysledky z Anova testu v programe RStudio vo verzii 1.1.463.

Df Sum Seq Mean Seq Fvalue Pr (>F)
Druh 7 107.77 15.395 95.16  6.06e-16 ***
Residuals 24 3.88 0.162

Anova test aj v rade Blattodea potvrdil signifikantny rozdiel s 99,9% presnostou.
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Tabul'ka 15: Tabulka znazorriuje vysledky z Tukeyho testu v programe RStudio vo verzii 1.1.463.
Stlpec 2C znazorriuje spriemerované velkosti genému $tudovanych druhov z radu Blattodea
uvedené v picogramoch (1pg=978 Mbp). Stlpec Groups znézorriuje podobnost medzi druhmi.

Druh 2C Groups
Periplaneta australisae 10,8875 e
Nauphoeta cinerea 10,1750 de
Blaptica dubia 9,2750 d
Symploce pallens 8,1350 c
Blatta orientalis 7,7200 bc
Periplaneta americana 7,2575 bc
Phoetalia pallida 7,1125 b
Blattella germanica 4,6825 a

Podla Tukeyho HSD testu su medzi sebou podobné druhy Periplaneta americana a Blatta
orientalis, ktoré tazko odli§ime od Phoetalia pallida. Dalej taktieZ druhy Nauphoeta cinerea

s Periplaneta australisae.

Astigmata

genome size (pg)
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Obrazok 9: Porovnanie relativnej velkosti genomu v ramci radu Astigmata pomocou boxplotov
v programe RStudio vo verzii 1.1.463.

Z rozto€ov (Astigmata) boli namerané hodnoty druhu Acarus siro z ¢efade Acaridae

a Lepidoglyphus destructor z ¢elade Glycyphagidae. Rozdiel medzi nimi je 0,12 pg.
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Obrazok 10: Porovnanie relativnej velkosti gendbmu v ramci radu Zygentoma pomocou boxplotov
v programe RStudio vo verzii 1.1.463.

Zradu Zygentoma sme zmerali druh Atelura formicaria z elade Nicoletiidae a druh
Lepisma saccharina z ¢elade Lepismatidae. A. formicaria nie je primarne Skodca ako som

spominala vysSie. Rozdiel medzi tymito druhmi je az 8,71 pg, €o je naozaj vyrazny rozdiel.
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6.1 Porovnanie skodcov a neSkodcov z radu Coleoptera

Tabul'ka 16: Tabulka znazorriujuca namerané a spriemerované hodnoty velkosti genomu desiatich
Skodcov a hodnoty desiatich neSkodcov stiahnuté z www.genomesize.com v picogramoch (1pg =
978 Mbp). Skratka uvadza nazov pouZity v boxplote. Velkosti genému neSkodcov stiahnuté

Z databazy genomesize.com.

Druh (Skodca) Skrat | 2C Druh (neskodca) 2C Skrat
ka ka

Oryzaephilus surinamensis | Oryz. | 0,21 | Calosoma scrutator 2,08 | Calos.
Rhyzopertha dominica Rhyz. | 0,28 | Priacma serrata 2,12 | Pria.
Tribolium confusum Trib. 0,38 | Henosepilachna pustulosa | 2,14 @ Hen.
Cryptolestes ferugineus Crypt. | 0,63 | Mallodon dasystomus 2,60 | Mall.
Sitophilus granarium Sito. 1,03 | Prionus imbricornis 2,66 | Prio.
Zabrotes sp. Zab. 1,44 | Phyllophaga submucida 2,86 | Phyll.
Dermestes ater Derm. | 1,49 @ Hydrophilus triangularis 2,96 | Hydr.
Tenebrio molitor Ten. 1,53 | Eburdia haldemani 3,70 | Ebu.
Callosobuchus maculatus Callo. | 1,66 | Mulsanteus sp. 5,08 | Muls.
Gnathocerus cornutus Gna. | 1,73 | Chrysina gloriosa 1,70 | Chry.

Namerané hodnoty Skodcov su z vlastnych merani. Hodnoty neSkodcov su prevzaté

z databaze genomesize, kde som nahodne vybrala desiatich neSkodcov z radu Coleoptera,

ktorych velkost gendmu bola zmerana metédou FCM.

e size (pg)

nom

Ryz Rhyz. Trib. Crypt Sito. Zab

Dem

Calo. Chry.

T T T T
Gna Calos Pria Hen Mall Prio. Phyl

Druh
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Muis

Obrazok 11: Obrazok porovnava relativne velkosti genémov desiatich $kodcov a desiatich
neSkodcov z radu Coleoptera. Velkosti gendmu neskodcov su rozlisené cervenou farbou. Data su
spracované a zobrazené pomocou grafu v programe RStudio vo verzii 1.1.463.
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Z grafu mézeme jasne vidiet trend vacsej velkosti gendmu u neSkodcov. Jedina velkost
gendému u neSkodcu Gnathocerus cornutus 2C= 1,73 pg bola vysSia ako najmensi geném
neSkodcu Chrysina gloriosa (LeConte 1854) 2C= 1,70 pg. Zaroven, ale pre jasné
potvrdenie tejto tendencie by sme potrebovali ovela vacsi rozsah dat. Vysledky by boli
taktiez omnoho relevantnejSie, ak by sa porovnali velkosti gendmu medzi konkrétnymi
Celadami. Bohuzial v mojom pripade z 6smich Celadi sa pat nenachadza v databaze

www.genomesize.com. Tri ¢efade namerané su, ale neboli zmerané metdédou FCM.

6.2Rozdiel medzi pohlaviami

Znalost rozdielu vo velkosti gendmu medzi pohlavim daného jedinca mbéze byt uzitoéna
prave pri jeho urCovani. Niekedy je velmi naro¢né a v niektorych pripadoch i nemozné
u zivého jedinca urcit pohlavie na zaklade morfologickych znakov napriklad u lariev (Picard
a kol. 2012).

Tabulka 17: Tabulka 17 zobrazuje porovnanie medzi pohlaviami konkrétnych druhov z radu

Blattodea a Coleoptera uvedené v picogramoch (1 pg= 978Mbp).

Druh Velkost genému (pg) | Pohlavie | Rad
Cryptolestes pusillus 0,61 Female | Coleoptera
Cryptolestes pusillus 0,40 Male Coleoptera
Dermestes ater 1,64 Female Coleoptera
Dermestes ater 1,50 Male Coleoptera
Gibbium aequinoctiale 1,29 Female | Coleoptera
Gibbium aequinoctiale 1,21 Male Coleoptera
Gnathocerus cornutus 1,71 Female Coleoptera
Gnathocerus cornutus 1,78 Male Coleoptera
Tenebrio molitor 1,65 Male Coleoptera
Tenebrio molitor 1,58 Female | Coleoptera
Blaptica dubia 8,90 Female Blattodea
Blaptica dubia 9,64 Male Blattodea
Blatta orientalis 8,07 Female Blattodea
Blatta orientalis 7,37 Male Blattodea
Blattella germanica 4,38 Male Blattodea
Blattella germanica 4,99 Female | Blattodea
Nauphoeta cinerea 9,91 Male Blattodea
Nauphoeta cinerea 10,44 Female | Blattodea
Periplaneta australasiae 10,65 Male Blattodea
Periplaneta australasiae 11,12 Female | Blattodea
Phoetalia pallida 7,02 Male Blattodea
Phoetalia pallida 7,20 Female | Blattodea
Symploce pallens 8,74 Female Blattodea
Symploce pallens 7,53 Male Blattodea
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V tabullke su zobrazené len druhy s vyznamnejSim rozdielom vo velkosti gendmu medzi
samic¢kou a samcom konkrétneho druhu. Najvacsie rozdiely sa vyskytli v rade Blattodea,
kde bol vzdy rozdiel okolo 0,50 pg. Vynimkou bol len druh Periplaneta americana (Linnaeus
1758), kde bol rozdiel 0,03 pg a Phoetalia pallida (Brunner von Wattenwyl 1865)
s rozdielom 0,18 pg. U druhu Periplaneta australasiae, Blattella germanica, Blatta orientalis
(Linnaeus 1758), P. pallida, Nauphoeta cinerea (Olivier 1789) a Symploce pallens
(Stephens 1835) bol gendm samicky vaési ako u samca. Gendm samca bol vaési len

v dvoch pripadoch a to u druhu P. americana a Blaptica dubia (Serville 1839).

V rade Coleoptera bol najvyraznejsi rozdiel vo velkosti gendmu sami¢ky a samca u druhu

Dermestes ater a to 0,14 pg. Medzi ostatnymi druhmi bol rozdiel od 0,1 pg po 0,8 pg.
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7. Diskusia

Kontrola polnohospodarskych Skodcov je v entomoldgii velkym problémom. V suéasnosti
je asi len 28 druhov polnohospodarskych Skodcov, ktori maju kompletne zanalyzované
genomy. Bohuzial niektoré z nich maju nizku kvalitu a nizku integritu génov. Tieto problémy
mdzu byt spdsobené napriklad vysokou heterozygotnostou vacsiny hmyzich Skodcov (Li
a kol. 2019).

V suc€asnosti sa metdda aktivne vyuziva pri merani rastlin, hab a liSajnikov. Je zaujimavé,
Ze napriek tomu, ze tato metdda je finanéne nenaro€na, kvalitna a rychla, nevyuziva sa

aktivne aj v oblasti merania velkosti genomu ZivoCichov a taktiez hmyzu.

Najmensi aktualne znamy eukaryoticky geném bol namerany hube, ktoru zaradujeme
do triedy mikrosporidia. Vedeckym nazvom Encephalitozoon intestinalis obsahuje asi
2,25 miliénov parov bazy (0,0023 pg DNA). Tento vnutrobunkovy parazit Zije v cytoplazme
Zivoc€ichov a fudi. Ma velmi redukovanu stavbu a chybaju mu mitochondrie. Na opacnej
strane sa nachadza rastlina Paris japonica. Ide o oktoploid, takZe kazdy chromozém ma
v 8 képiach. Pravdepodobne vznikol hybridizaciou a naslednym zdvojenim gendmu az
Styroch réznych rodi€ovskych druhov. Dosahuje uctyhodnych 152,23 pg, 149 miliard parov
baze (Pellicer a kol. 2010). Velmi velké gendmy su skor problémom ako prinosom pre
rastliny. PrindSaju komplikacie pri bunkovom deleni (vacsi energeticky vydaj). Taktiez
s narastajucou velkostou gendmu maju rastliny pomalSi vyvoj a uzSie ekologické niky
(Suda 2015).

Na meranie hmyzu sa ako Standardy bezne vyuzivaju rastliny. Zatial ide o najdostupnejsi
a najlacnejsi mozny Standard. V buducnosti by ale mohlo byt efektivnejSie a vhodnejsie
vyuzitie Zivocisneho Standardu. Napriklad bezstavovca, ktory by sa dal jednoducho a rychlo
zohnat a namnozit' a mohol by byt dostupny v kazdom laboratériu ako rastlinné Standardy.

Samozrejme taktiez pri zivo€iSnom Standarde by sa museli merania zopakovat’ a overit.

Co sa tyka dostupnosti hmyzieho materidlu je to o poznanie zloZitejSie ako u rastlin.
Rastliny (tie beznejSie) mbézeme kdekolvek njst a natrhat, neméze sa stat, Ze odidu alebo
odletia. Pri odchyte hmyzu je problémom ich pohyb a let. Vdaka spolupréci a ochote VURV
Ruzyné, som sa k materialu dostala a boli mi poskytnuté vzorky priamo z ich chovu. Z tohto
doévodu som ale naopak mala len obmedzené mnozstvo materialu. U malych skladiskovych
chrobakov je este velkym problémom rozliSenie pohlavia kde je potrebna pomoc odbornika,

s &im mi taktiez pomohol VURV Ruzyné.
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Ako som uz spominala v metodike, na spravne pozorovanie jadra bunky je nevyhnutné
ziskat' z jedinca konc¢atinu, popripade tykadlo. Kedze niektoré druhy hmyzu mézu uletiet,
vyzadovalo toto spracovanie jemnost, trpezlivost a sustredenie. Castokrat to zabralo vela

Casu a niektoré Zivé vzorky hmyzu sme museli zamrazit' a detekovat ich nasledujuci deh.

U rozto€ov a malych skladiskovych chrobakov nam pracu staZovala ich velmi mala velkost,
dokonca okom nepozorovatelna. To spbsobovalo problém pri spracovani roztoCa
do suspenzie, pretoZze niekedy bolo velmi naro¢né dostat’ ich telo do petriho misky aj

s pomocou bino lupy.

V celosvetovej databaze www.genomesize.com najdeme aktualne znamu velkost

genomu triedy hmyz, prave u 1344 jedincov, priCom popisanych je priblizne 1 milién druhov.

Triedu hmyz delime podla metamorfézy na tri hlavné skupiny: hmyz s ametabolickou
metamorfézou (bez metamorfézy), hmyz s hemimetabolickou metamorfézou (nekompletna
metamorféza) a holometabolickou metamorfézou (Uplnd metamorféza). Ametabola je
primitivny hmyz bez vyznamného rozdielu medzi nedospelym a dospelym jedincom
(Hanrahan a kol. 2011). Radime sem rad Zygentoma a Archaeognatha. Z ametabolického
hmyzu je doposial zmerany len jeden druh hmyzu a to Thermobia domestica (Packard
1837) s 2C= 6,18 pg (French akol. 1980). Z nasho vyskumu sme ur€ili genom dvom
druhom zradu Zygentoma to konkrétne Lepisma saccharina (2C= 6,54 pg) a Atelura
formicaria (2C= 15,25 pg). Ide o pomerne velké genémy ¢o mbze spbsobovat prave tento

pomaly ametabolicky vyvin. Zaroven druh Atelura formicaria neradime medzi $kodcov.

Hemimetabola ma tri stadia Zivota: vajiCko — nymfa (niekolkokrat sa zvlieka) — dospely
jedinec (imago). VSetci su plesiomorficky okridleni. Rozdiel medzi nymfou a dospelym
jedincom je ur&eny vyvinutymi funk&nymi kridlami u dospelého jedinca. Bezne znamym
hmyzom v tejto skupine su kobylky (Orthoptera), Svaby (Blattaria) a podenky
(Ephemeroptera). V tejto skupine sa nasli najva¢sie hmyzie genémy, €o sedi pri naSom

merani, kde gendmy boli asi 3x vacsie ako u holometabola (Smrz 2015).

Holometabolicky hmyz ma 4 Stadia vyvinu : vajicko — mlada larva — dospela larva — kukla
— dospely jedinec (imago). Bezne znamy hmyz v tejto skupine zahffia chrobaky
(Coleoptera), vCely a osy (Hymenoptera), dvojkridly hmyz (Diptera) a motyle (Lepidoptera)
(Hdrka a kol. 1981). Holometabola vykazoval podla Hanrahan a kol. (2011) najmenSie
genémy ato vo vacsine pripadov do 2000 Mbp (2,04 pg). Tato korelacia bola taktiez
naznaCena a naSe merania sa v tejto skupine pohybovali od 2C= 0,20 pg po maximalne

2C= 1,78 pg u Coleoptera. U Lepidoptera to bolo 2C= 0,58 pg.
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Blattodea

Z radu Blattodea su zmerany 9 jedinci s velkostou od 2C= 2,32 pg u Blatella germanica
po 2C= 10,30 pg usamicky P. australasiae. Blatella germanica Cize rus domaci, sa
od vyvojovych &tadii Svaba liSi tym, Ze odklada ootéku tesne pred liahnutim. V Zivotnom
cykle Svaba odklada samitka ootéku davno pred liahnutim. Tento rozdiel v Zivotnom cykle
by mohol zapric€ifiovat velky rozdiel vo velkosti gendmu (Stejskal 1998). Nauphoeta cinerea
ma taktiez pomerne velky gendém, ta sa vyznacuje faloSnou vajcozivorodostou
(Speakman a kol. 2004). Vtomto rade sme namerali dalSie 3 druhy s oddelenymi

pohlaviami.

U Svabov taktiez rozliSujeme dokonalu premenu a su velkostne vacsie. Vyvoj jednej
generacie moze trvat aj Styri roky a dospely jedinec Zije dva mesiace. Samice tvoria za Zivot
az 8 ooték a vyvoj nymfy trva od 5 po 9 mesiacov. Tieto vSetky skutoCnosti mézu byt

pric¢inou vacsej velkosti genomu.

Coleoptera

V rade Coleoptera sa sice nachadza o poznanie viac urenych druhov a to konkrétne 278,
ale doplfiujem doposial nezmerané cefade Bruchidae, Laemopholeidae, Dryophthoridae,

Ptinidae a Bostrichidae.

Co sa tyka velmi malého genému Oryzaephilus surinamensis, ako uvadza Sharaf a kol.
(2008) vo svojej Studii, ide o najmensi znamy gendm v rade Coleoptera. Jeho Zivotny cyklus
trva od troch do desiatich tyzdriov (Richara, 2003).

Tieto malé velkosti gendmu podla Sharaf a kol. (2008) mdzu byt spojené s malou velkostou
tela, holometabolickym vyvojom, kratkym bunkovym cyklom, kratky generany cyklus
a schopnost’ rychlo kolonizovat nové potravinové zdroje. Je mozneé, ze mensi gendm

taktiez Setri energiu.

Vysledky nasho vyskumu naznadili korelaciu medzi velkostou gendmu a velkostou tela.
Hmyz s vyrazne vacsou velkostou tela ako napriklad rad Blattodea ma vyrazne vacsi
gendm. Rad Zygentoma ma sice mensSiu velkost a velmi velky gendm, ale to méze byt
spbsobené pomalym vyvojom, ktory je ametabolicky. Taktiez sa dozivaju pomerne

vysokého veku.

U skupiny Coleoptera rozliSujeme dokonalt premenu, ¢o by mohlo viest' k vacsej velkosti

gendému ako napriklad u skupiny Blattodea.

39



No na rozdiel od Svabov, S§kodcovia z radu Coleoptera maju rychly vyvoj a to je pri idealnej
teplote iba 21 dni, priemerne asi 80 dni. Vdaka tomu mézu mat az sedem generacii za rok.

Taktiez ide o velmi drobné chrobaky.

Psocoptera

V celej databaze sa vébec nenachadza cely rad Psocoptera, kde doplfiujem velkosti
genomov 7 jedincov. ISlo o malé gendmy vzhlfadom k malej velkosti jedinca. Hodnoty sa
pohybuju od 2C= 0,25 pg po 2C= 0,62 pg.

V rade Psocoptera mame drobny hmyz (0,6 — 2 mm) s kusacim ustnym Ustrojenstvom
a velkou pohyblivou hlavou. Kridla sa skladaju strechovito. V CR Zije asi 100 druhov.
V skladoch najdeme bezkridlé formy ako napriklad pisivka sitovana (Lepinotus reticulatus).
Maju nedokonalu premenu. Niektoré druhy tkaju nad znasku sietku, iné ju prikryju tvrdnucim
sekrétom zmieSanym s detritom. Zvliekaju sa priblizne 5-6krat. Do roka maju jednu
generaciu. Preferuju tmavé, vihké a kludné prostredie bez pradenia vzduchu, s optimalnou
teplotou 20 — 25 °C a s vlhkostou vzduchu nad 75%. Psocoptera maju sice len jednu
generaciu za rok, no maju nedokonalu premenu (Opit a kol. 2008). Z naSich vysledkov by

prave typ premeny mohol ovplyviiovat velkost gendmu.

Astigmata

Rozto¢e maju nepriamy vyvoj. Z vaji¢ka sa vyliahne larva. Ta ma tri pary néh a dycha celym
povrchom tela. Vzdu$nice a Stvrty par néh sa objavuje po prvom zvliekani. Ide uz o nymfu.
Pri dalSich dvoch zvliekaniach ide o — protonymfa, deutonymfa a tritonymfa. Pohlavny
otvor, sa vytvara u dospelého jedinca po zvle€eni posledného stupria nymfy. U niektorych
druhov sa vyskytuje partenogenézia alebo ovoviviparia (Hubert a kol. 2012). Ako som
spominala v reSerSi u Skodcu Acarus siro vyvoj trva 15 dni (27 °C) az 8 mesiacov (3 °C).
Pohybuju sa pomaly a zZiju priblizne 6 tyzdnov. Méze mat az 7 generacii za rok. Vhodné
podmienky pro jeho vyvoj je relativna vzdudna vihkost 65-100% a nevyvija sa pri vihkosti
substratu do 12,8 % (Sedlackova akol. 2010). Na rozdiel od skupiny Blattodea
a Coleoptera rozliSujeme u Astigmata dokonalu premenu. Taktiez ich vyvoj (pri idealnych
podmienkach) trva len niekolko dni a preto maju do roka viac generacii, ¢o by mohlo

ovplyvnit ich malu velkost genomu.

40


https://cs.wikipedia.org/wiki/Nep%C5%99%C3%ADm%C3%BD_v%C3%BDvoj
https://cs.wikipedia.org/wiki/Vaj%C3%AD%C4%8Dko
https://cs.wikipedia.org/wiki/Larva
https://cs.wikipedia.org/wiki/Nymfa_(biologie)
https://cs.wikipedia.org/wiki/Partenogeneze

V buducnosti pri vacSom mnozstve nameranych hodnét bude ovela efektivnejSie
a jednoduchsie stanovenie vztahu gendmu s napriklad ekologickymi ¢i morfologickymi
znakmi hmyzu &i S§kodcov. Momentalne je popisané len velmi malé mnozstvo C-hodnét
hmyzu. Vzhfadom k tomu, Ze trieda hmyz je najpocetnejSia zo vSetkych, poskytuje velky

priestor a potencial na dal3i vyskum.

Tato praca bola cielena na osvojenie metodiky a prace v laboratériu. Cely nazov prace je
uvedeny ako determinacia ekonomicky vyznamnych skupin hmyzu, no tento nazov je
trochu nadneseny a moja bakalarska praca tomuto v tejto chvili neodpoveda. Z vysledkov
prace nemdzeme uvazovat o konkrétnej determinacii spornych druhov z dévodu malého
poctu nameranych jedincov. To ale nechava priestor na pripadné rozSirenie a doplnenie

v diplomovej praci.

Taktiez by som rada v diplomovej praci skusila odchyt druhov, ktory nie su Skodcami a su
z Celadi pribuznych k uz nameranym S8kodcom. Porovnanie velkosti genému tychto druhov

by nam mohlo ukazat’ zaujimavy vysledok.
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8. Zaver

Bakalarska praca zahrrnuje udaje o variabilite velkosti gendmu ekonomicky vyznamnych
druhov hmyzu aroztoCov zistenych pomocou prietokovej cytometrie, ktora poskytuje

rozsiahle informacie o bunkach a jadrovej DNA.

Ciefom prace bolo priblizit metédu prietokovej cytometrie a jej mozné vyuzitie v ramci
Studia ekologie ekonomicky vyznamnych Skodcov. V praci popisujem princip prietokovej
cytometrie, jej prinos a vyuzitie v oblasti entomolégie. Mam za to, Ze ciele prace boli

naplinené.

Celkovo bolo pomocou tejto metddy v praci popisanych 65 druhov zo 7 radov. Hodnoty boli
rézne a pohybovali sa od najmensieho gendmu 2C= 0,20 pg u Oryzaephilus surinamensis
z radu Coleoptera az po najvacsi gendm 2C= 11,12 pg u samicky Periplaneta australasiae

z radu Blattodea.

V praci som sa zamerala na typ vyvoja hmyzu ato ametabolicky, hemimetabolicky
a holometabolicky. Z doposial znamych S§tadii vyplyva trend a to, ze hmyz
s hemimetabolickym vyvojom vykazuje vacsiu velkost gendmu ako holometabolicky, ¢o sa
mi v bakalarskej praci potvrdilo. U hmyzu s holometabolickym vyvojom bol najvaési geném
2C= 1,78 pg v rade Coleoptera. Hemimetabolicky hmyz mal hodnoty od 2C= 2,32 pg
po 2C= 10,30 pg, Cize vyrazne vacsi genom. Jedinou vynimkou je rad Psocoptera
s hemimetabolickym vyvojom a hodnotami od 2C= 0,26 pg po 2C= 0,62 pg. To ale méze

suvisiet’ s velmi malou velkostou tela.

V ramci svojej diplomovej prace by som sa rada venovala rozSireniu databaze nameranych
velkosti gendmu hmyzu a vyskumu ich ekologickych vztahov hlavne medzi skladiStnymi

$kodcami. TaktieZ by som nadalej rada pokragovala v spolupraci s VURV, v.v.i. Ruzyné.
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10. Prilohy

Priloha 1: Priprava suspenzie jadier na meranie prietokovym cytomerom. Foto: Viktéria Kovalova
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Priloha 3: Standardy a hmyzi material. Foto: Viktéria Kovalova

49



Priloha 4: Prietokovy cytometer. Foto: Viktéria Kovalova
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