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Abstrakt

Velikost genomu neboli obsah DNA v gametickych buiikach organismi je vyjadfovana
pomoci C-hodnoty udavajici pocet pari nukleovych bazi v jednotkach Mpb nebo
hmotnost DNA v jednotkach pg. Jednoduchou metodou vyuzivanou mimo jiné
pro zjisténi velikosti genomu je priitokova cytometrie, kterd se v poslednich letech t&si
veliké oblibé zejména mezi botaniky. Studium hmyzu je v tomto sméru upozadéno
s ohledem na pocet popsanych druht ¢itajici vice nez jeden milion ve srovnani s poctem
druhd, jejichz velikost genomu je zndma u pouhych stovek z nich. Tato diplomové prace
si proto klade za cil rozsifit dataset o velikosti genomu zastupcii skupiny Polyneoptera,
porovnat zjiSténé udaje v ramci jednotlivych f4da a pomoci tak pochopit vazby velikosti

genomu na evoluci a ekologii hmyzu.

Tato prace poskytuje informace o velikosti genomu osmdesati druhti hmyzu skupiny
Polyneoptera. Vysledky ukéazaly na doposud nejvétsi zméteny genom u hmyzu — sarance
Dictyophorus griseus (149,33 pg), jehoz velikost genomu nékolikanasobné prevysuje

doposud publikované vysledky.

Klicova slova: pritokova cytometrie, velikost genomu, C-hodnota, Polyneoptera



Abstract

The size of the genome, in other words the content of DNA in the gametic cells
of organisms, is expressed using the C-value indicating the number of nuclear base pairs
in units of Mpb or the mass of DNA in units of pg. A simple method used, among other
things, to determine the size of the genome is flow cytometry, which in recent years
has been very popular, especially among botanists. The study of insects is lagging behind
in regard to the number of described species of insect numbering more than one million
in comparison to the number of species whose genome size is known (only a few hundred
of them). This diploma thesis therefore aims to expand the dataset on the size of the
genomes of representatives of the Polyneoptera group, to compare the data found within
individual orders and to help understand the links of genome size to the evolution

and ecology of insects.

This work provides genome size information for eighty species of insects of the
Polyneoptera group. The results showed the largest insect genome measured so far - the
locust Dictyophorus griseus (149.33 pg), whose genome size exceeds the previously

published results by several times.

Key words: flow cytometry, genome size, c-value, Polyneoptera
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1 Uvod
1.1 Velikost genomu

Velikosti genomu rozumime veskerou genetickou informaci, resp. DNA, jez obsahuji
gametické buiky studovaného organismu, a to v nereplikované podobé. Termin
»genome* byl poprvé pouzit Hansem Winklerem roku 1920 jako kombinace slov ,,gene
a ,chromosome“. Hodnotu obsahu jaderné DNA je mozno vyjadfit pomoci
tzv. C-hodnoty, jinak téz C-value (Swift, 1950). C-hodnota je pouzivana pro vyjadieni
velikosti genomu haploidnich bun¢k. Setkat se vSak mizeme bézné také s 2C-hodnotou,
jez vyjadifuje obsah DNA v somatické buiice eukaryotického organismu a je rovna
dvojnéasobku C-hodnoty. Tato hodnota je udavana v pikogramech (pg), kdy vyjadiuje
hmotnost DNA, nebo jako pocet pari nukleovych bazi, resp. megapari bazi (Mpb),
kdy vyjadiuje délku sekvence. Vztah mezi udavanymi jednotkami je vyjadien rovnici

1 pg =978 Mpb (Dolezel et al., 2003).

Zajimavym fenoménem, jez se sestava z mnoha dil¢ich otazek, na néz nebylo doposud
uspokojivé odpovézeno, je tzv. C-value paradox (Thomas, 1971, Gregory, 2001), pozd¢ji
téz C-value enigma (Gregory, 2001, Dolezel et al., 2010). Tento jev spo¢iva v tom,
ze mnozstvi DNA obsaZzené v haploidnim genomu neodpovidd komplexité¢ daného
organismu (Thomas, 1971, Pagel et at., 1992). Ptikladem muze poslouzit clovék
a jeho 2C-hodnota 6,5 pg (Dolezel et al., 2003) ve srovnani dostupnymi tidaji o nékterych
zastupcich skupiny Orthoptera, kde 2C-hodnota dosahuje vice neZz pétinasobku,
a sice jmenovat muzeme druhy Stauroderus  scalaris s 2C-hodnotou
32,68 pg nebo Podisma pedestris s 2C-hodnotou 33,86 pg (Gregory, 2022). Jaderna
DNA obsahuje rozlicné mnozstvi repetitivnich a nekodujicich sekvenci s notnou
variabilitou mezi jednotlivymi organismy, coz mize byt jednim z diivodl takto vyrazné
odliSnych C-hodnot. Otazkou vSak naddle zlstava, pro¢ buiiky nékterych organismi
obsahuji vétsi mnozstvi nekodujici DNA a jaky ma jeji pfitomnost vliv na dany
organismus (Gregory, 2001). SouCasné poznani rovnéz ukazuje existenci pozitivni
korelace mezi velikosti buiiky a velikosti genomu, jak n¢kteti autofi demonstruji ve svych
vyzkumech — at’ uz na ¢lenovcich ¢i jinych bezobratlych (Gregory et al., 2000),
obratlovcich (Gregory, 2001), cloveku (Gillooly et al., 2015) nebo rostlinach (Beaulieu
et al., 2008).
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Dle Tafta (2007) je zfejmé nejvyznamnéj$i proménnou pii stanovovani C-hodnoty
polyploidie, ktera byva Castym diivodem zvétSeni genomu. Buiiky polyploidnich jedinct,
oproti buitkkdm diploidnich ptibuznych, které¢ nesou dvé chromozomové sady, obsahuji
jednotky az desitky kopii téhoz chromozomu. Proces polyploidizace
byl klicovy zejména v evoluci rostlin (Wendel, 2000, Suda, 2007). Ackoliv
je polyploidie doménou rostlin, svou roli sehrala v evoluci také u obratlovci (Gregory,
2005). Zridka nalezneme polyploidy mezi savci (Svartman, 2005), pomérné cCasta
je pak u obojzivelnikt (Gregory, 2005) ¢i ryb (Begak & Kobashi, 2004). Polyploidni
jedince nachazime rovnéz mezi korysi ¢i hmyzem (Lokki & Saura, 1980, Otto & Whitton,
2000). Znalost polyploidie miize pomoci objasnit taxonomickou ptislusnost (Suda, 2007),
avsak po polyploidiza¢ni udalosti obvykle nasledn¢ dochazi k redukcei a ztraté nékterych
geni (Wendel, 2000). Tato zpétnd redukce muze situaci zkomplikovat zejména

u paleopolyploidi, jejichz genomy plisobi jako diploidni (Wolfe, 2001).

Soucasné poznani ukazuje obrovské rozdily ve velikostech genomil nejen napfic
jednotlivymi skupinami hmyzu, ale vysokou variabilitu vykazuji i vysledky mezi druhy
v rdmci jedné linie ¢i dokonce mezi pohlavimi nebo Zivotnimi stadii jednoho druhu.
Pro ilustraci lze uvést napiiklad velikost genomu nékterych druht v rdmci skupin
v Animal Genome Size Database pohybuji vrozmezi 0,14 az 0,20 pg, nejveétsi
pak do hodnoty 2,76 pg. Naopak nejvétsi dosud namétenou hmyzi 2C-hodnotou
32,68 pg uvedenou v databdzi se pysSni sarance modronohd (Podisma perestris),
nositelem nejnizs$i hodnoty v rdmci skupiny Orthoptera 3,42 pg je pak cvréivec snézny
(Oecanthus niveus). Pomyslny rekordman byl nedavno pifekonédn nové publikovanou
studii, ve které byl nameéfen nejvétsi hmyzi genom o velikosti 2C-hodnoty 43,92 pg
u druhu Bryodemella tuberculatum (Hawlitschek et al., 2023). Dosavadni vysledky
v ramci pilotni studie v laboratofi prutokové cytometrie na Prirodovédecké fakulté

Univerzity Karlovy vSak ukazuji, Ze rozdily jsou mnohem vétsi.

V pocatcich vyzkumu velikosti genomu byla aplikovana naptiklad fluorometricka
analyza (Hinegardner, 1971) ¢i principy reasociacni kinetiky (Palmer, 1994), postupem
Casu zacCala pfevazovat zejména denzitometrie. Mezi dal$i metody stanoveni velikosti
genomu patii naptiklad kvantitativni polymerdzova ftetézova reakce neboli qPCR
(Gregory et al., 2013), mikrospektrofotometrie (Sessions, & Larson, 1987, Jimenez
et al.,, 2010) Principem denzitometrického méfeni velikosti genomu je roztér tkané
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studovaného organismu na sklicko a za pomoci Feulgenovy reakce je vzorek ptipravovan
k mikroskopické analyze. Feulgenovo barveni zahrnuje fixaci vzorku, jeho hydrolyzaci
kyselinou chlorovodikovou a barveni Schiffovym c¢inidlem. Nésledné je stanovena
a porovnana optickd hustota jader vzorku s optickou hustotou jader standardu, u n¢hoz
je velikost genomu znama (Hardie et al., 2002). Ve srovnani s prutokovou cytometrii
je denzitometrické métfeni povazovano za postup nachylnéjsi k vzniku chyb, a to kvili
vétSimu mnozstvi kritickych okamzikti pfi pifipravé vzorki (Dolezel et al., 2007,
Greilhuber, 2008). Podrobné;jsi popis principu pritokové cytometrie, jeji benefity a tiskali

a vyuziti v praxi ¢i vyzkumu nésleduje v dalsi Casti kapitoly.
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1.2 Prutokova cytometrie

Veliké oblibé se téSi v souCasnosti zejména mezi botaniky jiz zminovana pratokova
cytometrie (anglicky flow cytometry ¢i FCM), jez je vyuzivana hojné pro svou
metodickou nendro¢nost, rychlost ziskani vysledk a mimo jiné také z divodu nepfili§
vysokych nakladl na jednu analyzu (Kron et al., 2007). Tato metoda umoznuje separovat
jednotlivé castice jako jadra bungk, buiiky ¢i chromozomy a nasledné analyzovat jejich
vlastnosti, respektive jsou zaznamenavany optické vlastnosti téchto Castic, nejcastéji
fluorescence (Suda, 2005, Adan et al., 2017). Princip méfeni velikosti genomu za vyuziti
pratokové cytometrie je snadny a spo¢ivd v homogenizaci studovaného vzorku
s vhodnym nejCastéji internim standardem, navazani specifického fluorescenéniho
barviva na DNA vzniklého homogenatu, respektive analyzovanych ¢éstic. Obarvené
castice se diky takzvané hydrodynamické fokusaci v pritokové komurce cytometru
pohybuji  jedna za  druhou vuzkém svazku (Suda, 2005, Dolezel
et al., 2007). Castice jsou do komirky pfivadény kapilarou, kterou sou¢asné protéka
unaseci kapalina (destilovand voda ¢i slaby solny roztok). Diky tomu, Ze unaseci kapalina
je do kapilary vpousténa pod vyssim tlakem nez suspenze analyzovanych ¢éstic, proud
Castic je timto zptusobem drzen ve stfedu toku a z komulrky odchéazi jedna za druhou

az ke zdroji excita¢niho zafeni, kterym jsou tyto ¢astice ozafeny.

Typickym zdrojem zafeni jsou lasery, dnes jiZ méné Casto vysokotlaké rtutové vybojky
nebo kombinace laseri a vybojek v podobé diod (Suda, 2005, Wilkerson, 2012).
Fluorescencni barvivo pii volbé svétla o vhodné vinové délce excituje, to znamena,
ze elektrony ptejdou na vyssi energetickou hladinu. Vzhledem k nestabilité excitovaného
stavu  dochdzi nasledné¢ k pfechodu zpét do stavu pivodniho. Ptechod
do plvodniho stavu zplsobuje uvolnéni svételné (fluorescencni) a tepelné energie.
Po tomto procesu ¢astice vyzatuji svétlo o jin€ vinové délce nez zateni, jimz byly ozéateny,
a to diky uvolnéni tepelné energie (Suda, 2005). Za wuziti vhodnych filtr
a zrcadel jsou rozptyl svétla a emitovana fluorescence jsou cytometrem zaznamenavany
a nasledné pienaSeny do grafické podoby (Wilkerson, 2012, Adan et al., 2017,

viz Obrazek €. 1 — schéma pritokového cytometru).
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Vyhodou laserovych zdroji excitatniho zéafeni je monochromati¢nost vyzarfovaného

svétla. V tomto piipadé pak odpada nutnost uziti filtrii. Naopak levnéjsi a méné vykonné

rtutové vybojky vyzaduji pouziti optickych filtrli a mezi jejich nevyhody patii rovnéz

kratsi zivotnost (Suda, 2005).

VZOREK 300 0 o

-
=

SOUSTAVA
> FRCADEL —ie
) \ OTONASOBICE
| \
ZDROT DETEKTOR
EXCITACNIHO . N2 y BotwiHo _
SVETLA - ROZETYLU DETERTOR L
E-‘rf-ﬂ.l = DRIWMEHO —*= POCITAC
ROZPTYLU
SVETLA

Obrazek ¢. 1 — schéma prutokového cytometru. Pievzato z Brown & Wittwer, 2000

a upraveno.
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1.2.1 Piiprava vzorku

V idedlnim ptipad¢ by hmyzi vzorky mély byt pouzivany Cerstvé (Dolezel & Bartos,
2005). V opaéném piipadé muize dojit k rozpadu tkéni a degradace DNA. Takovy vzorek
pak nelze pro cytometrickou analyzu pouzit. Problematickd vSak mize byt faze
transportu materialu do laboratote, pokud se jedna o material ziskany terénnim sbérem.
V terénu muize byt Casto slozitym az nemoznym ukolem dopravit material v zivém stavu,
zvlasté pokud dani jedinci jsou kratkovéci €i naro¢ni na podminky prostfedi. Z tohoto
divodu je v nékterych ptipadech na misté materidl fixovat (Gregory, 2005). Material 1ze
pouzit také mrazeny, ovSem nezbytnad je pak pfiprava vzorku na ledu (Hanrahan &
Johnston, 2011, Sadilek et al., 2019). V minulosti byl vzorek a standard ptipravovany
a méfeny zvlast. Vzhledem k mozné chybovosti v disledku pfistrojové odchylky
¢i odlisné barvitelnosti vzorku a standardu neni tento zplsob piiliS vhodny
a pouzivany jsou nyni vyhradné standardy interni (Suda, 2005, Dolezel et al., 2007).
Vzorek a standard jsou tak homogenizovany, barveny 1 méfeny soucasn¢ (Dolezel

& Greilhuber, 2010).

1.2.2 Standardy

Vhodny standard by mél spliiovat nékolik kritérii. Mezi stézejni kritéria patii zejména
znalost velikosti genomu (DoleZel & Greilhuber, 2010) a jeho stabilita, dostupnost
standardu, nenaro¢nost na péstovani ¢i chov, snadnd manipulace s danym jedincem.
Standard by mél rovnéz spliiovat predpoklady pro pouziti s konkrétnim vzorkem.
Zakladnim ptedpokladem pro uspéSné provedené meéfeni s dobfe analyzovatelnym
a spolehlivym vysledkem je podobna velikost genomt standardu a vzorku (Johnston

et al, 1999, Roux et al., 2003).

Vyrazné nebo naopak velmi nepatrné rozdily mezi velikostmi genomt standardu
a v dusledku toho nemoZnost analyzu vyhodnotit. Je tak nezbytné disponovat n€kolika
co do velikosti genomi rozliSnymi standardy pro pokryti co nejSirsi Skaly moZnych
vysledkt. V dosavadnim vyzkumu bylo vyzkouSeno mnoho variant standard
od lidskych lymfocyti (Jakobsen, 1983) ¢i kufecich erytrocyt (Vindelov et al., 1983,
Brown et al., 2005, Chen et al., 2015) ptes standardy rostlinné (Temsch et al., 2022)
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¢i ziskané z rozliénych druha obratlovel jako jsou napiiklad ryby ¢i mysi (Jakobsen,
1983, Tiersch et al., 1989, Dallas et al., 1998, Hanrahan et al., 2011, Hubalek et al., 2021,
Yuetal., 2021) nebo z bezobratlych (Hanrahan et al., 2011, Guo et al., 2015, Pflug et al.,
2020).

Tabulky €. 1 a €. 2 nize obsahuji soupis vybranych rostlinnych a zivoci¢nych standardt
véetné jejich 2C-hodnot (Jakobsen, 1983, Pellicer et al., 2019, Gregory, 2022, Pflug
et al., 2020, Temsch et al., 2022).

Tabulka €. 1 —rostlinné standardy a jejich 2C-hodnoty

cesky nazev latinsky nazev 2C-hodnota (pg)
husenicek rolni Arabidopsis thaliana 0,32
sporys 1ékatsky Verbena officinalis 0,68
ryze seta Oryza sativa 0,80
ostfice ostra Carex acutiformis 0,82
fedkev seta Raphannis sativus 1,10
lilek rajce Solanum lycopersicum 1,12
sOja lustinata Glycine max 2,26
lilek visiiovy Solanum pseudocapsicum 2,60
petunie zahradni Petunia hybrida 2,85
sedmikraska obecna Bellis perennis 3,38
petrzel zahradni Petroselinum crispum 4,46
kukufice setd Zea mays 5,40
hréch sety Pisum sativum 9,09
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jecmen sety Hordeum vulgare 10,43
agéave obecna Agave americana 15,90
7ito seté Secale cereale 16,19
zelenec chocholaty Chlorophytum comosum 24,14
bob obecny Vicia faba 26,90
cibule kuchynska Allium cepa 34,89
bélokvét bélokvety Haemanthus albiflos 59,14
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Tabulka €. 2 — zivoci$né, respektive nerostlinné standardy a jejich 2C-hodnoty

cesky nazev

latinsky nazev

2C-hodnota (pg)

had’atko obecné Caenorhabditis elegans 0,20
octomilka obecna Drosophila melanogaster 0,36
v¢ela medonosna Apis mellifera 0,48

- Drosophila virilis 0,68
¢tverzubec skvrnity Tetraodon fluviatilis 0,82
potemnik moucny Tenebrio molitor 1,04
lin obecny Tinca tinca 2,04

kur domaci Gallus domesticus 2,56
jeseter maly Acipenser ruthenus 3,72
pstruh duhovy Oncorhynchus mykiss 5,38
Svab americky Periplaneta americana 5,44
myS domaci Mus musculus 6,04
¢loveék moudry Homo sapiens 6,50
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1.2.3 Animal Genome Size Database

Ve vetejné dostupné databazi Animal Genome Size Database nalezneme celkem 6222
zaznamu, 3793 zaznamu reprezentuje obratlovece, 2429 zaznamil pak nalezi bezobratlym
Zivodichtim. Sestinohé (Hexapoda) reprezentuje celkem 1345 zidznami, hmyz sensu
stricto (Insecta), tedy bez uvazeni blizce ptibuznych skupin vidli¢natek (Diplura),
hmyzenek (Protura) a chvostoskokti (Colembolla), zaujima pouhych 1344 zidznamd.
Vybereme-li z celkového poctu zdznamil pouze ty, jez byly ziskany za vyuziti priutokové
cytometrie, dostaneme se pro skupinu Hexapoda k hodnoté 688 zdznamt. Naproti tomu
skupina Viridiplantae zaujima v ramci Plant DNA C-value Database zaznamt celkem
12273. S ptihlédnutim ke skutecnosti, ze nc¢které ze zdznamii v Animal Genome Size
Database jsou duplicitni a nejednd se tak o pocet zmétenych druhti, skuteény pocet
jednotlivych druhtt v této databazi je tak o néco nizs§i. V soucasnosti
je popsan zhruba jeden milion druhtt hmyzu (Stork, 2018, Banki et al., 2023),

coz ptinasi ohromny potencial pro dalsi vyzkum prave v této oblasti.

1.2.4 Vyuziti pritokové cytometrie

Krom¢ meéfeni absolutni a relativni velikosti genomu nachazi prutokova cytometrie
uplatnéni ve studiu pomérné Casto se vyskytujici ploidie u rostlin (Brandizzi & Grilli
Caiola 1998), detekce pohlavi (Aron et al., 2003) dale pak ve studiu poméru part
nukleovych bazi (Dolezel et al., 2007) nebo pii imunologickych analyzach (McKinnon,
2018, Tian et al., 2022) ¢i v klinické praxi (Barlogie et al, 1983, Kron et al, 2007).
I ptes dostupnost a jednoduchost této metody vSak vyrazné prevySuje jeji vyuziti pro
zjiStovani velikosti genomu v botanickych badanich nad zoologickymi. Zejména studium
hmyzu je upozadéno, coZ naznacuje i mnozstvi zaznamu o velikostech genomu v Animal
Genome Size v porovnani s ostatnimi zivo¢iSnymi druhy a vzhledem k celkovému poctu

dosud popsanych druhd, jak jiz bylo zminéno vyse.

Pritokova cytometrie byla poprvé vyuzita pro identifikaci a charakteristiku rakovinnych
bun¢k (Barlogie et al., 1983, Kron et al., 2007). V poslednich tficeti letech
je stale Castéji vyuzivana v evoluc¢nich a ekologickych studiich (Hawlitschek et al., 2023),
rovnéZ zodpovida otazky taxonomické a téSi se oblibé také v ramci studii populacni
biologie (Kron et al., 2007). Pro vymezeni jednotlivych taxontli jsou pouZivana kritéria

jako napftiklad pocet chromozomil a jejich morfologie, nebo praveé obsah jaderné DNA
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(Stace, 2000). Diky pratokové cytometrii tak lze odhalit piibuzenské vztahy v ramci
kryptickych taxonti (MacCulloch et al., 1996, Kron et al., 2007).

Ackoliv studium ploidie u rostlin je pomérné Casté (Brandizzi & Grilli Caiola 1998, Kron
et al., 2007), v ptipad¢ zivocCichii tomu tak neni. Divodem je relativné vzacny vyskyt
ploidie ve srovnani s rostlinami a také byvaji preferovany jiné metody vyzkumu tohoto
jevu — molekularni ¢i fenotypové (Kron et al., 2007). Prikladem Ize uvést vyzkum
Matthiase Stocka a kolektivu (2002) zabyvajici se komplexem Bufo viridis. Diploidni
¢i tetraploidni jedinci nejsou u bezocasych obojzivelniki ¢i plazi prekvapenim (Bickham
et al., 1993, Green & Sessions, 2012), triploidie vSak neni zcela obvykla (Stock et al.,
2002). Bisexudlni rozmnozovani triploidnich jedincii bylo povazovano za nemozné
z diivodu problematické distribuce tiech chromozomovych sad v rdmci meidzy. Vyse
zminéna studie demonstruje existenci nc€kolika geograficky izolovanych triploidnich
populaci téchto zab, jejichz rozmnozovéani neni vazané na partenogenezi, gynogenezi
¢i hybridogenezi a probiha pfirozené bisexualné (Stock et al., 2002). Tato studie tak

ptispéla k popisu nove objeveného taxonu.

V otazkach taxonomie pfispivd prutokova cytometrie u homoploidnich skupin také
za pomoci stanoveni velikosti genomu ¢i poméru AT a CG nukleovych bézi (Stock
et al., 2002, Vizintin et al., 2006). Rozdily ve velikostech genomil byly pozorovany
u rostlin i zivo¢ichi mezi jednotlivymi druhy (Boulesteix et al., 2006), ale také
vnitrodruhové (Litvinchuk et al., 2005). Opomenout nelze ani detekci pohlavi
za pomoci prutokové cytometrie, kde je opét vétSinoveé vyuZivana v piipadé rostlinného
materialu (Dolezel & Gohde, 1995). V ptipad¢ zivocicht je detekce pohlavi soustfedéna
zejména na studie tykajici se ptakl ¢i hmyzu (Canon et al., 2000, Aron et al., 2003, Aron
et al., 2004). Na rozdily ve velikostech genomi mezi pohlavimi recentné poukazuji studie

také u hmyzu (Sadilek et al., 2019a, Sadilek et al., 2019b, Hawlitschek et al., 2023).

Pritokova cytometrie je také vyuzivana pifi monitoringu populaci a jejich identifikaci
(Kron et al., 2007), a to zejména ve vodnim prostiedi. Studovany byly naptiklad populace
mikroorganismii — fytoplanktonu ¢i bakterii (Davey & Kell, 1996, Dubelaar
et al., 2007, Miiller & Nebe-von-Caron, 2010). Své vyuZiti naléza pratokova cytometrie

také pfi studiu interakci mezi rostlinami a hmyzem (Thompson et al., 1997).
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1.3 Polyneoptera

Zajmovou skupinou této diplomové prace je polyneopterni hmyz. Polyneoptera jsou
fazeni v ramci kiidlat¢ého hmyzu do skupiny Neoptera. Cela skupina Neoptera zahrnuje
celkem dvacet pét fadh, pro které jsou typickymi znaky ovipositor tvofen tfemi pary
valvul a specifické uspofadani axilarnich skleriti na bazi kiidel (Snodgrass, 1935,
Kukalova-Peck, 1978). Toto schéma artikulace kiidel pomoci proximalné ulozené teguly,
anteriorn¢ ulozené humeralni desticky a tiech axilarnich skleriti umozituje neopternimu
hmyzu slozit kiidla plose na zadecek (Kukalova-Peck, 1978, Kristensen, 1981,
Willkommen, & Hornschemeyer, 2007). Schéma na Obrazku ¢. 2 nize zobrazuje

artikulaci kiidel skupiny Neoptera.

Dalsim typickym znakem skupiny Neoptera jsou nepiimé letové svaly, které jsou
pfipojeny dorsoventralné na sténu hrudni kostry. Béhem letu dochazi stahy svali
ke zméné tvaru hrudi, diky ¢emuz je pohyb pienesen na kiidlo. Tento mechanismus
umoznuje velice efektivni let s vysokou frekvenci pohybu kiidel (Willkommen

& Hornschemeyer, 2007).

Obrazek ¢. 2 — schéma artikulace kiidel skupiny Neoptera. Pfevzato z Willkommen

& Hornschemeyer, 2007 a upraveno.
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Skupina Neoptera je délena na skupiny Paraneoptera (neboli Acercaria), Oligoneoptera
(neboli Endopterygota ¢i Holometabola) a Polyneoptera. Monofyletickd skupina
Polyneoptera zahrnuje zhruba ctyficet tisic druhl v rdmci deseti tradicnich fadt (Beutel
et al., 2013, Wipfler et al., 2019). Zakladni charakteristikou sedmi z nich, kterymi se tato
diplomova prace zaobira, budou vénovany nasledujici tadky. Vzajemné vztahy

jednotlivych tada jsou zobrazeny na Obrazku €. 3 nize.

Skupina Polyneoptera zahrnuje hmyz s rozmanitymi zpusoby zivota, s ¢imz se poji
odlisnosti morfologie téla nebo potravnich preferenci a strategii. Mezi polyneopterni
hmyz patii bylozravé a vSezravé druhy, rovnéz pak dravce. Riiznorodost této skupiny
lze demonstrovat na ptikladu straSilek ¢i kudlanek, které napodobuji mnohdy velmi
vérohodné casti rostlin nebo na piikladu §vabl, pro néz je typické dorsoventralné
zplostélé télo Casto s nendpadnym zbarvenim. Zcela odlisny vzhled nalézdme v rdmci
skupiny Orthoptera — at’ uz skédkavé koncetiny zadniho paru kobylek a saran¢i nebo
modifikovany prvni par koncetin krtonozek ptizptsobeny k zivotu pod zemi a hrabani
chodeb v substrat (Wipfler, et al., 2019). Naopak spole€nymi znaky zastupct skupiny
Polyneoptera jsou kousaci ustni ustroji s absenci modifikace, koZovity prvni par kiidel
(tegminy), dlouhé segmentované cerky i péti¢lankové tarsy (Beutel et al., 2013, Wipfler
etal., 2019).
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Obrazek ¢. 3 — kladogram ptibuzenskych vztahii v ramci skupiny Polyneoptera Pievzato
z Gullan, P. J., & Cranston, P. S. (2014). The insects: an outline of entomology. John

Wiley & Sons.
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1.3.1 Skvofi (Dermaptera)

ey

Tato piivodné tropickd skupina zijici v rozli¢nych S§térbinach, detritu ¢i pod kameny
s hlavni aktivitou béhem noci je typicka zplo§télym podlouhlym télem. Skvofi patii mezi
dobré letce, jez jsou atrahovani svétlem. Na konci abdomenu jsou piitomny
jednoclankové cerky slouzici k chytani kofisti, obran¢ a utoku, obcas pro pomoc
se sklddanim druhého paru kiidel (Rasplus & Roques, 2010). Ackoliv postaveni Skvort
ve vztahu k ostatnim skupinam hmyzu je pomérné kontroverzni téma (Jarvis et al., 2005,
Beutel et al., 2013, Wipfler et al., 2019 zfejm¢ nejpiibuznéjsSim fadem jsou drobnélky
(Zoraptera) (Jarvis et al., 2005) a oba tyto fady byly povazovany za sesterské
s postvatkami (Plecoptera) (Flook & Rowell, 1998). Recentnéji je uvazovano postaveni
drobnélek (Zoraptera) a Skvorti (Dermaptera) jako sesterské k ostatnim Polyneoptera
vyjma posSvatek (Plecoptera), které jsou pravdépodobné sesterskou skupinou vsech

polyneopternich taxont (Wipfler et al., 2019).

Znamo je pres 2000 druhd (Beutel et al., 2013), v Ceské republice Zije celkem sedm
puvodnich a dva nepivodni druhy v celkem Sesti rodech (Kocarek et al., 1999, Kocarek
et al,, 2022): Skvor obecny (Forficula auricularia), Skvor bezkiidly (Chelidurella
acanthopygia), Skvor maly (Labidura minor), Skvor poloktidly (Apterygida albipennis),
nepuvodni Skvor jizni (Euborellia annulipes), Skvor dvojskvrnny (Anechura bipunctata),
Skvor velky (Labidura riparia). Posledni dva druhy z vy¢tu jsou v soucasnosti vedeny
na Cerveném seznamu ohrozenych druhti Ceské republiky. V nedavné dob& byla
v Dablickém haji v Praze objevena populace Forficula smyrnensis (Ko¢arek et al., 2022).
Jedna se o druh puvodné zijici ve vychodnim Stiedomofi. V poslednich letech byly
hlaSeny nalezy tohoto druhu z Rakouska, Itdlie ¢i Ruska z oblasti hustého osidleni,
z ¢ehoz autofi usuzuji, Ze se jedna o vysledek pasivniho Sifeni diky lidské Cinnosti

(Kocarek et al., 2022).
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5.0 mm

Obrazek ¢. 4 — Forficula smyrnensis, samec (A), samice (B) Pievzato z Kocarek, P.,
& Dolezal, A. (2022). Forficula smyrnensis Audinet-Serville, 1838 found in the Czech

Republic: the inconspicuous spread of a conspicuous alien earwig. Biolnvasions Records,

11(3), 642-651.
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1.3.2 Orthopteroidni komplex (,,Orthopteroidea*)

Pojem ,,Orthopteroidea® je v této praci pouzit pro zjednoduseni z divodu spole¢nych
charakteristik nasledujicich tada: snovatky (Embioptera), straSilky (Phasmatodea),
strasilkovce (Mantophasmatodea), cvrCkovece (Grylloblattodea), kudlanky (Mantodea),
Svabi (Blattodea) a zfejmé bazalni skupinu rovnokiidlych (Orthoptera). ,,Orthopteroida‘“
vsak neni monofyletickou skupinou. Vzijemné vztahy jednotlivych fadl nejsou zcela
vyjasnény, nicméné¢ jejich spoleénymi znaky jsou nédpadné velky analni lalok, specificka
zékladni stavba ovipositoru a molekuldrni znaky (Flook & Rowell, 1998). Co do poctu
popsanych druhti jsou nejmensimi fady v ramci této skupiny cvrckovci (Grylloblattodea)
a straSilkovci (Mantophasmatodea). Na zakladé¢ morfologickych podobnosti
se predpokladalo, Ze skupina Grylloblattodea popsand na pocatku minulého stoleti
(Walker, 1914) je tzce piibuznd se skupinami Blattodea a Grylloidea (Wipfler
et al., 2011). Fylogenetické vztahy Grylloblattodea vii¢i ostatnim skupinam byly dlouho
nejasné az do roku 2002, kdy doslo k popisu Mantophasmatodea (Klass et al., 2002).
Narozdil od Manthophasmatodea, jejichz prvni objevené druhy pochazi ze subtropickych
a tropickych oblasti Afriky (Klass et al., 2002), Ziji Gryloblattodea v chladné&jSich
oblastech severni polokoule (Kamp, 1973). V soucasnosti jsou tyto dvé skupiny
jednoznaéné povazovany za monofylum a spolecné nazyvany jako Xenonomia (Terry &

Whiting, 2005, Kjer et al., 2006).

1.3.2.1 Snovatky (Embioptera)

Tito drobni Zivocichové se vyskytuji predevsim v tropickych a subtropickych oblastech,
v Evropé jejich vyskyt neni pfili§ Casty. Popsano je nyni asi 400 druht, pficemZ jejich
pocet je odhadovan azZ na pétinasobek (Szumik et al., 2008). Samice jsou vzdy apterni,
zatimco samci mohou byt jak apterni, tak okiidleni. Zivot snovatek se odehrava
pod kameny, ptidnim opadem ¢i kiirou stromii, kde jsou diky tarsadlnim zZlazam vytvareny
hedvéabné chodby slouzici k tkrytu pied predatory ¢i pro ischovu potravy. Molekularni
studie ukazaly, Ze nejbliz§imi pfibuznymi snovatek jsou ziejm¢ Phasmatodea (Flook &

Rowell, 1998, Miller et al, 2012).
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1.3.2.2 StraSilky (Phasmatodea)

ey

Obvykle krypticky zijici strasilky dokdzi svym télem vérn¢ napodobit casti rostlin,
zejména listy ¢i Uzké vétvicky. Byt takika neviditelnymi je pro straSilky klicovym
aspektem pro preziti, jelikoz vétSina z nich je apterni a oktidleni jedinci nejsou dobrymi
letci. Schopnost maskovat se je tak ochranou proti predaci. Tito fytofagové zijici
v tropech ¢i subtropech jsou velikosti svych t¢él rekordmany (Bradler & Buckley, 2018).
Délka téla nekterych druhii dosahuje vcetné tykadel az ptes 50 cm (Bresseel
& Constant, 2014). Popsano je v soucasnosti pies 3000 druhii (Bradler & Buckley, 2018).
Bohuzel v soucasnosti autoii nachdzi ve slozité taxonomii strasilek jedinou shodu,
a to ze navrzeny fylogeneticky strom dle Giinthera (1953), ve kterém byly Phasmatodea
klasifikovani do jednotlivych celedi a podceledi, odmitaji (Bradler & Buckley, 2018).
V poslednich letech probéhlo nékolik studii, které se taxonomii Phasmatodea zabyvaly,
nicméné ziskana molekuldrni data se ptekryvaji jen z €asti a otazka vzajemnych vztahii
jednotlivych skupin strasilek tak nadale zistdva nezodpovézena (Tomita et al., 2011,

Goldberg et al., 2015, Bradler & Buckley, 2018, Bank et al., 2021).

1.3.2.3 Rovnokridli (Orthoptera)

Monofyleticka skupina Orthoptera tvofena dvéma sesterskymi podiady sarance
(Caelifera) a kobylky (Ensifera) zahrnuje vice nez 20 000 druhti (Flook & Rowell, 1998,
Fenn et al., 2008). Monofylie Orthoptera je podpofena jak morfologickymi,
tak molekularnimi daty (Jost & Shaw, 2006, Fann et al, 2008, Zhang et al., 2013). Rovnéz
Caelifera jsou v soucasnosti akceptovani jako monofylum (Fenn et al., 2008, Sheffield
etal., 2010, Zhang et al., 2013), ackoliv tomu tak v minulosti nebylo a panovala nejasnost
v postaveni pacvrckil (Tridactyloidea) (Flook & Rowell, 1998). I pies skutecnost,
7e nektefi autofi povazovali podiad Ensifera za parafyleticky (Fenn et al., 2008), panuje
v soucasnosti shoda a stejné jako jeho sesterskd skupina je povazovan za monofylum

(Zhang et al., 2013, Zhou et al., 2017).

Podiad kobylky (Ensifera) je v modernim pojeti ¢lenén do Sesti recentnich nadceledi:
cvréei (Grylloidea), konici (Rhaphidophoroidea), kobylky sensu stricto (Tettigonioidea),
Hagloidea, Schizodactyloidea a Stenopelmatoidea (Zhang et al., 2013). N¢kteti autofi

vSak podiad kobylky (Ensifera) ¢leni do dvou skupin, kde prvni z nich tvoii sesterské

28



taxony Grylloidea a Gryllotalpoidea. Sesterskym taxonem ke dvéma vys$e zminénym jsou
Schizodactyloidea, dalsi sesterskou dvojici pak tvoii Hagloidea a Tettigonioidea,
za jejichz sesterskou skupinou je povazovana nadceled Stenopelmatoidea.
Nadceled’ Rhaphidophoroidea byla postavena na bazi ,,ne-grylloidni* skupiny nadceledi.
Postaveni Schizodactyloidea povazuji autofi za nejasné (Zhou et al., 2017). Jini autofi
povazuji za sesterské skupiny Tettigonioidea a Rhaphidophoroidea, které jsou obé

sesterskymi pro Grylloidea (Fenn et al., 2008, Yuan et al, 2021).

Autofi se shoduji, Ze taxonem lezicim na bazi podiadu sarance (Caelifera) jsou
pacvréei Tridactyloidea (Flook et al., 1999, Zhang et al., 2013). Celek pak dotvari
nadCeledi marSe Tetrigoidea, Eumastacoidea, Tanaoceroidea, Trigonopterygoidea,
Pyrgomorphoidea, Pneumoroidea, sarance Acridoidea (Flook et al., 1998, Zhang et al.,

2013).

Ve volné piirod¢ na nasem uzemi bylo zaznamendno 98 druhii rovnokiidlého hmyzu
(Kocarek et al., 2013), bézn¢€ se tak muzeme setkat s typickym zvukem vyluzovanym

zastupci této skupiny, stridulaci.

1.3.2.4 Blattopteroidni komplex (Dictyoptera)

Jedna se o monofyleticky taxon zahrnujici kudlanky (Mantodea), Svabi (Blattodea)
(Cameron et al., 2006, Fenn et al., 2008, Wang et al., 2017). Kudlanky (Mantodea) jsou
povazovany za sesterskou skupinu §vabu (Blattodea) (Klass & Meier, 2006, Wang et al.,
2017), ackoliv v minulosti se na zaklad¢ morfologickych dat uvazovalo o jejich blizkému
piibuzenskému vztahu s Mantophasmatodea (Klass et al., 2002, Cameron et al., 2006).
Prilomovy objev byl uc¢inén v roce 2007, kdy bylo zjisténo, Ze termiti (Isoptera) jsou

vnitini skupinou Blattodea (Inward et al., 2007).

Svabi (Blattodea) jsou nékdy oznadovani jako Blattaria, avSak toto oznadeni
je pouzivano pro zastupce bez termitli a jedna se tak o parafylum. Celou skupinu
Dictyoptera reprezentuje celkem asi 4 000 druh@ $véabd, 3 000 druht termitt a 2 300
druhti kudlanek (Klass & Meier, 2006). V ramci taxonu Blattodea jsou rozliSovany
tf1 nadCeledi Blaberoidea, Blattoidea a Corydioidea, jejizch vzajemné vztahy jsou stale

predmétem diskuzi a prozatim nepanuje shoda (Inward et al., 2007, Wang et al., 2017,
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Bourguignon et al., 2018, Evangelista et al., 2019). Termiti jsou ziejm¢ sesterskou
skupinou s Cryptocercidae, avSak vztah tohoto uskupeni k ostatnim skupindm v ramci

Blattodeia neni prozatim vyjasnén (Inward et al., 2007, Evalgelista et al., 2019).

Nemaly vyznam maji kosmopolitn¢ rozsifeni Svabi (,,Blattaria®) napfi¢ rozmanitymi
habitaty jako jsou lesy, stepi, jeskyné ¢i lidska obydli. Vyznamnou roli hraji nejenom jako
,»skudci“, ale podili se velkou mérou na rozkladu organické hmoty. Za zminku rovnéz
stoji socialni chovani §vabu, které dostava svého vrcholu v podobé eusociality termitl
(Isoptera). Tropy a subtropy obyvaji Isoptera v hnizdech oznacovanych jako termitisté
a predstavuji vyznamné saprofagy mistnich ekosystému. Hierarchie kolonii je striktné
rozdélena do jednotlivych kast. Zajimavosti je, ze kralovny nekterych druhti dozivaji

vyssich jednotek let (Engel et al., 2009, Tasaki et al., 2021).

cey

Na rozdil od termitd 1ze méné pocetné prevazné v tropech Zzijici kudlanky (Mantodea)
spatfit i v nasi pfirodé¢ — kudlanka nédbozna (Mantis religiosa) je dnes béznou soucasti
teplejsich oblasti Ceské republiky (Hudec et al., 2007). Jejich klasifikace na arovni eledi
je nejasna, pricemz mnohé z uznanych az patnécti ¢eledi jsou parafyletickymi (Gullan &

Cranston, 2014).
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2 Cile prace

1. Rozsifit znalost velikosti genomt v ramci skupiny Polyneoptera metodou pritokové
cytometrie.

2. Porovnat velikosti genomu v ramci jednotlivych fadu.

31



3 Metodika

3.1 Material a jeho priprava

Celkem bylo vramci této diplomové prace analyzovano osmdesat druhti hmyzu
ze skupiny Polyneoptera, z toho pét druhti ze skupiny Dermaptera, pét druhii ze skupiny
Mantodea, patnact druhii ze skupiny Phasmatodea, padesat tfi druhti ze skupiny
Orthoptera a jeden druh ze skupiny Isoptera a tfi druhy ze skupiny Embioptera.
Vycet jednotlivych druhli je zaznamendn v Tabulkéch €. 4-13 ve ctvrté kapitole této
prace. Zastupci skupin Zoraptera, Grylloblattodea a Mantophasmatodea nebyli
analyzovani pro jejich nesnadnou dostupnost. Ze skupiny Blattodea byl analyzovan pouze
jeden zastupce Isoptera, nebot’ rozsdhla studie vénujici se Svablim byla pod zéstitou
projektu ¢. 1338120 Grantové agentury Univerzity Karlovy publikovana v roce 2020
(Stuchlikova, 2020). Zastupcim Plecoptera bude vénovana pozornost v nasledujicich

studiich pod zastitou Mgr. Petra Sipka, Ph.D.

Vétsina pouzitého materialu byla ziskana v ramci vystav a burz bezobratlych, ¢ast
materialu pochdzi z chovti Katedry zoologie Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy,
ze soukromych chovii (zejména pak z chovii Mgr. Petra Sipka, PhD.), nékteré druhy byly
rovnéZz ziskany sbérem v terénu at’ uz v rdmeci Ceskych lokalit nebo zahrani¢nich vyjezda.
V piipadé€ dostupnosti materialu, byli analyzovani jedinci obou pohlavi v ramci jednoho

druhu. V nékterych piipadech se podafilo pouzit pro analyzu jedince z riznych lokalit.

Hmyzi material byl pouZzit Zivy nebo mraZeny. Pfi pouziti mraZzené¢ho materidlu byly
vzorky pfipravovany na ledu. Studovanému jedinci byla za pomoci niizek odebrana
tarsalni ¢ast nohy, pfipadné celd noha, pokud se jednalo o jedince menSich rozméra.
Tato tkan byla spole¢né s adekvatnim mnoZzstvim standardu umisténa do Petriho misky
a pipetou doplnéna o 800 gl pufru Otto I uchovavaného v chladni¢ce. Material
byl nasledné homogenizovan ziletkou a piefiltrovan do zkumavky pies nylonovy filtr.
Pufr Otto 1 je pfipravovan rozpusténim 0,1 M monohydratu kyseliny citronové a 0,5%
Tween 20 v destilované vodé. Tento roztok zajist'uje rozruseni cytoplazmy a uvolnéni
jader (Loureiro et al., 2006). Vzorek byl poté obarven 1 ml/ roztoku sloZzeného z pufru
Otto 1II, fluorescentniho barviva propidia iodidu, RNazy A a antioxidantu

B-mercaptoethanolu. Pufr Otto II je pfipravovan z04 M dodekahydratu
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hydrogenfosforecnanu sodného a destilované¢ vody (Dolezel et al.,, 2007). Po jeho

ptiprave je uchovavan v tmavém misté za pokojové teploty (Dolezel & Gohde, 1995).

K analyze vzorku bylo pouzito vzhledem k vyraznému rozptylu mezi velikostmi genomu
studovanych druhtt nékolik rostlinnych standardt: lilek visStovy (Solanum
pseudocapsicum), hrach sety (Pisum sativum), sedmikraska obecna (Bellis perennis),
ostfice ostra (Carex acutiformis) a bob obecny (Vicia faba). Za zlaty standard
byl zvolen lilek visnovy (Solanum pseudocapsicum), dle kterého byly kalibrovany ostatni
standardy (Tabulka ¢. 3). Velikost genomu zlatého standardu byla uvaZovéna

s 2C-hodnotou 2,61 pg (Temsch et al., 2010).

Tabulka ¢. 3 — 2C-hodnoty pouzitych standarda

¢esky nazev latinsky nazev 2C-hodnota (pg)
ostfice ostra Carex acutiformis 0,82
lilek visiiovy Solanum pseudocapsicum 2,61
sedmikraska obecna Bellis perennis 3,38
hrach sety Pisum sativum 9,09
bob obecny Vicia faba 26,9

Me¢éteni vzorkd probihalo v cytometrické laboratofi katedry botaniky Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy. Kazdy ze vzorkii byl méfen ve dvou po sobé jdoucich dnech
z dlivodu zajisténi co nejvyssi mozné presnosti. Kazdy ze vzorkl (respektive kazdy
jednotlivy druh) byl méfen alespon dvakrat, pri¢emz u nékterych vybranych druhtt hmyzu
majicich potencial jako mozné budouci hmyzi standardy probihalo méfeni opakovang.
Analyzy byly provadény na prutokovém cytometru Partec CyFlow SL (Partec, Miinster),

zdrojem excitacniho svétla byl zeleny (532 nm) solid state laser.
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3.2 Vyhodnoceni analyz

Vysledné analyzy ziskané pievodem dat do pocitace byly vyhodnocovany
prostiednictvim programu Partec FloMax 2.4b (Partec GmbH, Miinster). Velikost
genomu daného druhu hmyzu byla vypocitana na zakladé vzdalenosti peakti standardu
a vzorku na ose x histogramu (Obrazek ¢. 3) Tento pomér vzdalenosti je nasoben
2C-hodnotou standardu. Vysledkem je 2C-hodnota vzorku. Vzhledem k opakovanym
méfenim byly takto ziskané hodnoty nasledné primeérovany, ¢imz byla zajiSténa vyssi

presnost. Varia¢ni koeficient analyz zahrnutych do této prace nepiesahl 3 %.
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Obrazek €. 5 — histogram z prutokového cytometru: analyza velikosti genomu

samce strasilky Sungaya inexpectata, standard Pisum sativum.

Peak vlevé casti histogramu predstavuje jadra bunék jedince vzorku (Sungaya
inexpectata), peak uprostted patii jadriim bunck rostlinného standardu (Pisum sativum),
nejmensi peak v pravé ¢asti histogramu nalezi G2 fazi jader bunék standardu (Pisum

sativum). V prubéhu G2 faze bunétného deleni dochazi replikaci ke zdvojnasobeni
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mnozstvi jaderné DNA, proto je i tento nejmensi peak v histogramu ve dvojndsobné
vzdalenosti oproti peaku tvofenému jadry bunck v Gl fazi. Tento fakt je tfeba brat
v uvahu pii vyhodnocovani analyz. V ptipadé¢ méfeni polyploidniho vzorku, u kterého
je pritomna endopolyploidie, muze histogram obsahovat 1 vét§i mnozstvi peak.
Vzdalenost jednotlivych peakti pochazejicich z daného jedince bude opét v ndsobcich,

a to v zavislosti na poctu chromozomovych sad, jez byly zmnozeny.
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4 Vysledky

Nasledujici ¢ast prace popisuje zjisténé velikosti genomil zastupc fadia Dermaptera,
Embioptera, Phasmatodea, Orthoptera, Mantodea a podiadu Isoptera. Kazda z podkapitol
obsahuje samostatnou tabulku, ptipadné tabulky, v nichz jsou vzdy uvedeny métené
druhy a jejich 2C-hodnoty, které byly vypocteny jako prosty primér hodnot vSech analyz
daného jedince. V kazd¢ tabulce je uvedena rovnéz zkratka pouzitého standardu. Pokud

bylo ur¢eno pohlavi daného jedince, je rovnéz uvedeno v tabulce.

Vysvétlivky k nésledujicim tabulkdm: Carex acutiformis — X, Solanum pseudocapsicum
— S, Bellis perennis — B, Pisum sativum — P, Vicia faba - V, nespecifikovany

puvod/jedinec ziskany na burze — N/B
4.1 Skvoii (Dermaptera)

V této diplomové praci bylo analyzovano pét druhti tadu Dermaptera — Chelidura
acanthopygia a Apterygida media, Anechura bipunctata a dva jedinci neznamych dvou

druht.

Tabulka ¢. 4 — velikost genomu métenych jedincii fadu Dermaptera

2C-hodnota smérodatna

celed’ druh puvod |standard
Pg) odchylka (pg)
Anechura Pindos,
Forficulidae 5 S 1,83 0,01
bipunctata Recko
Apterygida Lednice,
Forficulidae prers . X 2,78 0,02
media CR
Chelidura Mystice,
Forficulidae . S 1,42 0,02
acanthopygia CR
Pades,
neznama neznamy 1 . S 1,74 0,01
Recko
neznama neznamy 2 N/B S 1,77 0,06
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4.2 Snovatky (Embioptera)

V této diplomové préci byly analyzovany tfi druhy snovatek v celkem péti métenich.

Zjisténé 2C-hodnoty jsou zaznamendny v Tabulce €. 5.

Tabulka €. 5 — velikost genomu méfenych jedinct fadu Embioptera

smérodatna
rad, celed’ druh puvod standard | 2C-hodnota (pg) | odchylka
(rg)
Embioptera, Embia Fuerteventura,
.. y S 11,00 0,01
Embiidae savignyi Spanélsko
Oskorusno,
Embioptera, .
o neznamy Peljesac, S 7,86 0,03
neznama
Chorvatsko
Embioptera, chov Mgr.
neznamy S 8,15 0,11
neznama Petra Masla

4.3 StraSilky (Phasmatodea)

V této diplomové praci bylo analyzovano celkem dvanact druhli z fddu Phasmatodea:

Achrioptera manga, Dares philippinensis, Lamachodes sp. Bokor, Heteropteryx dilatata,

Mearnsiana bullosa, Medauroidea extradentata, Neohirasea maerens, Phasma gigas,

Pylaemenes guangxiensis, Sungaya inexpectata, Tisamenus sp. Palaui, Trachythorax sp.

Kon Chu Rang. Informace o zjisténych velikostech genomu vyjma druhi Heteropteryx

dilatata (Obrazek €. 6), Medauroidea extradentata a Sungaya inexpectata poskytuje

Tabulka €. 6 niZe. Tfem vySe zminénym druhim jsou vénovany samostatné Tabulky €. 7,

8 a 9. Dlivody tohoto rozdéleni budou rozebrany v diskuzi.
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Tabulka €. 6 — velikost genomu méfenych jedinci fadu Phasmatodea

2C- smérodatna
druh pohlavi puvod standard| hodnota | odchylka
(»g) (»g)
Achrioptera F 6,08 0,01
manga M N/B P 5,39 0,01
Dares F 12,62 0,05
philippinensis M N/B P 7,26 0,05
Eurycantha ? N/B % 4,51 0,03
horrida
Lamachodes sp. F . 11,77 0,11
Bokor M Bokor, Kambodza P 11.27 0.01
Mearnsiana F Mt Apo, Mindanao P 6,82 0,05
bullosa M Filipiny 6,35 0,01
Mearnsiana F 6.95 0,02
bullosa M N/B P 6,39 0,04
Medauroidea F N/B S 8.59 0,05
extradentata
Neohirasea F 12,84 0,04
maerens M N/B P 12,00 0,10
. F chov Mgr. Petra Sipka,
Phasma gigas (nymfa) PLD. A% 10,75 0,12
Pylaemenes ? N/B P 29,20 0,05
guangxiensis
Tisamenus sp. F e 5,38 0,03
Palaui M Palaui, Filipiny P 5.15 0.04

38




Tabulka €. 7 — velikost genomu Heteropteryx dilatata

1 F P 2 79,87
2 F A% 1 70,59
3 F A% 1 72,01
4 F \Y 1 73,22
5 F A% 1 69,03
6 F \Y% 1 66,79
7 M v 1 67,06
8 M \Y% 1 69,51
9 M \Y% 1 74,57
10 M v 1 70,94
11 M A% 1 67,44
12 M \Y% 1 75,43
13 M v 1 68,22
14 M v 1 68,62
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Obrazek €. 6 — Heteropteryx dilatata

Fotografie autorky prace.
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Tabulka ¢. 8 — velikost genomu Medauroidea extradentata

1 F \Y 2 8,39 0,55
2 F A% 2 8,55 0,15
3 F \Y 2 7,78 0,08
4 F v 2 7,99 0,06
5 F \Y% 2 7,98 0,05
6 F v 2 7,70 0,01
7 F v 2 7,72 0,02
8 F \Y% 2 7,72 0,07
9 F v 2 7,80 0,02
10 F v 1 8,06 -
11 F \Y% 1 8,35 -
12 F v 1 8,40 -
13 F v 1 8,12 -
14 F v 1 8,21 -
15 F A% 1 8,18 -
16 F A% 1 8,07 -
17 F v 1 8,03 -
18 F v 2 8,00 0,07
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Tabulka €. 9 — velikost genomu Sungaya inexpectata

ingcbélie(gcc;gz)z: — pohlavi | standard | pocet analyz ALy ozirélhe)rfﬁi?g;
¢islo jedince pg)
1 F P 1 6,26 i
2 F P 1 6,53 i
3 F P 1 6,86 i
4 F P 1 6,69 i
5 F P 1 6,57 i
6 F P 1 6,78 i
7 F P 1 6,90 i
8 F P 1 6,73 i
9 F P 1 6,80 i
10 F P 1 6,54 i
11 F P 1 6,57 i
12 F P 2 6,85 0,03
13 F P 2 6,86 0,04
14 F P 2 6,70 0,10
15 F P 2 6,70 0,03
16 F P 2 6,64 0,06
17 M P 1 6,47 i
18 M P 1 6,13 i
19 M p 1 6,29 )
20 M P 1 6,49 i
21 M P 1 6,46 i
22 M P 1 6,25 i
23 M P 1 6,26 i
24 M P 1 6,19 i
25 M P 1 6,31 i
26 M P 1 6,13 i
27 M p 1 6,22 i
28 M p 2 6,09 0,04
29 M P 2 6,15 0,05
30 M P 2 6,40 0,11
31 M P 2 6,44 0,06
32 M P 2 6,09 0,01
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4.4 Rovnokfridli (Orthoptera)

Celkem bylo analyzovano padesat tfi druhti fddu Orthoptera ze sedmi nadceledi.

Z podiadu Ensifera bylo vyhodnoceno dvacet ¢tyfi druht v nadéeledich Grylloidea,
Tettigonioidea a Stenopelmatoidea. V jednotlivych ¢eledich pak bylo analyzovano deset
druhtt pfislusicich do nadceledi Grylloidea, deset druhti patficich do nadceledi
Tettigonioidea, dale pak jeden druh z nadceledi Stenopelmatoidea. Analyzovany byly
rovnéz tfi druhy, které byly identifikovany jako zastupci zpodiddu Ensifera,

ale nepodatilo se tyto jedince urcit jako konkrétni druh.

Z podiadu Caelifera bylo vyhodnoceno dvacet pét druhii v nad€eledich Tridactyloidea,
Eumastacoidea, Pyrgomorphoidea a Acridoidea. V ¢eledi a Eumastacoidea byly méteny
dva druhy, v &eledi Tridactyloidea pak jeden druh. Ctrnact analyzovanych druhd piislusi
celedi Acridoidea a sedm druhti ¢eledi Pyrgomorphoidea (Obrazky €. 7, €. 8, ¢. 9 a €. 10).
Tti druhy analyzovanych jedinct nebyli jednozna¢né identifikovéni a zafazeno do nizSich

taxonomickych skupin, av§ak byli vyhodnoceni jako zastupci podiadu Caelifera.

Ptehled jednotlivych druhd, jez byly analyzovany, poskytuje Tabulka ¢. 10 nize. Pro vétsi
ptehlednost jsou jedinci barevné oznaceni dle pfislusnosti k dané nadceledi (podrobnosti

poskytuje Legenda k Tabulce €. 10).
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Tabulka ¢. 10 — velikost genomu méfenych jedincti fadu Orthoptera

Caelifera

Caelifera

Caelifera

Caelifera

Caelifera

Eumastacoidea, Erianthus oS chov PiF
Chorotypidae versicolor i UK
Eumastacoidea, | Pseudoproscopia| F chov PiF
Proscopiidae latirostris M UK

neznamé neznamy 2 F Mystice,
Y M CR

i

22,54
20,36
23,86
22,01
2721
25,75
43,08

0,14
0,36
0,01
0,03
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Pyrgomorphoidea,

Caelifera . nezndmy 1 ? JAR Vv 64,56 1,06
Pyrgomorphidae
P hoi
Caclifera | LYrEOMOPOIdeR, | - my 2 ? JAR V| 3340 | 0,04
Pyrgomorphidae
Caclifera | LY TE0mOPhOMea, | amy 3 M JAR P 109,19 0,16
Pyrgomorphidae
Caelifera | YrE0mOPhoidea, | - Phymateus F JAR P | 70,74 | 026
Pyrgomorphidae leprosus
P hoi Z
Caclifera | TYr80morphoidea, | - Zonocerus ? JAR P | 5760 | 031
Pyrgomorphidae elegans
. Tridactyloidea F 5,86 0,27
lif X ] B ’ ’
Caelifera Tridactylidae ya pfaendleri M N/B 553 0.01
Mt
Ensifera Gryllo.ldea, Gryllomo.rpha F Ne.bf(?dl, B 5,05 0,02
Gryllidae dalmatina Sicilie,
Italie
. Grylloidea, Gryllus Milovice,
Ensif ? v 4.4
nstiera Gryllidae campestris CR S 43 0,06
1loi H
Ensifera| Ol0ldes, omoeogryllus | N/B S 3,82 0,01
Gryllidae xanthographus
. Grylloidea Nemobius F B 6,92 0,02
E f 9 b 2
nstiera Gryllidae sylvestris M IAE P 4,76 0,01
. Grylloidea,
Ensif amy 1 ? 1 2
nsifera Gryllidae neznamy N/B S 3,9 0,0
i Grylloidea, 2 cch
Ensifera éfyl‘l’: d;;‘ neznamy 2 ? N/B S 3,76 0,01
1loi
Ensifera | CL0Lloides, neznamy 3 F N/B S 3,90 0,03
Gryllidae
Ex breed
Ensifera Gryllo.ldea, Phaeoph.zlacrzs F T. Vajnar, p 5,17 0,03
Gryllidae bredoides M burza 4,92 0,03
Praha
1loi
Ensifera | _Cl0lde3, Gryllotalpa M N/B B 2,54 0,01
Gryllotalpidae gryllotalpa
Ensifera Gry1101de.a‘, Myrmecophilus 2 Myvstlce, p 1,59 0.01
Myrmecophilidae acervorum CR
Zuljana,
Ensifera neznameé neznamy 1 ? Peljesac, P 13,12 0,02
Chorvatsko
Zuljana,
Ensifera neznameé neznamy 2 ? Peljesac, P 13,52 0,04
Chorvatsko
Ensifera neznameé neznamy 3 ? Malta P 17,08 0,11
. St Imatoidea, - .
Ensifera glr(})}l)lz:;:iiodla:a neznamy F Malawi B 8,86 0,02
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. Pepeliste,
Ensifera T;Ziltfoglll?;:::’ B};dyporus M Severni 31,52 0,11
asypus .
s w Makedonie
. Tettigonioidea, C d
Ensifera | o oololcn OSMOGLTIS F N/B 2438 | 0,07
Tettigoniidae femoralis
Tettigonioid Decti
Ensifera ctigoniordes, ecticts ? Rumunsko 11,33 0,51
Tettigoniidae Verrucivorus
. Tettigonioidea, Ephippiger Krk,
Ensift D F 24,47 0,10
nstiera Tettigoniidae discoidalis Chorvatsko
Ensifera Tettlgonls).ldea, Eupholido.ptera 2 N/B 4.70 0.01
Tettigoniidae tyrrhenica
. Tettigonioidea, . Mystice,

Ensift Pholidopt . ? 2 14,24 0,03
nstiera Tettigoniidae ondopiera Sp CR ’ ’
Ensifera Tett1g0n1c.).1dea, Platycleis M MII?VICC, 13,04 0.14

Tettigoniidae albopunctata CR
. Tettigonioidea, Mystice,
Ensifera © 1gon1(.>.1 cd Ruspolia nitidula ? ystice 7,00 0,04
Tettigoniidae CR
chov Magr.
. Tettigonioidea, Stilpnochlora F Petra 18,67 0,03
Ensifera D . &
Tettigoniidae couloniana M Sipka, 15,23 0,03
Ph.D.
Straz nad
Ensifera Tettigonic.).idea, Tettigonia 2 Ol.lfi— 1471 0.06
Tettigoniidae cantans Osvinov,
CR
* neznamé neznamy 2 ? Rumunsko 7,83 0,51
* neznamé neznamy 1 ? Rumunsko 26,97 0,51

Legenda k Tabulce ¢. 10:

Jedinci oznaceni v prvnim sloupci tfemi hvézdami byli

*QOrthoptera . . . . .
P identifikovani jako zéastupci fadu Orthoptera.
. Jedinci oznaCeni svétle modrou barvou jsou zastupci
Grylloidea « 1 .
nadceledi Grylloidea.
. Jedinci oznaceni svétle oranzovou barvou jsou zéstupci
Tettigonioidea “ 1 L
nadceledi Tettigonioidea.
. Jedinci oznaceni modrou barvou jsou zastupci nadceledi
Stenopelmatoidea .
Stenopelmatoidea.
. . Jedinci oznaceni svétle Sedou barvou jsou zastupci
Tridactyloidea 1 .
nadceledi Tridactyloidea.
. Jedinci oznaceni zlatou barvou jsou zastupci nadceledi
Eumastacoidea .
Eumastacoidea.
oy Jedinci oznaceni zelenou barvou jsou zastupci nadceledi
Acridoidea o
Acridoidea.
. Jedinci oznaceni Sedou barvou jsou zastupci nadceledi
Pyrgomorphoidea

Pyrgomorphoidea.

46




Obrazek €. 7 — Zonocerus elegans (JAR)

Obrazek ¢. 8 — Phymateus leprosus (JAR)

Autorem fotografii je Mgr. Petr Sipek, Ph.D.
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Obrazek €. 9 — Dictyophorus spumans (JAR)

Obrazek €. 10 — Dictyophorus griseus (Malawi)

Autorem fotografii je Mgr. Petr Sipek, Ph.D.
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Opakovana méfeni probihala u druhu Locusta migratoria (Tabulka ¢. 11). Tento druh
byl stejn¢ jako Heteropteryx dilatata, Medauroidea extradentata a Sungaya inexpectata
ze skupiny Phasmatodea vytipovan jako potencidlné¢ vhodny novy hmyzi standard.
Analyzam byli podrobeni samci 1 samice tohoto druhu, a to v po¢tu osm samic a sedm
samcli. Dohromady probéhlo devatenact analyz samic a sedmnact analyz samct.
Primérnéd 2C-hodnota pro samice byla zjisténa 15,16 pg a pro samce 14,06 pg. Nejvétsi
rozdil mezi dvéma samicemi ¢inil v absolutnich hodnotach 0,43 pg, mezi dvéma samci
pak 0,21 pg, smérodatnd odchylka pro samice byla vypocitana 0,12 pg a pro samce
0,09 pg.

Tabulka €. 11 — velikost genomu Locusta migratoria

Locusta
migratoria — | pohlavi | standard | pocet analyz 2C-hodnota S
&islo jedince (rg) odchylka (pg)
: F P 3 15,11 0.15
2 F P 3 15,10 0.03
3 F p 3 15,45 0.19
4 F P 2 15,24 0.03
> F P 2 15,02 0.09
6 F P 2 15,15 0.07
! F P 2 15,13 0.07
8 F P 2 15,09 0.09
0 M P 3 14,11 0.07
10 M P 3 14,15 0.09
1 M P 3 14,20 0.06
12 M P 2 13,99 0.09
13 M P 2 14,05 0.09
14 M P 2 13,94 0.08
15 M P 2 14,00 0.04
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4.5 Kudlanky (Mantodea)

Celkem bylo analyzovano pét druhti zastupci Mantodea, a sice Ameles decolor, Ameles

spallanzania, Empusa fasciata, Phyllocrania paradoxa a Mantis religiosa. Udaje

o zachycenych 2C-hodnotach jednotlivych druht poskytuje Tabulka ¢. 12 nize.

Tabulka ¢. 12 — velikost genoma méfenych jedincii fadu Mantodea

SEd HnibmdF . , 2C-hodnota | smérodatna
rad, celed druh puvod pohlavi | standard ) sl ()
Zuljana,
Mantodea, | Ameles | pojiocae | F S 11,14 0,06
Mantidae decolor
Chorvatsko
Zuljana,
ﬁ:ﬁggﬁ? /Z"eles | Peljesac, | F S 6.20 0.10
spallanzania | ~ =
Zuljana,
g[n?n;(;?g:é Z?ZZSIZ Peljeac, | F S 6,32 0,02
P Chorvatsko
Mantodea, Mantis | lharsko | F S 8,16 0,03
Mantidae religiosa
Mantodea, Phyllocrania N/B F P 8,90 0,10
Hymenopodidae| paradoxa M 787 0.01

4.6 Termiti (Isoptera)

V této praci bylo provedeno Sest analyz jednoho druhu — Reticulitermes sp. Mé&feni

byli pohlavni jedinci a délnici. 2C-hodnotu se podaftilo stanovit u pohlavniho jedince

(uvedeno v Tabulce ¢.

13 niZe),

2C-hodnota dé€lnika tohoto druhu nebyla

stanovena vzhledem ke zhorSené kvalité materialu zplisobené transportem z mista sbéru

do laboratofe.

Tabulka €. 13 — velikost genomu méfenych jedinct rodu Reticulitermes

. 1 . 2C-hodnota | smérodatna
Celed druh puvod standard e odehylkal(og)
Reticulitermes Oskorusno,
Rhinotermitidae s Peljesac, X 2,18 0,02
p- Chorvatsko
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5 Diskuse

Nasledujici fadky budou hodnotit zjisténé vysledky v kontextu soucasného poznani

a komentovana budou uskali pratokové cytometrie.

5.1 Rozdily mezi pohlavimi a jejich determinace

V souladu s vysledky jinych autor ukazuje tato prace na vice ¢i méné vyrazné rozdily
mezi pohlavimi daného druhu (Hanrahan & Johnston, 2011, Picard et al., 2012, Rodrigues
et al., 2016, Stuchlikova, 2020, Hawlitschek et al., 2023, Tabulka ¢. 14). V nékterych
piipadech se jednalo takika o zanedbatelny rozdil, ktery bude dle mého nazoru zptisobeny
odchylkou méfeni a nelze jej povazovat za jakkoliv signifikantni.

Nejvyraznéjsi rozdily byly v absolutnich hodnotach zachyceny u druhi s velkymi
genomy — Calliptamus italicus (1,67 pg), Heteropteryx dilatata (1,70 pg),
Pseudoproscopia latirostris (2,18 pg), Stilpnochlora couloniana (3,44 pg), Romalea
microptera (4,56 pg). Absolutné nejvétsi rozdil mezi pohlavimi vSak byl zjistén u druhu
Dares philippinensis (5,36 pg), coz je v rozporu s ptredchozim stejné, jako zjisténé rozdily
v relativnich hodnotach. Relativné¢ byly nejvétsi rozdily zaznamendny u druht
Phyllocrania paradoxa (13,01 %), Pseudoproscopia latirostris (10,71 %), Romalea
microptera (9,77 %), Stilpnochlora couloniana (22,59 %), Achrioptera manga (12,80 %),
Dares philippinensis (73,83 %) a Mearnsiana bullosa (8,43 %).

Rozdil mezi samicemi a samci je dle autor nékterych studii ovlivnén systémem
determinace pohlavi, respektive pfitomnosti heteromorfnich pohlavnich chromozomi,
piipadné odliSnosti v po¢tu chromozomi (Sharafet al., 2010, He et al., 2016, Hawlitschek
et al., 2023). Ackoliv pohlavni dimorfismus z hlediska velikosti genomu neni pfitomen
u vSech druhti, neni pro relevanci ziskanych vysledkii vhodné zanedbat vliv pohlavi
(Hanrahan & Johnston, 2011, Yuan et al., 2021, Hawlitschek et al., 2023). Bohuzel mnohé
studie udaj o pohlavi analyzovanych jedinci neobsahuji a vysledna zjiSténa velikost
genomu tak mize byt zkreslena.

Zaroven se domnivam, Ze v nékterych ptipadech mize pritokova cytometrie dopomoci
pfi determinaci pohlavi — napfiklad u druhli bez pfitomnosti pohlavniho dimorfismu
z hlediska morfologie ¢i barevnosti nebo u nedospélych stadii, kde tyto znaky nejsou
plné vyvinuty. V ptipad¢ druhtl, u kterych je pohlavi determinovano syst¢émem XX/X0
(haplo-diploidnim systémem), lze oc¢ekavat vyraznéjsi rozdily mezi samicemi a samci

(Aron et al., 2003). Naptiklad u §véabi, u nichz je tento systém determinace pohlavi
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piedpokladan pro vétSinu druhti (Blackmon et al., 2017), byl zaznamenan u druhu
Hyporhicnoda sp. relativni rozdil 0,10 % (0,01 pg absolutn¢). Nékteré studie také
demonstruji, Ze systém determinace pohlavi XX/X0 nemusi vzdy znamenat vétsi genom
u samic. Piikladem lze uvést naptiklad druhy Myrmeleotettix maculatus a Chorthippus
dorsatus (Hawlitschek et al., 2023).

Vzhledem k moznym odchylkam méteni zptisobenym nedostateCnou udrzbou pfistroje
(Suda, 2005), k mozné vnitrodruhové variabilité (Marescalchi et al., 1998) nebo naptiklad
uziti odlisnych standard, bych se osobné piiklanéla k vyuziti této metody pro detekci
pohlavi pouze u druhti, kde 1ze predpokladat vyrazny rozdil ve velikostech genomu samic
a samcu. U druht, jejichz genomy nevykazuji odlisnosti vyraznych rozmért bych spise

povazovala tento zptisob determinace pohlavi za doplitkovy.

Tabulka ¢. 14 niZe vyjadiuje absolutni (pg) a relativni (%) rozdily mezi zjiSt€énymi
2C-hodnotami samct a samic. Oba tyto udaje ukazuji, o kolik pg nebo % maji jedinci
s vysSi hodnotou vétsi genom (v tomto datasetu méla samice vzdy vét§i genom nez
samec). Zastupci Mantodea jsou oznafeni modrou barvou, zastupci Orthoptera jsou

oznaceni oranZzovou barvou a zastupci Phasmatodea jsou oznaceni zelenou barvou.

Tabulka €. 14 —rozdil ve velikostech genomil mezi pohlavimi

relativni
absolutni rozdil :
: | rozdil mezi pohlavi s vétsi
rad druh mezi pohlavimi .
0 pohlavimi 2C-hodnotou
g
(%)
Phyllocrania

Mantodea 1,03 13,01 F

paradoxa

Anacridium

Orthoptera 0,95 4,14 F

aegyptium

Calliptamus
Orthoptera 1,67 7,49 F
italicus
Locusta

Orthoptera 1,10 7,82 F

migratoria

Phaeophilacris

Orthoptera 0,25 5,08 F

bredoides
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Pseudoproscopia

Orthoptera 2,18 10,71
latirostris
Romalea
Orthoptera 4,56 9,77
microptera
Stilpnochlora
Orthoptera 3,44 22,59
couloniana
Tetrataenia
Orthoptera 1,07 4,69
surinama
Orthoptera Xya pfaendleri 0,33 5,97
Achrioptera
Phasmatodea 0,69 12,80
manga
Dares
Phasmatodea 5,36 73,83
philippinensis
Heteropteryx
Phasmatodea k& 1,70 2,42
dilatata
Lamachodes sp.
Phasmatodea 0,50 4,44
Bokor
Mearnsiana
Phasmatodea 0,54 8,43
bullosa
Neohirasea
Phasmatodea 0,83 7,00
maerens
Sungaya
Phasmatodea 0,42 6,70
inexpectata
Tisamenus sp.
Phasmatodea 0,23 4.47

Palaui
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5.2 Velikosti genomi napii¢ Polyneoptera

5.2.1 Skvo¥i (Dermaptera)

Do Animal Genome Size Database byl doposud zanesen pouze jediny zdznam,
a to konkrétn¢ velikost genomu druhu Labidura riparia z celedi Labiduridae.
2C-hodnota tohoto druhu byla stanovena pomoci priitokové cytometrie a ¢ini 1,06 pg.
Graf ¢. 1 niZe zobrazuje velikosti genomi jednotlivych druht, u nichz je tato hodnota
v soucasnosti zndma. 2C-hodnoty se v rdmci tohoto fadu pohybuji v rozmezi od 1,06 pg
(Labidura riparia) do 2,78 pg (Apterygida media). V tuto chvili tak lze fici, ze Skvofi

(Dermaptera) patii mezi fady s menSimi genomy.

Graf ¢. 1 — velikosti genomi v fadu Dermaptera

Labidura riparia _ 1,06
neznamy 2 | .77
neznamy | | 7'
Chelidura acanthopygia _ 1,42
Apterygida media | 2.7
Anechura bipunctata _ 1,83

5.2.2 Snovatky (Embioptera)

Animal Genome Size Database v soucasnosti obsahuje pouze jediny zaznam ze skupiny
Embioptera — Oligotoma saundersii. Velikost genomu Oligotoma saundersii byla ziskana
za vyuziti pratokové cytometrie a 2C-hodnota tohoto druhu ¢ini 2,66 pg. Graf ¢. 2 nize
zobrazuje velikosti genomt jednotlivych druhti, u nichz je tato hodnota v soucasnosti
znama. 2C-hodnoty se v ramci tohoto fadu pohybuji v rozmezi od 2,66 pg (Oligotoma
saundersii) do 11,00 pg (Embia savignyi). V relativnich hodnotach se jedné o vice nez
Ctyfndsobny rozdil mezi nejmenSim a nejvétsim doposud zjisténym genomem v fadu

Embioptera.
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Graf ¢. 2 — velikosti genomt v fadu Embioptera
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5.2.3 Strasilky (Phasmatodea)

Informace z Animal Genome Size Database naznacovaly, ze bude pravdépodobné nutné
pouzit nékolik riznych standardl vzhledem k vyraznym rozdiltim ve velikostech genomu
jednotlivych druht. Aktualné jsou v této databazi k dispozici velikosti genomt deviti
druhti, pticemz vétSina z dostupnych dat byla ziskdna diky pritokové cytometrii.
V ptipad¢ dvou druhti Bacillus grandii grandii a Bacillus rossius redtenbacheri jsou
k dispozici data pro obé pohlavi. Samici druhu Bacillus grandii grandii byla naméfena
2C-hodnota 5,22 pg, velikost genomu samce byla zjiSténa mensi — 4,32 pg. 2C-hodnota
samice druhu Bacillus rossius redtenbacheri je rovna 4,34 pg, zatimco samec tohoto
druhu ma nejmensi velikost genomu z doposud métenych zastupcii Phasmatodea — jeho
2C-hodnota ¢ini 3,9 pg. Naopak nejvétsi genom patii druhu Extatosoma tiaratum, jehoz

2C-hodnota dosahuje 16 pg.

Nejmensi naméfena velikost genomu v rdmci této prace 5,15 pg byla zjisténa u samce
druhu Tisamenus sp. Palaui, samice téhoz druhu méla v absolutnich hodnotéach o 0,23 pg
(relativné o 4,47 %) vétSi genom. Naopak nejvétsi genom byl zjistén u druhu
Heteropteryx dilatata (Obrazek ¢. 6). Tento druh byl méfen opakované z divodu
mozné standardizace. Jak ukazuje Tabulka ¢. 7 nize, primérnd velikost genomu
(2C-hodnota) méfenych samct byla zjisténa v hodnoté 70,22 pg, zatimco u samic byl

zjistén primeémé genom veétsi, 71,92 pg. Jedna se tak o jeden z nejvétSich genomu
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doposud zjisténych u hmyzu. BohuZzel rozptyl v naméfenych 2C-hodnotdch mezi
samicemi a samci, ale i mezi jedinci jednoho pohlavi je dle Tabulky ¢. 7 ptilis veliky.
Smérodatna odchylka vypocitand pro samice Cini 4,11 pg, pro samce pak 2,92 pg.
Za téchto okolnosti by uziti Heteropteryx dilatata jakozto standardu pusobilo znacné
nepresnosti v mefenich. Neni vSak v tuto chvili jasné, co je pfi¢inou natolik odlisnych

hodnot a bude nutné se této problematice dale hloubé&ji vénovat.

Stejné jako v ptipad¢ Heteropteryx dilatata probihala méfeni opakované také u druhi
Medauroidea extradentata (Tabulka ¢. 8) a Sumngaya inexpectata (Tabulka ¢. 9).
V ptipadé¢ druhu Medauroidea extradentata byly méfenim podrobeny pouze samice
vzhledem ke skutecnosti, ze se jedna o parthenogeneticky druh. Celkem u tohoto druhu
probéhlo dvacet osm analyz. Primérna velikost genomu byla zjisténa 8,06 pg. Nejvetsi
zjistény rozdil mezi dvéma jedinci tohoto druhu v absolutnich hodnotach ¢inil 0,85 pg,

smérodatnd odchylka byla pro vSechny jedince vypocitana 0,25 pg.

Dalsim z potencialnich novych zivoc¢isnych, respektive hmyzich standardi by mohl byt
druh Sungaya inexpectata. Tento druh byl méfen celkem dvaactyficetkrat — jedenact
samic a samcil po jedné analyze a pét samic a samci po dvou analyzich. Primérna
velikost genomu u samic byla zjisténa v hodnoté 6,69 pg, u samcii pak 6,27 pg. Nejvétsi
rozdil mezi dvéma samicemi €inil v absolutnich hodnotéach 0,64 pg a mezi samci 0,4 pg,

smerodatna odchylka byla vypocitdna u samic 0,16 pg, u samct 0,14 pg.

5.2.4 Rovnok¥ridli (Orthoptera)

Animal Genome Size Database obsahuje v soucasnosti sedmdesat Sest zaznamil
s informaci o velikosti genomu zastupcii fadu Orthoptera. Pouze deset z nich bylo ziskano
pomoci pratokové cytometrie a mnohé ze zdznaml jsou duplicitni. Databaze
pfi odecteni duplicit poskytuje informace o padesati druzich z fadu Orthoptera. Velikost
genomu se v databazi pohybuje v rozmezi od 3,42 pg (Oecanthus niveus) do 33,96 pg
(Podisma pedestris), respektive nejvétsi publikovany daj v soucasnosti patfi druhu
Bryodemella tuberculata (43,92 pg). (Hawlitschek et al., 2023). Ob¢ tyto hranice byly
piekonany, jak ukazuji vysledky v Tabulce ¢. 10). Nejmens$i naméieny genom 1,59 pg
byl zjistén u druhu Myrmecophilus acervorum, nasledovany druhem Gryllotalpa

gryllotalpa s hodnotou 2,54 pg.
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Naopak velké genomy byly zjistétny u druhG Bradyporus dasypus (31,52 pg),
Stethophyma grossum (34,79 pg), Euthystira brachyptera (39,43 pg), Romalea
microptera (51,23 pg samice, 46,67 pg samec), Tropidacris collaris (54,59 pg),
Zonocerus elegans (57,60 pg, Obrazek ¢. 7), Phymateus leprosus (70,74 pg).
(70,74 pg, Obrazek ¢. 8), dale pak u tfech druhti podiddu Caelifera s hodnotami
33,40 pg, 43,08 pg, 64,56 pg a samce jednoho druhu z ¢eledi Pyrgomorphidae 109,19 pg.
Vibec nejvétsi naméené hodnoty se podaftilo ziskat u druhtt Dictyophorus spumans
(Obrazek ¢. 9), jehoz genom dosahuje uctyhodné velikosti 139,91 pg a Dictyophorus
griseus (Obrazek ¢. 10), ktery se pysSni velikosti genomu 149,33 pg. Jedna se o druhy,
které stejné jako Zonocerus elegans a Phymateus leprosus zastupuji celed
Pyrgomorphidae. V sou¢asnosti se rozmezi velikosti genomti v ramci skupiny Orthoptera
pohybuje od 1,59 pg do 149,33 pg.

Mezi autory probihd diskuze o diivodech velkych genomi v ramci fadu Orthoptera. Velké
genomy jsou dle dosavadnich studii véetné této prace doménou ,,ne-grylloidni* skupiny
nadceledi podiddu Ensifera a témét vSech nadceledi podiddu Caelifera vyjma
Tridactyloidea, kde je k dispozici prozatim tdaj o jediném druhu (Yuan et al., 2021, Gregory,
2022, Hawlitschek et al., 2023). Nékteii autofi se domnivaji, ze za velkymi genomy
rovnoktidlych stoji polyploidie, coz je jevi jako malo pravdépodobné (Hawlitschek et al.,
2023) a vysledky studii ukazuji, Zze u predki rovnokiidlého hmyzu nebyl tento jev
zaznamenan (Li et al., 2018). Dal§im z uvazovanych divodu jsou repetitivni sekvence,
které byly objeveny u nékolika zéstupci fadu Caelifera (Wang et al., 2014, Shah et al.,
2020, Verlinden et al., 2021) nebo velky pocet chromozomi, nicméné ani zde nebyla
zachycena pozitivni korelace (Hawlitschek et al., 2023). Zvazovana také byla korelace
mezi velikosti téla a velikosti genomu, kterd nebyla v Tettigonidae prokazana (Yuan et
al., 2021). Nicméné jak upozoriiuji jini autofi, pro testovani této hypotézy bude tieba
se zaméfit cilen¢ na dalsi konkrétni skupiny (Hawlitschek et al., 2023). Data ziskana
v ramci této prace naznacuji, ze velikost (délka) té€la nebude pravdépodobné rozhodujicim
faktorem (Tabulka ¢. 15). Velikost téla je ale ovlivnéna mnoha faktory jako naptiklad
potrava, teplota nebo ptfitomnost toxind (Whitman, 2008) a domnivam se tak, Ze v dal§ich
studiich bude tfeba brat tyto proménné vpotaz. Dlvodem velkych genomil by mohla byt
pritomnost obrannych mechanismi v podobé toxickych latek, které vylucuji zastupci
celedi s nejvétSimi zaznamenanymi genomy - Romaleidae a Pyrgomorphidae (Whitman

et al., 1992, Idowu et al., 2009).

57



Tabulka €. 15 — vycet jedinct velkych genomu

. . Pseudoproscopia F 22,54 | F:140-150

L T Bradyporus F:46-60
Tettigonioidea Tettigoniidae dasypus 31,52 M-47-57
Tettigonioidea Tettigoniidae Cosmodems 24,38 cca 50

femoralis
Tettigonioidea Tettigoniidae Ep hip, preer 24,47 cca 40
discoidalis

. T Stilpnochlora 18,67
Tettigonioidea Tettigoniidae couloniana 15.23 cca 40

*velikosti jsou v ramci populaci variabilni (Huizenga et al., 2008)
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VéEtsi genomy byly zjistény u podiadu Caelifera (Graf €. 3), kde primérnd 2C-hodnota
vSech zjisténych genomi v rdmci naseho datasetu ¢ini 39,44 pg. Primérnd 2C-hodnota
podiadu Ensifera byla vypoctena 10,47 pg. Modré sloupce v Grafu ¢. 3 zobrazuji
prumérnou 2C-hodnotu pro samice daného podiadu, oranzové sloupce zobrazuji
pramérnou 2C-hodnotu pro samce daného podiadu. Sedé sloupce jsou pramérem viech
2C-hodnot v daném podiadu bez ohledu na pohlavi, tzn. ze do této hodnoty byli

uvazovani i jedinci, jejichz pohlavi nebylo urceno.

Graf ¢. 3 — velikost genomu podiadi Caelifera a Ensifera
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5.2.4.1 Kobylky (Ensifera)

Graf €. 5 niZe zobrazuje primérné velikosti genom zastupcl dané celedi bez ohledu
na pohlavi jedince. Hodnoty byly vypocitany u téch celedi, kde byli méteni alespoii dva
jedinci. Malé genomy byly zaznamenany u celedi Gryllidae (primérné 4,67 pg), coz
je v souladu s jinymi studiemi a zdznamy v Animal Genome Size Database (Hanrahan &
Johnston, 2011, Gregory, 2022, Havlitschek et al., 2023). V rdmci nadceledi Grylloidea
byly zachyceny nejmensi genomy fadu Orthoptera tohoto datasetu — 1, 59 pg
(Myrmecophilus acervorum, Grylloidea, Myrmecophilidae) a 2,54 pg (Gryllotalpa
gryllotalpa, Grylloidea, Gryllotalpidae).
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Graf ¢. 4 — velikost genomu podiadu Ensifera dle prislusnosti k celedi

B primérna 2C-hodnota (pg)
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V jednotlivych ¢eledich byly zaznamenany velikosti genomi v téchto rozmezich:
Gryllidae: 1,59 pg — 6,92 pg (Myrmecophilus acervorum; Nemobius sylvestris)
Gryllotalpidae: 2,54 pg — 6,82 pg (Gryllotalpa gryllotalpa;Neoscapteriscus borellii)
(Hanrahan & Johnston 2011).

Tettigoniidae: 4,7 pg — 31,52 pg (Eupholidoptera tyrrhenica,; Bradyporus dasypus)

Z dosavadnich vysledkll vyplyva, Ze nadceled” Grylloidea zahrnuje zastupce malych

genomu (Yuan et al., 2021, Hawlitschek et al., 2023).

Pro celedi Gryllacrididae a Myrmecophilidae v soucasnosti nejsou dostupné vysledky
dalsich druhii ke srovnani s vysledky této prace, respektive do Animal Genome
Size Database byl zanesen jediny udaj o velikosti genomu druhu Ceuthophilus stygius

(2C-hodnota 19,1 pg) ziskany metodou Feulgenovy denzitometrie (Rasch, 1986).

5.2.4.2 Sarance (Caelifera)

Graf €. 4 niZe zobrazuje primérné velikosti genomi zastupcli dané celedi bez ohledu
na pohlavi jedince. Hodnoty byly vypocitany u téch celedi, kde byli méteni alespon dva
jedinci rtiznych dvou druhli. Primérné nejmensi genomy byly zaznamendny v ramci

celedi Tridactylidae (5,7 pg), naopak zastupci celedi Pyrgomorphidae reprezentuji
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skupinu s nejvétsimi genomy (89,25 pg). Vyrazny rozdil byl zachycen v rdmci nadceledi

Acridoidea, a to mezi ¢eledmi Acrdididae (25,80 pg) a Romaleidae (50,83 pg).
Graf ¢. 5 — velikost genomu podiadu Caelifera dle prislusnosti k celedi

M primérna 2C-hodnota (pg)

89,25

50,83

B

ACRIDOIDEA,
ACRIDIDAE
ACRIDOIDEA,
ROMALEIDAE
TRIDACTYLOIDEA ,
TRIDACTYLIDAE
PYRGOMORPHOIDEA,
PYRGOMORPHIDAE

V jednotlivych Celedich byly zaznamenany velikosti genomt v té€chto rozmezich:
Acrididae: 7,68 pg , respektive 12,88 pg — 43,84 pg (Melanoplus differentialis; Locusta
migratoria; Bryodemella tuberculata) (Swift & Kleinfeld, 1953, Wang et al., 2014,
Hawlitschek et al., 2023)

Romaleidae: 46,67 pg — 54,59 pg (Romalea microptera;Tropidacris collaris)

Pyrgomorphidae: 33,40 pg — 149,33 pg (sarance neznamého druhu z JAR;Dictyophorus

griseus)

Tridactylidae: 5,26 pg — 5,86 pg (nezndmy druh; Xya pfaendleri) (Hanrahan & Johnston
2011)
Pro celedi Proscopiidae, Chorotypidae v soucasnosti nejsou dostupné vysledky dalSich

druhti ke srovnani s vysledky této prace.
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5.2.5 Kudlanky (Mantodea)

Graf ¢. 6 — velikosti genomt v fadu Mantodea

Phyllocrania paradoxa, M I 7,87
Phyllocrania paradoxa, F I 3,90
Acromantis japonica I 9,06
Tenodera aridifolic I, 5,34
Statilia maculata I 6,10
Stagmomantis carolina I 7,90
Litaneutria sp. I 6,64
Mantis religiosa I 3,16
Ameles spallanzania I 6,20
Ameles decolor I 11,14

Empusa fasciata I 6,32

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

Animal Genome Size Database obsahuje data o velikostech genomi péti druhd, pficemz
rozpéti 2C-hodnot je od 5,84 pg (Tenodera aridifolia) do 9,06 pg (Acromantis japonica)
(Koshikawa et al., 2008), metoda pritokové cytometrie byla pouzita pro stanoveni
velikosti genomt u jedincti Litaneutria sp. (2C-hodnota zjisténa 6,64 pg) a Stagmomantis
carolina (2C-hodnota zjisténa 7,9 pg) (Hanrahan & Johnston 2011). Rozpéti velikosti
genomi fadu Mantodea se tak v soucasnosti pohybuje od 5,84 pg (Tenodera aridifolia)
do 11,14 pg (Ameles decolor). Graf ¢. 6 vySe zobrazuje vSechny doposud zjisténé
velikosti genomtl jednotlivych druhti pokryvajici tii Celedi — Empusidae (Empusa
fasciata), Mantidae (Tenodera aridifolia, Statilia maculata, Stagmomanis carolina,
Litaneutria sp., Mantis religiosa) a Hymenopodidae (Acromantis japonica, Phyllocrania

paradoxa).

5.2.6 Termiti (Isoptera)

Dle Animal Genome Size Database je rozptyl doposud naméfenych 2C-hodnot v ramci
skupiny Isoptera vrozmezi 1,16 pg (Zootermopsis nevadensis) az 3,8 pg
(Pericapritermes nitobei) (Koshikawa et al., 2008. Vzhledem k ptedpokladané velikosti
genomu ve vySe uvedeném rozmezi byl internim standardem zvolen lilek visiovy
(Solanum pseudocapsicum), jehoz 2C-hodnota ¢ini 2,60 pg. Velikost genomu
studovaného vzorku vSak byla pfili§ podobné velikosti genomu zvolen¢ho standardu

a doSlo k prekryvu peakl. Nasledujici analyzy tak byly provedeny s nové zvolenym
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standardem — ostfici ostrou (Carex acutiformis), jejiz 2C-hodnota je zhruba trikrat mensi

nez 2C-hodnota ptivodné zvoleného standardu, a sice 0,82 pg.

Animal Genome Size Database obsahuje Sest zaznamu velikosti genomt zastupct ¢eledi
Rhinotermitidae z celkovych Sestnacti pro skupinu Isoptera, z cehoz dva zdznamy
byly ziskany pomoci pritokové cytometrie. Rozptyl velikosti genomt v této celedi
je od 1,72 pg (Coptotermes formosanus) do 2,14 pg (Reticulitermes flavipes
a Reticulitermes speratus kyushuensis). Variabilita mezi velikostmi genomil termitl
je ve srovnani s variabilitou u Svabl velmi nizka. V nedavné studii byla publikovana data
Citajici vice nez sto Ctyficet druh Svabi. Nejmensi zachyceny genom v této studii
3,41 pg pattil samci druhu Holocompsa nitidula a nejvétsi zjistény genom 35,17 pg samici
druhu Therea olegrandjeani, oba v ramci ¢eledi Corydiidae (Stuchikova, 2020). Naproti
tomu termitim blizce piibuzné druhy vrédmci Svadba Crypfocercus punctulatus
a Cryptocercus kyebangensis maji genomy podobné velikostem genomi termitd —
2,64 pg a 2,32 pg (Koshikawa et al., 2008). Ackoliv doposud nebyl prokazan vztah mezi
malym genomem a vznikem subsociality, respektive eusociality, néktefi autofi
se domnivaji, ze jistd souvislost by zde mohla byt pfitomna (Koshikawa et al.,

Stuchlikova et al., 2020).
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5.3 Negativa pritokové cytometrie

5.3.1 Nazvoslovi

V této ¢asti bych rada poukazala na nékteré problematické aspekty prutokové cytometrie.
Jednim z prvnich tskali, se kterym jsem se v pribéhu zpracovavani této diplomové prace
setkala, bylo nejednotné uzivani ndzvoslovi napfic¢ studiemi. Autory je Casto uvadéna
velikost genomu (=obsah jaderné DNA) pomoci C-hodnoty. Ta ovSem, jak jiz bylo
uvedeno v uvodnich kapitolach, vyjadiuje obsah DNA gametickych bunék. Histogram
ziskany méfenim vzorkli a vyhodnocovany napiiklad v programu Partec FloMax 2.4b
(Partec GmbH, Miinster) zobrazuje 2C-hodnoty standardu. Na zdkladé vypoctu
vzdalenosti peakil je pak odvozena 2C-hodnota vzorku. Pokud by takto ziskané
2C-hodnoty byly délena dvéma u heterogametického pohlavi, vysledné C-hodnoty budou
zatizeny znacnou nepiesnosti (Sadilek et al, 2019). Bohuzel mnozi autofi vliv pohlavi
zanedbavaji a nerozlisuji ve svych studiich hodnoty pro samice a samce. Animal Genome
Size Database udaje o pohlavi ve vét§in€ ptipadii také neobsahuje, ackoliv piivodni
publikaci byla tato data zanesena (napt. Hanrahan & Johnston, 2011). Dal§im z negativ

Animal Genome Size Database je absence nové¢ ziskanych dat.

5.3.2 Standardy

Tato diplomova prace byla soucasti projektu ¢. 1338120 Grantové agentury Univerzity
Karlovy. A¢koliv v pribéhu let probihalo v ramci tohoto projektu extenzivni vzorkovani
napfi¢ taxony, tato prace obsahuje pouze Céast analyz ze skupiny Polyneoptera,
a to mimo jiné z kapacitnich omezeni diplomovych praci. Laboratorni ¢ast prace
a ziskané vysledky vSak ukdzaly potfebu nadesignovani novych idedlné zivocisnych
standardll s ohledem na mnozZstvi doposud neprobadaného hmyzu v oblasti velikosti
genomu. Volba vhodného standardu je v soucasnosti pomé&rmné komplikovana vzhledem
k tomu, Ze neexistuje jednotny soubor standardil a jejich 2C-hodnot a data jednotlivych

autorti jsou tak obtizné srovnatelna.

Obecné je doporuc¢ovéano pouzivat zivo€i$né standardy pro méfeni zivociSnych vzorka
(Greilhuber et al., 2007), nicméné rozsah velikosti genomi aktualné¢ pouzivanych
standardll (v€. Cloveéka) je bohuzel pro analyzy Orthoptera a dalSich skupin s velkymi

genomy nedostacujici. Z tohoto divodu byly v této praci pouzity ovéiené rostlinné
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standardy, které se ukazaly byt pro studium hmyzu vhodnymi (Sadilek et al., 2019,
Stuchlikova, 2020, Hawlitschek et al., 2023).

Potencidln€ vhodnymi druhy pro budouci standardizaci se dle predbéznych vysledki jevi
Heteropteryx dilatata, Medauroidea extradentata, Sungaya inexpectata a Locusta
migratoria. Jak jiz bylo zmin€no v Gvodni ¢asti prace, idedlni standard by mél splnovat
nekolik kritérii — podobna velikost genomu vzorku a standardu, dobra dostupnost, stabilni
genom, snadna manipulace s dotyénym jedincem. V tuto chvili by bylo undhlené
hodnotit, zda po absolvovani procesu standardizace budou tyto druhy vyhovujici,
nicméné prvni tii kritéria se prozatim kromé druhu Heteropteryx dilatata jevi nadéjné.
Kriticky moment vnimdm osobné v poslednim bodu, a to ptedev§Sim u Heteropteryx
dilatata a Locusta migratoria. Prvni zmitovany druh, Heteropteryx dilatata, v tomto
bodu neni zcela vyhovujici vzhledem k morfologii koncetin a ochoté téchto jedinci
ji neziidka kdy vyuzit v momenté odbéru tkané (Obrazek ¢. 9). Druhy zminovany druh,
Locusta migratoria, nedisponuje otrnénymi koncetinami v takové mife jako predchozi
druh, nicméné s oblibou dostava pomoci skakavych koncetin svého druhového jména —
tedy ,,migratoria®. Jak se vSak ukazalo nejen v této studii, dobie poslouZzi také mrazeny

material a problém tak neni nefeSitelnym.
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6 Zavér

Diplomova prace si kladla za cil rozsitit znalost velikosti genomt v ramci skupiny
Polyneoptera metodou priitokové cytometrie a porovnat rozdily velikosti genomti v ramci

jednotlivych fadi této skupiny.

Podafilo se zjistit velikost genomt celkem u osmdesati druhit hmyzu v ramci skupiny
Polyneoptera, z nichz vétSina nebyla dosud publikovana. Dataset znamych genomu byl
diky této praci rozsifen o tfi zastupce Dermaptera, jednoho zastupce Embioptera, tiinact
druhti z fadu Phasmatodea, pét druhi fddu Mantodea, jednoho zastupce ze skupiny
Isoptera a dvacet Sest druhti Orthoptera. Zjisténé velikosti genomu byly porovnavany
se znamymi Udaji zanesenymi v Animal Genome Size Database a tdaji publikovanymi
v nejnovéjsich studiich. Mezi méfenymi jedinci bylo zaznamenano nékolik druhd, jejichz
2C-hodnoty vyrazné ptesahovaly doposud publikované udaje — Tropidacris collaris
(54,59 pg), Dictyophorus spumans (139,91 pg) ¢i Dictyophorus griseus (149,33 pg),
jehoz 2C-hodnota né¢kolikanasobné pievysuje zvetejnéné vysledky a jedna se tak u hmyzu

o vibec nejvétsi zjisténou velikost genomu.

Nad ramec stanovenych cilii byly natipovany ¢tyfi mozné budouci hmyzi standardy —
Heteropteryx dilatata, Medauroidea extradentata, Sungaya inexpectata a Locusta
migratoria. Tyto druhy (vyjma Heteropteryx dilatata) vykazuji relativné stabilni genom,
jsou nendro¢né na chov a pokryvaji Sirokou Skélu velikosti genomil ve srovnani s doposud
testovanymi standardy. Nutna je vSak dalsi rozsahlejsi studie, ve kterou budou tyto druhy

dikladnéji testovany.
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