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Stanoveni velikosti genomu u vybranych skupin
hmyzu (Insecta: Mantodea, Phasmatodea)

Abstrakt

Velikost genomu je znakem organismu, a to napfi¢ vSemi eukaryotickymi
organismy. Vedle schopnosti pomoci s pochopenim evolu¢nich procesti hraje i
vyznamnou roli napiiklad pro taxonomy. Pii mnoha studiich rozli¢nych skupin byla
dilezitost znalosti velikosti genomu zvyraziiovana praveé coby uZite¢ny taxonomicky
znak. Samotnou velikost genomu u jednotlivych druhtt mize ovlivnit mnoho faktort
jako napft. pohlavi, pivod, vyvoj ¢i velikost jedinc. Tato prace se zamétuje na
analyzu velikosti genomu u dvou vybranych tadi z tfidy hmyzu s ptihlédnuti k jejich
rozlicnym ekologickym vlastnostem. Konkrétn€ se jednd o fady Mantodea a
Phasmatodea. Velikost genomu je méfena pomoci prutokové cytometrie. Tato
moderni metoda se vyuziva hlavné na vyzkum lidskych, rostlinnych a ZivociSnych
bunék. U dravych jedincu z fadu Mantodea se hodnoty velikosti genomu pohybovaly
od 2C = 4,89 pg po 2C = 13,45 pg. Naproti tomu se u herbivorniho fadu
Phasmatodea hodnoty pohybovaly od 2C = 1,29 pg po 2C= 19,32 pg. Celkové byla
pomoci prace tedy zjisténa velikost genomu dohromady u 47 jedincti. Naméfené
hodnoty velikosti genomu sahaly od 2C = 1,29 pg az po 2C = 19,32 pg. Na zakladé
dosazenych vysledki mtizeme tedy predpokladat, ze velikost genomu nékterych

druhti souvisi s velikosti jedinct, jejich zbarvenim, pohlavim ¢i ptivodem.

Kli¢ova slova: genom, velikost genomu, Insecta, strasilky, pakobylky, kudlanky,

pritokova cytometrie



Genome size of selected group in Insects
(Insecta: Mantodea, Phasmatodea)

Abstract

Genome size is a hallmark of an organism across all eukaryotic organisms. In
addition to the ability to help with understand evolutionary processes, it also plays an
important role for taxonomists, for example. In many studies of different groups, the
importance of knowing the size of the genome has been emphasized as a useful
taxonomic character. The size of the genome of individual species can be affected by
many factors such as sex, origin, evolution or size of individuals. This work focuses
on the analysis of the genome size of two selected orders of the insect class, taking
into account their different ecological properties. In particular, these are orders of
Mantodea and Phasmatodea. Genome size is measured by flow cytometry. This
modern method is mainly used for the research of human, plant and animal cells.
Genom size values of Matodea predator individuals ranged from 2C = 4,89 pg to 2C
= 13,45 pg. On the other side, values for the order of Phasmatodea herbivores ranged
from 2C = 1,29 pg to 2C= 19,32 pg. In total, the size of the genome was determined
for 47 individuals.

The measured values of genome sizes ranged from 2C = 1,29 pg to 2C = 19,32 pg.
Based on the results, we can assume that the size of the genome of some species is

related to the size of individuals, their color, sex and origin.

Keywords: genome, genome size, Insecta, Mantodea, Phasmatodea, Flow cytometry
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1 Uvod

Prutokova cytometrie (flow cytometry) je moderni a rychle se rozvijejici
metoda pouzivana k detekci a méfeni fyzikalnich (optickych) a chemickych
(fluorescencnich) vlastnosti bunék nebo castic v suspenzi (Picot et al.,, 2012;
Roubalova, 2019). Od vzniku v 50. letech 20. stoleti nalezla Siroké uplatnéni
v mnoha oborech. Vyuziva se pro tfidéni Castic ¢i bunék (jadra, chromozomy) a
jejich naslednou analyzu. DneSni moderni pfistroje umoZnuji kvalitativni a
kvantitativni analyzu nékolika parametri najednou, a to az rychlosti 100 000 castic
za sekundu (Adan et al., 2016; Preffer, Dombkowski, 2009).

Tato metoda ma uplatnéni v mnoha oblastech, vCetné molekularni biologie,
patologie, imunologie, virologie (Zamora, Aguilar, 2018), rostlinné a motské
biologie (Murphy et al., 1997). Také v mediciné je velmi popularni, a to zejména
v transplantacich, hematologii, embryologii, imunologii nadorti, chemoterapii,
genetice Ci veterinarni mediciné (Brown a Wittwer, 2000; Givan, 2001). Konkrétné
v biologickych oborech se vyuziva ke stanoveni obsahu jaderné DNA, analyze bunék
a jejich cyklu, detekci mikroorganismu. Ke studiu hmyzu vSak neni tato metoda
doposud dostatecné vyuzivana. Prekvapive existuje jen maly pocet studii, které se
zabyvaji tématem velikosti genomu u vybranych skupin hmyzu, ackoliv tato metoda
skyta mnohé vyhody oproti jinym. Jednou z mala vyhod je velka pfesnost méfent,
nenarocnost ovladani a pomérn¢ velka rychlost (Suda, 2011).

2 Cil prace

Cilem této bakalaiské prace je vyzkum jadra bunék a stanoveni velikosti
genomu u vybranych zastupci z fadu Mantodea a Phasmatodea pomoci pritokové
cytometrie a nasledné vyhotoveni vysledkd. Jde predevsim o vyzkum, ktery souvisi s
absolutni velikosti genomu s pfihlédnutim na odlisné ekologické vlastnosti a naroky
zkoumanych skupin.



3 Rad Mantodea

Tento fad obsahuje vyhradné dravé zivocichy rozmanité velikosti s typickou
stavbou téla. Jejich §tihlé t€lo zaujme velkou pohyblivou hlavou ¢i charakteristickym
pfednim parem loupezivych koncetin. T¢lo byva podlouhlé a zadecek je v dospélosti
kryt dvéma pary kiidel. Nejdrobnéjsi druhy, napt. Mantoida tenuis, dosahuji stézi
vySky 1 cm, nejvetsi jsou zastupci rodu Hierodula, ktefi dortstaji velikosti dokonce
25 cm (Hessler et al. 2008).

Kudlanky se obecné chrani maskovanim, vétSina druhti je krypticky zbarvena
tak, aby se podobala listi ¢i jinému pozadi, a to jak proto, aby se vyhnuly
predatoriim, tak aby lépe ulovily svou kofist (Gullan, Cranston, 2010).

V soucasné dobé je rozpoznano vice nez 2 400 druhti kudlanek v asi 430
rodech (Otte et al. 2012).

Aredl jejich rozsifeni je velice Siroky. Rozklada se od mirného pasma pies
subtropy az do tropi, kde je pocet vyskytu tohoto druhu nejpocetnéjsi
(Hessler et al. 2008). Nejbohatsi na vyskyt tohoto fadu v po¢tu druhi je jihovychodni
Asie. Zdejsi tropické lesy a podminky jsou pro tento fad idedlnim biotopem
(Jansta et al. 2008). V Evropé se vyskytuje pfiblizné 14 rodu, napf. rod Mantis,
Geomantis, Ameles (Ehrmann, 2002).

Kudlankou s pravdépodobné nejvétsim arcalem vyskytu je Mantis religiosa
(kudlanka nabozna). Nalezneme ji ve stfedni a jizni Evropé, véetné Ceské republiky.
Dale tento druh nalezneme v Africe, Japonsku ¢i v Australii a Americe
(Jansta et al. 2008).

Kudlanky nalezneme nejCastéji na travach, ketich, ¢i ostatni nizké vegetaci,
kde je dobry pristup svétla. Zde dokazi celé hodiny nehybné ¢ekat na svoji kofist.
Diky velice dobrému maskovani si jich ¢asto nevSimne jak kofist, tak jiny predator
(Ehrmann, 2002).

Samicky snasi mezi 10 az 400 vejci, v zavislosti na druhu. Vajicka se obvykle
ukladaji do pény hromadné produkované zlazami v biise samicky. Tato péna na
vzduchu ztvrdne a vytvoii ochranou tobolku, ktera se spoleéné s vaje¢nou hmotou
nazyva ootheca. V zavislosti na druhu miZe byt ootheca pfipevnéna k rovnému
povrchu, obalena kolem rostliny ¢i dokonce uloZena v zemi (Enne, 1964).

Vyvoj kudlanek popisuje napi. Hurd et al. (1999), kdy lze vyvoj jedince
rozd¢lit na tfi Grovné. Vajicko, nymfa (n€kolik stadii) a dospély jedinec. Tento vyvoj
se nazyva proména nedokonala neboli hemimetabolie. Délka zivota jedince zavisi na
druhu. Mensi jedinci se mohou dozivat 4-8 tydnd, zatimco vétsi mohou zit 4 az 6
mésici. Kudlanky chované v zajeti se diky dostatku potravy i nepfitomnosti
predatort dozivaji déle (Hurd et al. 1999).



3.1 Historie radu

Rad Mantodea je prastarou skupinou Zivo¢ichtl. Nejstarsi nalezené zbytky t&l
jsou dolozeny z druhohornich zkamenélin (obdobi kiidy), dochované fosilie
z tretthor nam odhaluji morfologicky blizké exemplate zastupci z Celedi
Metallyticidae (Hessler et al. 2008).

Fosilie tohoto fadu jsou vzacné. Do roku 2007 bylo znamo pouze asi 25
fosilnich druht (Martill et al. 2007).

Ve kiidovém jantaru byly nalezeny fosilni pozistatky japonskych druhd
kudlanek s trny na pfednich koncetinach. Tyto druhy se napadné podobaly dnesnim
jedincim (Ryall et al. 2015).

VétSina nalezenych fosilii v jantaru jsou ale nymfy. Kompresni fosilie (ve
skale) zahrnuji dospélce. Fosilni pozustatky dospélych jedinci popsané v roce 2003
poukazuji na to, ze jiz predkové dneSnich kudlanek meli silné pfedni loupezivé
koncetiny pro lov kofisti (Martill et al. 2007).

3.2 Taxonomie

V roce 1758, Carl Linné zatadil kudlanky mezi brouky (Coleoptera), poté
vroce 1767 mezi Hemiptera (polokiidli). V roce 1802 je Pierre André Latreille
zatadil do samostatné skupiny Mantides. Neustalé piesuny v systému jen dokazuji,
ze si védci dlouho nebyli jisti, kam tito zivo¢ichové patii. Nazev Mantodea, ktery
zname dnes, poprvé pouzil Hermann Burmeister v roce 1838. Doslo ke slouceni
kudlanek se $vaby (Blattodea) do fadu Oothecaria. S nové objevenymi druhy se ale
prosadil nazor, Ze kudlanky a §vabi jsou sice ptibuzni, ale jedna se o dva samostatné
fady hmyzu (Ehrmann, 2002).

Jednou z prvnich klasifikaci, které rozdélily Mantidae na vice ¢eledi, byla ta,
kterou navrhl Max Beier v roce 1968. Tato klasifikace piidala 8 ¢eledi. Ehrmannova
reklasifikace do 15 ¢eledi v roce 2002 piidala dalsi ¢eledi a byla vSeobecné piijata
(Ehrmann, 2002). Nicméné celedé Mantidae a Thespidae byly povaZzovany za
polyfyletické (nesdili spole¢ného predka) (Heads et al. 2008). Schwarz et al. (2019)
revidoval cely systém Zivo¢icht a podstatné zménil pohled na fylogenezi kudlanek.

Rige: Animalia (Zivo¢ichové)
Podfise: Metazoa (mnohobunécéni)
Kmen: Arthropoda (¢lenovci)
Podkmen: Hexapoda (Sestinozi)
Ttida: Insecta (hmyz)
Podtiida: Pterygota (kiidlati)
Nadiad: Polyneoptera (mnohozilni)
Rad: Mantodea (kudlanky)



3.3 Morfologie

Povrch téla kudlanek je slabé sklerotizovan, zejména spodni par kiidel je velmi
jemny. Jejich kutikula se sklada z endokutikuly a exokutikuly. Stavba je velmi
podobna jako u $vabli. Hnédy pigment je ulozen v kutikule a zeleny je uloZen pod ni,
V tzv. epidermalni vrstvé. (Obenberger, 1955).

Mnoho druht ma také na povrchu téla rizné vy¢nélky, hrbolky, trny, Spicaté
utvary, diky kterym mohou nabyvat kudlanky bizardni podoby. U zastupcti fadu
Mantodea je zna¢né vyvinut mimetismus (schopnost napodobovani). Tato schopnost
je vjejich zivoté velice dulezitd. Pomaha jim piezit v prostiedi plném ostatnich
predatord. Neékteré kudlanky maji listovité rozsifenou hrud’, jiné zase maji na
holenich krac¢ivych koncetin kruhové piivésky. VSechno toto maskovani vyuzivaji
prevazné pii ¢ekani na kotist (Obenberger, 1955).

Hlava kudlanek je zietelné odd€lend od téla a je pomérné vyrazna, casto
trojuhelnikovitého tvaru. Pohyblivost krku je také pozoruhodné flexibilni. Nékteré
druhy kudlanek mohou otacet hlavou téméf o 180° (Obenberger, 1955). O¢i jsou
mimofadné dobie vyvinuty. Momentalné¢ nezname zadné slepé druhy kudlanek
(Obenberger, 1955). Kudlanky maji stereofonni vidéni, tzn. schopnost vnimani
trojrozmémé struktury (Rossel, 1989). Ustni ustroji kudlanek je kousaciho typu.
Ustni organy jsou velice silné vyvinuty. Mandibuly jsou kratké, velmi silné a
reprezentuji mohutny organ, ktery je uréen k zachyceni a rozdrceni kofisti. Rovnéz
jsou zna¢éné dobfe vyvinuty maxily. Celistni makadla jsou péti¢lenna
(Obenberger, 1955).

Obrazek 1: Detailni pohled na hlavu kudlanky (foto autor, 2020)



Hrud’ kudlanek je Casto protahla. Zname vsak mnoho modifikaci. Obecné se
jejich hrud’ sklada ze tii Casti — prothorax, mesothorax, metatorax. Prothorax je
znaén¢ pohyblivy a v zavislosti na druhu kudlanky je rizné zplostély a tvarovany.
Prothorax u kudlanek nikdy nepiekryva hlavu. Z ptedohrudi jim vyrustaji lapavé
koncetiny (Obenberger, 1955).

Prvni par nohou kudlanek je zcela jiny nez dva zbyvajici. Prvni par je
heteronomni a nazyva se loupezivé koncetiny. Kudlance slouzi k uloveni a pfidrzeni
koftisti. Na spodni strané se nachazi tfi fady ostni. Okrajové fady maji vétsi pocet
ostni nez prostfedni. Dle tvaru a ozbrojeni loupezivych koncetin tak muiizeme
kudlanku zafadit do ¢eledi nebo rodu. Také diky nim muzeme odhadnout, ¢im se
dana kudlanka zivi. Celedi, které preferuji létavy hmyz, maji vétsinou loupezivé
nohy slabsi nez jedinci, ktefi lovi lezouci hmyz. Zbylé dva pary koncetin slouzi
kudlance k pohybu (Obenberger, 1955).

Kudlanky lze volné kategorizovat jako makropterézni (s dlouhymi ktidly),
brachypterni (s kratkymi kiidly), mikropterézni (zakrnéla kiidla), apterodzni
(bezkiidlé). Kudlanka ma dvé sady kiidel. Vngjsi kiidla neboli tegmina jsou obvykle
uzka a kozovita. Funguji jako maskovani a jako $tit zadnich kiidel, které jsou jasné;si
a jemng&jsi (Kemper, William, 2015).

Abdomen (zadecek) Siroce prisedd na zadohrud’ a je malo pohyblivy. Sestdva
se u vSech kudlanek z 10 tergitt (svrchni ¢lanky). Tergity jsou dobfe viditelné a je
jich deset. Pocet sternitti (spodni ¢lanky) zavisi na pohlavi. U samci je sterniti 9 a u
samicek je jich jen 7. Na okraji posledniho sternitu samcii je parovy stylus. Zadecek
kudlanek ma tendenci byt stihlejsi a vice zplostély u sameckd nez u samicek. U
samicek byva vice ¢i méné rozSifen a je zavalit¢jsi kvili vnitinim pohlavnim
organum (Roy, Roger, 1999).



3.4 Ekologické vlastnosti zkoumanych jedinca

Tato podkapitola obsahuje zamérné vypsané dostupné informace o mnou
zkoumanych jedincich z tohoto fadu.

Ameles spallanzania (Rossi, 1792)

Tento druh kudlanky se vyskytuje ve stfedomoiské oblasti. Oblast jejiho
rozsifeni saha od Maroka po Recko a od jizni Evropy aZ po severni Afriku. Jde tedy
0 oblasti Albanie, Alzirska, Dalmacie, Italie, Malty ¢&  Spanélska
(Battiston et al. 2010).

Dosahuji délky 1,8 az 4 cm. Jejich barva mize byt hnéda, zelend ¢i Seda. U
tohoto druhu je patrny pohlavni dimorfismus. Sameckové jsou okiidleni a maji velmi
stihlé t€lo. Samic¢ky maji télo podsadité a nejsou schopny letu, jelikoz maji jen mala
brachypterni kiidélka (Battiston et al. 2010).

Bohuzel je i pfes velmi dobie studovanou a popsanou taxonomii tohoto druhu
(Battiston et al. 2010) je o jeho ekologickych vlastnostech znamo jen velmi malo
informaci. Diky velkému rozsifeni je tento druh velmi adaptabilni a tudiZ nelze
ptesné stanovit jeho ekologické vlastnosti. Tento teplomilny druh vykazuje
adaptabilni strategii Zivotniho cyklu v riznych zemépisnych Sifkach. Tento cyklus
nymf a ooték. Dospélé jedince lze najit od pozdniho jara do pozdniho 1éta,
Vv zavislosti na zemépisné Sifce. Nalezneme je v fidké vegetaci na teplych a suchych
mistech. Jedinci, ktefi se vyskytuji v teplejsim podnebi, maji velmi rychly vyvoj a
oblastech, maji vyvoj prodlouzeny a jejich nymfy a ootéky prezimuji. Je to z divodu
nizsich teplot (Battiston et al. 2010).

Creobroter sp. (Westwood, 1889)

Jelikoz u tohoto druhu nezndme druhové jméno, tak uvadim pouze zakladni
charakteristiku rodu.

Kvétinové kudlanky rodu Creobroter pochazi z Asie, a to konkrétné z oblasti
Vietnamu a jizni ¢asti Filipin. Jsou zndmy tim, Ze maji pestrobarevné (Zluté, bilé,
cervené, hnéd¢ atd.) zbarveni, které jim slouzi jako maskovéani. Pomoci pestrého
zbarveni skryji tvar téla a plsobi jako kvét. Schopnost mimikry mize byt u nymf
vice rozvinuta nez u dospé€lych jedinct. Je to z divodu pouze Easte¢né kvétinové
mimikry. U nékterych druhti tohoto rodu (napi. C. gemmatus) slouzi schopnost
mimikry i jako projev deimatického chovani. Maji totiz na svych kiidlech barevné
,0C1“, které pouzivaji k zastraseni jinych predatort. Jiné druhy tohoto rodu se
spoléhaji na podobnost s mravenci béhem ranych stadii vyvoje. Diky tomu odradi
predatory a zvysi tim Sanci na preziti (Vokjivka, 2010-2015)

Samotné druhy doristaji velikosti zhruba 5 c¢cm. Samice dordstaji vétSinou
4 az 4,5 cm a dozivaji se zhruba 8 az 10 mésict. Sameckové dorustaji 3,5 az 4 cm a
ziji zhruba 5 mésict. Diky kvétinovému vzezieni kudlanky rodu Creobroter preferuji
Iétajici potravu, ale vétSinou lovi vse, co je v jejich blizkosti. Po navrseni dospélosti
kladou samice ootéky, ze kterych se lihne po mésici zhruba 20 az 50 nymf. Jejich
vyvoj trva poté zhruba 5 az 7 mésica (Volfova, 2019).



Danuria sp. (Stél, 1856)

Jelikoz u tohoto druhu nezname druhové jméno, tak uvadim pouze zakladni
charakteristiku rodu.

Danuria je rod kudlanek pochazejici z Afriky. Samec je vyrazné¢ mensi nez
samicka, je okfidleny a velmi §tihly. Samicka je vétsi, zavalitéjsi a ma mensi kiidla.
Barva obou pohlavi je hnéda (Dollingers, 2021).

Deroplatys lobata (Guérin-Méneville, 1838)

Tato kudlanka pochazi zoblasti Thajska, Javy, Bornea a Sumatry
(Volfova, 2019).

Vyznacuje se silnou schopnosti mimikry. Jeji télo pfipomina uschly list. Z toho
divodu ji Casto najdeme na zemi mezi uschlym listim, kde je prakticky neviditelna
(Dollingers, 2021).

Samicky dorustaji 9 cm, dozivaji se zhruba 8 az 10 mésict a jsou celkoveé
robustnéjsi nez sameckové. Ti doristaji 4,5 az 5 cm, ziji velmi kratce, a sice
maximalné 3 az 3,5 mésice, jsou uzsi a leh¢i nez samiCky. Je zde tedy patrny
pohlavni dimorfismus. Ob¢ pohlavi maji kiidla a jsou tmavé az svétle Sedé zbarveni.
Samicky se paii ve véku 4 az 5 tydnd. Samci uz po 14 dnech Zivota kvuli velmi
kratké dob¢ zivota. Nymfy se lihnou po 6 tydnech a je jich z jedné ootéky zhruba 50
(Volfova, 2019).

Gongylus gongylodes (Linné, 1758)

Tato velmi zvlastni kudlanka pochazi z oblasti Jizni Indie, Sri Lanky, Thajska a
Barmy (Volfova, 2019).

Samicky dortistaji délky 10 cm, dozivaji se zhruba 15 mésici a maji mensi
jsou schopni letu a maji vétsi tykadla a mensi télo nez samicky. Ob¢ pohlavi se
vyznacuji extrémné S$tihlymi koncetinami a velmi zvlastnim tvarem téla. Mezi
zakladni barevné kombinace patii hnéda, bézova ¢i zelena. (Volfova, 2019).

Schopnost mimikry tohoto druhu nespada do skupiny kvétinovych kudlanek.
Svym tvarem téla pfipomina spise vétévku. Tomuto tvaru uzpusobil i své chovani.
Ceké na kofist, a pfitom se pohybuje jako vétévka, &imz splyva s prostiedim. Také
vyhledavéa spole¢nost ostatnich jedincii svého druhu. Zije a mnozi se ve velkych
skupinach, aniz by samicky pozirali samce (Stearn, 1983; Dollingers, 2021).

Haania vitalisi (Chopard, 1920)

Tato kudlanka pochazi z jizni Ciny, Indonésie a Filipin. Jde o velmi maly druh,
ktery svym vzezfenim napodobuje mech. Tento druh se nalezneme v ptizemnich
mechovych vrstvach ¢i na stromech obalenych mechem. Jsou to velmi malé
kudlanky. Se svoji celkovou délkou cca. 2 cm patii mezi jedny z nejmensich druhti
kudlanek. Tento druh ma skoro nulovou vnitrodruhovou agresivitu. Lze tedy na
jednom miste nalézt pohromadé i nékolik jedinct (Volfova, 2019).



Hierodula membrance, sp. Golden (Burmeister, 1838)

Zde uvadim informace o druhu Hierodula membrance a jeho druhé barevné
form¢ Hierodula sp. Golden.

Hierodula membrance pochazi z jihovychodni Asie a patii mezi nejvetsi
kudlanky. Dospé€lé samice dosahuji délky 8 az 9 cm, dozivaji se zhruba jednoho roku
a jsou casto kanibalistické. Tento zivotni styl jim pomahd zvySit plodnost
(Birkhead et al. 1988; Barry et al. 2008). Samci dosahuji 0 néco méné, a sice 7 az 8
cm, dozivaji se zhruba 6-7 mésict a jsou také leh¢i a tenci nez samicky. Obé pohlavi
jsou okftidlend, ale samicka ma kratsi kiidla nez samecek. Také maji stejnou barvu
(hraskové zelenou), existuji vSak zluté, bézové ¢i hnédé odrudy, které se vyskytuji
v riznych prosttedich. Jedinci dovedou barvu zménit béhem nékolika dni. Doposud
neni jasné, co tuto zménu piesné zpisobuje (Volfova, 2019).

Tyto kudlanky jsou aktivnimi predatory. Jakmile spatii kofist, tak ji nevéahaji
pronasledovat. Jedinci dovedou skakat zhruba dvakrat dal, nez je jejich samotna
délka t€la a tim prekvapit kofist. Je to také velmi agresivni druh, ktery se neboji i
vétsiho predatora ¢i kofisti (Birkhead et al. 1988).

Hierodula sp. Golden pochazi ze Sumatry. Samicky jsou Zluté a sameccCi
zeleni. Toto jsou jediné odliujici se informace od pivodniho druhu Hierodula
membrance (Volfova, 2019).

Idolomantis diabolica (Saussure, 1869)

Setkame se téz s oznaCenim ,Devil‘'s Flower” ¢i kudlanka dabelska
(Volfova, 2019). Tento plachy druh patii k nejvétsim druhiim kudlanek a je
pravdépodobné nejvétsi z kudlanek, které napodobuji kvétiny. Diky svému vzezieni
nejsou aktivnimi lovci, ale pouze Cekaji, az se kofist ptiblizi. Pokud se kudlanka citi
V ohrozeni, zveda piedni Cast téla a roztahuje kiidla. Tim odkryva kiiklavé zbarveni
na spodni strané€ téla a hrtiznou o¢ni kresbu na kiidlech. Pokud tento zastrasujici
manévr nepusobi, kudlanka nevaha pouzit své ostré koncetiny (Macek, 2001).

Pochazi z vychodni Afriky, a to konkrétné z oblasti Etiopie, Keni, Somalska
a Tanzanie. Zivi se pfevazné létajicim hmyzem, ale nepohrdne ani pozemni
potravou. Dozivaji se zhruba jednoho roku (Volfova, 2019).

Zakladni anatomicka struktura téla je podobna jako u vétSiny kudlanek. Méni
se vSak morfologické vzezieni, a to kvuli prostiedi, kde se druh vyskytuje. Tato
zména je navic umocnéna mimikou kvétiny. Cim je totiz nymfa starsi, tim vice jsou
pfidavky na téle vyrazngjsi. Samicky dorustaji délky zhruba 13 cm a maji mala péfita
tykadla. Sameckové jsou o néco mensi, doristaji 10 cm a maji delsi pétita tykadla.
Ob¢ pohlavi jsou pestrobarevné zbarvena a stejné tak 1 jejich kiidla.
Priblizné 2 az 4 tydny po dosazeni dospélosti je samicka pfipravend na spafeni.
Mladé hnédé nymfy se lihnou z ootéky priblizné po 6 tydnech a svoje pestrobarevné
zbarveni ziskavaji postupnym rustem (Kovatik a kol. 2000; Dollingers, 2021).



Orthodera novaezealandiae (Colenso, 1882)

Tento endemicky druh kudlanky pochazi z Nového Zélandu, kde je velmi
aktivnim predatorem (Ramsey, 1990).

Dospéli jedinci jsou jasné zeleni a dorustaji délky 3,5 az 4 cm. Stejné jako u
ostatnich kudlanek je samicka vétsi. Nymfy tohoto druhu jsou bled¢ prisvitné zelené
barvy. Samicky kladou ootéky s vajicky nymf na stromy (Ramsey, 1990).

Tento druh déva prednost otevienému, kiovinatému terénu, kde splyva diky
své barvé s vegetaci. Casto se vyskytuje ve velkém po&tu na vétvich mensich stromi
a ketil, kde lovi. Jako endemicky druh Nového Zélandu je velmi prospé€$ny pro
zem&délce, protoze jeho potravou jsou casto skudci plodin. S tim je ale spojena
citlivost na postiiky a jedy, které se v zemédé&lstvi pouzivaji (Ramsey, 1990).

Rhombodera valida (Burmeister, 1838)

Tento velky druh kudlanky pochdzi zIndie a jihovychodni Asie
(Volfova, 2019).

V potravé nejsou tyto kudlanky vybiravé. Lovi jak okfidleny, tak bezkiidly
hmyz. Zkratka vSe, co se priblizi na dosah jejich loupezivych koncetin. Dokonce jsou
potvrzené 1 vyskyty kanibalismu. VEtsi jedinci nemaji problém napadnout mensi.
Z toho dtivodu je pafeni pro samce Casto naro¢né, a pokud vcas neunikne, muze se
stat potravou (Dollingers, 2021).

Samice dosahuji délky 10 az 11 cm, dozivaji se az dvou let a jsou robustnéjsi.
Samci dosahuji délky 9 cm, dozivaji se zhruba roku a ptl a jsou Stihlejsi. Obé
pohlavi jsou zelena a maji kiidla. Samice se zacinaji pafit ve véku 5 az 6 tydnd.
Samci uz ve tfetim tydnu zivota. Ze samici vytvoiené ootéky se lihnou nymfy po
Sesti az sedmi tydnech a je jich zhruba sto (Volfova, 2019).

Sibylla pretiosa (Stal, 1856)

Tato velmi zvlastni kudlanka pochazi z Jizni Afriky, kde zije ve skupinkach a
lovi hlavn¢ 1étajici hmyz (Picker et al. 2004).

Samicky dortstaji 5 aZz 6 cm, doZivaji se zhruba 9 az 11 mésici. Samecci
doristaji o néco méng, a sice 4 az 5 cm, a dozivaji se 8 az 9 mésicli. Ob& pohlavi jsou
hnédé zbarvena a maji zelena kiidla. Dospély jedinci se odliSuji od ostatnich druht
kudlanek svymi ktidly, které ptipominaji listy. Také jejich hrudnik je velmi protahly
a tenky. Samicky vytvari ootéky, ze kterych se po 4 tydnech lihnou nymfy (Picker et
al. 2004; Volfova, 2019).



Sphodromantis lineola (Burmeister, 1838)

Tento stiedné velky druh kudlanky, pro ktery jsou typické silné loupezivé
koncetiny, pochazi z Afriky (Volfova, 2019).

Samicky doristaji 8 cm, dozivaji se 7 az 8 mé&sicti a jsou robustnéjsi a t€Zsi nez
samecci. Ti dosahuji 6 cm, dozivaji se 3 mésice a jsou leh¢i nez samice. U obou
pohlavi nalezneme nékolik barevnych forem. Nejvice jsou zastoupeni jedinci hnédé a
zelené barvy, ale nalezneme i zIuté barevné formy. Jedinci jsou také velmi agresivni
(obzvlasté samicky). Proto je moc nevidime se shlukovat. Diky své silné agresivité
se neboji zattocit i na vEétsi kofist nez jsou oni. V potravé nejsou vybiravi a lovi vse,
co se pohne v jejich blizkosti. Samice se rozmnozuji ve véku 5 az 6 tydnd. Samci uz
po dvou tydnech. Pokud je samice hladova, hrozi kanibalismus na samci. Ootéku
tvori samicka zhruba po mésici. Po 6 tydnech se narodi nymfy, kterych mize byt az
250 (Volfova, 2019; Dollingers, 2021).

29

Obrazek 2: Detailni pohled na samici druhu Deroplatys lobata (foto autor, 2020)
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4 Rad Phasmatodea

Nazev tohoto fadu je odvozen od starofeckého phasma, coz znamena zjeveni
nebo fantom. Tento ndzev odkazuje na jejich schopnost ptirozeného maskovani,
které ztézuje predatorim jejich objeveni. N&které druhy pfizplsobily ptimo vzhled
téla. Nalezneme druhy, které maji valcové tyCinkové tvary, zatimco jiné druhy jsou
zplostélé a pripominaji tvarem list. Mnoho druhti je také bezkiidlych nebo mayji
zmensena kiidla (Hoell et al. 1998).

Clenové fadu Phasmatodea mohou dosahovat relativné velkych rozméri.
Nalezneme jedince v rozmezi velikosti od 1,5 ¢cm az po vice nez 30 cm jedince.
Zivotnost jedinci se li§i podle druhu. Vétsinou se ale pohybuje od n&kolika mésict
do tfi let (Hale, Tom, 2017).

V soucasné dobé bylo popsano vice nez 3000 druhil, pficemz toto Cislo stale
roste diky objevovani novych druh ztropickych oblasti. Rad Phasmatodea se
vyskytuje po celém svéte s vyjimkou Antarktidy. Nejpocetnéji je tento fad zastoupen
Vv oblastech troptu a subtropti. Nejveétsi rozmanitost je v oblastech jihovychodni Asie a
Jizni Ameriky, ndsledovand oblastmi Australie, stfedni a jizni USA. Z ostrova
Borneo je znamo vice jak 300 druht. Toto ¢islo z n¢j €ini nejbohatsi misto na svété
pro tento fad (Bragg, 2001). Nekteré skupiny strasilek vSak mizeme nalézt pouze na
uréitych mistech vyskytu. Naptiklad podceled’ Timeminae, ktera zije v Kalifornii
(Kovatik, 2000).

Strasilky jsou bylozravé a zivi se vétSinou listy stromt a ket
(Willing et al. 1986).

Nékteré druhy maji velmi dobie vyvinutou schopnost regenerace, coZ jim
kolikrat umoznuje uniknout predatorovi za cenu ztraty koncetiny. Ke ztraté
koncetiny muze ale dojit i béhem svlékani, a proto jsou schopny ji nahradit. Nové
konéetiny jsou ale c¢asto men$i a méné odolné (Lynne-Maginnis, 2008).
Jiné druhy zase pii napadeni predatorem spoléhaji na aktivni obranu, ktera spociva
V uvolnovani obranné sekrece, véetné chemickych sloucenin s riznym ucinkem.
Tyto latky mohou zptisobovat zapach nebo paleni o¢i ¢i st dravce (Dossey, Aron,
2010).

Pro tento fad je charakteristicka proména nedokonala neboli hemimetabolie. U
této promény neprochézi jedinci stddiem kukly, ale pouze staddiem vajicka, larvy
(nymfy), které dortstaji v imago po nékolikanasobném svlékani, a na zavér se stavaji
dospélym jedincem. Mezi tuto kategorii hmyzu patii také kudlanky (Mantodea),
kobylky (Ensifera) ¢i svaby (Blattodea) (Baker, 2007).

Mnoho druht strasilek se rozmnozuje partenogeneticky, coZ znamena, ze samicky
kladou vaji¢ka, aniz by se musely pafit se samecky. Jedinci z vajicek od téchto
samicek jsou opét pouze samicky a lihnou se do nymf, které jsou pfesnou kopii jejich
matek (Morgan-Richards, Trewick 2005).

11



4.1 Historie Fadu

Nejstarsi  fosilni  nalezy  tadu  Phasmatodea,  konkrétn¢  druhu
Eophyllium messelensis jsou staré 47 milioni let. Dle velikosti a formy téla,
ktera se velmi podoba dne$nim existujicim druhtim, je pravdépodobné, Ze doslo
pouze k mensim zménam ve vyvoji (Wedmann et al. 2006).

Fosilie dospé€lych jedinct ¢i vajec jsou ale velmi vzacné. Nejcastéji nalezenou
Casti tél straSilek jsou jejich kiidla. Nékteré z nalezenych exemplaiu, které jsou
piibuzné fadu Phasmatodea, pomahaji aspon s urenim vyvoje téla. Zatim se vSak
povedlo najit pouze jeden druh, ktery byl oznacen jako ptedek dnesnich skupin. Byl
nalezen na fosilnich nalezistich v Brazilii (Martill et al. 2007).

4.2 Taxonomie

Rad Phasmatodea je obdas povazovan za piibuzny jinych fada, jako jsou
Blattodea, Mantodea ¢i Notoptera, ovSem jejich pifibuznost neni jista a seskupeni
mize byt parafyletické (nemaji spole¢ného piedka), a tudiz neplatné v tradi¢nim
opisu (sada atributti, které vSichni ¢lenové maji). Tento fad byl kdysi povazovan za
podiad Orthoptera, ale nyni je samostatnym fadem (Brock, Paul D., 2015)

A%

Samotné zafazeni je ovSem t¢z8i. Na zékladnim zafazeni do systému
(tise — tad) se entomologové shoduji. V piipadé zatazeni druhu do rodu je to t&Zsi.
Toto rozdéleni totiz neexistuje, protoze na jednotném fazeni se entomologové
neshodli (Zajicek, 2001-2013).

Samotné zafazeni dle Ruggiero et al. 2015 je nasledujici:

Rige: Animalia (Zivo¢ichové)
Podiise: Metazoa (mnohobunééni)
Kmen: Arthropoda (¢lenovci)
Podkmen: Hexapoda (Sestinozi)
Ttida: Insecta (hmyz)
Podtiida: Pterygota (kiidlati)
Nadrad: Polyneoptera (mnohozilni)
Rad: Phasmida-Phasmatodea (strasilky)
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4.3 Morfologie

Phasmatodea jsou morfologicky velmi variabilni. Daji se rozdélit do tii
typu, a to pakobylky, strasilky a lupenitky. Kazdy z téchto typi ma jinou stavbu téla.
Pakobylky jsou cCasto neobyc¢ejné Uzké, §tihlé a dlouhonohé, aby jejich télo
piipominalo vétévku ¢i klaciky. Strasilky jsou o néco kratsi a robustnéjsi, pficemz
jejich télo je pokryté trny ¢&i jinymi vyrastky. Lupenitky maji zcela odlisné
formované télo. Jejich zadecek je plochy a Siroky a na nozkach najdeme rozsifené
laloky. Jak zbarvenim, tak i tvarem pfipominaji list (Kovatik a kol. 2000).

T¢lo je rozdéleno na hlavu (s tykadly), hrud, zadeCek a koncetiny.
Celkové je upraveno tak, aby pfipominalo vegetaci s hiebeny pfipominajici listové
zily, kiiru a dalsi mozné prostiedi (Hoell et al. 1998).

Hlava je pomérem k télu mens$i. VSechny typy maji jeden par slozenych
o¢i a jeden par tykadel (Friedemann et al. 2012). Ustni organy jsou kousaciho typu,
sméfuji rovné dopfedu a podobaji se tém, které lze vidét u rovnokiidlého hmyzu.
Zv1asté spodni Celisti jsou siln€ vyvinuty a horni Celist je na vnitini strané ozubena.
Celistni makadla jsou péti¢lenna a pyskova makadla t¥i¢lenna (Hoell et al. 1998).

Obrazek 3: Detailni pohled na hlavu strasilky (foto autor, 2020)

Hrudnik se sklada ze tfi hrudnich ¢lankd, které se nazyvaji prothorax,
mesothorax a metathorax. Je typicky vzdjemny pomér téchto tii ¢Elanku
(Obenberger, 1955). Hrudnik je dlouhy u okfidlenych druhii, protoze jsou v ném
letové svaly. Pokud je ptitomen, prvni par kiidel je Gzky, zrohovatély (tvrzeny)
a vzdy krat$i nez zadni kiidla. Zadni kiidla jsou dlouha, Sirokd, Srovnymi zilkami
po celé délce (Hoell et al., 1998). Mnoho druht ale ztratilo schopnost 1état, jejich
kiidla jsou zkracena ¢i zcela zakrnéla. Vyvinuta kiidla ma tak jen malé mnozstvi
druhd. U bezkiidlych druhi je hrudnik podstatné mensi, ¢imz je jejich halkovity tvar
jesté vice umocnén (Kovarik a kol., 2000).
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Jedinci maji 3 pary koncetin. Kazdy par se naléza na jednom ze tii Casti
hrudniku a jsou podobné vyvinuty. Kracivé koncetiny u strasilek s pakobylkami
jsou silné a u pakobylek i velmi dlouhé. Koncetiny lupenitek jsou kratsi a zplostélé,
¢imz napomahaji vytvaiet dojem listu. Pro stehna a holen¢ strasilek jsou typicka
zebra, na kterych casto nalezneme trny, zuby nebo rdzné vycnélky
(Zajicek, 2001-2013).

Zadecek je valcovity a delsi. Lisi se u jednotlivych druhii. Je bud'to zplostély,
uzky, §irsi nebo hulkovity. Je délen na ¢lanky, tzv. tergity (desticky télnich ¢lankd
hmyzu) (Hoell et al. 1998). Jeho zakonceni se u obou pohlavi vyrazné lisi. U
samecki je desaty tergit zdufely a na konci rozdéleny a vykrojeny. Samicky maji
rozdilny zadeéek uz od sedmého a osmého Sternitu. Na sedmém sternitu se naléza
preoperkularni organ a na osmém nalezneme subgenitalni plosku. Tato ploska mtze
byt nékdy protdhld a tvofit jakysi ochranny obal ze spodni strany pro kladélko
(Zajicek, 2001-2013).

4.4 Ekologické vlastnosti zkoumanych jedinci

Tato podkapitola obsahuje zamérné vypsané dostupné informace o mnou
zkoumanych jedincich z tohoto fadu.

Acrophylla wuelfingi (Redtenbacher, 1908)

Tato pakobylka pochazi z Australie, kde obyva predevs§im lesy a kiovinné
oblasti (Moty¢kova, Motycka, 2012). Je povazovana za jeden z nejvétSich druhu
ktidlatych pakobylek (Pecina, 1999).

Samicky dosahuji délky az 29 cm, jsou vétsi a okiidlené. Samecci dosahuji
maximalné délky 13,5 cm, maji delsi tykadla, jsou velmi zdatnymi letci, ale objevuji
se Vpopulacich velmi zfidka. Proto se samicky rozmnozuji pfevazné
partenogeneticky. Obé pohlavi jsou zbarvena Sedohnéd¢ a na nohach jsou silné
otrnéné. Samicky kladou ovalna 4,5 mm dlouha vajicka, ktera padaji na zem. Za svij
zivot stithnou naklast az tisic vajicek. Mladé nymfy se lihnou po 6 mésicich, jsou
dlouhé¢ asi 2,5 cm a dospé&ji po 5 az 6 mésicich. Samicky se dozivaji zhruba 8 mésicti
(Bartova, Klimes, 2004; Motyckova, Motycka, 2012).

Andropromachus scutatus (Carl, 1913)

Tato straSilka pochéazi z Vietnamu, je to pfevazné no¢ni zivoc€ich a Zije n¢kolik
mésici. Samicky tohoto druhu dosahuji délky 6 az 7 cm a jejich zbarveni
je variabilni. MiZeme nalézt hnédé¢, Sedohnédé, Cervenohnédé ¢i zelené jedince. Jsou
také velice ostnaté. Zvlasté velké ostny nalezneme na metathoraxu. Samecci méfi
4,5 az 5 cm, maji téz ostny jako samicky a jsou podobné¢ zbarveni. Obé pohlavi jsou
bezkiidla. Samicky kladou vajicka po 3 az 4 tydnech dospélosti. Velikost vajicek
je asi 1,5x1 mm a odhazuji je na zem. Inkubacni doba je 3 az 5 mésicl
(Zajicek, 2001-2013).
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Extatosoma tiaratum (MacLay, 1826)
Tento druh pakobylky pochazi ze suchych lesti a kiovin severovychodniho

Queenslandu v Australii a Papuy Nové Guineje. Celkové ziji necely rok. Samicky
dosahuji délky az 16 cm, jsou S$irSi, maji mensi kiidla a nalezneme hnédozelené
¢i svétlehnédé jedince. Pii ohrozeni sviraji zadni par otrnénych nohou k sobé
a zadecek zato¢i dovnitt. Pfipominaji tak Stira v Gtocné pozici. Samecci jsou opét
mens$i nez samicky. Dosahuji délky az 10 cm, jsou hnédi, bez trnt, Stihlejsi
nez samicka a maji i vétsi kiidla, coz jim umoznuje létat. Tento druh se rozmnozuje
jak pohlavné, tak partenogeneticky. Samicka klade 4 az 6 mm velka vajicka zhruba
5 tydni po poslednim svleku, a to takovym zptisobem, Ze je ,,vystieluje” i nékolik
metrt daleko. Vaji¢ka tohoto druhu maji na povrchu latku, ktera pfitahuje mravence.
Inkubaéni doba je 6 mésicti a po navrsSeni této doby se lihnou malé, asi 2 cm nymfy,
které svym zbarvenim pifipominaji duh australskych mravencti Leptomyrmex. Toto
zbarveni je zezaatku chrani pied hmyzozravymi Zzivocéichy (Zajicek, 2001-2013;
Motyckova, Motycka, 2012).

Lamponius guerini (Saussure, 1868)

Tento mensi bezk#idly druh strasilky pochazi z Antilského ostrova Guadeloupe
a doziva se az 10 mésict (Pecina, 1999). Samicka dosahuje délky 10 cm. Existuji dvé
barevné formy, a to tmavé hnéda se svétlymi skvrnami na téle a zadecku (ptipomina
karu stromu). Druha barevna forma je svétlehnéda s malymi tmavymi skvrnkami
na zadeCku. Samicka je celkové mohutnéj$i a silnéjSi nez samecek. Samecek
dosahuje maximalné 8 cm a najdeme u né&j pouze jednu barevnou formu, a to hnédou
se svétlymi skvrnami na zadeCku. Je také mensi a StihlejSi nez samicka. U tohoto
druhu probiha rozmnozovani pievazné pohlavné. Samecek putuje Casto se samickou
na jejich zadech. Samicka klade soudeCkovita 3 mm vajicka, ktera padaji na zem.
Inkubaéni doba trva 4 mésice. Mladé vylihlé nymfy jsou asi 1 az 1,5 cm veliké
a vyvoj jim trva zhruba pul roku (Zaji¢ek, 2001-2013).

Myronides sp. Peleng (Stél, 1875)

Tento druh pakobylky pochédzi z Vietnamu. Samicky nedorlstaji velkych
rozmért, asi 9 az 10 cm, jejich vyvoj trva okolo 6 mésicii a jsou velmi pestie
zbarvené. Jejich zakladni zbarveni je tyrkysové az modré a po stranach jsou svétlejsi.
Celkovy vzhled je tak modrozelenozluty. Samecci dortstaji maximalné 8 cm, jejich
vyvoj trva okolo 5 mésict, nejsou tak pestie zbarveni jako samicky. Barva jejich téla
je Cervenohnéda. Samicky snasi vajicka volné na zem, a to 3 az 4 tydny po
poslednim svleku. Vajicka jsou ovalna a nymfy se z nich lihnou po 3 aZz 4 mé&sicich.
Celkova doba Zivota u obou pohlavi je az rok (Imladis, 2017)
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Orthomeria kangi benguet (Vallotto, 2016)

Tento okiidleny druh byl poprvé objeven roku 2016 v provincii Benguet na
ostrové Luzon, ktera spada pod oblast Filipin. Ma vyrazné ¢ervené zbarvenou oblast
zadnich kiidel. Samicky doristaji 5,5 cm, jsou ¢erné s Cervenymi kiidly, maji vétsi a
robustngjsi t€lo nez samecci a dozivaji se 4 mésici. Samci dordstaji 4,5 cm, jsou
oktidleni a 1étaji nebo skaci a dozivaji se pouze 1,5 mésice. Samicka klade zaoblena
3x2 mm vajicka, ze kterych se lihnou po dvou mésicich asi 1 cm nymfy. Pokud se
citi ohroZeng, tak stfikaji mléény sekret (Vallotto et al. 2016).

Periphetes forcipatus (Bates, 1865)

Tato pakobylka pochazi z Indonésie a doziva se 9 mésicti. Samicka dosahuje
délky 8 az 10 cm, ma mohutnéj$i t€lo a metalicky zelené zbarveni. Samecek
dosahuje 7 az 8 cm a ma mensi télo nez samicka, pfi¢emz je oranzovy se zelenyma
nohama. Rozmnozuji se jak pohlavné, tak partenogeneticky. Samicky kladou 3,5 mm
vajicka voln¢ na zem. Inkubace trva 3 az 4 mésice, poté se lihnou zelenohnédé
nymfy (Imladis, 2017).

Periphetes graniferum (Westwood, 1859)

Tato pakobylka pochazi z Filipin a doziva se 12 mésict. Samicka dosahuje
délky 8 cm, ma mohutnéjsi t€lo a metalicky zelené zbarveni s modrymi ¢astmi.
Oci a biicho jsou vsak oranzové. Samecéek dosahuje 7 cm a je pestrobarevny (zelena,
modra, oranzova, Cernd). RozmnoZzovani je pievazné pohlavni, ale zvladnou
se rozmnozovat i partenogeneticky. Samicky kladou pfiblizné 2,5 mm vajicka volné
na zem, kde jejich inkubace trva 4 mésice. Po zavrSeni inkubace se lihnou mladé
nymfy (Moty¢kova, Motyc¢ka, 2012).

Peruphasma schultei (Cole & Hennemann, 2005)

Tato pomérné nové objevena strasilka pochazi ze severniho Peru, a to
konkrétné z oblasti Cordilera del Condor, ktera se nachazi v nadmoiské vysce 1200
az 1800 m n. m. Je to pfevazné noc¢ni zivocich, ktery se ptes den schovava v hustém
listovi (Motyckova, Motycka, 2012).

Samicky dosahuji délky 5 aZ 7 cm, jsou zavalité, sametové Cerné s malymi
ktidélky. Spodni ¢ast zadnich kiidel je Sarlatové Cervend. Samecci dorlstaji 4 az 5
cm a podobaji se samickam. Tento druh se dokaze v ptipadé ohrozeni aktivné branit
vystiiknutim bélavé tekutiny. Ta nepfijemné pachne a drazdi sliznice. Rozmnozuji se
vyhradné pohlavné. Pafeni je Casté, a i kdyz se nekona, tak nalezneme Casto samce
na zadech samicky. Ty zacinaji klast 2 aZ 3 tydny po poslednim svleku, a to ¢erna
soudeckovita vajicka. Jejich inkubace trva 4 az 5 mésict. Vyvoj mladych nymf trva
zhruba 6 mésict, a stejné tak trva zivot dospélych (Zajicek, 2001-2013; Motyckova,
Motycka, 2012).
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Phobaeticus serratipes (Gray, 1835)

ey

Tato pakobylka je povazovana za jeden z nejvétSich zijicich druhtt hmyzu
na svété. Nejvetsi zijici exemplai mefil 27 cm (bez méfeni nohou, s nohama méftil
55 cm). Pochazi z pralesi zapadni Malajsie a Velkych Sund (Motyckova, Motycka,
2012).

Samicky dosahuji délky 23 az 25 cm, jsou bezkiidlé a mnohem masivné;si
nez samedek. Ziji zhruba 5 az 10 mésict. Jejich zbarveni je dosti proménlivé
na prostiedi, kde ziji. Nalezneme hnédé ¢i zelené jedince. Samecci dosahuji velikosti
15 az 17 cm, jsou oktidleni, ale nejsou schopni letu a jejich zbarveni je vétSinou
zelené. Dozivaji se 4 az 5 mésict. Ob& pohlavi pfi napadeni pousti koncetiny,
¢imz ziskaji €as na uték. Samicky kladou mésic po poslednim svleku zplostcle
ovalna vajicka o velikosti asi 5,5 mm. Inkubace trva 5 mésict. Z vajicek se lihnou
ptiblizné 3 cm nymfy (Motyckova, Motycka, 2012).

Phyllium giganteum (Hausleithner, 1984)

Tento velmi zajimavy druh lupenitky, ktery je aktivni hlavné v noci, pochazi
Z Asie, a to konkrétné z tropickych pralesti zapadni Malajsie. Zde je ptizpisoben
pro zivot ve vétvich a svym télem pfipomina list (MotyCkova, Motycka, 2012).
Lupenitky totiz maji velice dokonale vyvinutou schopnost mimikry (Pecina, 1999).
Barva tohoto druhu je hraskové zelena, existuji vSak linie, kde se vyskytuji barvy
zluté nebo hnédé. U tohoto druhu je vyvinut pohlavni dimorfismus. Samicky
dosahuji délky az 13 cm, nemohou 1état, ale maji Siroké listové krytky, tzv. tegminy,
a dozivaji se 6 az 9 mésici. Oproti tomu samecek dosahuje maximalné¢ 8§ cm,
ma dlouha, uzce slozena kiidla, diky kterym je schopen letu, a zije pouze nékolik
meésict. V disledku kratkého zivota samecka se populace rozmnozuji prevazné
partenogeneticky. Samicka klade 7 mm velka vajicka, ze kterych se po 5 az 7
mésicich lihnou 1,5 az 2 cm nymfy (Hanzak a kol., 1973; Zajicek, 2001-2013).

Phyllium jacobsoni (Rehn & Rehn, 1934)

Tato lupenitka pochéazi z Vychodni Javy. Stejné jako ostatni zastupci rodu
Phyllium, i tato lupenitka zije ve vétvich tropickych stromid a je aktivni hlavné
v noci. Stejné¢ jako u Phyllium giganteum, i u tohoto druhu je silné¢ vyvinuta
schopnost mimikry. Samicka dorusta délky 7 az 8 cm, neléta a Zije zhruba 6 mésict.
Samecéek doruistda maximalné 5 cm, dospiva diive nez samicka, 1éta a Zije zhruba
3 mésice. V dasledku kratkého zivota samci se populace rozmnozuji prevazné
partenogeneticky. Samicky zacinaji klast 3 az 4 tydny po poslednim svleku vajicka
3 X 2 mm, jejichz inkubace trva 4 mésice. Samotna vajicka Casto padaji na zem
a lihnou se z nich 1,5 cm velké nymfy (Zajicek, 2001-2013).
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Pseudophasma subapterum (Redtenbacher, 1906)

Tato strasilka pochdzi z Venezuely. Samicka dortsta délky kolem 6 cm,
je hnéda a ma dva pary miniaturnich kiidylek, které nejsou uzpisobeny k letu.
Samecci dorustaji délky 4 az 5 cm a jsou celkové subtilnéjsi a tmavsi nez samicky.
Posledni ¢lanky na zadecku maji rozsifené v organ, kterym se pridrzuji samicek.
K pafeni dochazi u tohoto druhu ¢asto, a i kdyz pravé neprobiha, tak ¢asto najdeme
samecka na zadech samicky. Samicky kladou soudeckova vajicka o velikosti
3,5 X 2 mm. Inkubace trva 3 az 4 mésice a z vajicek se lihnou 1,3 az 1,5 cm velké
nymfy, kterym vyvoj trva 5 az 7 mésicti. Pfi podrazdéni je tento druh schopen se
branit vylu¢ovanim bé¢lavé tekutiny (Motyckova, Motycka, 2012).

Ramulus nematodes (Haan & W.de, 1842)

Tento druh pakobylky pochédzi z Thajska, Malajsie a dospélci ziji
5 az 7 mésict. Je zde patrny barevny dimorfismus. Samicky dortstaji az 15 cm a jsou
zelené¢ ¢1 hnéd¢ zbarvené. Samecci dortstaji asi 10 cm a jsou krasné modii
s hnédyma nohama. Rozmnozuji se pohlavné ¢i partenogeneticky. Samicka klade
velmi plochd, 6 az 7 mm velka vajicka, ktera pfipominaji ktiru. Jejich vajicka jsou
dokonce nejplossi ze skupiny strasilek a pakobylek a jejich inkubacni doba
je 4 mésice. (Motyckova, Motycka, 2012; Zajic¢ek, 2001-2013).

Sipyloidea sipylus (Westwood, 1859)

Tento druh okiidlené strasilky patii Kk nejrozsifenéjsimu na svété. Puvodem
je z jihovychodni Asie, ale byl zavlecen do Australie, na Madagaskar ¢i Seychelské
ostrovy (Motyckova, Motycka, 2012). V tropickych oblastech jsou povazovany
za Skudce raznych rostlin, které se péstuji na plantazich. Samci | samicky
si jsou velice podobni. Jsou svétle hnédé ¢i Zluté barvy a maji kiidla. Samicky
dosahuji délky 10 cm a samci pouze 6 az 7 cm. Rozmnozuji se jak pohlavné,
tak partenogeneticky. Samicka klade protahlejsi, 4 az 4,5 mm velka vajicka, ktera
Casto prilepuje na rostliny. Jejich inkubaéni doba je 3 az 4 mésice. Z vajicek se
lihnou malé, 2 cm velké nymfy, kterym trva ptl roku, nez dospé&ji do iméga, jenz Zije
ptiblizn¢ jeden rok (Kurka, 1999; Zajicek, 2001-2013).

Sungaya inexpectata (Zompro, 1996)

Tato mens$i bezkiidla strasilka pochazi z Filipinského ostrova Luzon, kde
obyva ptivodni i druhotné pralesy (Motyckova, Motycka, 2012).

Délka téla samicky se pohybuje kolem 8 az 9 cm, ma pomérné masivni télo, na
kterém nalezneme drobné trny a Ctyfi vyrazné vyristky na hrudi. Byvaji pfevazné
svétle hnédé az hnédosedé. Samecci jsou vzacnosti. V chovech se nevyskytuji a
Vv pfirod€ na n€ narazime vzacné. Jeho délka se pohybuje okolo 5 az 6 cm. Diky tomu
se populace rozmnozuji prevazné partenogeneticky. Obé pohlavi jsou bezkiidla a
jejich tykadla jim sahaji az do ptlky téla. Samicky kladou 3,5 x 4,5 mm soudeckovita
vajicka ptimo do pldy. Inkubaéni doba je 4 az 5 mésict a lihnou se z nich hnédé
nymfy o velikosti 1,5 cm (Motyckova, Motycka, 2012).
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Vyvoj nymf do dospélosti trva stejné, jako je inkubacni doba vajicek. Obé
pohlavi se dozivaji pfiblizné jednoho roku (Motyckova, Motycka, 2012).

Pseudophasma scabriusculum panguana (Redtenbacher, 1906)

Tato straSilka pochdzi z Peru. Samicky dorastaji 12 az 14 cm. Sameckové
dorustaji o néco méné nez samicky, a sice 11 az 13 cm. Bohuzel toto jsou jediné
informace, které se mi podafilo najit (Imladis, 2017).

Tirachoidea cantori (Westwood, 1859)
Tato pakobylka pochazi z Malajsie. Samice dortstaji délky 21 cm a sameckové

12,5 cm. Bohuzel toto jsou jediné informace, které se mi podafilo najit
(Imladis, 2017).

Obrazek 4: Detailni pohled na samic¢ku druhu Periphetes forcipatus (foto autor, 2020)
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5 Priatokovy cytometr

5.1 Princip metody

Pritokovy cytometr méii fluorescencni a optické vlastnosti protékajici buiiky
detektorovym  systémem. Jeho princip spoc¢iva na detekci  svételného
¢i fluorescenéniho signdlu. Pro detekovani tohoto signdlu je tfeba vyuzit
fluorescen¢nich barviv, tzv. fluorochromu, které se vazou piimo na DNA nebo
fluorescencné znacenych protilatek, které jsou specifické pro bunécny povrch
markerd. Diky barvivu jsme schopni sledovat emitovanou fluorescenci dané bunky
(Macey, 2007).

Samotny vzorek je zpracovan a pomoci filtrace ¢i odstfedénim se odstrani vétsi
shluky bun¢k, tkan¢ ¢i pletiv. Vysledny vzorek je ,,obarven® fluorescen¢nimi
barvivy. Poté je ptidan do bezbunééného pufrového roztoku, ktery se nazyva nosna
kapalina neboli sheat fluid. Tato suspenze poté protéka specialni komorou, ktera
se zuzuje. Zuzeni nuti bunky se sefadit a postupné protékat pies laser. Diky tomu
fluorochromu a toto vyzafované svétlo nyni jiz o jiné vinové délce je detekovano
fotodetektorem. Specializovany software pak muze graficky prezentovat vysledky
Vv jedno-, dvou-, nebo trojrozmérnych grafickych formatech (Macey 2007). V téchto
grafech je zanesena intenzita kazdého ze sledovanych znaki. Pro jejich zpracovani
se Casto vyuziva statisticka analyza, ktera roztiidi jadra dle intenzity sledovanych
znaka (Givan, 2011).

5.2 Vyhody a nevyhody

Stejné jako kazda metoda ma pritokova cytometrie svoje vyhody i nevyhody.
Vyhody metody

Piednost této metody spociva hlavné ve vysoké rychlosti a nenaro¢nosti,
at’ uz se jedna o piipravu vzorku ¢i o samotnou analyzu. Pfistroj je totiz schopny
za sekundu zméfit stovky az tisice jader a samotna analyza trva pouze nékolik minut.
Diky tomu je piistroj schopny poskytnout velké mnozstvi informaci o studovaném
vzorku, nemluvé o zvladnuti velkého mnozZstvi analyzovaného materialu
(Suda et al. 2007; Cournault, Aron, 2008). Za kratky Casovy Usek tak lze ziskat
kvalitni vysledky o mnozstvi DNA, plodnosti ¢i jinych zkoumanych vlastnostech.
Tato metoda je také velmi vhodna pro zkoumani ohroZenych ¢i vymirajicich druht,
a to pravé diky potiebé jen velmi malého mnozstvi vzorku k analyze. Diky tomu
nejsou jedinci kvuli vyzkumu odsouzeni k zahub¢ (Ciudad et al. 2002; Suda, 2011).
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Nevyhody metody

Ackoliv se mize zdat, ze fada vyhod prutokové cytometrie nepochybné
prevazuje, opak je pravdou. Mezi nejvétsi nevyhodu patii ziskavani vzorka
zivocichu, konkrétné pak vzorkd hmyzu. U rostlin stac¢i pouze malé mnozstvi pletiv,
zatimco u vzorku hmyzu je leckdy tfeba cela hlava daného jedince, ovsem v mnoha
piipadech si vystatime i sjednou koncetinou (Suda, 2011). Samotné vzorky
Kk analyze je téZ nutno zachovat ve stavu nutném k méfeni (zivé bunky), coz zna¢né
zt€Zuje ziskavani materialu v terénnich podminkach (Dolezel, Bartos, 2005).
Jako feSeni se nabizi odchyt daného zivoc€icha, le¢ takovy exemplat je do laboratote
nutno premistit a nasledné s nim pracovat v co mozna nejkratSim ¢asovém rozmezi,
jelikoz vzorek by mél byt Cerstvy (Suda, 2005). Posledni nevyhodou je technicka
udrzitelnost samotného pfistroje. Pfistroj je nutno udrzovat a starat se 0 jeho
kalibraci, aby byla zajisténa piesnost, a hlavné spravnost samotného méfeni
(Macey, 2007). Samotna obsluha pfistroje a jeho konfigurace nepatii mezi
jednoduchou =zalezitost, proez je nutné, aby ji vykonavala zkuSena osoba
(Suda, 2011).

5.3 Komponenty

Podle Sinkorové a Zarybnické (2008) se pritokovy cytometr sklada ze ti
hlavnich ¢asti, které jsou navzajem propojené. Jsou jimi: Fluidni systém, ktery
zajist'uje presun bunék skrz snimanou oblast. Opticky systém, kde nalezneme laser a
sbérné optické drahy pouzivané ke sbéru a pohybu svétla. Jako posledni je soucéasti
cytometru elektronika, kterdA umoznuje nastaveni parametri a vypoCtovy systém,
ktery zpracovava a interpretuje vysledky.
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Obrazek 5: Jednotlivé komponenty cytometru (Pievzato z
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/cell-analysis/cell-analysis-learning-
center/molecular-probes-school-of-fluorescence/flow-cytometry-basics/flow-cytometry-
fundamentals/how-flow-cytometer-works.html).
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5.3.1 Fluidni systém

Ugelem fluidniho systému je zajisténi rovnomérného piesunu bundk po jednom
pfes snimanou oblast. Je dilezité, aby kazda bunka byla osvétlena stejnym
mnozstvim svétla z laserd a odvedena do sbérné nadoby. Parametry fluidniho
systému jsou uzivatelsky ovlivnitelné a uzivatel muze sam nastavit, pod jakym
tlakem budou bunky ptes laser proudit. Toto nastaveni sebou vSak nese riziko
horsiho rozliSeni a moznosti §patného méfeni. Muze totiz dojit k rozdilu tlaku mezi
vzorkem a unasejici tekutinou. Pfi vysokém tlaku je proud vzorku Siroky a v plo§ném
prufezu pak protece vice buné¢k. Plati tedy, ze ¢im mensi je tlak, tim lepsi a presnéjsi
je méfeni bunék (Cossarizza et al. 2017).

5.3.2 Opticky systém

Podle Sinkorové a Zarybnické (2008) opticky systém tvofi soustava filtri,
zrcadel, ¢ocek a zdroj svétla, kterym jsou napiiklad lasery, obloukova lampa ¢i LED
lampa. V dnesni dob¢ se predevsim pouzivaji lasery. Ty produkuji jedinou vinovou
délku svétla na konkrétni frekvenci. Jsou k dispozici na riznych vinovych délkach od
ultrafialového po Cervenou, a maji proménlivy rozsah Grovni vykonu
(Cossarizza, et al., 2017). Samotny princip pouziti laseru spo¢iva v tom, Ze paprsek
je zaméfovan na pozadovanou meéfici celu prostfednictvim cocky (Marinov, 2008).
Paprsek svétla proudi do vSech smérti, nacez je shromazdovan diky optice,
jez jej nasméruje na nékolik filtri a dichroickych zrcadel, které vzapéti separuji
jednotliva pasma vinové délky (Brown a Wittwer, 2000).

Oproti tomu obloukové lampy k vyzafeni ur¢ité vinové délky potiebuji optické
filtry, coz z nich &ini méné pouzivané zdroje svétla (Sinkorova, Zarybnicka, 2008).
Zrcadla a filtry rozdéluji emitované fotony podle vinové délky na piislusné
detektory, takzvané kanaly. Co se filtri tyCe, pouzivaji long pass filtry, short pass
filtry, pasmové filtry a dichroické filtry. Kazdy z téchto filtrGi propousti jiné vinové
délky (Cossarizza, et al. 2017).

Jakmile je vyzarena fluorescence jednotlivych fluorochromu, fluorescenéni
kanaly s volitelnou vlnovou délkou analyzovaného signalu je detekuji pomoci
soustavy optickych zrcadel a filtri (Lochmanova et al., 2017). Diky rozptylu fotont
a fluorescence lze ziskat piehled o velikosti, tvaru a zrnitosti analyzovanych vzorkd,
v tomto piipadé bunék, jelikoz jednotlivé sméry rozptylu zachycuji rizné znaky
bunék. Pfimy smér paprsku zachycuje takzvany forward scatter detector, pii¢emz
samotny paprsek je umérny velikosti bunék (Sinkorovd a Zarybnicka, 2008;
Longin et al. 2017). Boc¢ni rozptyl paprsku pro zménu zachybuje takzvany side
scatter detector, ktery odrazi vnitini strukturu c¢astic, jinymi slovy, je to takovy
paprsek svétla, jenz je rozptylen pod devadesatistupiiovym thlem k dopadajicimu
paprsku laseru. Samotny vysledek ztohoto detektoru zavisi na struktuife povrchu
buriky a jejimu poétu organel. Cim rtiznorodgjsi je povrch buiiky a &im vice organel
se Vv ni nachazi, tim vyssi je slozitost zaznamenana detektorem (Laguado, 2007).
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Jak detektor pfimého sméru paprsku, tak detektor bo¢niho rozptylu svétla je
slozen znasobice a fotonek, jejichz spole¢na konstrukce dava tvar troj — ¢i
osmithelniku. Trojuhelnik je slozen z dvou fotonek, které maji nasobi¢ detekujici
zateni o vinové délce 635 mm. Oproti tomu je osmithelnik slozen az z péti fotonek,
které maji nasobi¢ detekujici zafeni o vinové délce 488 mm. Signaly z obou druht
konstrukci nasobice a fotonek jsou nasledné spektralné rozdéleny dichroickymi
zrcadly a filtry, které je wusmérni na vrstvu prislusnych detektord.
Zde se nachéazi rozhrani optického a elektronického systému, kde bude zafeni
zpracovano (Shapiro, 2003; Marinov, 2008).

5.3.3 Elektronicky systém

cytometru je elektronika. Tento systém prevadi optické signaly (fluorescenci
a rozptyl) na signaly elektronické, ty poté zesiluje, digitalizuje a zpracovava
do srozumitelné formy. Formou je graficka prezentace jednotlivych bunék
na monitoru ¥idiciho pogitade (Sinkorova, Zarybnicka, 2008).

Jak jiz bylo feceno, tak samotné signaly jsou z optiky pievedeny na elektrické
impulsy, které jsou zpracovany pocitatovym programem. Pfi zpracovani je tfeba
odstranit tzv. konfliktni pfipady. Jde o ptipady, kdy byly méfeny dvé bunky
najednou. Také je tfeba provést kompenzaci piesvitu fluorochromu, tj. kompenzovat
piekryvani emisnich spekter fluorochromu (Roederer, 2001).

Dale je moznost pouzit formu jednoparametrového histogramu nebo
tzv. dvouparametrového dot-plotu. Vysledky méfeni jsou zobrazovany formou
jednoparametrového  histogramu, dvou ¢i  vice parametrového  dot-plotu
je na ose X vyobrazena intenzita fluorescence a na ose Y nalezneme pocet bunék.
U dot-plotu mame na ose X intenzitu jednoho signalu a na ose Y intenzitu druhého
a jednotlivé  castice, neboli impulzy jsou vyobrazené jako tecky
(Lochmanova et al., 2017).

5.4 Standardy a barviva

5.4.1 Standardy

Standardy jsou vzorky, u nichz snadno pozname velikost jejich genomu, procez
se pouzivaji pro stanoveni velikosti jddrového genomu. Hodnoceni vysledkl urcitého
genomu totiz neni mozné, aniz bychom jej neporovnali se standardem, tedy vzorkem,
u n¢jz velikost genomu a pocet chromozom jiz zname. Velikost genomu se totiz
zjiStuje tak, Zze se jadro zkoumaného vzorku a jadro standardu odizoluji
a spolecné¢ se na né€ pouzije fluorescencni barvivo. Vysledek se nasledné
vyhodnocuje dle poméru intenzity fluorescence standardu a zkoumaného vzorku
(Dolezel a Bartos, 2005; Dolezel et al. 2007a;).
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Samotna standardizace se déli na interni a externi. Pfi externi standardizaci
probihd pfiprava vzorku a standardu a jejich méfeni nezavisle na sobég, le¢ tento
postup se piilis nedoporucuje (Dolezel et al. 2007a; Suda, 2007). Pfi interni
standardizaci, ktera je dnes doporucovana, jsou vzorky smichany ve vhodném
poméru, pficemz se jejich priprava a méfeni odehravd soubézné
(Dolezel a Greilhuber, 2010). Samotna velikost zkoumaného genomu a genomu
standardu by se méla podobat, ale ne tolik, aby se piky neboli vrcholy histogrami
prekryvaly (Johnson et al. 1999). Doporu¢enym minimalnim rozdilem je dvacet
procent, idealni je dvojnasobny rozdil (Dolezel et al. 2007b; Suda, 2011). Vhodné je
vybrat si takovy standard, ktery je lehko dostupny a v pozadovaném mnozstvi,
piicemz standard a vzorek by mély byt podobné, vcetné¢ uspotradani chromatinu
(Praca-Fontes et al. 2011).

U studii, které se provadéji na hmyzu, se pouzivaji standardy at’ uz z fise
rostlin, tak zfiSe zivocicht, napf. octomilka obecna (Drosophilia melanogaster,
1C= 175 Bennett et al. 2003) ¢i Svab americky (Periplaneta americana,
1C= 3338 Mb, Hanrahan a Johnson, 2011). Potiz je ovSem vtom, Zze mezi
jednotlivymi studiemi nepanuje shoda v pouziti jednotlivych standard, a mnohdy i
v jejich C-hodnotach (Dolezel et al. 1998; Johnson et al. 1999). Tato neshoda se ve
vysledku jevi jako podstatna potiz, jez komplikuje porovnavani jednotlivych
vysledki (Dolezel a Bartos, 2005).

Jak jiz bylo fe€eno, standardy mohou byt rostlinného i zivocisného puvodu.
Pro maj vyzkum jsem zvolil rostlinné standardy. Jsou sice vice prozkoumané a
pouzivaji se vice let nez zivocCisné, ale ne vSechny dosahuji potfebné velikosti.

Nami pouzité standardy jsou:

Solanum pseudocapsicum (lilek visnovy) 2C =2.61pg
Bellis perennis (sedmikraska chudobka) 2C = 3.38 pg
Pisum sativum (hrach sety) 2C = 8.84pg

5.4.2 Barviva

V cytometrii se pouzivaji fluorescenéni barviva, tzv. fluorochromy. To jsou
takova barviva, ktera absorbuji svétlo o uré¢ité vinové délce a nasledné je sama
vyzafuji o jiné vlnové délce. Nektera barviva se tak kuptikladu navazou
na specifickou bunikovou strukturu, ¢imz zvy$i fluorescenci. Jednd se tfeba
0 nukleové kyseliny, lipidy nebo proteiny. Samotna barviva musi spliiovat nékolik
zékladnich podminek, a sice rozpustnost ve vodé, fotostabilitu a nizkou toxicitu
(Shapiro, 1995).

Samotné fluorochromy se vazi na fetézce DNA daného vzorku, a to budto
neselektivné ¢i k oblastem bohatym na A-T baze (poptipadé G-C baze) (Suda, 2011).
Mezi neselektivni barviva patii kupiikladu propidium jodid ¢i ethidium bromid.
Vzhledem ktomu, ze propidium jodid je méné toxicky, je pouzivam hojnéji
a ve VEtsi mife, ostatné pii zjiStovani velikosti genomu hmyzu byvéa nejcastéjsi
volbou. Tato barviva se ovSem mohou vazat i na fetézce RNA, procez je potieba,
aby tato kyselina byla pfedem nastépena pomoci ribonukle6zy (Adan et al. 2016).
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V piipad¢, ze pozadujeme, aby se barvivo primarné vazalo na useky bohaté na
A-T, pouzijeme DIPI, DAPI nebo Hoechst barveni (Suda, 2011). Nejobliben¢j$im
barvivem je pravé DAPI, jelikoz jeho vysledné histogramy maji vysokou rozliSovaci
schopnost a jsou uzitecné pro zjisténi dalSich podrobnosti ohledné struktury genomu
(Dolezel et al. 1998). Ovsem podle Johnson et al. (1999) toto barvivo neni
doporuceno pro stanoveni mnozstvi DNA. Poslednim typem barviva, které
se pouziva ziejmé nejméné, jsou ta, co se vazou na useky bohaté na G-C. Takova
barviva jsou kuptikladu olivomycin ¢i chromomycin (Suda, 2011).

5.5 Vyuziti

Jak jiz bylo zminéno v Givodu této prace, tato metoda se pouziva v mnoha
oblastech védy, kuptikladu v molekularni biologii, patologii, virologii
(Zamora, Aguilar, 2018) a také v rostlinné a moiské biologii (Murphy et al. 1997).
Pomoci této metody lze téz odhalit kvasinky, bakterie a viry, které infikovaly bunky.
Samotné virové antigeny podléhaji detekci budto na bunécném povrchu,
anebo pfimo uvniti infikovanych bunék pomoci protilatek, které jsou schopny takové
burniky identifikovat (Laffin et al. 1989; McSharry et al. 1990). Ke studiu hmyzu
vSak neni tato metoda doposud dostatecné vyuzivand a existuje jen maly pocet studii,
které se =zabyvaji tématem velikosti genomu u vybranych skupin hmyzu,
ptestoze tato metoda nabizi velkou presnost méfeni (Suda, 2011).

5.5.1 Stanoveni velikosti genomu

Velikost genomu je celkovy pocet para bazi DNA V jedné kopii haploidniho
genomu a je unikatni pro kazdy jednotlivy druh. Samotny obsah DNA v jadie lze
vyjadfit bud’to v pikogramech, anebo jako celkovy pocet nukleotidovych part bazi
(megapar bazi), piicemz jeden pikogram se rovna 978 megapari bazi
(Dolezel et al. 2003). Nejcastéji se velikost genomu jakozto hodnota oznacuje
C-hodnota ¢i C-Value paradox (Gregory, 2005). Existuje mnoho védeckych obord,
Které vyuzivaji znalosti C-hodnot, kupiikladu ekologie, systematika ¢i molekularni
biologie (Bennett et al. 2000).

Dle slov Hanson et al. (2001), je velikost genomu klicova hodnota biodiverzity
a ma velky vyznam pro studium evoluce. Slouzi k: Odliseni druhti se stejnym poctem
odlisné velkych chromozomi. Ur€eni hybridd, jejichZz rodice se neli$i stupném
ploidie. Stanoveni sloZzeni genomu u allopolyploidnich typd, a v neposledni fadé
slouzi ke zjisténi korelaci mezi velikosti genomu a dal$imi vlastnostmi, jako je
chovani jedince.

Velikost genomu koreluje s fadou méfitelnych charakteristik na Grovni bunék
a organismd, vcetné velikosti bunék, rychlosti déleni bunék a v zavislosti na taxonu,
velikost téla, rychlosti metabolismu, rychlosti vyvoje, slozitosti organt, zemépisného
roz§ifeni nebo rizika vyhynuti (Bennett, Leitch, 2005; Gregory, 2005).

S nastupem rdznych molekularnich technik za poslednich 50 let byly
analyzovany velikosti genomu tisicii zastupct zfad eukaryot. Tato data jsou
k dispozici v online databazich, jako je naptf. www.genomesize.com. Zde nalezneme
jedince z tad hub, rostlin ¢i zivocicht (Gregory et al. 2007).
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Velikost genomu se u riiznych druhii velmi 1isi. Bezobratli Zivoc¢ichové maji
vétSinou malé genomy, coz také souvisi s malym poctem transponovatelnych prvk.
Ryby a obojzivelnici maji stiedné velké genomy a ptaci maji relativné malé genomy
(Zhou et al. 2020). Velikosti genomu se mezi eukaryotickymi druhy enormné lisi. U
zvitat se pohybuji v rozmezi vice nez 3300 pg a u suchozemskych rostlin se lisi asi o
1000 pg (Bennett, Leitch, 2005; Gregory, 2005).
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6 Metodika

6.1 Ziskani hmyziho materialu

Z dtivodu ne ptilis vhodnych klimatickych podminek pro oba tady byli néktefi
jedinci dovezeni z jejich piirozeného prostiedi (Recko, Afrika, Asie, Madagaskar)
¢i  zakoupeni na teraristickych burzach nebo od chovateld (napf.
www.zivaexotika.cz; www.ifauna.cz).

Pro spravné méfeni je nutné, aby byl zivy hmyz dopraven do laboratoie.
Je dulezité, aby hmyz dorazil co mozna v nejlepSim stavu (bez poskozeni a zivy).
Tyto podminky nésledn¢ ovliviiuji vysledky méteni. Pokud vime, Ze méfeni nemuize
probéhnout v blizké dobé a exemplai by mohl uhynout, musime piikroc€it k co mozna
nejleps$imu  zakonzervovani vzorku. Vzorek (napt. koncetiny, tykadla apod.)
je potieba umistit do epruvety a na sucho zmrazit. Je ticba podotknout, ze takto
zakonzervované vzorky se projevily jako pln¢ funk¢éni a jsou nespornou vyhodou
pii zpétném opakovaném méfeni (tkan€ ihned neodumiraji).

6.2 Priprava analyzovanych vzorki

Pti pripravé materidlu jsem se fidil postupem, ktery uvadi Koutecky (2012)
ve své publikaci o prutokové cytometrii v botanice.

Pti ptipravé hmyziho materidlu a nasledném meéfeni pritokovym cytometrem
byly vyuzity zivé i zmrazené vzorky.

Hlavnim zamérem pii pfipravé materialu je ziskani suspenze z neporuSenych
bunéénych jader vzorku a standardu (Loureiro et al. 2006).

Jako prvni odizolujeme jadra standardu a hmyziho materialu pomoci Ziletky.
Vezmeme mensi kus rostlinného standardu (u kterého je znama velikost genomu)
asi o velikosti 0.2 az 0.5 cm? a polozime ji do Petriho misky s jednou az dvéma
koncetinami nami studovaného hmyzu. Pti ziskavani konéetin u skupiny Mantodea si
musime dat pozor na jejich ostré loupezivé koncetiny. Zde se vyplati si dany vzorek
nejdiive zmrazit v lednici, aby byl subjekt znehybnén. Velikost pouzitého standardu
volime mensi nez velikost vzorku. Volime tak, aby se nam v histogramu ukazal vétsi
pik sledovaného vzorku.
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Obrazek 6: Izolace jader pomoci Ziletky (foto autor, 2020)

KdyZz mame standart i vzorek v Petriho misce, je nutné ptidat pufer Otto I.
0 objemu 550 ml pomoci pipety. Nyni je tfeba cely obsah Petriho misky rozsekat
ziletkou na co nejmensi ¢asti. Pro kazdou suspenzi ze zkoumaného hmyzu mame
pripravené dvé zkumavky, a to z divodu ovéfeni vysledkt analyzy. Vzniklou
suspenzi je tieba pomoci pipety nasadt a nasledné¢ do piipravené zkumavky
prefiltrujeme suspenzi pies nylonové platno. Je tieba dbat, aby nylonovym platnem
neprosly vétsi kusy, které by mohly ohrozit spravnost méfeni. Po zkontrolovani
spravnosti filtrovani mtzeme piistoupit k ptidani fluorescen¢niho barviva.

6.3 Priprava barviva

Pii pripravé fluorescen¢niho barviva jsem se fidil podle Dolezela a kol. (2007).

Na fluorescenéni roztok budeme potiebovat 25 ml pufru Otto Il., ktery ptidame
do ptipravené nadoby. Nasledné¢ do ni pfidame 1 ml PI (propidium jodid) a RNA
(Ribonukleova kyselina). Tyto dv€ ptisady se uschovavaji v eppendorfkach,
Vv mrazaku, a proto je potieba pockat na jejich rozmrazeni. Jako posledni ptiddme do
nadoby 44 pl 2-mercapethanolu. Toto vysledné barvivo pridame K jiz vytvoiené
suspenzi jader v objemu 1ml.

Piiprava Otto 1. (Otto 1990)

Piiprava vyzaduje 0.1 M monohydrat kyseliny citronové (4,2 g), 0.5 % Tween
20 (1 ml). Tyto dv¢ slozky se rozpusti v destilované vodé¢. Vznikly roztok pielijeme
do banky a doplnime destilovanou vodou. Poté se filtruje pies filtr. Tento pufer
se skladuje v lednici pti teploté ptiblizn¢ 4°C. Hlavni latkou, kterou obsahuje pufer
Otto I., je kyselina citronova. Tato kyselina slouzi k fixaci izolovanych jader a
zlepSuje prostupnost barviv ke chromatinu. Druhou latkou je zde Tween 20. Jde
a uvolnéni jader. Také snizuje shlukovani zbytkti cytoplazmy a jadra a rozptyluje
chloroplasty (Dolezel a kol. 2005).
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Priprava Otto I1. (Dolezel a kol. 1995)

Priprava vyzaduje destilovanou vodu a 0,4 M dodekahydratu
hydrogenfosforecnanu sodného (28,65 g). Rozpusténou sul pielijeme do banky
a dolejeme destilovanou vodou. Nakonec piefiltrujeme pies filtr a skladujeme
Vtemném prostiedi pii pokojové teploté. Pro udrZeni iontové sily se v pufru
nachazeji ionty hydrogenfosfore¢nanu sodného (Dolezal a kol. 2005).

6.4 Analyza dat

Samotna analyza prutokovym cytometrem Apogee A60 neni nijak slozita.
Pouze je tieba udélat nékolik véci pied zapnutim:

Zkontrolovat nadobu na destilovanou vodu (sheat fluid). Pokud v ni neni dostatek
vody, je tieba ji doplnit spolecné s 500 ul ProClinu.

Zkontrolovat odpadovou nadobu, kam odtéka méfena suspenze. Pokud je plna,
je nutné ji vyprazdnit.

Zkontrolovat, zda se sampleport nachdzi v poloze pro proplachnuti. Je dulezité,
aby mohlo dojit ihned po zapnuti k automatickému proplachnuti.

Kdyz mame vsechny potiebné véci zkontrolované, mizeme pfistoupit
k zapnuti ApogeeFlow FCM control. Nyni probéhne automatické proplachnuti
a poté se ndm spusti Apogee Histogram software

Jesté nez se pustime do finalniho méfeni naseho vzorku, je tieba do softwaru
nahrat data naseho standardu, se kterym je nas vzorek nasekan. Standard jsme zvolili
dle priblizné¢ znalosti velikosti genomu daného druhu nebo celedi. Tyto udaje
jsme mohli nalézt v databazi na portalu www.genomsize.com.

Po nahrani dat o naSem standardu do programu Apogee vlozime zkumavku
se vzorkem do sampleportu. Z toho si cytometr nasaje 150 pl a zméfi asi 90 pl.
Po par vtefinach se nam za¢nou objevovat prvni body na histogramech.

Soustiedime se pouze na dva histogramy, které jsou pro nas dulezité. Jde
0 histogram 532 Grn (Area) vs. count a histogram 532 Grn vs. 532 LALS
(area-peak).

Histogram 532 Grn vs. count zobrazuje fluorescenci na 1024 kanalech.
V tomto histogramu se nam zobrazi tzv. peaky. Jde o0 Gaussovské kiivky
fluorescenéné meétenych castic. Histogram 532 Grn vs. 532 LALS nam zobrazuje
bocni rozptyl (side scatter), ktery analyzuje rozptyl paprsku laseru. Diky tomuto
histogramu dokazeme urcit tvar naSich méfenych castic.

6.4.1 Nastaveni parametri

Nastaveni parametra je velice dileZité pro spravny vypocet velikosti genomu
daného vzorku. Béhem samotné analyzy vidime v histogramu riizn¢ neuspotradané
Castice. Tyto Castice nam vytvafeji Sum a analyza je diky nim méné piesna. V side-
scatter mizeme nastavit oblast naSeho zajmu. Této oblasti se jinak fika ROI neboli
region of interest.
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Po nahrani naseho standardu se vSak tato oblast automaticky nastavi na oblast
nasich dvou peakd (standard a vzorek), a neni potfeba s ni manipulovat. Pokud
bychom si pieci jen v§imli Sumu okolo peaku, neni problém tuto oblast poupravit.
Jednoduse zménime oblast ofezu, ¢imz se vyhneme zhorSenému zobrazeni peak, a
tim padem i kvality méfeni. Dilezité je na zacatku rozlisit, ktery peak patii
standardu, a ktery zkoumanému vzorku hmyzu. Diky nahrani dat o standardu vime
piibliznou pozici peaku standardu, a proto je pro nas jednodusi tyto pozice rozlisit.

Zasadnim parametrem, ktery musime béhem analyzy sledovat, je tzv. varia¢ni
koeficient (CV). Tento parametr nam udava piesnost méfeni a vypocitame ho jako
podil smérodatné odchylky a piimé pozice peaku. Pohybuje se v rozmezi od 1 az
10%, ale idealné by se mél pohybovat kolem 3%. Bohuzel Casto pii analyze rostlin je
velikost vEtsi a tento parametr nékdy neni mozné ovlivnit.

Dale je dulezité nastaveni rychlosti analyzované suspenze. Nejcastéji se vzorky
analyzuji pfi rychlosti 6-10 pl/min. Problém nastava Vv ptipad¢, kdy se v suspenzi
nachazi velky ¢i maly pocet jader. Tehdy je potifeba rychlost snizit, eventudlné
zvysit. Je tieba ale mit na zieteli, Ze pfi rychlejsi sekvenci dochazi ke snizeni kvality
méfeni. Samotné nastaveni nalezneme v zalozce Control-Sample pl/min.

Béhem analyzy je n€kdy potieba hybat s peaky na ose x. Tato osa nam
zobrazuje fluorescenci. V zalozce PMT muzeme upravit hodnotu 532 Grn a pohnout
osou x smérem doprava ¢i doleva. Toto nastaveni uvitame hlavné u vzorkl s vyrazné
veétsi ¢i mensi velikosti, nez je na$ standard. Diky vétSimu poctu rostlinnych
standardd, u kterych je znama velikost genomu, tuto funkci nemusime pouzivat, ale
rad$i mizeme vytvorit novy vzorek se silnéjsim ¢i slabsim standardem.

6.4.2 Vyhodnoceni vysledki

Pro vyhodnoceni vysledki je nutné vysledné méteni ulozit formou histogramu.
Pied uloZenim ale zkontrolujeme peak. Je nutné, aby byl symetricky, ve stfedu
usecek, které ohrani¢uji dany gate. Po ulozeni si otevieme data v Excelu, kde s nimi
budeme moci pracovat. V samotné tabulce se pak nachazeji udaje o standardu,
vzorku hmyzu, ktery jsme zkoumali, variatnim koeficientu (6-CV, 4-CV),
fluorescenci  vzorku  (6-mean, 4-mean) a analyzovanych  asticich
(6-events, 4-events). Pocet analyzovanych castic, tzv. events nam udava pocet
analyzovanych jader. VSechny tyto tdaje jsou pro vysledné vyhodnoceni velice
dulezité.

6.4.3 Vypocet velikosti genomu

Pro vypocet neznamé velikosti genomu podle Dolezel a kol. (2007) budeme
potiebovat informaci jak o fluorescenci vzorku, tak standardu. Tyto dva udaje dame
do poméru a vynasobime je zndmou velikosti genomu standartu.

VGneznémy = VG standart X (Plnezn}'/m}'/ / Plstandart)
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6.5 Statistické zpracovani vysledki

Vsechny mnou naméfené hodnoty byly statisticky zpracovany v programu
RStudio (verze 3.6.1).

Pro zjisténi signifikantniho rozdilu mezi naméfenymi hodnotami jsem pouzival
Anova test. Pokud byla potvrzena hypotéza signifikantniho rozdilu, zvolil jsem pro
jeho konkrétni zobrazeni Tukeyho HSD test. Ten nam zobrazil, které druhy se mezi
sebou signifikantn¢ 1isi a které ne. Pro vysledné zobrazeni porovnani velikosti
genomu jsem pouzil boxploty.
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7 Vysledky

7.1 Rad Mantodea

Celkové bylo zméfeno 23 jedinci ze Ctyf ¢eledi. Pohlavi je znamo u dvanacti
jedincu. U zbylych jedinct se nepodafilo uréit pohlavi z divodu nedospélého stadia
nymfy. Bohuzel se také nepodafilo determinovat sedm jedinct ze dvou celedi. Tyto
jedinci nesou pouze nazev Mantidae sp. 1,2,3,4 a Danuria sp., Creobroter, u kterych
je znamo pohlavi.

Tabulka 1: Tabulka zobrazuje namétené hodny velikosti genomu u vSech nami zméfenych jedinct
z fadu Mantodea. Hodnoty genomu jsou uvadény v pg (1pg=978 Mbp).

Celed Druh Lat.zkr graf Velikost Pohlavi Celed Druh Lat.zkr Velikost Pohlavi
genomu (pg) graf genomu (pg)

Empusidoe Gongylus gongylodes | Gong_co 6,35 Male Maontidoe Hierodula sp. Golden Hig_sp G 8,45

Empusidoe Gongylus gongyloides | Gong_co 7.57 Female Maontidoe Maontidoe sp.1 sp 1 10,18

Empusidoe idolomantis diobolica | idol_d_sp 6,04 - Maontidoe Maontidoe sp.2 sp 2 8,97

Empusidoe idolomantis diabolica idol_d 6,83 - Maontidoe Maontidoe sp.3 sp 3 13,45
Hymenopodidae Creobroter Cre s 9,15 Male Maontidoe Maontidoe sp.4 sp 4 9,05 -
Hymenopodidae Creobroter Cre s 10,23 Female Maontidoe Orthodera n landioe | Ortho_no 59 Male
Hymenopodidae Sibyllo pretiosa Sib p 1041 Female Maontidoe Orthodera n landioe | Ortho_no 7,14 Female

Maontidoe Ameles spallonzanio Amel_sp 11,14 - Maontidoe Rhombodera valida Rhom_v 8,51 -

Maontidoe Daonuria sp Dan_sp 10,67 Male Maontidoe Rhombodera valida Rhom_v 7,82 Female

Maontidoe Daonuria sp Dan_sp 1163 Female Maontidoe Sphodromantis lineola Spha_| 7,54 -

Maontidoe Deroplotys lobata Dero_lo 8,45 Female Thespidoe Hoanig vitalisi Hoa_v 4,89 Female

Maontidoe Hierodulo membrance Hie_m 8,99 -

V tabulce ¢. 1 mizeme vidét vSechny naméfené hodnoty velikosti genomu a
pohlavi jedince, které jsou sefazeny dle ¢eledi. Hodnoty se pohybuji od 2C= 4,89 pg
sami¢ky druhu Haania vitalisi po 2C= 13,45 pg mnou bohuzel neur¢eného jedince
z Celedé Mantidac. Mezi daty muzeme vidét mensi variabilitu. Pro zjisténi
signifikantniho rozdilu jsem pouzil Anova test (viz piiloha ¢. 1 ) ktery rozdil
potvrdil, a sice pravé mezi dvéma druhy, které jsou uvedeny vyse v textu. Tabulka
také uvadi latinskou zkratku, ktera je pouzita nize v boxplotu (obr. ¢. 7), jenz
zobrazuje srovnané velikosti genomu od nejmensi hodnoty po nejveEtsi.

enome 76 (pg)
10

=03

Haa_v ldold  Odhona Gomggo  Sphol  Rhomy derolo Hie_sp G Mansp 2  Hem Manspd4 Ces  Mansp !  Shp  Amelsp  Dansp  Mansp3

D

Obrazek 7: Porovnani nami vSech zméfenych jedinci fadu Mantodea dle posloupnosti
(nejmensi->nejvetsi)
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Porovnani velikosti genomu mezi jednotlivymi ¢eledi

Tabulka ¢. 1 nam také zobrazuje porovnani relativni velikosti genomu mezi
vSemi ¢eledémi. Hodnoty velikosti genomu jednotlivych éeledi byly poté pouzity pro
vytvofeni boxplotu (obr. ¢. 8), ktery je sefazen dle priméru ze vSech hodnot
jednotlivych ¢eledi. Pro zjisténi signifikantniho rozdilu jsem opét pouzil Anova test
(viz ptiloha €. 2), ktery rozdil mezi ¢eledémi potvrdil.

Haniicae: Hymenopodidan

Obrazek 8: Porovnani velikosti genomu mezi jednotlivymi ¢eledi fadu Mantodea.

Z Celedé Thespidae se mi podafilo bohuzel zméfit pouze samicku druhu
Haania vitalisi. Velikost jejiho genomu je 2C= 4,89 pg.

Z celedi Empusidae byly zméteny dva druhy a dohromady étyfi jedinci. Jedna
se o samecka a sami¢ku druhu Gongylus gongylodes. Sami¢ka ma velikost genomu
2C= 7,57 pg, kdezto u samecka byla zjisténa velikost genomu 2C= 6,35 pg. Rozdil
mezi témito pohlavimi je 1,22 pg, coz poukazuje na velmi signifikantni rozdil mezi
pohlavimi. Dale jsem zjistil velikost genomu dvou jedinci druhu Idolomantis
diabolica. Velikost jejich genomu je 2C= 6,04 pg a 2C= 6,83 pg. Vysledny rozdil
mezi hodnotami je 0,79 pg, coz znaci mensi signifikantni rozdil.

Nejveétsi rozptyl hodnot miizeme pozorovat u ¢eledi Mantidae. Tato celed’ je
nejpocetnéj§i métenou skupinou. Zmétenych bylo 15 jedincu. Naméfené hodnoty
velikosti genomu se pohybovaly od 2C= 59 pg u sametka druhu Orthodera
novaezealandiae, az po 2C= 13,45 pg mnou bohuzel neurceného jedince z této
¢eled¢€ nesouci nazev Mantidae sp.3.

Z Celedi Hymenopodidae byli zméteni 3 jedinci, a to Sibylla pretiosa z rodu
Sibylla a samec se samici rodu Creobroter. U tohoto druhu bylo velmi obtizné
definovat jeho druhové jméno, procez jsem pouzil pouze nazev rodu. Samicka rodu
Creobroter ma velikost genomu 2C= 10,23 pg a sameéek 2C= 9,15 pg. Rozdil mezi
pohlavimi je 1,08 pg, coz znaci vysoce signifikantni rozdil. Samic¢ce druhu Sibylla
pretiosa byla zjisténa velikost genomu 2C= 10,41 pg, coz je pouze o 0,18 pg vice nez
u samice rodu Creobroter. Tento rozdil mezi méfenymi samicemi dvou odlisnych
rodil je neprikazny.
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Nejvétsi rozptyl hodnot tedy mizeme pozorovat pouze u celedi Mantidae.
Naopak mezi ¢eledémi Empusidae, Hymenopodidae a Thespidae neni tolik viditelny
rozptyl hodnot. Je to z divodu velmi podobného genomu u vSech jedinct z dané
celedé ¢i pouze jedinym jedincem u Celedi Thespidae.

Porovnani velikosti genomu na zakladé ekologickych vlastnosti jedince

V tabulce ¢. 2 mizeme vidét piehledné sefazené vSechny zndmé informace
méfenych druhii. Tabulka je sefazena dle jednotlivych celedi a vedle jednotlivych
druhtt mtizeme vidét velikost jejich genomu uvedenou v pikogramech (1 pg = 978
Mbp), pohlavi, rozptyl velikosti jedince uvedeny v cm, puvodni oblast vyskytu
druhu, délku Zivota vyjadienou v meésicich a typ zbarveni jedinct. V této tabulce
nejsou uvedeny 4 jedinci z ¢eledé Mantidae. Konkrétné¢ se jedna o Mantidae
sp.1,2,3,4. Divod jejich nezafazeni je jiz zminovany problém s determinaci.
Vyjimku tvoti rod Danuria a Creobroter, kde sice zname pohlavi jedinci, ale
nezname druhové jméno. Z toho divodu bohuzel zname pouze oblast vyskytu druhu
a typ zbarveni u rodu Danuria.

Tabulka 2: Tabulka znazormuje ekologické vlastnosti vSech méfenych jedincti rodu Mantodea.

Velikost Rozptyl velikosti jedince (cm) Oblast Délka fFivota (mésice)

Celed Rod Druh Pohlavi . Zbarveni
genomu (pg) Female Male pivodu Female Male
Empusidae Gongylus Gongylus gongyloides 7.57 Female 10 o W Asie 15 Gai7 Maskovani
Empusidae Gongylus Gongylus gongylodes 6,35 Male
Empusidae idolomantis idolomantis diabolica 6,83 R . . R .
- - — - 13 10 Afrika 108212 | 10a%12 Vyrazné
Empusidae idolomantis idolomantis diabolica 6,04 -
Hymenopodidae Creocbroter Creobroter 10,23 Female . . . R .
4aids 35az4 Vietnam 8-10 5 Vyrazné
Hymenopodidae Creobroter Creobroter 9,15 Male
Hymenopodidae Sibylla Sibylla pretiosa 10,41 Female 5ai6 4ai5 Afrika 9afll 8a:9 | Maskovani
Mantidoe Ameles Ameles spallonzanio 11,14 18aid 18aid Stredomofi - - Maskovani
Mantidoe Danuria Danuria sp 11,63 Female R L
- - - Afrika - - Maskovani
Mantidae Danuria Danuria sp 10,67 Male
Mantidoe Deroplatys Deroplatys lobata 8,45 Female ] 45ai5 Indonésie 8ail10 | 3835 | Maskovani
Mantidae Hierodula Hierodula membrance 8,99 - . . . Asie . . Maskovani
88i9 7aid — 108212 6ai’7 — —
Mantidoe Hierodula Hierodula sp. Golden 2,45 - Indonésie Vyrazné
Mantidae Orthodera Orthodera n landiae 714 Female s5asa ssaia | Nowizéland Maskovani
5 af 5 ai ovy Zélan - - askovani
Mantidae Orthodera Orthodera n landiae 5,9 Male W
Mantidoe Rhombodera Rhombodera valida 8,51 - . B . . L
- - 10ai11 =] Indie 20=3%34 |15a%18 | Maskovani
Mantidae Rhombodera Rhombodera valida 7,82 Female
Mantidae Sphodromantis Sphodromantis lineola 7,54 - 2 B Afrika 7a8i8 3 Maskovani
Thespidas Haania Haania vitalisi 4,89 Female cca 2 cca 2 V. Asie - - Maskovani

Tabulka ¢. 2 zobrazuje jeden zcili mé prace, a sice porovnani velikosti
genomu a ekologickych vlastnosti daného jedince fadu Mantodea. Kvuli problémum
s ur¢enim pohlavi u 7 jedinct z divodu nedospé€lého stadia nymfy nelze zcela urcit,
zda pohlavi a délka téla nekterych jedinct ovliviiuje 1 velikost genomu.

U zbylych 12 jedinci, ze kterych je 8 samicek a 4 samci, rozdil v jejich
velikosti a velikosti genomu naznacuje, Ze s rostouci délkou téla roste i genom.
Nejvétsi rozdil velikosti genomu mezi pohlavimi je 1,24 pg u samice a samce druhu
Orthodera novaezealandiae. Poté nasleduje samice a samec druhu Gongylus
gongylodes srozdilem 1,22 pg. Jako posledni srozdilem 1,08 pg je par rodu
Creobroter. U vSech pohlavi se jedna o signifikantni rozdil. Nejvétsi velikost
genomu mezi druhy se zjisténym pohlavim ma samic¢ka druhu Sibylla pretiosa,
2C=10,41 pg a samicka rodu Creobroter, 2C= 10,23 pg.
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Naopak nejmensi genom U jedinci se znamym pohlavim nalezneme u samecka
druhu Orthodera novaezealandiae, 2C= 5,9 pg a samicky druhu Haania vitalisi,
2C= 4,89 pg. Zadny jiny vyznamnéjsi rozdil mezi pohlavimi a velikosti genomu
jedincii nenalezneme. Je ale ziejmé z mych méfeni, ze samci Z paru maji mensi
genom nez samice.

Pti bliz§im prozkoumani délky zivotniho cyklu jedinct a velikosti genomu u
fadu Mantodea se mizeme domnivat, ze velikost genomu muize byt ovlivnéna i
délkou zivota. Toto tvrzeni vSak nasSe data pfili§ nepotvrzuji.

Z tabulky ¢. 2 se také muzeme dozveédét plivodni oblasti vyskytu druht.
V nasem ptipadé pochdzi vétSina druhli z domacich chovli a pouze minimum je
z volné ptirody. Z tohoto divodu nemizeme posuzovat, zda ma pivodni oblast
vyskytu druhu vliv na velikost genomu.

7.2 Rad Phasmatodea

Celkove bylo zméfeno 24 jedincu z Sesti Celedi. Pohlavi je znamo u dvanacti
jedinct. U zbylych jedincii se nepodatilo urcit pohlavi z divodu nedospélého stadia
nymfy. Bohuzel se také nepodafilo determinovat jednoho jedince z celedi
Phasmatida. Tento jedinec nese pouze nazev Phasmatidae sp.1.

Tabulka 3: Tabulka zobrazuje naméfené hodny velikosti genomu u vSech ndmi zméfenych jedinct
z tadu Phasmatodea. Hodnoty genomu jsou uvadény v pg (1pg=978 Mbp).

Celed Druh Latkr | Velikost Pohlavi Celed Druh Lat.zke Velikost Pohlavi
graf genomu graf genomu (pg)
Aschiphasmatidae | Orthomeria kangi benguet Orth_k 3,49 Male Phasmatidae Periphetes forcipatus Peri_f 5,30 Female
Aschiphasmatidae | Orthomerio kangi benguet Orth_k 5,29 Female Phasmatidae Periphetes graniferum Peri_g 3,45 Male
Diapheromeridae | Andropromachus scutatus | Andro_s 12,88 Phasmatidae Phasmatidae sp.1 Phas_s 7,02 -
Diapheromeridae Sipyloidea sipylus Sipy_s 5,45 Female Phasmatidae Phobaeticus serratipes Phob_s 12,83 Male
Heteropterygidae Sungaya inexpectata sung_i 5,46 Male Phasmatidae Ramulus nematodes Ramu_n 10,59
Heteropterygidae Sungaya inexpectata Sung_i 6,45 Female Phasmatidae Ramulus nematodes Ramu_n 11,90 Female
Heteropterygidae | Sungoya inexpectato part Sung_i 7,08 Female Phasmatidae Tirachoidea cantori Tira_c 9,49
Phasmatidae Acrophylla wuelfingi Acrop_w 12,49 Phylliidae Phyllium giganteum Phyl_g 13,72
Phasmatidae Extatosoma tiaratum Exta_t 17,99 Phylliidae Phyllium jacobsoni Phyl_j 1,29
Phasmatidae Lamponius guerini Lamp_g 19,32 Pseudophasmatidae Peruphasma schultei Peru_s 12,17
Phasmatidae Myronides sp peleng Myro_s 4,82 Female |Pseudophasmatidae|Pseudophasma scabriusculum | Pseu_sc 12,79
Phasmatidae Periphetes forcipatus Peri_f 5,18 Male |Pseudophasmatidae| Pseudophasma subapterum Pseu_s 18,88

V tabulce ¢. 3 muzeme vidét vSechny naméfené hodnoty velikosti genomu a
pohlavi jedinci, které jsou sefazeny dle ¢eledi fadu Phasmatodea. Naméfené hodnoty
velikosti genomu se pohybuji od 2C= 1,29 pg druhu Phyllium jacobsoni az po 2C=
19,32 pg druhu Lamponius guerini. Mezi daty je patrna jista variabilita. Tato
variabilita je rozepsana niZze pii zkoumani kazdé celedé¢ zvlast. Pro zjiSténi
signifikantniho rozdilu mezi druhy jsme pouzili Anova test (viz piiloha ¢. 3), ktery
rozdil potvrdil, a sice mezi druhy Phyllium jacobsoni, Ramulus nematodes a
Lamponius guerini. Tabulka také uvadi latinskou zkratku, ktera je pouzita nize
v boxplotu (obr. ¢. 9), jenz zobrazuje srovnané velikosti genomu od nejmensi
hodnoty po nejveétsi.
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Obrazek 9: Porovnani nami vSech zmétenych jedincti fadu Phasmatodea dle posloupnosti
(nejmensi->nejvetsi)

Porovnani velikosti genomu mezi jednotlivymi Celedi

Tabulka ¢. 3 nam také zobrazuje porovnani relativni velikosti genomu mezi
vSemi ¢eledémi. Hodnoty velikosti genomu jednotlivych ¢eledi byly poté pouzity pro
vytvofeni boxplotu (obr. ¢. 10), ktery je sefazen dle priméru ze vSech hodnot
jednotlivych celedi. Pro zjisténi signifikantniho rozdilu jsme pouzili Anova test,

ktery rozdil mezi ¢eledémi nepotvrdil.

Aschiphasmalidas Helereplongidan Phylidas Diagheromeridac Prasmalidac Pseudoghasmalidac

Dnin

Obrazek 10: Porovnani velikosti genomu mezi jednotlivymi ¢eledi fadu Mantodea.

Z ¢eledé Aschiphasmatidae byl zméfen pouze jeden druh, a to straSilka
Orthomeria kangi benguet z rodu Orthomeria. Jedna se 0 samce a samici. Samice ma
velikost genomu 2C= 5,29 pg a samec 2C= 3,49 pg. Rozdil mezi pohlavimi je 1,8 pg,
coz znac¢i vyznamny rozdil.
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Z Celedi Heteropterygidae zname velikost genomu 3 jedinct rodu Sungaya. Jde
o dv¢ samicky a jednoho samecka, pfiCemz jedna ze samicek pochézi z vajicka od
partenogeneticky se rozmnozujici samicky. Samecek druhu Sungaya inexpectata ma
velikost genomu 2C= 5,46 pg. Samicka ma velikost genomu 6,45 pg. Rozdil mezi
témito dvéma jedinci je 0,99 pg. Samicka pochazejici z partenogenetického vajicka
ma velikost genomu 7,08 pg. Rozdil mezi samiCkami je 0,63 pg. Bohuzel
z nedostatku vzorki nelze posoudit, zda je velikost samic pochazejicich od
partenogeneticky se rozmnozujicich samicek vétsi nez u samic rozmnozujicich se
pohlavné.

Z Celedi Phylliidae, do které spadaji lupenitky, byly zméfeny dva druhy, a sice
Phyllium giganteum, u které byla velikost genomu 2C= 13,72 pg, a Phyllium
jacobsoni, u kterého jsme naméfili 2C= 1,29 pg. Rozdil mezi témito druhy je 12,43
pg, coz je vysoce signifikantni rozdil. Pohlavi se bohuzel nepodafilo u téchto druhii
urcit.

Z Celedé¢ Diapheromeridae byly zméfeny druhy Sipyloidea sipylus a
Andropromachus scutatus. Oba pochazi z jiného rodu. Pohlavi je v8ak znamo pouze
u Sipyloidea sipylus. Velikost genomu u Andropromachus scutatus z rodu
Andropromachus je 2C= 12,88 pg. Samicka druhu Sipyloidea sipylus z rodu
Sipyloidea ma velikost genomu 2C= 5,45 pg. Rozdil mezi témito druhy je 7,43 pg,
coz znaci vysoky signifikantni rozdil velikosti genomu.

Nejvétsi rozptyl hodnot miizeme pozorovat u ¢eledi Phasmatidae. Tento velky
rozptyl hodnot je zptisoben velkym rozsifenim druhti po svété. Diky tomu muze na
genom pusobit vice faktorti. Naméfené hodnoty velikosti genomu se u této Celedé
pohybovaly od 2C= 3,46 pg u samce druhu Periphetes graniferum, po 2C= 19,32 pg
u jedince druhu Lamponius guerini. Naméfené hodnoty maji vétsi rozptyl, coz nam
umoziuje vidét rozdil velikosti genomu mezi druhy. Vysledky jsme proto otestovali
pomoci Anova testu (viz piiloha ¢. 4), ktery nam potvrdil signifikantni rozdil mezi
vyse zminénymi druhy z této Celede.

V ¢&eledi Pseudophasmatidae byli zméfeni 3 jedinci od 3 druha straSilek.
Nejmensi genom ma druh Peruphasma schultei, a to 2C= 12,17 pg. Velmi podobnou
velikost genomu ma Pseudophasma scabriusculum panguana 2C= 12,79 pg.
Nejvétsi genom z této skupiny ma Pseudophasma subapterum, a sice 2C= 18,88 pg.
Z namétenych vysledki 1ze pozorovat vyznamny rozdil v rodé¢ Pseudophasma. Rod
Peruphasma se tolik vyznamné neli$i v porovnani s Pseudophasma scabriusculum
panguana.

Nejvetsi rozptyl hodnot tedy mizeme pozorovat pouze u ¢eledi Phasmatidae.
Dalsi vyrazné rozdily mizeme pozorovat u Celedi Diapheromeridae, Phylliidae a
Pseudophasmatidae. Naopak mezi ¢eledémi Aschiphasmatidae a Heteropterygidae
neni tolik viditelny rozptyl hodnot. Je to z divodu velmi podobné hodnoty genomu u
vSech jedincu z dané celede.
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Porovnani velikosti genomu na zakladé ekologickych vlastnosti
jedince

V tabulce ¢. 4 mizeme vidét prvni ¢ast prehledné sefazenych informacich
tykajicich se méfenych druhG fadu Phasmatodea. Tabulka je sefazena dle
jednotlivych ¢eledi a vedle jednotlivych druhti mizeme vidét velikost jejich genomu
uvedenou Vv pikogramech (1 pg = 978 Mbp), pohlavi, rozptyl velikosti jedince
uvedeny v cm, pivodni oblast vyskytu druhu, délku zivota vyjadfenou v mésicich.
V této tabulce neni uveden jeden jedinec z ¢eledé Phasmatidae. Konkrétné se jedna o
Phasmatidae sp.1. Divod jeho nezatazeni je jiz zminovany problém s determinaci.

Tabulka 4: Prvni ¢ast ekologickych vlastnosti vSech méfenych jedinct rodu Phasmatodea.

o . Velikost _ |Rozptyl velikosti jedince (cm) Oblast Délka Zivota (mésice)
Celed Rod Druh Pohlavi .
genomu (pg) Female Male pivodu Female Male
Aschiphasmatidae Orthomeria Orthomeria kangi benguet 5,29 Female -
— — — - - 5,5 4,5 Filipiny a4 15
Aschiphasmatidae Orthomeria Orthomeria kangi benguet 3,49 Male
Diapheromeridae |Andropromachus Andropromachus scutatus 12,38 - 6-7 45-5 Vietnam
Diapheromeridae Sipyloidea Sipyloidea sipylus 545 Female 10 6-7 Vietnam 10-12 10-12
Heteropterygidae Sungaya Sungaya inexpectata 6,45 Female
Heteropterygidae Sungaya Sungaya inexpectata 5,46 Male 8-9 5-8 Filipiny 11-12 11-12
Heteropterygidae Sungaya Sungaya inexpectata parteng 7,08 Female
Phasmatidae Acrophylla Acrophylla wuelfingi 12,49 - 13,5 4,5 Austrélie 8 -
Phasmatidae Extatosoma Extatosoma tiaratum 17,99 - 16 10 Australie 10-11 10-11
Phasmatidae Lamponius Lamponius guerini 15,32 - 10 8 Guadeloupe 10-12 10
Phasmatidae Myronides Myronides sp peleng 4,82 Female 9-10 8 Vietnam 12 12
Phasmatidae Periphetes Periphetes forcipatus 5,30 Female 5-10 7.8 Indonesie 9 5
Phasmatidae Periphetes Periphetes forcipatus 5,18 Male
Phasmatidae Periphetes Periphetes graniferum 346 Male 7,5 6,5 Filipiny 12 12
Phasmatidae Phobaeticus Phobaeticus serratipes 12,83 Male 23-25 15-17 Malajsie 5-10 4-5
Phasmatfdae Ramulus Ramulus nematodes 11,90 Female 15 10 Malajsie 5.7 5.7
Phasmatidae Ramulus Ramulus 10,59
Phasmatidae Tirachoidea Tirachoidea cantori 9,49 - 21 12,5 Malajsie
Phylliidae Phyllium Phyliium giganteum 13,72 - 13 8 Malajsie 6-9 3-4
Phylliidae Phyllium Phyllium jacobsoni 1,29 - 7-8 5 Indonesie 6 3
Pseudophasmatidae | Pseudophasma |Pseudophasma scabriusculum pang. 12,79 - 12-14 11-13 Jizni Amerika
Pseudophasmatidae | Pseudophasma Pseudophasma subapterum 18,88 - 6 4-5 Jizni Amerika
Pseudophasmatidae Peruphasma Peruphasma schultei 12,17 - 5-7 4-5 Jizni Amerika 6 6

Tabulka ¢. 4 zobrazuje jeden z cili mé prace, a Sice porovnani velikosti
genomu a ekologickych vlastnosti daného jedince fadu Phasmatodea. Stejné jako u
fadu Mantodea ani u fadu Phasmatodea nelze zcela urcit, zda pohlavi a délka téla
nékterych méfenych jedinct ovliviiuje i velikost jejich genomu. U zbylych 12
jedinct, ze kterych je 7 samicek a 5 samecki, rozdil v jejich velikosti a velikosti
genomu naznacuje, Ze s rostouci délkou téla roste i velikost genomu. Nejvétsi rozdil
velikosti genomu mezi pohlavimi je 1,81 pg, a to mezi samcem a samici druhu
Orthomeria kangi benguet. Poté nasleduje rozdil 1 pg u samice a samce druhu
Sungaya inexpectata. Také je zajimavé, ze oba druhy s vétsim rozdilem genomu
mezi pohlavimi pochédzi z ostrova Luzon, ktery je soucasti souostrovi Filipin.
Nejmensi rozdil velikosti genomu mezi pohlavimi ma sameéek a samicka druhu
Periphetes forcipatus. Rozdil mezi pohlavimi je 0,12 pg.

Nejvétsi velikost genomu mezi druhy se zjiSténym pohlavim mé samecek
druhu Phobaeticus serratipes, 2C = 12,83 pg a samicka druhu Ramulus nematodes
2C = 11,90 pg. Oba tyto druhy pochazi z Malajsie. Naopak nejmensi genom u
jedincti se znamym pohlavim naleznem u samicky a samecka druhu Orthomeria
kangi benguet. Samicce byla zjisténa velikost genomu 2C= 5,29 pg a sameckovi 2C=
3,49 pg. Jejich piivod je zminén o par fadka vyse. Zadny jiny vyznamnéjsi rozdil
mezi pohlavimi a velikosti genomu jedincti nenalezneme. Je ale ziejmé z mych
méfeni, Ze samci z paru maji mensi genom nez samice.
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Pti bliz§im prozkoumani délky Zivota jedinci a naméfené velikosti genomu
zjistime zajimavou provazanost dat u 13 jedincl. Zda se, ze ¢im kratsi délka Zivota,
tim vétsi je velikost genomu a naopak. Kratsi délku zivota a vétsi genom muzeme
pozorovat u 4 druht. Jsou jimi Peruphasma schultei, Phyllium giganteum, Ramulus
nematodes, Phobaeticus serratipes. Naopak delsi zivot a mensi velikost genomu lze
pozorovat u 5 druhd. Jsou jimi Periphetes graniferum, Periphetes forcipatus,
Myronides sp. peleng, Sungaya inexpectata, Sipyloidea sipylus. U druhti Orthomeria
kangi benguet, Extatosoma tiaratum, Lamponius guerini a Phyllium jacobsoni se toto
tvrzeni ovSem nepotvrdilo. Jejich délka zivota je bud’to kratka s malym genomem
nebo delsi s vétsi velikosti genomu.

Soucasti tabulky €. 4 je stejn¢ jako u fadu Mantodea i ptivodni oblast vyskytu
méfenych jedinci. Bohuzel ze stejného diivodu ani zde nemlzeme posuzovat, zda
ma pivodni oblast vyskytu druhu vliv na velikost genomu, jelikoz velka ¢ast jedinct
pochézela opét z domacich chovi.

Tabulka 5 : Druha ¢ast ekologickych vlastnosti v§ech méfenych jedinct rodu Phasmatodea.

Celed Rod Druh Velikost Pohlavi Obrana Zbarveni | Rozmnofovani
genomu (pg)

Aschiphasmatidae QOrthomeria Orthomeria kangi benguet 5,29 Female R .

— — — - - Sekret Vyrazne Parteng.
Aschiphasmatidae Orthomeria Orthomeria kangi benguet 3,49 Male
Diapheromeridae | Andropromachus Andropromachus scutatus 12,88 - Trny Maskovdni Cbaji
Diapheromeridae Sipyloidea Sipyloidea sipylus 5,45 Female Kridla Maskovani QOboji
Heteropterygidae Sungaya Sungaya inexpectata 6,45 Female
Heteropterygidae Sungaya Sungaya inexpectata 5,46 Male Trny Maskovani Parteng.
Heteropterygidae Sungaya Sungaya inexpectato parteng 7,08 Female

Phasmatidae Acrophylla Acrophylla wuelfingi 12,49 - Trny Maskovani Parteng.

Phasmatidae Extatosoma Extatosoma tiaratum 17,99 - Trny Maskovani Cboji

Phasmatidae Lamponius Lamponius guerini 19,32 - Drobné trny | Maskovéni Pohlavné

Phasmatidae Myronides Myronides sp peleng 4,82 Female Utek Vyrazné Cboji

Phasmatidae Periphetes Periphetes forcipatus 5,30 Female ltek Vyrazé Oboji

Phasmatidae Periphetes Periphetes forcipatus 5,18 Male

Phasmatidae Periphetes Periphetes graniferum 3,46 Male Uték Vyrazné Pohlavné

Phasmatidae Phobaeticus Phobaeticus serratipes 12,83 Male Zbav. konéet | Maskovdni QOboji

Phasmatidae Ramulus Ramulus nematodes 11,90 Female Gtk Vyrazné Obaji

Phasmatidae Ramulus Ramulus nematodes 10,59 -

Phasmatidae Tirachoidea Tirachoidea cantori 9,49 - Trny Maskovani Cboji
Phylliidae Phyllium Phyllium giganteum 13,72 - Mimentismus | Maskovani Parteng.
Phylliidae Phyllium Phyllium jacobsoni 1,29 - Mimentismus | Maskovani Parteng.

Pseudophasmatidae | Pseudophasma |Pseudophosma scabriusculum pang. 12,79 - Maskowvani Maskovani Cboji
Pseudophasmatidae | Pseudophasma Pseudophasma subapterum 18,88 - Sekret Maskovani Pohlavné
Pseudophasmatidae Peruphasma Peruphasma schultei 12,17 - Sekret Vyrazné Pohlavné

V tabulce ¢. 5 mizeme vidét druhou ¢ast piehledné sefazenych informaci tykajicich
se mefenych druhll fadu Phasmatodea. Tabulka je sefazena dle jednotlivych celedi a
vedle jednotlivych druhti mlzeme vidét velikost jejich genomu uvedenou
v pikogramech (1 pg = 978 Mbp), zptsob obrany pted predatory, typ zbarveni a
uptfednostiiovany zptsob rozmnozovani.

Mezi velikosti genomu a formou obrany si v tabulce ¢. 5 bohuzel nev§imneme
zadného patrného rozdilu. U formy zbarveni jedinci je to uz odlisné je. VétSina
strailek se snazi ve svém pfirozeném prostiedi maskovat. Najdou se ale druhy, které
jsou velice pestie zbarvené. V na$i tabulce najdeme celkem 6 druhl s vyraznym
maskovanim. U ¢tyf druht si miiZzeme v§imnout mensiho genomu. Jsou to konkrétné
druhy Periphetes forcipatus, Myronides sp. peleng, Periphetes graniferum,
Orthomeria kangi benguet. Naopak u 8 druht, které spoléhaji na maskovani, Si
mizeme vSimnout vétstho genomu. Jsou to naptiklad Extatosoma tiaratum,
Pseudophasma subapterum ¢i Andropromachus scutatus. Ovsem stejné jako u
zivotnosti se najdou druhy, kde se tato provazanost nepotvrzuje.
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Druhy, které se maskuji a maji mensi genomy, jsou Sungaya inexpectata,
Sipyloidea sipylus a Phyllium jacobsoni. Naopak druhy, které jsou vyrazné zbarvené
a maji veétsi velikost genomu, jsou Ramulus nematodes a Peruphasma schultei.
V poslednim sloupecku tabulky €. 5 je zaznamenan typ rozmnozovani. Ani zde
nevidime zadny markantni rozdil. Nékteré nami métené druhy se sice rozmnozuji
prevazné pohlavné, ale zvladaji i partenogenetické rozmnozovani.

7.3 Porovnani obou radu

V tabulce ¢. 6 mizeme vidét namétené hodnoty vSech jedinc z obou tadu.
Tabulka je proto sefazena od nejmensiho genomu po nejvétSi nezdvisle na tadu.
Vedle sloupecku pohlavi nalezneme ¢iselnou zkratku, ktera slouzi pro pichlednéjsi
orientaci v boxplotu, jenz se naléza nize pod tabulkou.

Tabulka 6: Tabulka znazormuje namétené hodnoty velikosti genomu v8ech nami métenych druhi
z fadt Mantodea a Phasmatodea.

. Velikost . | Ciselna zkr. . Velikost . | Ciselna zkr.
Rad Druh Pohlavi Rad Druh Pohlavi
genomu (pg) graf genomu (pg) graf
Phasmatodea Phyllium jocobsoni 1,29 - 1 Mantodea Mantidae sp.2 8,97 - 25
Phasmatodea Periphetes graniferum 3,46 Male 2 Mantodea Hierodula membrance 8,99 - 26
Phasmatodea | Orthomeria kangi benguet 3,49 Male 3 Mantodea Mantidoe sp.4 9,05 - a7
Phasmatodea Mpyronides sp peleng 482 Female 4 Mantodea Crecbroter 9,15 Male 28
Mantodea Haania vitalisi 4,89 Female 5 Mantodea Tirachoidea cantori 9,49 - 29
Phasmatodea Periphetes forcipatus 5,18 Male 6 Mantodea Mantidae sp.1 10,18 - 30
Phasmatodea | Orthomeria kangi benguet 5,29 Female 7 Mantodea Creobroter 10,23 Female 31
Phasmatodea Periphetes forcipatus 5,30 Female 8 Mantodea Sibylla pretiosa 10,41 Female 32
Phasmatodea Sipyloidea sipylus 5,45 Female El Mantodea Ramulus nematodes 10,59 - 33
Phasmatodea Sungaoyo inexpectato 5,46 Male 10 Mantodea Daonurio sp 10,67 Male 34
Mantodea |Orthodero novoezealandiae 5,9 Male 11 Mantodea Ameles spallanzania 11,14 - 35
Mantodea idolomantis diabolica 6,04 - 12 Mantodea Danuria sp 11,63 Female 36
Mantodea Gongylus gongylodes 6,35 Male 13 Phasmatodea Ramulus nematodes 11,90 Female 37
Phasmatodea Sungayo inexpectata 6,45 Female 14 Phasmatodea Peruphasma schultei 12,17 - 38
Mantodea idolomantis diobolica 6,83 - 15 Phasmatodea Acrophylla wuelfingi 12,49 - 39
Phasmatodea Phosmuotidae sp.1 7,02 - 16 Phasmatodea | Pseudophosma scabriusculum pan. 12,79 - 40
Phasmatodea | Sungaya inexpectata part. 7,08 Female 17 Phasmatodea Phobaeticus serratipes 12,83 Male 41
Mantodea |Orthodero novoezealandiae 7,14 Female 18 Phasmatodea Andropromachus scutotus 12,88 - 42
Mantodea Sphodromantis lineola 7,54 19 Mantodea Mantidoe sp.3 13,45 - 43
Mantodea Gongylus gongyloides 7,57 Female 20 Phasmatodea Phyllium giganteum 13,72 - a4
Mantodea Rhombodera valida 7.82 Female 21 Phasmatodea Extgtosoma tiaratum 17,99 - 45
Mantodea Deroplatys lobat 8,45 Female 22 Phasmatodea Pseudophasma subapterum 18,88 - 46
Mantodea Hierodula sp. Golden 8,45 - 23 Phasmatodea Lompaonivs guerini 19,32 - 47
Mantodea Rhombodera valida 8,51 - 24

Celkove jsme zméfili 47 jedinci z obou zkoumanych fadu. Konkrétné z fadu
Phasmatodea jsme zm¢iili 24 jedincu z Sesti Celedi, a pohlavi je zndmo u dvanacti
jedincii. Z fadu Mantodea jsme celkem zméfili 23 jedinct ze Ctyt Celedi, a pohlavi je
téz zndmo u dvandcti jedinc. Hodnoty velikosti genomu vSech jedincti se pohybuji
od 2C= 1,29 pg u lupenitky druhu Phyllium jacobsoni z fadu Phasmatodea az po
2C= 19,32 pg strasilky druhu Lamponius guerini z fadu Phasmatodea. Vsechny
naméfené hodnoty jsou rozprostfeny v celé délce, jak si miZzeme vSimnout niZze u
obrazku ¢. 11.
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Obrazek 11: Porovnani velikosti genomu vSech nami meéfenych jedinci zfadt Phasmatodea a
Mantodea.

Z obrazku ¢. 11 je patrné, Ze mezi velikosti genomu u vSech méfenych jedincu je
minimalni rozdil. Rod Mantodea je zde vyobrazen zelenou barvou. Rod Phasmatodea
je naopak vyobrazen modrou barvou. Zastupci obou méfenych fadi dosahuji nizkych
I vysokych hodnot velikosti genomu, coz muze byt vysvétleno stejnym
postembryonalnim vyvojem. Oba ftady totiz maji stejny typ vyvoje, a Sice
hemimetabolni. Podobnost velikosti genomu souhrnné jen u fada pak vychazi
pomoci Anova testu neprikazné.
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8 Diskuse

Jak jsem jiz zminoval ve své praci, tak pravé metoda prutokové cytometrie
nam pomohla urcit velikost genomu u vybranych druhli zfadi Phasmatodea a
Mantodea. Tato metoda je ptesna, rychla a dokaze i z minima vzorku zjistit obrovské
mnozstvi informaci. Zadna metoda neni uplné dokonala a také pritokova cytometrie
ma své slabé stranky, se kterymi jsem se pii méfeni naSich vzorku setkal.

Dle Dolezel a Barto§ (2005) je nevyhodou pritokové cytometrie nutnost
uchovani materidlu ve stavu pfijatelném k méfeni. Toto tvrzeni se pii mém meéteni
potvrdilo. Zkoumané vzorky pochazely zrozlicnych prostiedi. Neékteré byly
z domacich chovi a burz, zatimco jiné byly dovezeny z cizich zemi. Udrzet vzorky
ve stavu piijatelném k méteni bylo obCas velmi obtizné.

Pii mé ptipravé suspenze jader jsem také pfiSel o velkou vyhodu botanikd,
ktefi mefi velikost genomu vétSinou daleko ohleduplnéji. Pti ziskani potiebné ¢asti
napf. listu je vysledné poskozeni u rostlin minimalni. U Zzivoc¢ichti to uz tolik
ohleduplnéji bohuzel nejde. Manipulace se hmyzem je Casto sloZitd a musime
pamatovat na zachovani Cerstvosti vzorku. Samotna €ast jedince je pak naptiklad
¢lanek nohy, ovsem studovanému vzorku se ne vzdy chce ¢ast jeho téla poskytnout, a
pravé u kudlanek jsem cCasto tento jev pozoroval. Proto je dobré dat jedince do
mrazaku, ¢imz snizime jeho pohyblivost, sebe uchranime pred poranénim a ziskame
tak lepSi podminky pro ziskani vzorku koncetiny ¢i jiné Casti téla. Bohuzel ne vzdy
jsou ndmi studované exemplare z zivocisné tiSe tak velké, abychom mohli pouzit jen
¢ast jejich nohy. U nékterych druhiit musime pouzit celé télo ¢i hlavu. Tato nutnost
stoji jedince Zivot.

Pti méfeni jsem také narazil na problém, o kterém se zmifiuje Johnston et al.
1999. U nékolika druhii se mi standard i vzorek piekryvaly, i kdyz zde mél byt
rozdil. Coz vedlo k opakovanému zranovani jedince kvili ziskani nového vzorku.
Dle Johnston et al. (1999) by pravé velikost genomu pouzitého standardu a
zkoumaného vzorku méla byt podobnd, ovSem ne natolik, aby se nam hodnoty
piekryvaly. Tento problém poté vede ke komplikovanému porovnavani vysledkt
(Dolezel a Bartos, 2005). Rostlinny genom je sice povazovan za celkem stabilni a
jeho dostupnost je také mnohem vétsi. OvSem pro nejefektivnéj$i méteni velikosti
genomu zivocicha by bylo lepsi volit zivoéisné standardy. Existuje spousta rostlin s
vetsim genomem, ale nemusi byt vzdy zrovna podobné ZivociSné velikosti genomu.
Mezi jednotlivymi studiemi bohuzel ne vZzdy najdeme totiz shodu v pouziti standardi

a Casto se také muizeme setkat s neshodou v jejich C-hodnotach (Johnston et al.
1999).

Pro uchovéni informaci o genomu se dnes pouziva spousta databazi. Jednou
z nejznaméjsich je celosvétova databaze www.genomsize.com . Aktudlné zde
nalezneme 1345 zaznamu velikosti genomu z tfidy hmyzu. Bohuzel zde naleznem
pouze 11 zaznami z f4du Phasmatodea a 5 zaznami z fddu Mantodea. Tato nizka
¢isla poukazuji na dva problémy, a sice moZnou neaktualizovanou databazi a
nemoznost ovéfeni métenych vysledki. Bez znalosti velikosti genomu podobného
druhu neni mozné napoprvé urcit spravny standart coz opét vede k opakovanému
méfeni.
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Me¢tenou velikost genomu u jednotlivych druht miize také ovlivnit mnoho
faktord. U spousty druhi mizeme naptiklad pozorovat rozlisnou velikost genomu
mezi pohlavimi. Dle Picard et al. (2012), rozdilné velikosti genomu mezi pohlavimi
mohou byt uZite¢né pravé pti uréovani pohlavi. Casto nam pouze morfologické
znaky nestaci a znalost velikosti genomu u kazdého pohlavi miize proces urcovani
uleh¢it. Z mych vysledkd u nékolika druhti kde je znamo pohlavi obou jedinci
stejného druhu je patrné Ze samci maji mensi genom.

Ellis et al. (2014) ve své praci uvadi, Ze k variabilité¢ ve velikosti genomu mutze
dochazet v ramci jak chovanych druht, tak i u druhli z ptirodnich linii. Pravé ve své
praci jsem se také zabyval otazkou, zda Zivotni podminky jedince ovliviiuji velikost
jeho genomu. Mnou méfeni jedinci pochazeli pfevazné z domacich chovu, kde na
rozdil od ptirody panuji rozlicné podminky. Druhy nejsou pod tlakem predatord,
maji dostatek potravy. Tudiz tyto a dalsi jiné faktory mohou ovlivnit velikost
genomu.

Pti ziskdvani jedincl ztaddu Mantodea jsem se Casto musel obracet na
chovatele. Jednou zchovatelek je i Veronica Uhrincatova. Pravé sni jsem
konzultoval moZzné zmény jedinct pochazejicich z domacich chovli. Ukazalo se, ze
ne vzdy jedinci odpovidaji jiz znamym faktim. Casto se pry v chovanych populacich
objevuji velikostni ¢i pohlavni anomalie. Jedinci jsou cCasto vétSi, robustnéjsi,
agresivn&j§i a v pfipadé samic jsou schopni se i vickrat rozmnozovat. Cim jsou tyto
anomalie zpusobené je vSak zdhadou. Ma tento jev ptavod u velikosti genomu?
MiiZzeme se jen domnivat.

Mantodea

Celkoveé bylo v mé praci zméteno 23 jedincl ze Ctyt Celedi fadu Mantodea.
Z téchto Ctyf Celedi se na jiz zminované celosvétové databazi www.genomsize.com
nachazi pouze dv¢ znich. Jedna se o Celed Hymenopodidae, kde byla zjisténa
velikost genomu u jediného jedince druhu Acromantis japonica, a dale Se jedna o
Celed Mantidae, kde byl zjistén genom u dalSich ¢tyf jedinct. Avsak metodou
pritokové cytometrie byl genom zjistén pouze u dvou jedinci, a sice u Stagmomantis
carolina a Litaneutria sp., které nemam ve své praci zahrnuty.

Doposud tedy nebyl na genomsize popsan zadny druh z ¢eledi Thespidae a
Empusidae, které byly soucasti mého vyzkumu. Z ¢eledi Thespidae tak mohu
ptedstavit svého jediného zastupce, a sice samic¢ku druhu Haania vitalisi s velikosti
genomu 2C= 4,89 pg. Z ¢eledi Empusidae jsem zmétil velikost genomu dvou druht.
Jednalo se o kudlanky druhu Gongylus gongylodes a Idolomantis diabolica. Oba tyto
druhy byly méteny v paru, ale pohlavi bylo zjisténo pouze u Gongylus gongylodes.

Moji nejpocetnéjsi skupinou byla celed” Mantidae. Zméfil jsem zde 11 jedinct,
pticemz Ctyfti z nich byly samice a dva samci. Nejvétsi velikost genomu 2C= 11,63
pg patiila samic¢ce rodu Danuria, kKterou se nam bohuzel nepodafilo determinovat.
Nejmensi velikost genomu 2C= 59 pg patfila sameckovi druhu Orthodera
novaezealandiae.

Ve své praci se zaméfuji krom stanoveni velikosti genomu také na jeho

vrwe

variabilit¢ vzorkli a zhorSenym podminkam ziskani zivych jedincd jsem schopen
pouze poukazat na moznost ovlivnéni velikosti genomu.
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Pti bliz§im prozkoumdani délky zivotniho cyklu jedinct a velikosti genomu u
fadu Mantodea se mizeme domnivat, ze velikost genomu muize byt ovlivnéna i
délkou zivota. Je ale tieba zajimavé, Ze jedinci druhu Rhombodera valida, u kterych
se samice dozivaji az dva roky a samci roku a puil, maji mensi genom nez napiiklad
samiCka druhu Sibylla preciosa, ktera se mize dozivat az 11 mésicii. Rozdil mezi
samicemi skrz velikost genomu je 2,59 pg. Podobn¢ jako u délky zivotniho cyklu,
ani u zbarveni nemtzeme s jistotou fici, zda ovliviiuje velikost genomu. Nemél jsem
bohuzel dostatek dat abych mohl ovlivnitelnost genomu prokazat.

Phasmatodea

Z tohoto tadu jsem ve své praci popsal velikost genomu u celkem 24 jedinci z
Sesti Celedi. Z téchto Sesti Celedi se na www.genomsize.com nachazi pouze dve, a
sice Celed” Phasmatidae a Heteronemiidae. Celkové je na tomto portalu popsana
velikost genomu pouze 11 jedinct, z ¢ehoz dva nebyli ani méfeni pomoci prutokové
cytometrie.

| v tomto fadu neexistuji popsané celed¢ ¢i jedinci, Které jsem méfil. Doposud
tedy nebyla popsana zadna velikost genomu druhu z celedi Aschiphasmatidae,
Diapheromeridae, Heteropterygidae, Phylliidae ¢i Pseudophasmatidae. Z celedi
Aschiphasmatidae jsem zjistil velikost genomu paru druhu Orthomeria kangi
benguet. U samce byla zjisténa velikost genomu 2C= 3,49 pg a u samice 2C= 5,29
pg. Vysledny signifikantni rozdil 1,8 pg poukazuje v mém méteni na vétsi velikost
genomu samic. Z celed¢ Diapheromeridae jsme zjistili velikost genomu
Andropromachus scutatus, ktera dosahuje az 2C= 12,88 pg.

U celed¢ Heteropterygidae jsme méli moznost porovnat samce a dvé samice,
které praktikuji rozlicné formy rozmnozovani. Jde o partenogenetické a pohlavni
rozmnozovani. Samice, ktera Se rozmnozovala partenogeneticky, méla velikost
genomu 2C = 7,08 pg, kdezto druhd samice méla velikost genomu o troSku mensi.
Byla u ni zjisténa velikost genomu 2C= 6,45 pg. Jde tedy sice o rozdil 0,63 pg, ale
pii vétsim mnozstvi samic by mohla velikost genomu poukazat na uréity trend u
partenogeneticky se mnozicich samic.

Z Celedi Phylliidae jsem zjistil velikost genomu u dvou lupenitek. Jednalo se o
druhy Phyllium giganteum s velikosti genomu 2C= 13,72 pg a Phyllium jacobsoni
s velikosti genomu 2C= 1,29 pg, coz byl mimochodem nejmensi genom ze vSech
méfenych jedinct. Rozdil mezi témito dvéma druhy je obrovsky a dosahuje 12,43 pg,
coz je pomalu stejna velikost, jakou dosahuje genom druhu Andropromachus
scutatus. Z ¢eled¢ Pseudophasmatidae jsem zjistil druhou nejvétsi velikost genomu u
mnou méfenych strasilek, a sice u druhu Pseudophasma subapterum. Tento druh ma
velikost genomu 2C = 18,88 pg.

Pfi bliz§im prozkoumani délky Zivota jedinci a naméfené velikosti genomu
jsem také zjistil zajimavou provazanost dat u 13 jedincu. Zda se, ze ¢im kratsi délka
Zivota, tim vétsi je velikost genomu a naopak. Bohuzel nemél jsem opét dostatek dat
abych, tuto hypotézu mohl potvrdit ¢i vyvratit. A proto i zde u tohoto fadu mizu jen
poukazat na mensi rozdily velikosti genomu u zbarveni ¢i velikosti a délce Zivota.
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Ve své praci se také zminuji o puvodu druhtt z obou tadd. Bohuzel kvili
méfeni druht, které pochazeji prevazné od chovatelt, jsem nebyl schopen dokazat
jakoukoliv souvislost. Dle mého skromného tsudku ma i lokalita ptivodu sviij podil
na velikosti genomu, a to hlavné kvili rozlicnym podminkam prostiedi, coz ve své
praci zminuje i Ellis et al. (2014).

9 Zavér

Ma bakalarska prace zahrnuje vyzkum jadra bunék u vybranych zastupct z fadu
Mantodea a Phasmatodea pomoci prutokové cytometrie. Tato metoda je prevazné
znama pro svoji rychlost a kvalitni pfesnost méteni.

Celkové byla pomoci prace zjisténa velikost genomu u 47 jedinci =z obou
zkoumanych fadt. Naméfené hodnoty velikosti genomu sahaly od 2C= 1,29 pg u
Phyllium jacobsoni z tadu Phasmatodea az po nejvétsi mnou naméieny genom 2C=
19,32 pg u druhu Lamponius guerini také z fadu Phasmatodea.

V praci jsem se také zamétoval na porovnani velikosti genomu s piihlédnutim na
odlisné ekologické vlastnosti a naroky zkoumanych skupin, a to at’ uz mezidruhové
¢1 mezi jednotlivymi celedémi.

Veskeré cile mé prace byly splnény, vysledky naznacuji mozné trendy ve vyvoji a

ovlivnéni velikosti genomu u téchto dvou skupin.

V ramci své diplomové prace bych se velmi rad vénoval rozsiteni databaze
namétfenych velikosti genomu s pfihlédnutim K vyzkumu druhovych ekologickych
vlastnosti. Velmi rad bych také rozsitil mnou métené fady o dalsi udaje a pokusil se
potvrdit mozné faktory ovliviiujici velikost genomu danych fadu.
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>nejvetsi)

Obrazek 21: Porovnani velikosti genomu mezi jednotlivymi ¢eledi fadu Mantodea.

Obrazek 22: Porovnani velikosti genomu vSech nami métenych jedincl z fadt Phasmatodea a
Mantodea.

Seznam tabulek

Tabulka 7: Tabulka zobrazuje naméfené hodny velikosti genomu u v§ech nimi zméfenych jedincti
z tadu Mantodea. Hodnoty genomu jsou uvadény v pg (1pg=978 Mbp).

Tabulka 2: Tabulka znazortiuje ekologické vlastnosti v§ech métenych jedinct rodu Mantodea.

Tabulka 8: Tabulka zobrazuje naméfené hodny velikosti genomu u viech nami zmétenych jedinct
z tadu Phasmatodea. Hodnoty genomu jsou uvadény v pg (1pg=978 Mbp).

Tabulka 9: Prvni ¢ast ekologickych vlastnosti vech méfenych jedinci rodu Phasmatodea.
Tabulka 10 : Druha ¢ast ekologickych vlastnosti v§ech métenych jedinct rodu Phasmatodea.

Tabulka 11: Tabulka znazoriiuje namétené hodnoty velikosti genomu v8ech nami méfenych druht
z fadt Mantodea a Phasmatodea.

52



11 P¥ilohy

Df Sum.sq Mean.5q F-value Pr{>F)
Druh 16 90.23 5.639 X.B89 0.00371**
Residuals 2 03.X1 5.518

Priloha ¢&. 1: V tabulce vidime vysledky Anova testu z programu RStudio (verze 3.6.1) pro celkovy
fad Mantodea.

Df Sum.sq Mean.5q F-value Pr(>F)
Celed& 3 38.71 12.904 4.488 0.0153*
Residuals 3 54.63 2.875

Ptiloha ¢. 2: V tabulce vidime vysledky Anova testu z programu RStudio (verze 3.6.1) pro vSechny
¢eledé fadu Mantodea.

Df Sum.sq Mean.5q F-value Pr(>F)
Druh 18 596.5 3314 4339 0.000276%%*
Residuals 5 3.8 0.76

Piiloha ¢. 3: V tabulce vidime vysledky Anova testu z programu RStudio (verze 3.6.1) pro vSechny
celkovy tad Phasmatodea.

Df Sum.sq Mean.5q F-value Pr{>F)
Druh 9 292.06 3245 75.01 0.0132*
Residuals 2 0.87 0.43

Piiloha ¢. 4 V tabulce vidime vysledky Anova testu z programu RStudio (verze 3.6.1) pro ¢eled’ fadu
Phasmatodea.

Piiloha ¢. 5: Potiebné nastroje pro ptipravu vzorka (foto autor, 2020)
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Piiloha ¢. 6: Izolovana suspenze jader (foto autor, 2020)

—

Ptiloha ¢. 7: Detailni pohled na pritokovy cytometr (foto autor, 2020).
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