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Abstrakt

Velikost genomu neboli obsah DNA v buiikach je vyjadfovana pomoci tzv. C-hodnoty,
tj. hmotnosti DNA v jednotkach pg, respektive jako 2C-hodnoty pro obsah DNA
v somatickych bunkach diploidnich organismi. Jednoduchou metodou vyuzivanou mimo
jiné pro zjisténi velikosti genomu je pratokova cytometrie. Tato metoda se jiz tradicné
tési veliké oblibé zejména mezi botaniky, kde je vyuzivana predevsim pii taxonomickych
a populacnich studiich ¢i pro zjistovani ploidie jednotlivych linii. Naopak velikost
genomu u zivo¢icht, respektive u hmyzu je relativné malo studovana. Z vice nez milionu

popsanych hmyzich druhti je velikost genomu zndma u pouhych stovek z nich.

Tato prace poskytuje informace o velikosti genomu osmdesati osmi druhti hmyzu
z vybranych tada skupiny Polyneoptera — Ctyfech druhti skvorti (Dermaptera), ¢tyfech
druhti snovatek (Embioptera), ¢trnacti druhti kudlanek (Mantodea), sedmnacti druht
straSilek (Phasmatodea), Ctyficeti Sesti druhd rovnokitidlych (Orthoptera), jednoho druhu
termita (Isoptera, Blattodea) a dvou druhli poSvatek (Plecoptera). Zjisténé absolutni
velikosti genomti a miry jejich rozsahi byly porovnany v ramci jednotlivych tada,
v ramci skupiny Polyneoptera a srovnany s velikostmi genomil dalSich taxonii hmyzu.
Vysledkem prace je mimo jiné i doposud nejvétsi zméfeny genom u hmyzu — sarance
Dictyophorus griseus (2C=149,33 pg), jehoz velikost genomu n¢kolikandsobné prevysuje
doposud publikované vysledky a potvrzuje tak dosavadni hypotézu o velkych genomech
rovnokiidlych (Orthoptera). Prace diskutuje rovnéz faktory, které by mohly vést
k vyskytu nadmérnych genomi, napiiklad mozny vliv velikosti téla a metabolismus
toxickych latek u rovnokiidlych (Orthoptera) a mozny vliv typu rozmnoZovani

na velikosti genomu strasilek (Phasmatodea).

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



Abstract

The size of the genome, or DNA content in cells, is expressed using the so-called C-value,
i.e. the weight of DNA in units of pg, or as 2C-values for the DNA content in somatic
cells of diploid organisms. A simple method used, among other things, to determine
the size of the genome is flow cytometry. This method has traditionally been very popular,
especially among botanists, where it is mainly used in taxonomic and population studies
or for determining the ploidy of individual lines. Conversely, genome size in animals
and insects is relatively little studied. Of the more than a million described insect species,

the genome size is known for only hundreds of them.

This work provides information on the genome size of eighty-eight species of insects
from selected orders of the Polyneoptera group — four species of earwigs (Dermaptera),
four species of weavers (Embioptera), fourteen species of mantises (Mantodea),
seventeen species of stick insects (Phasmatodea), forty-six species of grasshoppers,
locusts, and crickets (Orthoptera), one species of termite (Isoptera, Blattodea) and two

species of stoneflies (Plecoptera).

The determined absolute genome sizes and variance rates were compared within
individual orders, within the Polyneoptera group, and compared with the genome sizes
of other insect taxa. The results showed the largest insect genome measured so far — the
locust Dictyophorus griseus (2C=149.33 pg), whose genome size is several times larger
than the results published so far and thus confirms the previous hypothesis about large
genomes of Orthoptera. The results showed a possible effect of body size and the presence
of toxic substances on the size of the genomes of Orthoptera and a possible effect of the

type of reproduction on the size of the genomes of Phasmatodea.

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
bunky 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, anglicky c-value (Swift, 1950). C-hodnota je pouZzivéna pro vyjadieni
velikosti genomu haploidnich bun¢k. Setkat se vSak mizeme bézn¢ také s 2C-hodnotou,
jez vyjadiuje obsah DNA v somatické bunice eukaryotického organismu, respektive
v buiice diploidni. Tato hodnota je udavana v pikogramech (pg), kdy vyjadiuje hmotnost
DNA, nebo jako pocet part nukleovych bazi, resp. megapart bazi (Mbp), kdy vyjadiuje
délku sekvence. Vztah mezi udavanymi jednotkami je vyjadien rovnici 1 pg = 978 Mbp

(Dolezel et al., 2003). V této praci bude pouzivana vyhradné jednotka pg.

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 komplexit€¢ daného
organismu (Thomas, 1971, Pagel et al., 1992). Napiiklad 2C-hodnota nékterych zastupct
fadu Orthoptera je vyrazné vyssi nez u Clovéka, naptiklad druhy Stauroderus scalaris
s 2C-hodnotou 32,68 pg nebo Podisma pedestris s 2C-hodnotou 33,86 pg (Gregory,
2023) versus 6,50 pg u Clovéka (2C, Dolezel et al., 2003). Jadernd DNA obsahuje
mnozZstvi repetitivnich a nekodujicich sekvenci s notnou variabilitou mezi jednotlivymi
organismy, coz muze mit za nasledek takto vyrazn¢ odlisné¢ 2C-hodnoty. Otdzkou vSak
nadale zlstava, pro¢ bunky nekterych 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 buniky a velikosti
genomu, jak n€ktefi autoti demonstruji ve svych vyzkumech at’ uz na ¢lenovcich ¢i jinych
bezobratlych (Gregory et al., 2000), obratlovcich (Gregory, 2001), ¢lovéku (Gillooly
et al., 2015) nebo rostlinach (Beaulieu et al., 2008).

11



Dle Tafta (2007) je zfejmé& nejvyznamnéj$i promeénnou urcujici velikost genomu stupent
ploidie, nebot’ polyploidizace miize byt jednim z divodi zvétSeni genomu. Bunky
polyploidnich jedincti obsahuji jednotky az desitky kopii t¢hoz chromozomu. Proces
polyploidizace byl kli¢ovy zejména v evoluci rostlin (Wendel, 2000, Suda, 2007), svou
roli sehral v evoluci také u obratlovctl (Gregory, 2005). Ziidka nalezneme polyploidy
mezi savci (Svartman, 2005), pomérné Casta je pak polyploidie u obojzivelnikl (Gregory,
2005) ¢iryb (Begak & Kobashi, 2004). Polyploidni jedince nachdzime rovnéz mezi korysi
¢i hmyzem (Lokki & Saura, 1980, Otto & Whitton, 2000). Polyploidie u hmyzu
je obvykle spjata s partenogenezi, proto byl jeji vyskyt zachycen u jepic (Ephemeroptera),
zastupcti polokiidlych (Hemiptera, Coccidae), rovnoktidlych (Orthoptera, Tettigoniidae)
nebo naptiklad u nékterych druhti straSilek (Phasmatodea) (Lokki & Saura, 1980,
Casellato et al., 2009). Znalost ploidni Grovné mlze pomoci objasnit taxonomickou
ptislusnost (Suda, 2007). Po polyploidiza¢ni udalosti obvykle nasledné dochdzi k redukeci
a ztraté n€kterych genti (Wendel, 2000). Tato zpétna redukce mtize situaci zkomplikovat,
takze u n€kterych ptivodné polyploidnich druhti se diky redukcim miize zdat, Ze se jedna

o druhy diploidni. Takové druhy jsou €asto oznacovany jako paleoploidni (Wolfe, 2001).

Stav soucasného poznani ukazuje obrovské rozdily ve velikostech genomi nejen mezi
jednotlivymi skupinami hmyzu, ale vysokou variabilitu vykazuji i vysledky mezi druhy
v ramci jedné linie ¢i dokonce mezi pohlavimi (Marescalchi et al., 1998, Stuchlikova,
2020, Hawlitschek et al., 2023). Pro ilustraci lze uvést naptiklad velikost genomu
naméiené 2C-hodnoty dostupné v Animal Genome Size Database (AGSD) pohybuji
v rozmezi 0,14 pg az 0,20 pg, nejvétsi pak do hodnoty 2,76 pg. Naopak nejvetsi hmyzi
2C-hodnota uvedena v databdzi 33,86 pg byla naméfena u druhu Podisma perestris,
(Yuan et al., 2021). V nedavnych studiich byla doposud nejvétsi znama velikost genomu
u hmyzu pifekonana a zjiStény byly 2C-hodnoty 42,43 pg u druhu Dericorys annulata
(Sun et al., 2023) a 43,92 pg u druhu Bryodemella tuberculatum (Hawlitschek et al.,
2023).
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1.2 Metody méreni velikosti genomu

1.2.1 Dr¥ive pouzivané metody

V pocatcich vyzkumu velikosti genomu byla aplikovana naptiklad fluorometricka
analyza (Hinegardner, 1971) ¢i principy reasociacni kinetiky (Palmer, 1994), postupem
Casu zaCala pfevazovat zejména denzitometrie. Principem denzitometrického méteni
velikosti genomu je roztér tkané studovaného organismu na sklicko, za pomoci
Feulgenovy reakce je vzorek pak piipravovan k mikroskopické analyze. Feulgenovo
barveni zahrnuje fixaci vzorku, jeho hydrolyzaci kyselinou chlorovodikovou a barveni
Schiffovym c¢inidlem. Nésledn¢ je stanovena a porovnana opticka hustota jader vzorku
s optickou hustotou jader standardu, u néhoz je velikost genomu znama (Hardie et al.,
2002). Ve srovnani s pratokovou cytometrii je denzitometrické méfeni povaZovano
za postup nachylngjsi k vzniku chyb, a to kvili vétSimu mnozstvi kritickych okamziki
pti ptipraveé vzorkt (Dolezel et al., 2007, Greilhuber, 2008). Podrobnéjsi popis principu
pratokové cytometrie, jeji benefity a uskali a vyuziti v praxi ¢i vyzkumu nésleduje v dalsi

casti kapitoly.

1.2.2 Celogenomové sekvenovani a dalSi soucasné metody

Cilem sekvenovani je stanoveni poradi nukleotidi v sekvencich DNA, tedy stanoveni
primarni struktury DNA. Moderni metody sekvenovani nové generace (NGS) jsou
ve srovnani s klasickymi pfistupy jako je Sangerovo sekvenovani rychlejsi
a samotné analyzy jsou diky produkci velkého mnoZstvi dat za kratky ¢asovy tisek méné
nakladné a umoZiluji nam ziskat vyrazné delsi sekvence DNA. Celkové naklady jsou
nicméng oproti metod€ pritokové cytometrie stale fadove vyssi, a to pfedevsim z ditvodu
naro¢ného bioinformatického zpracovani ziskanych dat. Mezi dal$i metody stanoveni
velikosti genomu patii naptiklad kvantitativni polymerazova fetézova reakce neboli
qPCR (Gregory et al., 2013) ¢1 mikrospektrofotometrie (Sessions, & Larson, 1987,
Jimenez et al., 2010).

1.2.3 Pritokova cytometrie

Metoda pratokové cytometrie (anglicky flow cytometry ¢i FCM) se pro svou metodickou
nenarocnost, rychlost ziskani vysledkii a nizké néklady tési stale vzriistajici popularité.
(Kron et al., 2007). Tato metoda umoziiuje separovat jednotlivé ¢astice jako jadra bunék,

buitkky ¢i chromozomy a nasledné analyzovat jejich vlastnosti, respektive jsou
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zaznamenavany optické vlastnosti téchto ¢astic, nejcastéji fluorescence (Suda, 2005,
Adan et al., 2017). Princip méfeni velikosti genomu za vyuziti pritokové cytometrie
je snadny a spoc¢iva v homogenizaci studovaného vzorku s vhodnym nejcastéji internim
standardem, navazani specifického fluorescen¢niho barviva na DNA vzniklého
homogenatu, respektive analyzovanych castic. Obarvené castice se diky takzvané
hydrodynamické fokusaci v pritokové komirce cytometru pohybuji jedna za druhou
v izkém svazku (Suda, 2005, DoleZel et al., 2007). Castice jsou do komirky piivadény
kapilarou, kterou soucasn¢ protéka unaSeci kapalina (destilovana voda ¢i slaby solny
roztok). Diky tomu, ze unaseci kapalina je do kapilary vpousténa pod vysSim tlakem
nez suspenze analyzovanych ¢astic, proud ¢astic je timto zptisobem drZen ve stiedu toku
a z komurky odchézi jedna za druhou az ke zdroji excitaéniho zareni, kterym jsou tyto

Castice ozafeny.

Typickym zdrojem zafeni jsou lasery, diive to byly také vysokotlaké rtutové vybojky
nebo kombinace lasert 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 dochazi nasledné k prechodu zpét do stavu ptivodniho. Pfechod do ptivodniho stavu
zpusobuje uvolnéni svételné (fluorescencni) a tepelné energie. Po tomto procesu ¢astice
vyzatuji svétlo o jiné vlnové délce nez zareni, jimz byly ozéateny (Suda, 2005). Za uziti
vhodnych filtrGi a zrcadel jsou rozptyl svétla a emitovana fluorescence cytometrem
zaznamenavany a nasledné pienaSeny do grafické podoby (Wilkerson, 2012, Adan et al.,

2017, Obrazek ¢. 1).

OTONASOBICE

S

ZDROT DETEKTOR
EXCITACNIHO. BOCNIHO )
SVETLA ROZPTYLU DETEKTOR

eETLA = PRIMEHO —+ PO{ITAE
ROZPTYLU
SVETLA

Obrazek ¢. 1 — schéma pritokového cytometru (Brown & Wittwer, 2000, upraveno).
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1.2.3.1 Piiprava vzorku

V idedlnim ptipad¢ by hmyzi vzorky mély byt pouzivany Cerstvé (Dolezel & Bartos,
2005). V opaéném piipadé mize dojit k rozpadu tkéni a degradace DNA. Takovy vzorek
pak nelze pro cytometrickou analyzu pouzit. Problematickd vSak muze byt faze
transportu materialu do laboratote, pokud se jedna o material ziskany terénnim sbérem.
V terénu muze byt casto slozitym az nemoznym ukolem dopravit materidl v Zivém stavu,
zvl4sté pokud jsou dani jedinci kratkovéci ¢i naro¢ni na podminky prostfedi. Z tohoto
davodu je v nékterych ptipadech na misté¢ material fixovat (Gregory, 2005). Material
lze pouzit také mrazeny, ovSem nezbytna je pak ptiprava vzorku na ledu (Hanrahan
& Johnston, 2011, Sadilek et al., 2019). V minulosti byly vzorek a standard ptipravovany
a meéfeny zvlast. Vzhledem k mozné chybovosti v disledku pfistrojové odchylky
¢i odlisné barvitelnosti vzorku a standardu neni tento zplsob pfili§ vhodny
a pouzivany jsou nyni vyhradné standardy interni (Suda, 2005, Dolezel et al., 2007).
Vzorek a standard jsou tak homogenizovany, barveny i1 méfeny soucasné¢ (Dolezel

& Greilhuber, 2010).

1.2.3.2 Standardy

Vhodny standard by mél spliiovat nékolik kritérii. Mezi stézejni kritéria patii zejména
znalost velikosti genomu (Dolezel & Greilhuber, 2010) a jeho stabilita, dostupnost
standardu, nenarocnost na péstovani ¢i chov, snadna manipulace s danym jedincem.
Standard by mél rovnéz splnovat piedpoklady pro pouziti s konkrétnim vzorkem.
Zakladnim ptfedpokladem pro uspé€Sné provedené meéieni s dobfe analyzovatelnym
a spolehlivym vysledkem je podobna velikost genomti standardu a vzorku (Johnston
et al, 1999, Roux et al., 2003). Vyrazné nebo naopak velmi nepatrné rozdily mezi
velikostmi genomil standardu a studovaného vzorku mohou zapficinit sniZenou kvalitu
analyzy, prekryv peaki a v disledku toho nemoznost analyzu vyhodnotit. Je tak nezbytné
Skaly moznych vysledkl. V dosavadnim vyzkumu bylo vyzkouSeno mnoho variant
standardii od lidskych lymfocytl (Jakobsen, 1983) ¢i kutecich erytrocytd (Vindelov
et al., 1983, Brown et al., 2005, Chen et al., 2015) ptes standardy rostlinné (Temsch
et al., 2022)¢1 ziskané z rozliénych druhii obratlovct jako jsou naptiklad ryby €1 mysi

(Jakobsen, 1983, Tiersch et al., 1989, Dallas et al., 1998, Hanrahan et al., 2011, Hubalek
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etal., 2021, Yu et al., 2021) nebo z bezobratlych (Hanrahan et al., 2011, Guo et al., 2015,
Pflug et al., 2020). Piehled nejcastéji pouzivanych rostlinnych a zivocisnych standardt
je uveden v Tabulkéch €. 1 a €. 2 (Jakobsen, 1983, Pellicer et al., 2019, Pflug et al., 2020,
Temsch et al., 2022, Gregory, 2023).

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

Cesky nazev latinsky nézev 2C-hodnota (pg)

husenicek rolni Arabidopsis thaliana 0,32
sporys Iékaisky Verbena officinalis 0,68
ryze seta Oryza sativa 0,80
ostfice ostra Carex acutiformis 0,82
redkev setd Raphannis sativus 1,10
lilek rajce Solanum lycopersicum 1,12
soja lustinatd Glycine max 2,26
lilek visiovy Solanum pseudocapsicum 2,60
petunie zahradni Petunia hybrida 2,85
sedmikraska obecna Bellis perennis 3,38
petrzel zahradni Petroselinum crispum 4,46
kukufice seta Zea mays 5,40
hréach sety Pisum sativum 9,09
jeCmen sety Hordeum vulgare 10,43

agéave obecna Agave americana 15,90

Zito 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

Tabulka €. 2 — Zivoc¢iSné standardy a jejich 2C-hodnoty

cesky nazev latinsky nézev 2C-hodnota (pg)
had’atko obecné Caenorhabditis elegans 0,20
octomilka obecna Drosophila melanogaster 0,36
véela medonosnd Apis mellifera 0,48
octomilka Drosophila virilis 0,68
¢tverzubec skvrnity Tetraodon fluviatilis 0,82
potemnik moucény 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$ domdci Mus musculus 6,04
¢lovék moudry Homo sapiens 6,50
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1.2.3.3 VyuZziti prutokové cytometrie

Krom¢ meéfeni velikosti genomu nachézi pritokovd cytometrie uplatnéni ve studiu
pomérné Casto se vyskytujici polyploidie u rostlin (Brandizzi & Grilli Caiola 1998),
detekce pohlavi zivoCichli (Aron et al., 2003) dale pak ve studiu poméru parti 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 zjistovani velikosti
genomu Vv botanickych badanich nad zoologickymi. V sou€asnosti je u hmyzu znama
velikost genomu pouze u 0,001344 % druhli. Metoda ma proto na tomto poli velky

potencial.

Priatokova 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 evolu¢nich a ekologickych studiich (Hawlitschek et al., 2023). Metody
pratokové cytometrie se rovnéz uplatnuji pfi feSeni taxonomickych a populaéné
biologickych otdzek (Kron et al., 2007). Soucasnd integrativni taxonomie, pouZziva
pro stanoveni hranic druhii riznych kritérii, vcetné karyologickych analyz,
morfologickych znaki ¢i mnozstvi jaderné DNA (Stace, 2000). Pritokova cytometrie
také dokaze odhalit kryptické druhy a pomoci timto smérem zacilit vyzkum (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 pfipad€ Zivocichli tomu tak neni. Diivodem je relativné vzacny vyskyt
polyploidie ve srovnani s rostlinami a také byvaji preferovany jiné metody vyzkumu
tohoto jevu (Kron et al., 2007). Ptikladem lze uvést vyzkum Matthiase Stocka a kolektivu
(Stock et al., 2002) zabyvajici se komplexem Bufotes viridis. Diploidni ¢i tetraploidni
jedinci nejsou u bezocasych obojzivelnikl ¢i plazi prekvapenim (Bickham et al., 1993,
Green & Sessions, 2012), triploidie vSak neni zcela obvykla (Stock et al., 2002).
Bisexualni rozmnoZovani triploidnich jedinct bylo povazovdno za nemozné z diivodu
problematické  distribuce  tfech  chromozomovych sad vramci meidzy.
Vyse zminéni autofi studie demonstruji existenci n€kolika geograficky izolovanych
triploidnich populaci ropuch zelenych, jejichz rozmnozovani neni vazané

na partenogenezi, gynogenezi ¢i hybridogenezi a probiha pfirozené bisexudlné (Stock
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et al., 2002). Tato studie tak piispéla k popisu nové objeveného taxonu Bufotes
pseudoraddei baturae (Stock et al., 2002).

U homoploidnich skupin je priitokova cytometrie vyuzivana v taxonomickych otazkach,
a to za stanovenim velikosti genomu ¢i poméru AT a CG nukleovych bazi (Stock
et al., 2002, Vizintin et al., 2006). Rozdily ve velikostech genoml 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 vétSinove vyuzivana v piipadé rostlinného
materidlu (Dolezel & Gohde, 1995). V ptipad¢ Zivocicht je prutokova cytometrie Castéji
vyuzivéana pro ur¢eni pohlavi u taxont, kde je to na prvni pohled komplikované, naptiklad
u ptakt (Canon et al., 2000, Aron et al., 2003, Aron et al., 2004). Rozdily ve velikostech
genomil mezi pohlavimi demonstruji 1 studie sledujici velikost genomu u hmyzu (Sadilek
etal.,2019a, Sadilek et al., 2019b, Hawlitschek et al., 2023). Své vyuZziti naléza prutokova

cytometrie také pii studiu interakei mezi rostlinami a hmyzem (Thompson et al., 1997).

1.3 Animal Genome Size Database

Ve vetejné dostupné databazi AGSD (Gregory, 2023) nalezneme v dob¢ vydani této prace
celkem 6222 zdznamii, 3793 zdznam reprezentuje obratlovce, 2429 zdznam pak nalezi
bezobratlym Zivo¢ichiim. Sestinohé (Hexapoda) reprezentuje celkem 1345 zidznamil,
z toho 1344 zaznami piipada na hmyz sensu stricto (Insecta). Databaze obsahuje tidaje
ziskané pomoci starSich a méné spolehlivych metod, z pratokové cytometrie bylo ziskano
pouze 687 zdznamu. S ptihlédnutim ke skute¢nosti, ze nékteré ze zdznamt v AGSD
(Gregory, 2023) jsou duplicitni a nejedna se tak o pocet zmétenych druhti, skute¢ny pocet
jednotlivych druhtl v této databazi je tak o néco nizsi. Naproti tomu skupina Viridiplantae
zaujima v ramci Plant DNA C-value Database zdznamu celkem 12273 (Leitch et al.,
2019). V soucasnosti je popsan zhruba jeden milion druht hmyzu (Stork, 2018, Banki

et al., 2023), coZ pfinasi ohromny potencial pro dalsi vyzkum pravé v této oblasti.
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14 Polyneoptera

Zajmovou skupinou této diplomové prace je polyneopterni hmyz. Polyneoptera jsou
fazeni v ramci kiidlatého hmyzu do skupiny Neoptera. Cela skupina Neoptera zahrnuje
celkem dvacet pét tada, pro které jsou typickymi znaky ovipositor tvofeny tfemi pary
valvul a specifické uspofadani axilarnich skleriti na bazi ktidel (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 Neoptera. Dal§im typickym znakem Neoptera jsou nepiimé letové svaly, které jsou
pfipojeny dorsoventralné na sténu hrudni kostry. Béhem letu dochazi stahy svald
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).

TR
! ! v
' ) \
PNP AxC  3ax

Obrazek ¢. 2 — schéma artikulace ktidel skupiny Neoptera (Willkommen & Hornschemeyer, 2007,

upraveno).

Neopterni hmyz se tradicné déli na tfi skupiny, Paraneoptera (Acercaria), Oligoneoptera
(Endopterygota ¢i Holometabola) a Polyneoptera, pficemZz pravé Polyneoptera
je povazovana za nejstarobylejsi skupinu. Monofyleticka skupina Polyneoptera zahrnuje
zhruba étyticet tisic druhdl v rdmci deseti tradi¢nich tadu (Beutel et al., 2013, Wipfler
et al., 2019). Vzijemné vztahy téchto adi jsou dlouhodobé diskutovany a jedna
hmyzu (Tihelka et al., 2021). Wipfler (2019) ¢leni skupinu na ,,core Polyneoptera®
zahrnujici snovatky (Embioptera), strasilky (Phasmatodea), rovnokiidlé (Orthoptera),
Svabi (Blattodea) a kudlanky (Mantodea), strasilkovce (Mantophasmatodea) a cvr¢kovce
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(Grylloblattodea). Vzijemné vztahy této skupiny vaci Skvorim (Dermaptera),
posvatkam (Plecoptera) a drobnélkdm (Zoraptera) doposud nejsou zcela vyjasnény.
Zejména postaveni drobnélek je stale kontroverznim tématem. Autoii se shoduji,
ze pravdépodobna je hypotéza a) z Obrazku €. 3, kde jsou Skvofi (Dermaptera) a poSvatky
(Plecoptera) sesterskymi k ostatnim (,,core Polyneoptera®) a drobnélky (Zoraptera) jsou
sesterskou skupinou ke vsem ostatnim Polyneoptera (Wipfler et al., 2019, Tihelka et al.,

2021). Vzajemné vztahy jednotlivych fadl jsou zobrazeny na Obrazku €. 4 nize.

a Zoraptera first b Haplocercata first
i -
Pw=0006.
¢ Dermaptera first d Zoraptera + Plecoptera first

P-value
>0.05 <005 0
[

Obrazek ¢. 3 — postaveni drobnélek (Zoraptera) viici ostatnim taxontim Polyneoptera (Tihelka et al., 2021)

Skupina Polyneoptera zahrnuje hmyz srozmanitymi zplsoby Zzivota, s ¢imZ
se poji odliSnosti morfologie téla nebo potravnich preferenci a strategii. Mezi
polyneopterni hmyz patii byloZravé a vSezravé druhy, rovnéz pak dravci. Riiznorodost
této skupiny lze demonstrovat na piikladu strasilek ¢i kudlanek, které napodobuji mnohdy
velmi vérohodné ¢asti rostlin nebo na piikladu §vabi, pro néz je typické dorsoventralné
zplostélé télo Casto s nendpadnym zbarvenim. Zcela odlisny vzhled nalézdme v rdmci
fadu Orthoptera — at uz skdkavé koncetiny zadniho paru kobylek a saranci
nebo modifikovany prvni par koncetin krtonoZek pfizplisobeny k Zivotu pod zemi
a hrabani chodeb v substrat (Wipfler, et al., 2019). Naopak spole¢nymi znaky zastupcii
skupiny Polyneoptera jsou kousaci Ustni ustroji s absenci moznych modifikaci, koZovity

prvni par kiidel tvofici krytky (tegminy), rozsifeny analni lalok zadnich kitidel vyjma
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snovatek, termitd a drobnélek, dlouhé segmentované cerky ¢i pétiClankové tarsy
se specifickymi adhezivnimi strukturami (tzv. euplantulae) (Beutel et al., 2013, Wipfler
et al., 2019). V nésledujicich kapitolach budou ptredstaveny vybrané fady Polyneoptera,

jejichz zéastupce prace studuje.
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Obrazek ¢. 4 — kladogram piibuzenskych vztahl v ramci skupiny Polyneoptera (Tihelka et al., 2021).

B
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14.1 Skvofi (Dermaptera)

Ackoliv postaveni Skvori ve vztahu k ostatnim skupinam hmyzu je pomérné kontroverzni
téma (Jarvis et al., 2005, Beutel et al., 2013, Wipfler et al., 2019), ziejm¢ nejpiibuznéjSim
fddem jsou drobnélky (Zoraptera) (Jarvis et al., 2005) a oba tyto tfady byly
povazovany za sesterské s poSvatkami (Plecoptera) (Flook & Rowell, 1998). Recentnéji
je uvazovano postaveni drobnélek (Zoraptera) a Skvorti (Dermaptera) jako sesterské
k ostatnim Polyneoptera véetn¢€ posvatek (Plecoptera) (Wipfler et al., 2019). Jasné vSak
je, ze se jedna o pomérné maly fad leZici na bazi skupiny Polyneoptera. Tento piivodné
tropicky taxon Zijici v rozlicnych §térbinach, detritu ¢i pod kameny s hlavni aktivitou
béhem noci je typicky zplostélym podlouhlym télem. Skvofi patii mezi dobré letce,
jez jsou atrahovani svétlem. Na konci abdomenu jsou pfitomny jednoclankové cerky
slouzici k chytani kofisti, obrané a utoku, obcas pro pomoc se skladanim druhého péaru
kiidel (Rasplus & Roques, 2010). VétSina druhti je vejcorodd, vajicka jsou kladena
ve sniiskach, ackoliv nékteré druhy jsou také viviparni (Haas, 2018, Mouret et al., 2023),
Casto se vyskytuje péCe o potomstvo (Mouret et al., 2023, School Earwig Genome
Consortium, 2023). Znamo je pies 2000 druhti (Beutel et al., 2013) v celkem 203 rodech
zatazenych do jedenacti &eledi (School Earwig Genome Consortium, 2023), v Ceské
republice zije celkem sedm ptvodnich a dva nepivodni druhy v celkem Sesti rodech

(Kocarek et al., 1999, Kocarek et al., 2022, Obrazek ¢. 5).

AGSD (Gregory, 2023) obsahuje zdznam o velikosti jednoho druhu Labidura riparia
s 2C-hodnotou 1,06 pg.

Obrazek ¢. 5 — zastupci fadu Dermaptera. Zleva Chelidura acanthopygia, Euborellia arcanum, Apterygida

media. Autorem fotografii je Petr Sipek.
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1.4.2 »Core Polyneoptera“

Pojem ,,Core Polyneoptera“ je v této praci pouzit dle prace Wipflera a kolektivu (2019).
Zahrnuje nésledujici taxony: snovatky (Embioptera), straSilky (Phasmatodea),
rovnokiidlé (Orthoptera), Svabi (Blattodea) a kudlanky (Mantodea) dohromady tvofici
monofyleticky taxon Dictyoptera, straSilkovce (Mantophasmatodea) a cvrckovce
(Grylloblattodea). Vzajemné vztahy jednotlivych fadi nejsou zcela vyjasnény, nicméné
jejich spole¢nymi znaky jsou napadné velky andlni lalok, specifickd zakladni stavba
ovipositoru a molekularni znaky (Flook & Rowell, 1998). Co do poctu popsanych
druht jsou nejmensimi fady vramci této skupiny cvrckovei (Grylloblattodea)
a straSilkovci (Mantophasmatodea). Na zakladé¢ morfologickych podobnosti
se predpokladalo, ze fad Grylloblattodea popsany na po¢atku minulého stoleti (Walker,
1914) je uzce piibuznd s taxony Blattodea nebo 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).
Na rozdil od Mantophasmatodea, 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 dva taxony
jednoznacné povazovany za monofylum a spole¢né¢ nazyvany jako Xenonomia (Terry

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

1.4.2.1 Snovatky (Embioptera)

Tito drobni Zivocichové se vyskytuji predevsim v tropickych a subtropickych oblastech,
v Evropé¢ jejich vyskyt neni ptili§ Casty. Popsano je nyni asi 400 druhd, 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, pidnim opadem ¢i kiirou stromi, kde jsou diky tarsalnim zlazam vytvareny
hedvabné chodby slouzici k krytu pted predatory ¢i pro tischovu potravy (Obrazek €. 6).
Molekularni studie ukézaly, Ze nejblizSimi pfibuznymi snovatek jsou ziejmé straSilky

(Flook & Rowell, 1998, Miller et al, 2012).
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',‘u}'ﬂ.‘ ‘,f 9 AGSD (Gregory, 2023) obsahuje ziznam

. o velikosti jednoho druhu Oligotoma saundersii

'L D s 2C-hodnotou 5,32 pg (Hanrahan et al., 2011).

L

Obrazek &. 6 — zastupce fadu Embioptera. Embia savignyi. Autorem fotografii je Petr Sipek.

1.4.2.2 Strasilky (Phasmatodea)

ey

Obvykle krypticky zijici strasilky svym télem vérné napodobuji ¢asti rostlin, zejména
listy ¢i uzké vétvicky (Obrazek €. 7). Byt takika neviditelnymi je pro strasilky kli¢ovym
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 tél rekordmany (Bradler & Buckley, 2018).
Délka téla nékterych druhii dosahuje vcetné tykadel az ptes 50 cm (Bresseel
& Constant, 2014). Popsano je v soucasnosti pfes 3000 druhii (Bradler & Buckley, 2018).
Bohuzel v souCasnosti autofi nachdzi ve slozité taxonomii straSilek jedinou shodu,
a to Ze navrzeny fylogeneticky strom dle Giinthera (1953), ve kterém byly Phasmatodea
klasifikovani do jednotlivych c¢eledi a podceledi, odmitaji (Bradler & Buckley, 2018).
V poslednich letech probéhlo nekolik studii, které se taxonomii Phasmatodea zabyvaly,
nicméné ziskand molekularni data se prekryvaji jen z ¢asti a otdzka vzajemnych vztaht
jednotlivych taxonu straSilek tak nadéle zlstava nezodpovézena (Tomita et al., 2011,

Goldberg et al., 2015, Bradler & Buckley, 2018, Bank et al., 2021, Bank et al., 2022).

Pro ucely této prace byla pouzita taxonomie dle studie Simon a kolektivu (Simon et al.,
2019), ve které jsou rozliSovany dvé sesterské skupiny, Timematodea a Euphasmatodea.
Druhové bohatSi Euphasmatodea je dale délena na Aschiphasmatodea, kterd je sesterska
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k ostatnim taxoniim. V ramci taxonu Neophasmatodea patiiciho do Euphasmatodea jsou
pak rozliSovany dvé skupiny, Oriophasmata a Occidophasmata. Taxon Oriophasmata
predstavuje ,strasilky Starého svéta® a taxon Occidophasmata ptredstavuje ,,strasilky
Noveho svéta® (Simon et al., 2019). Tyto dva taxony jsou poté dale ¢lenény na jednotlivé

celedi (Heteropterygidae, Bacillinae, Lonchodinae a dal$i, Obrazek €. 8).

AGSD (Gregory, 2023) obsahuje celkem jedenact zdznaml o velikostech genomi
straSilek. Devét z nich bylo ziskano metodou pritokové cytometrie a jednd se o udaje
o sedmi druzich. Rozsah velikosti genoma (2C-hodnoty) databaze udava od 3,90 pg
do 5,88 pg, respektive 16,00 pg pti zahrnuti udaje ziskaného pomoci metody Feulgenovy
denzitometrie (Marescalchi et al., 1990, Marescalchi et al., 1998, Nagl & Schaffner,
1981).

Obrazek €. 7 — zastupci fadu Phasmatodea. Nahote zleva Mearnsiana bullosa, Heteropteryx dilatata, dole

zleva Achrioptera manga, Dares philippinensis. Autorem fotografii je Petr Sipek.
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Obrazek ¢. 8 — piibuzenské vztahy v fadu Phasmatodea (Simon et al., 2021).

1.4.2.3 Rovnok¥idli (Orthoptera)

Monofyleticky fad Orthoptera tvofeny 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 molekuldrnimi 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 et al., 2010,
Zhang et al., 2013), ackoliv tomu tak v minulosti nebylo a panovala nejasnost v postaveni

pacvrckil (Tridactyloidea) (Flook & Rowell, 1998). I pies skute¢nost, ze nékteti autoti
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povazovali podidd Ensifera za parafyleticky (Fenn et al., 2008), panuje v soucasnosti
shoda a stejn¢ 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). Néktefi autofi
vSak podiad kobylky (Ensifera) ¢leni do dvou skupin, kde prvni z nich tvoii sesterské
taxony Grylloidea a Gryllotalpoidea. Sesterskym taxonem ke dvéma vySe zminénym jsou
Schizodactyloidea, dals§i sesterskou dvojici pak tvoifi Hagloidea a Tettigonioidea,
za jejichz sesterskou skupinu je povazovana nadceled” Stenopelmatoidea. Nadceled
Rhaphidophoroidea byla postavena na bazi ,ne-grylloidni* skupiny nadceledi (Zhou
et al., 2017). Postaveni Schizodactyloidea povazuji autofi za nejasné (Zhou et al., 2017).
Jini autofi povazuji za sesterské nadceledi Tettigonioidea a Rhaphidophoroidea, které

jsou ob¢ sesterskymi pro Grylloidea (Fenn et al., 2008, Yuan et al, 2021, Obrazek €. 9).
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FIGURE 3 | Ancestral reconstruction of the genome size of (female) Ensifera based on a time-calibrated phylogenetic tree. The black circles with numbers on the
nodes correspond to the estimated ancestral genome size using fastAnc, BayesTrait, and Mesquite in Table 2. The average genome size of each species is shown in
a histogram on the right.

Obrazek ¢. 9 — ptibuzenské vztahy v podiadu Ensifera (Yuan et al., 2021)

Autofi se shoduji, Ze taxonem lezicim na bdzi podiddu saranci (Caelifera) jsou
pacvréei Tridactyloidea (Flook et al., 1999, Zhang et al., 2013). Celek pak dotvari

nadCeledi marSe (Tetrigoidea), Eumastacoidea, Tanaoceroidea, Trigonopterygoidea,
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Pyrgomorphoidea, Pneumoroidea, sarance (Acridoidea) (Flook et al., 1998, Zhang et al.,
2013).

Typickym morfologickym znakem rovnokiidlych jsou napadné koncetiny zadniho paru
uzpiisobené pro skdkavy pohyb, pro podiad Ensifera (Obrézek €. 10) pak vétSinou dlouha
tykadla a vyrazné kladélko, naopak zastupci Caelifera mivaji zpravidla tykadla vyrazné
kratsi (Obrazek ¢. 11), pro oba podiady je pak charakteristickym znakem stridulace.
Ve volné prirod¢ na nasem uzemi bylo zaznamenano 98 druhd rovnokiidlého hmyzu

(Kocarek et al., 2013).

AGSD (Gregory, 2023) obsahuje sedmdesat Sest zaznami o velikostech genomi
rovnokfidlych. Deset z téchto zdznamii bylo ziskano metodou prutokové cytometrie,
pricemz rozsah velikosti genomt je udavan v rozmezi 2C-hodnot od 3,42 pg do 15,22 pg,

respektive od 3,10 pg do 32,68 pg pii zahrnuti udaji ziskanych jinymi metodami

neZ pritokovou cytometrii (Rasch, 1986, Hanrahan & Johnston, 2011).

Obrazek ¢. 10 — zastupci podiadu Ensifera. Nahote zleva Cosmoderus femoralis, Decticus verrucivorus,

dole zleva Myrmecophilus acervorum, Stilpnochlora couloniana. Autorem fotografii je Petr Sipek.
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Obrazek €. 11 — zastupci podiadu Caelifera. Nahote Phymateus leprosus, dole Anacridium aegyptium,

vpravo Pseudoproscopia latirostris. Autorem fotografii je Petr Sipek.

1.4.2.4 Blattopteroidni komplex (Dictyoptera)

Jedna se o monofyleticky taxon zahrnujici kudlanky (Mantodea) a $vaby (Blattodea)
(Cameron et al., 2006, Fenn et al., 2008, Wang et al., 2017). Kudlanky jsou povazovany
za sesterskou skupinu Svabu (Klass & Meier, 2006, Wang et al., 2017), ackoliv
v minulosti se na zakladé morfologickych dat uvazovalo o jejich blizkému
piibuzenskému vztahu se straSilkovci (Klass et al., 2002, Cameron et al., 2006).
Dlouhodobé nejasna byla pozice termitii, kteti byli dlouhodobé klasifikovani jako
samostatny fad hmyzu (Isoptera) v rdmci Dictyoptera, nejpozdéji od roku je 2007 ziejmé,
7e termiti tvofi vnitini skupinu §vabu a pro cely taxon byl zaveden termin Blattodea

(Inward et al., 2007).

Svabi (Blattodea, Obrazek ¢. 12) jsou nékdy oznatovani jako ,Blattaria®, aviak toto
oznaceni je pouzivano pro zastupce bez termit a jedna se tak o parafylum. Celou skupinu
Dictyoptera reprezentuje celkem asi 4 000 druht $vabl, 3 000 druhl termiti a 2 300
druhii kudlanek (Klass & Meier, 2006). V ramci taxonu Blattodea jsou rozliSovany
tfi nadceledi Blaberoidea, Blattoidea a Corydioidea, jejichz vzajemné vztahy jsou stale

pfedmétem 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 taxoniim v ramci

Blattodea neni prozatim vyjasnén (Inward et al., 2007, Evangelista et al., 2019).

Nemaly vyznam maji kosmopolitn¢ rozsifeni §vabi (,,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 §vabi, které dostava svého vrcholu v podobé eusociality termith
(Isoptera, Obrazek €. 12). Tropy a subtropy obyvaji termiti v hnizdech oznac¢ovanych jako
termitiSt€¢ a predstavuji vyznamné saprofdgy mistnich ekosystéml ale v globalnim
meéfitku. Termiti patfi mezi eusocidlni hmyz se striktnim rozd€lenim jedincl v ramci
kolonie do jednotlivych kast. Zajimavosti je, ze kralovny nékterych druhti dozivaji
vyssich jednotek let (Engel et al., 2009, Tasaki et al., 2021). Narozdil od termitl 1ze méné
pocetné prevazné v tropech zijici kudlanky (Mantodea, Obrazek ¢. 13) spatfit 1 v nasi
ptirod¢ — kudlanka nabozna (Mantis religiosa) je dnes béznou soucasti teplejSich oblasti
Ceské republiky (Hudec et al., 2007). Jejich klasifikace na arovni ¢eledi je nejasna,
pfi¢emZ mnohé z uznanych az patnécti celedi jsou parafyletickymi (Gullan & Cranston,
2014). AGSD (Gregory, 2023) obsahuje dvacet pét zdznaml o velikostech genomil
Blattodea. Pouze dva z nich byly ziskany metodou pritokové cytometrie, a to v podfadu
Isoptera (Hanrahan & Johnston, 2011). Pti zahrnuti tidaja ziskanych za pomoci dalSich
metod je rozsah velikosti genomt (2C-hodnot) od 1,16 pg do 10,30 pg (Koshikawa et al.,

2008). V databazi je zaneseno pet zaznami o velikostech genomt kudlanek.

Obrazek ¢. 12 — zastupci fadu Blattodea. Zleva Cryptocercus punctulatus, Macrotermes convulsionarius,
(iNaturalist contributors, 2023).
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Obrazek ¢. 13 — zastupci fadu Mantodea. Nahote Pseudempusa pinnapavonis, dole Ameles decolor, vpravo
Mantis religiosa. Autorem fotografii je Petr Sipek.

14.3 PoSvatky (Plecoptera)

Posvatky jsou pravdépodobné sesterskou skupinou vsech ,,core* polyneopternich taxond,
mezi které patfi rovnokiidli, Svabi, kudlanky, strasilky, snovatky, strasilkovci
acvrckovei. (Wipfleretal., 2019, Tihelka et al., 2021). Jedna se o kosmopolitné rozsifeny
monofyleticky fad Citajici pfes 2 000
popsanych druht, ¢lenény do patnacti celedi
(Zwick, 2009). Vodni larvy Ziji n¢kolik let,
zatimco dospélci (Obrazek €. 14) se dozivaji
pouze nékolika tydnti. Aktivita dospélcti je tak

omezena na rozmnozovani.

Obrazek ¢&. 14 — zastupce Fadu Plecoptera. Autorem fotografie je Petr Sipek.
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2

Cile prace

Rozsitit znalost velikosti genomil v ramci skupiny Polyneoptera metodou pratokové
cytometrie.

Porovnat absolutni velikosti a rozsah velikosti genomt v ramci jednotlivych tada
Polyneoptera a srovnat je s hodnotami zndmymi pro ostatni skupiny hmyzu.

Ov¢rit dosavadni predpoklady, ze nejvétsi genomy v rdmci skupiny Polyneoptera
a potazmo 1 Insecta maji zastupci fadu Orthoptera.

Identifikovat v ramci skupiny druhy, které by se mohly uplatnit jako potencialni

standardy pro vyuziti v FCM studiich.
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3 Metodika

3.1 Material a jeho priprava

Celkem bylo v ramci této diplomové prace analyzovano osmdesat osm druhti hmyzu
ze skupiny Polyneoptera, ztoho ¢tyfi druhi zfddu Dermaptera, Ctyii druhy ziadu
Embioptera, ctrnact druhti z fadu Mantodea, sedmnact druhti z f4du Phasmatodea, Ctyticet
Sest druhii ztadu Orthoptera, jeden druh zpodiddu Isoptera a dva druhy zitadu
Plecoptera. Vycet jednotlivych druhtl je zaznamenan v Tabulce €. 4 ve ¢tvrté kapitole této
prace. Zastupci skupin Zoraptera, Grylloblattodea a Mantophasmatodea nebyli
analyzovani pro jejich nesnadnou dostupnost. Ze skupiny Blattodea byl analyzovéan pouze
jeden druh termita, nebot’ téma bylo zpracovano v ramci diplomové prace Magdaleny
Stuchlikové pod zastitou projektu ¢. 1338120 Grantové agentury Univerzity Karlovy
v roce 2020 (Stuchlikova, 2020).

Vétsina pouzitého materidlu byla ziskdna z amatérskych chovii v rdmci vystav a burz
bezobratlych, ¢ast materidlu pochdzi z chovii Katedry zoologie Ptirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy, fada druhii byla rovnéz ziskédna sbérem v terénu at’ uz v ramci
¢eskych lokalit nebo zahrani¢nich vyjezdt. Pokud to bylo mozné, byli analyzovani jedinci
obou pohlavi vramci jednoho druhu. V nékterych piipadech se podafilo pouzit

pro analyzu jedince z riznych lokalit.

Hmyzi materidl byl pouzit Zivy nebo mraZeny. Pfi pouZziti mraZeného materidlu byly
vzorky béhem piipravy po maximalni dobu skladovany na ledu, aby nedoslo k degradaci
DNA. Studovanému jedinci byla za pomoci nlizek odebrana tarsalni ¢ast koncetiny,
pfipadné celd koncetina, pokud se jednalo o jedince menSich rozmér. V nékterych
ptipadech bylo dosazeno lepsich vysledki analyz pfi pouziti Cerstvé zamrazenych vzorkt
oproti vzorkim odebiranym ze zivych exemplaii. Odebrana tkan byla spole¢né
s adekvatnim mnozstvim standardu umisténa do Petritho misky a pipetou doplnéna
0 800 ul pufru Otto I uchovavaného v chladni¢ce. Material byl nasledné homogenizovan
ziletkou a prefiltrovan do zkumavky pfes nylonovy filtr. Pufr Otto I byl pfipravovan
rozpuSténim 4,2 g 0,1 M monohydratu kyseliny citronové a 1 ml 0,5% Tween 20
v destilované vod¢. Vznikly roztok byl ptelit do analytické banky, doplnén o destilovanou
vodu a ptefiltrovan (Dolezel et al., 2007). Po ptipravée byl roztok uchovavan v chladnicce

pfi teploté 4 °C. Otto I zajistuje rozruseni cytoplazmy a uvolnéni jader (Loureiro et al.,
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2006). Vzorek byl poté obarven 1 m/ roztoku slozené¢ho z pufru Otto II, fluorescen¢niho
barviva propidia iodidu, RNazy A a antioxidantu B-mercaptoethanolu. Pufr Otto II byl
pfipravovan rozpusténim 28,65 g 0,4 M dodekahydratu hydrogenfosforecnanu sodného
v destilované vodé. Roztok byl nasledné pielit do analytické banky a doplnén
o destilovanou vodu a piefiltrovan (Dolezel et al., 2007). Po jeho ptipraveé byl uchovavan

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

K analyze vzorka bylo pouzito vzhledem k vyraznému rozsahu naméienych hodnot
velikosti genomt studovanych druhi n€kolik rostlinnych standardt: lilek visnovy
(Solanum pseudocapsicum), hrach sety (Pisum sativum), sedmikraska obecnd (Bellis
perennis), ostfice ostrd (Carex acutiformis) a bob obecny (Vicia faba). 2C-hodnoty
pouzitych standardt jsou uvedeny v Tabulce €. 3. Rostlinné standardy nejsou u zivo€ichi
doporucovany, nicméné jsou celkem bézné pouzivany (Sadilek et al., 2019, Stuchlikova,

2020, Hawlitschek et al., 2023)

Tabulka €. 3 — 2C-hodnoty pouzitych standardt

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

Me¢éteni vzorkd probihalo v cytometrické laboratoii katedry botaniky Piirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy. Kazdy ze vzorkl (respektive kazdy jednotlivy druh) byl
méten alespon dvakrat ve dvou po sobé jdoucich dnech z diivodu zajisténi co nejvyssi
mozné presnosti, pficemz u nekterych vybranych druht hmyzu majicich potencial jako
mozné budouci hmyzi standardy probihalo méteni opakované. Analyzy byly provadény
na prutokovém cytometru Partec CyFlow SL (Partec, Miinster), zdrojem excita¢niho

svétla byl zeleny (532 nm) solid state laser.

3.2 Vyhodnoceni analyz

Vysledné analyzy ziskané prevodem dat do pocitace byly vyhodnocovany
prostfednictvim programu Partec FloMax 2.4b (Partec GmbH, Miinster). Velikost
genomu daného druhu hmyzu byla vypocitana na zaklad¢ vzdalenosti peakt standardu

a vzorku na ose x histogramu (Obréazek ¢. 15) Tento pomér vzdalenosti je nasoben
34



2C-hodnotou standardu. Vysledkem je 2C-hodnota vzorku. Vzhledem k opakovanym
meétenim byly takto ziskané hodnoty nasledné primérovéany, ¢imz byla zajisténa vyssi

presnost. Varia¢ni koeficient analyz zahrnutych do této prace nepiesahl 3 %.
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Obrazek ¢. 15 — histogram z pratokového cytometru v programu Partec FloMax 2.4b (Partec GmbH,
Miinster): analyza velikosti genomu samce straSilky Sungaya inexpectata, standard Pisum sativum. Peak
v levé Casti histogramu predstavuje jadra bunék jedince vzorku (Sungaya inexpectata), peak uprostred patii
jadrim buné€k rostlinného standardu (Pisum sativum), nejmensi peak v pravé casti histogramu nalezi

G2 fazi jader buné¢k standardu (Pisum sativum).

V pribé¢hu G2 faze bunééného déleni dochézi replikaci ke zdvojnasobeni mnoZzstvi
jaderné DNA, proto je 1 tento nejmensi peak v histogramu ve dvojnasobné vzdalenosti
oproti peaku tvofenému jadry bunék v G1 fazi. Tento fakt je tfeba brat v tivahu
pfi vyhodnocovani analyz. V pfipadé méfeni polyploidniho vzorku, u kterého
je ptitomna endopolyploidie, mlze histogram obsahovat 1 vétSi mnoZstvi peakd.
Vzdalenost jednotlivych peakl pochazejicich z daného jedince bude opét v nasobcich,

a to v zavislosti na poctu chromozomovych sad, jeZ byly zmnozZeny.
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4 Vysledky

4.1 Namérené velikosti genomii (2C-hodnoty) u skupiny Polyneoptera

V Tabulce ¢. 4 jsou uvedeny meétfené druhy a jejich 2C-hodnoty vyjadiené v pg.
2C-hodnoty byly vypocteny jako prosty primér hodnot vSech analyz daného jedince.
Kazdy z analyzovanych jedincti byl métfen alesponi dvakrat ve dvou po sobé jdoucich
dnech. U kazdého z métenych jedinci je uveden variacni koeficient (CV), pfiCemz

do této prace byly zahrnuty pouze analyzy, jejichz hodnota CV nepiesahla 3 %.

V této diplomové praci bylo analyzovano celkem osmdesat osm druhti hmyzu: ¢tyfi druhy
z tadu Dermaptera, Ctyfi druhy z fddu Embioptera, ¢trnact druh z fadu Mantodea,
Ctyficet Sest druhl z fddu Orthoptera, sedmnact druhti z fddu Phasmatodea, dva druhy

z tadu Plecoptera a jeden druh z fadu Blattodea, respektive z podiadu Isoptera.
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Tabulka €. 4 — prehled zjisténych velikosti genomu

variacni koeficient

lokalita/ptivod standard 2C-hodnota (pg)

(%0)
Apterygida media NA Lednice, CR X 2,78 2,56
o F 1 2
% Euborellia arcanum N chovy PiF UK S 1:;2 2:3(1)
£ ) F y 1,83 2,76
2 Forficula smyrnensis M Pades, Recko S 1.74 2.84
Chelidura acanthopygia M Mystice, CR S 1,42 2,99
£
55 Embia savignyi F Fuerteventura, Spanélsko S 11,00 2,65
= [
D
a, -
ks Oskorusno, Peljesac,
@ gen. sp. 1 NA Chorvatsko S 7,86 2,93
= NA gen. sp. 2 NA ex breed S 8,15 2,72
F . S 7,71 2,64
gen. sp. 3 M Malawi 3 6.81 271
S g Empusa fasciata F Zuljana, Peljesac, Chorvatsko S 6,32 2,71
3 g- Flumini . Sardini
= =3 Empusa pennata F umlnlmaf%;(l)ir:, ardinie, S 6,34 1,58
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Mantodea

variacni koeficient

pohlavi lokalita/ptivod standard 2C-hodnota (pg) (%)
0
9 Chlidonoptera lestoni F ex breed Eva Volfova S 10,40 1,88
<
2
2 Parablepharis kuhlii M ex breed Jan Vanék S 14,67 2,27
]
g
(]
g F v P 8,90 2,43
E’ Phyllocrania paradoxa Sexa7 18 1EL:S
M P 7,87 2,47
Ameles decolor F Zuljana, Peljesac, Chorvatsko S 11,14 2,72
Ameles spallanzania F Zuljana, Peljesac, Chorvatsko S 6,20 2,97
F Bulharsko S 8,16 2,71
Mantis religiosa
F Capo Pecora, Sardinie, Italie S 8,52 2,83
Parasphendale agrionina M Tanzanie S 9,26 2,37
Q . ex breed Eva Volfova, Jizni
:.: Photina sp. M Amerika S 4,20 2,76
3 F— F ex breed S 14,42 2,69
= pa sp M S 4,19 2,94
Ps.ieudempus.a M ex breed EV? Yolfova, S 8,64 2,40
pinnapavonis Tanzanie
Sphodromantis viridis F Recko S 10,54 2,61
Zoolea lobipes F ex breed Eva Volfova S 10,77 2,92
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variacni koeficient

Phasmatodea

pohlavi lokalita/ptivod standard 2C-hodnota (pg) (%)
(1]
S
<
g ex breed A% 5,94 2,41
<
@ Anisomorpha paromalus F
=]
g ex breed 5,75 2,47
M A%
) F ex breed P 6,08 2,95
Achrioptera manga M ex breed P 5,39 2,97
F ex breed \% 5,94 2,22
Dares philippinensis It exdicod s e 2498
prpp M ex breed P 7,26 2,75
Eurvcantha calcarata F ex breed, Nova Britanie \% 4,65 2,19
4 M ex breed, Nové Britanie % 411 2,49
«g Eurycantha horrida F ex breed \Y% 4,51 2,72
g F ex breed P,V 70,33 2,33
wn H S b} > b
k) eteropteryx dilatata M ex breed v 70,22 2,26
-2 | Lamachodes sp. "Bokor" F Bokor, Kambodza P 11,77 2,58
o
Lobofemora scheirei M ex breed A\ 6,82 2,33
F P 6,82 2,44
Mearnsiana bullosa M Mt Apo, Mindanao, Filipiny P 6,35 2,73
F ex breed P 6,95 2,62
Medauroidea extradentata F ex breed \Y% 8,06 2,54
Neohirasea maerens £ ex breed ‘ 125 el
M ex breed P 12,00 291
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variacni koeficient

pohlavi lokalita/ptivod standard 2C-hodnota (pg) (%)
0
Phasma gigas F, nymfa ex breed \ 10,75 2,78
Pylaemenes guangxiensis NA ex breed P 29,20 2,66
3 = Sungaya inexpectata 8 €x breed s 85 2,38
v E M ex breed P 6,27 2,57
§ % Tisamenus sp. ""Palaui" F Palau%, F%l?p{ny P 5,15 2,98
2 kS M Palaui, Filipiny P 5,08 2,57
> S| T rachyaretaon sp. ""North F ex breed A% 6,91 2,35
Luzon" M ex breed \Y% 6,85 2,72
Trachythorax sp. ""Kon F ex breed P 5,38 2,60
Chu Rang" M ex breed P 5,15 2,84
2
s
'U . .
£ g Reticulitermes cf. NA Oskorusno, Peljesac, X 2.18 2.99
= 1S lucifugus Chorvatsko
m g
£
= B 5 P 1,55 2,98
o g gen.sp. Zavisin, CR
= o
(D] =
= ]
= = M P 2,64 2,97
3 @)
~
NA gen.sp. M Mystice, CR P 1,09 2,98
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Orthoptera

Ensifera

1o
)
p—
[
>0
o]
<
=

Grylloidea

pohlavi

lokalita/ptivod

standard

2C-hodnota
(rg)

variacéni
koeficient
(%)

Gryllomorpha dalmatina F Mt Nebrodi, Sicilie, Italie B 5,05 2,41

Gryllus campestris F Milovice, CR S 4,45 2,54

F chovy PiF UK/Tanzanie S 3,82 2,11

g H hograph NA 3,91 2,34

% omoeogryllus xanthographus = chovy PEF UK/Tanzénie Z 3:36 2237

©) . . F « B 6,92 2,97

Nemobius sylvestris M CR P 4.76 2.13

Phaeophilacris bredoides 15[ ex breed T. Vajnar, burza Praha i j:;; ;zg;
2
i
£

< . v

3 Gryllotalpa gryllotalpa M Lednice, CR B 2,54 2,86
®
@)
2
=
.%

8 Myrmecophilus acervorum NA Mystice, CR P 1,59 2,17
o
g
>
=
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Orthoptera
Ensifera

B 2C-hodnota variacni
s pohlavi lokalita/ptivod standard koeficient
2 (rg) (%)
= 0
]
S| 8
9| =
= =
£15 gen.sp. F Malawi B 8,86 2,69
Q| =
]
5|5
N
Bradyporus dasypus M Pepelisté, Severni Makedonie P 31,52 2,34
Cosmoderus femoralis F import Kamerun P 24,38 2,74
Decticus verrucivorus NA Rumunsko P 11,33 2,65
Ephippiger discoidalis F Krk, Chorvatsko P 24,47 2,37
Pholidoptera griseoaptera F Mystice, CR P 14,24 2,25
S| o
.'q‘-"s) _-‘-2 Platycleis albopunctata M Milovice, CR P 13,04 2,38
gﬁ §o Conocephalus dorsalis NA Mystice, CR P 7,00 2,62
E E Rhacocleis cf. buchichii F Zuljana, Peljesac, Chorvatsko P 13,32 2,81
Saga pedo F Palava, Dévin, CR \Y 52,59 2,98
F . \Y 18,67 2,35
. h . ’ 5 5
Stilpnochlora couloniana M ex breed Petr Sipek v 15.23 246
Tettigonia cantans F Straz nad Ohti-Osvinov, CR S 14,71 2,85
gen.sp. F Malta P 17,08 2,74
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=
O
p—
[5}
>0
ho}
<
(=}

Caelifera

Acrididae

pohlavi

lokalita/ptivod

standard

2C-hodnota

(rg)

variaéni
koeficient
(%)

Acrida ungarica F Zuljana, Peljesac, Chorvatsko P 24,67 1,81
F s P 24,30 1,98
Anacridium aegyptium M Menfl, Sicilie, Italie P 22,83 1,92
F Zuljana, Peljesac, Chorvatsko P 23,25 1,85
Calli itali ’ Trebié - Castotice, CR - 25,50 232
alliptamus italicus M febic - Castotice, P 229 2,56
Euthystira brachyptera NA Slovensko P 39,43 2,45
) ) NA Blsany, CR P 24,72 2,31
Chorthippus biguttulus NA Slovensko P 24,01 2,09
Chorthippus dorsatus NA Slovensko P 26,49 2,23
F P 15,16 2,44

Locusta migratoria chovy PiF UK
M P 14,06 2,65
Oedaleus decorus NA Rumunsko P 23,76 2,64
Stethophyma grossum M Sokolov, CR S 34,79 2,27
F P 23,89 2,35

Tetrataenia surinama chovy PfF UK
M P 22,82 2,97
F il P 23,86 2,32
gen. sp. M alta P 22,01 2,51




B 2C-hodnota variacni
NS pohlavi lokalita/ptivod standard koeficient
2 (rg) (%)
= /0
9 Romal ) F e R P 51,23 2,82
% omalea microptera M chovy PiF U P 46,67 2.79
E F P 54,59 2,56
nod Tropidacris collaris M chovy PiF UK P 52,03 2.47
2
=
g: Erianthus versicolor F chovy PiF UK P 6,38 2,96
:
@)
2
g S F P 22,54 2,72
% § Pseudoproscopia latirostris chovy PiF UK
< 172}
@) S M P 20,36 2,32
-
Q
S F S 27,21 2,91
. %‘3 Tetrix subulata Mystice, CR
iz M S 25,75 2,87
2
<
=
&
= Poekilocerus bufonius F Somaliland P 43,08 2,63
S)
0
>
-4
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B 2C-hodnota variacni
s pohlavi lokalita/ptivod standard koeficient
'g (pg) ((y
& 7o)
Dictyophorus griseus F Malawi P 149,33 2,78
Dictyophorus spumans F JAR A% 139,91 2,67
§ Taphronota sp. F JAR A% 64,56 2,56
@ Ochrophlebia cf. cafra F JAR \Y 33,40 2,74
g Maura cf. bolivari M Malawi P 109,19 2,58
< go Phymateus leprosus F JAR P 70,74 2,61
85 >
% A~ Zonocerus elegans F JAR P 57,60 2,81
<
= Zonocerus variegatus 1\le Ghana g gﬁé ;ZS;
S| o
o 3 F B 5,86 2,11
S| =
B g Xya pfaendleri Rupite, Bulharsko
= £ M B 5,53 2,09
H

Vysvétlivky k tabulce: Carex acutiformis — X, Solanum pseudocapsicum — S, Bellis perennis — B, Pisum sativum — P, Vicia faba — V, samice — F, samec — M, nedostupny udaj
—NA.
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4.2 Velikosti genomii jednotlivych radi Polyneoptera

V nésledujicich ¢astech budou prezentovany vysledky méfeni velikosti genomi
(2C-hodnoty) pro jednotlivé fady.

4.2.1 Velikosti genomi zastupcii Fadu Skvori (Dermaptera)

Celkem byly zméteny Ctyfi druhy Skvorta (Dermaptera, Graf €. 1). Nejmensi 2C-hodnota
byla zjisténa u samce druhu Chelidurella acanthopygia (1,42 pg), naopak nejvétsi genom
byl zachycen u druhu Apterygida media (2,78 pg). Zajimavy je vysledek u druhu

Euborellia arcanum, kde byla naméfena shodné 2C-hodnota 1,78 pg u obou pohlavi.

278
g 1,83
s2 1,79
8 ° °
1,42

o ’ 1,78
o) 1,74 ’ Legenda:
-
8 1 1) Apterygida media

2) Forficula smyrnensis

3) Chelidura acanthopygia

0
1 o) 3 4 4) Euborellia arcanum

Graf ¢. 1 — velikosti genomt Skvorti (Dermaptera). Primérna 2C-hodnota je oznacena jednim bodem
pro kazdy druh. Ciselny tdaj uvedeny v grafu vyjadfuje primémou 2C-hodnotu daného druhu. Samice
jsou vyznaceny fialovymi body, samci zelenymi body. Jedinci, jejichz pohlavi nebylo determinovano, jsou
vyznaceni oranzovymi body.

4.2.2 Velikosti genomi zastupci Fadu snovatky (Embioptera)

Byly méfeny ctyfi druhy snovatek v rozsahu od 6,81 pg do 11,00 pg (2C-hodnoty,
Graf €. 2). Nejmensi 2C-hodnota (6,81 pg) byla zméfena u samce druhu pochézejiciho
z Malawi. Nejvétsi 2C-hodnota (11,00 pg) byla zachycena u samice druhu Embia

savignyi.
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—
[\

® 11,00
10
?0 7,86 8,15 7,71
&S 8 °
&
2 6 6,81 Legenda:
g
<= 1) Embia savignyi
O 4
I\ 2) gen. sp. Peljesac
2
3) gen. sp. ex breed
0 4) gen. sp. Malawi
1 2 3 4

Graf ¢. 2 — velikosti genomi snovatek (Embioptera). Primérna 2C-hodnota je oznac¢ena jednim bodem
pro kazdy druh. Ciselny tdaj uvedeny v grafu vyjadiuje priimémou 2C-hodnotu daného druhu. Samice
jsou vyznaceny fialovymi body, samci zelenymi body. Jedinci, jejichz pohlavi nebylo determinovano,
jsou vyznaceni oranzovymi body.

4.2.3 Velikosti genomi zastupcii Fadu kudlanky (Mantodea)

Bylo méfeno celkem ¢étrnact druht kudlanek (Mantodea, Graf ¢. 3). Nejmensi velikost
genomu byla zjisténa u druhu Photina sp. (2C=4,20 pg), naopak nejvétsi genom byl
zachycen u druhu Parablepharis kuhli (2C=14,67 pg).

16 Legenda:
14,67
15 ’ 14,42 1) Ameles decolor
°
14 2) Ameles spallanzania
13
3) Empusa fasciata
12 10,77
11 ®11,14 10,40 ° 4) Empusa pennata
2 10 ¢ 9,24 10.54
% . 8,52 ) 8,90 8.64 ) 5) Chlidonoptera lestoni
°
° ] 6) Mantis religiosa
g 7
g 7 620 634 8,16 7,87 7) Parablepharis kuhlii
: o © o o
(Q\]) 6 6,32 8) Parasphendale agrionina
5 420 4,1
’ 19 9) Photina sp.
4
3 10) Phyllocrania paradoxa
2 11) Popa spurca
1 12) Pseudempusa pinnapavonis
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 13) Sphodromantis viridis
14) Zoolea lobipes

Graf ¢. 3 — velikosti genomu kudlanek (Mantodea). Primérna
2C-hodnota je oznacena jednim bodem pro kazdy druh. Ciselny udaj uvedeny v grafu vyjadiuje primérnou
2C-hodnotu daného druhu. Samice jsou vyznaceny fialovymi body, samci zelenymi body.
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4.2.4 Velikosti genomi zastupcii Fadu strasilky (Phasmatodea)

Graf ¢. 4 obsahuje 2C-hodnoty vSech méfenych druhli fddu Phasmatodea. Nejmensi
namétfend velikost genomu v ramei této prace 5,08 pg byla zjisténa u samce druhu
Tisamenus sp. "Palaui", samice t¢hoz druhu méla o 1,38 % vétsi genom (5,15 pg). Naopak
nejvetsi genomy byly zjistény u obou pohlavi druhu Heteropteryx dilatata. Tento druh
byl méfen ve vice opakovanich vzhledem k ptekvapivé velkému genomu ve srovnani
s ostatnimi druhy tohoto tadu, vylouceni chyby meéfeni a také by se mohlo jednat
o kandidata na novy zivociSny standard s velkym genomem. Jak ukazuje Tabulka ¢. 5
nize, prumérnd velikost genomu (2C-hodnota) méfenych samcti byla zjisténa v hodnoté
70,22 pg, zatimco u samic byl zjistén praimérné genom vétsi, 70,33 pg. Jedna se tak

o jeden z nejvétsich genomt doposud zjisténych u hmyzu.

VEtsi mnozstvi opakovani bylo provedeno také u druhti Medauroidea extradentata
(Tabulka ¢. 6) a Sungaya inexpectata (Tabulka ¢. 7), a to z divodu mozného zavedeni
téchto druhti jakozto novych hmyzich standardd. V pfipadé druhu Medauroidea
extradentata byly métenim podrobeny pouze samice vzhledem ke skutecnosti, ze se jedna
o partenogeneticky druh. Celkem u tohoto druhu probéhlo dvacet osm analyz. Primérna
velikost genomu byla zjisténa 8,06 pg, smérodatna odchylka byla pro vSechny jedince
vypocitana 0,25 pg. Sungaya inexpectata byla podrobena celkem dvaactyficeti méfenim
— jedenact samic a samcu po jedné analyze a pét samic a samcil po dvou analyzach.
Primérnd velikost genomu u samic byla zjisténa 6,69 pg, u samct pak 6,27 pg,

sméerodatna odchylka byla vypocitdna u samic 0,16 pg, u samct 0,14 pg.
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2C-hodnota (pg)

75 Legenda:
(=R 1) Achrioptera manga
70 ®
70,22 2) Anisomorpha paromalus
65 3) Dares philippinensis
4) Eurycantha calcarata
60
5) Eurycantha horrida
55 6) Heteropteryx dilatata
7) Lamachodes sp. "Bokor"
50 8) Lobofemora scheirei
. 9) Mearnsiana bullosa
10) Medauroidea extradentata
40 11) Neohirasea maerens
12) Phasma gigas
35
13) Pylaemenes guangxiensis
29,20 .
30 14) Sungaya inexpectata
15) Tisamenus sp. "Palaui"
25 16) Trachyaretaon sp. "North
Luzon"
20
17) Trachythorax sp. "Kon Chu
Rang"
1
5 12,62 11,77 12,214
¢ o 10,75
10 6,95 12,00@ 5
6,085 g4 120 632 682 @ BB
A oZ 4.65 ® 306 51505,
~ .4,51 6,27 © 6,85 0
539575 6,35 508 5,15
4,11
0

1 23 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17

Graf ¢. 4 — velikosti genomu strasilek (Phasmatodea). Primérnd 2C-hodnota je oznacena jednim bodem
pro kazdy druh. Ciselny tdaj uvedeny v grafu vyjadfuje primérmou 2C-hodnotu daného druhu. Samice
jsou vyznaceny fialovymi body, samci zelenymi body. Jedinci, jejichz pohlavi nebylo determinovano,

jsou vyznaceni oranzovymi body.
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Tabulka €. 5 — velikost genomu Heteropteryx dilatata

¢islo jedince pohlavi standard pocet analyz | 2C-hodnota (pg)

1 F \Y 1 70,59
2 F \% 1 72,01
3 F \Y 1 73,22
4 F \% 1 69,03
5 F \Y 1 66,79
6 M \% 1 67,06
7 M \% 1 69,51
8 M \Y 1 74,57
9 M \% 1 70,94
10 M \Y 1 67,44
11 M \% 1 75,43
12 M \Y 1 68,22
13 M \Y 1 68,62

Tabulka €. 6 — velikost genomu Medauroidea extradentata

¢islo jedince pohlavi standard pocet analyz 2C-hodnota (pg)
1 F \% 2 8,39
2 F \Y% 2 8,55
3 F V 2 7,78
4 F \Y% 2 7,99
5 F \Y 2 7,98
6 F V 2 7,70
7 F \Y 2 7,72
8 F \Y 2 7,72
9 F \Y 2 7,80
10 F \Y 1 8,06
11 F \Y 1 8,35
12 F \Y 1 8,40
13 F \Y 1 8,12
14 F \Y 1 8,21
15 F \Y 1 8,18
16 F \Y 1 8,07
17 F \Y 1 8,03
18 F \Y 2 8,00
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Tabulka €. 7 — velikost genomu Sungaya inexpectata

¢islo jedince pohlavi standard pocet analyz 2C- hodnota (pg)

1 F P 1 6,26
2 F P 1 6,53
3 F P 1 6,86
4 F P 1 6,69
5 F P 1 6,57
6 F P 1 6,78
7 F P 1 6,90
8 F P 1 6,73
9 F P 1 6,80
10 F P 1 6,54
11 F P 1 6,57
12 F P 2 6,85
13 F P 2 6,86
14 F P 2 6,70
15 F P 2 6,70
16 F P 2 6,64
17 M P 1 6,47
18 M P 1 6,13
19 M P 1 6,29
20 M P 1 6,49
21 M P 1 6,46
22 M P 1 6,25
23 M P 1 6,26
24 M P 1 6,19
25 M P 1 6,31
26 M P 1 6,13
27 M P 1 6,22
28 M P 2 6,09
29 M P 2 6,15
30 M P 2 6,40
31 M P 2 6,44
32 M P 2 6,09

4.2.5 Velikosti genomi zastupci Fadu rovnokiidli (Orthoptera)

Celkem bylo analyzovéano padesat dva druhti fddu Orthoptera. Z podiadu Ensifera bylo
vyhodnoceno dvacet druhii, ztoho pét druht celedi Gryllidae, jeden druh celedi
Gryllotalpidae, jeden druh celedi Myrmecophilidae, jeden druh celedi Gryllacrididae
a jedenéct druhti ¢eledi Tettigoniidae. Z podifadu Caelifera bylo vyhodnoceno dvacet Sest

druht, z toho deset druhti ¢eledi Acrididae, dva druhy celedi Romaleidae, jeden druh

51



celedi Chorotypidae, jeden druh ¢eledi Proscopiidae, devét druhti Celedi Pyrgomorphidae,
jeden druh Celedi Tetrigidae a jeden druh ¢eledi Tridactylidae.

4.2.5.1 Kobylky (Ensifera)

V jednotlivych celedich byly zaznamenény velikosti genomil v nésledujicich rozmezich
2C-hodnot (Graf €. 5): Gryllidae od 3,76 pg do 6,92 pg, Tettigoniidae od 4,70 pg do 52,59
pg. V celedich Gryllotalpidae, Gryllacrididae a Myrmecophilidae bylo méfeno po jednom
zastupci.

4.2.5.2 Sarance (Caelifera)

V jednotlivych ¢eledich byly zaznamenény velikosti genomil v nésledujicich rozmezich
2C-hodnot (Graf ¢. 6): Acrididae od 14,09 pg do 39,43 pg (Locusta migratoria; Euthystira
brachyptera), Romaleidae od 46,67 pg do 54,59 pg (Romalea microptera; Tropidacris
collaris), Pyrgomorphidae od 33,40 pg do 149,33 pg (Ochrophlebia cf. cafra;
Dictyophorus griseus). V ¢eledich Chorotypidae, Proscopiidae, Tetrigidae, Tridactylidae
bylo méfeno po jednom zastupci. Druh Locusta migratoria byl podroben vétSimu
mnozstvi opakovani analyz, jelikoZz se jednd o mozného kandidata na novy hmyzi
standard s potencidlem vyuziti v budoucim vyzkumu. Meétfena byla ob& pohlavi,
a to v poctu osm samic a sedm samcl. Dohromady prob&hlo devatenact analyz samic
a sedmnact analyz samct. Primérna 2C-hodnota pro samice byla zjisténa 15,16 pg
a pro samce 14,06 pg, smérodatnd odchylka pro samice byla vypocitana 0,12 pg
a pro samce 0,09 pg (Tabulka €. 8).
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Legenda:
s 52,59 1) Gryllomorpha dalmatina
2) Gryllus campestris
3) Homoeogryllus
45 xanthographus
4) Nemobius sylvestris
40 5) Phaeophilacris bredoides
6) Gryllotalpa gryllotalpa
35 7) Myrmecophilus acervorum
™ 3132 8) Rhacocleis cf. buchichii
% 30 9) gen.sp. Malta
S .
= 24382447 Grylnerdidae
f') 11) Bradyporus dasypus
a 20 18,67 12) Cosmoderus femoralis
17,08 ® 13) Decticus verrucivorus
) 15,23
15 13,32 14;2413 o ° 14) Ephippiger discoidalis
11,33 o Lt 15) Pholidoptera griseoaptera
10 8,86 16) Platycleis albopunctata
6,.92 ¢ 7’30 17) Conocephalus dorsalis
55’35 33’;12 "5211,;2 18) Saga pedo
4’453;64’76 e 1,59 19) Stilpnochlora couloniana
0 2,54 20) Tettigonia cantans
12345678 91011121314151617181920

Graf €. 5 — velikosti genomil podiadu kobylky (Ensifera). Primérna 2C-hodnota je oznacena jednim bodem
pro kazdy druh. Ciselny udaj uvedeny v grafu vyjadfuje primémou 2C-hodnotu daného druhu. Samice
jsou vyznaeny fialovymi body, samci zelenymi body. Jedinci, jejichz pohlavi nebylo determinovano,
jsou vyznaceni oranzovymi body.
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Graf &. 6 — velikosti genomt podiadu Caelifera. Primérna 2C-hodnota je oznagena jednim bodem pro kazdy druh. Ciselny idaj uvedeny v grafu vyjadiuje pramérnou
2C-hodnotu daného druhu. Samice jsou vyznaceny fialovymi body, samci zelenymi body. Jedinci, jejichZ pohlavi nebylo determinovano, jsou vyznaceni oranZovymi
body.
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Legenda:

1) Acrida ungarica

2) Anacridium aegyptium
3) Calliptamus italicus
4) Euthystira brachyptera
5) Chorthippus biguttulus
6) Chorthippus dorsatus
7) Locusta migratoria

8) Oedaleus decorus

9) Stethophyma grossum
10) Tetrataenia surinama
11) Romalea microptera

12) Tropidacris collaris

13) Erianthus versicolor
14) Pseudoproscopia latirostris
15) gen.sp. Malta, Acrididae
16) Tetrix subulata

17) Poekilocerus bufonius
18) Dictyophorus griseus
19) Dictyophorus spumans
20) Taphronota sp.

21) Ochrophlebia cf. cafra
22) Maura cf. bolivari

23) Phymateus leprosus

24) Zonocerus elegans

25) Zonocerus variegatus

26) Xya pfaendleri

Tabulka ¢. 8 — velikost genomu Locusta migratoria

¢islo jedince pohlavi standard pocet analyz 2C-hodnota (pg)
1 F P 3 15,11
2 F P 3 15,10
3 F P 3 15,45
4 F P 2 15,24
5 F P 2 15,02
6 F P 2 15,15
7 F P 2 15,13
8 F P 2 15,09
9 M P 3 14,11
10 M P 3 14,15
11 M P 3 14,20
12 M P 2 13,99
13 M P 2 14,05
14 M P 2 13,94
15 M P 2 14,00

4.2.5.3 Srovnani velikosti genomu v Fadu rovnokridli (Orthoptera)

Nejmensi naméteny genom 2C=1,59 pg byl zjistén u druhu Myrmecophilus acervorum

(Myrmecophilidae), nasledovany druhem Gryllotalpa gryllotalpa s hodnotou 2C=2,54 pg

(Gryllotalpidae).
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Naopak velké genomy byly zjistény u druhtt Bradyporus dasypus (2C=31,52 pg,
Tettigoniidae), Stethophyma grossum (2C=34,79 pg, Acrididae), Euthystira brachyptera
(2C=39,43 pg, Acrididae), Romalea microptera (2C=51,23 pg F;46,67 pg M,
Romaleidae), Tropidacris collaris (2C=54,59 pg F, 52,03 pg M, Romaleidae), Zonocerus
elegans (2C=57,60 pg, Pyrgomorphidae, Obrazek €. 16), Phymateus leprosus (2C=70,74
pg, Pyrgomorphidae, Obrazek €. 16), dale pak u druht Ochrophlebia cf. cafra (2C=33,40
pg, Pyrgomorphidae), Poekilocerus bufonius (2C=43,08 pg, Pyrgomorphidae) a Maura
cf. bolivari (2C=109,19 pg, Pyrgomorphidae). Vibec nejvétsi naméfené hodnoty
se podafilo ziskat u druht Dictyophorus spumans (2C=139,91 pg, Pyrgomorphidae,
Obrazek €. 16) a Dictyophorus griseus (2C=149,33 pg, Pyrgomorphidae, Obrazek ¢. 16).
Skala velikosti genom fadu Orthoptera se pohybuje od 1,59 pg do 149,33 pg (Graf&. 7).

Obrazek ¢. 16 — zastupci celedi Pyrgomophidae. Nahote zleva Zonocerus elegans, Phymateus leprosus,

Dictyophorus spumans, Dictyophorus griseus. Autorem fotografii je Petr Sipek.
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Graf €. 7 — srovnani velikosti genoml mezi ¢eled’'mi fadu rovnokiidli (Orthoptera). Graf ¢. 7 vizualizuje rozsah zjisténych velikosti genomi pro jednotlivé Celedi v fadu
Orthoptera. Kazdy box plot znazornuje jednu ¢eled’. V ptipadé, ze byl k dispozici dostatek dat, zobrazuje graf median, primér, horni a dolni kvartily. Nekteré celedi byly
zastoupeny v tomto datasetu jednim ¢i dvéma zastupci, proto v téchto ptipadech nejsou zobrazeny vsechny statistické hodnoty.
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4.2.6 Velikosti genomu podiadu termiti (Isoptera)
Byl zméfen jeden druh termita, Reticulitermes cf. lucifugus (Rossi, 1792). Méteni byli

pohlavni jedinci a d€lnici tohoto druhu. Byla zjisténa 2C-hodnota 2,18 pg (Tabulka ¢. 4).

4.2.7 Velikosti genomi v Fadu poSvatky (Plecoptera)
Byly méfeny dva druhy poSvatek ve tfech exemplafich. Rozsah naméfenych hodnot

se pohyboval od 1,09 pg do 2,64 pg. Udaje byly zaneseny do Grafu &. 8.

3 2,64
80
Y Legenda:
< 2 1,55 .
2 - 100 1) gen. sp. Zavisin,
~§ ’ Chloroperlidae

1
f') 2) gen. sp. Mystice
I\

0

0 1 2

Graf ¢. 8 — velikosti genomt posvatek (Plecoptera). Primérna 2C-hodnota je oznacena jednim bodem
pro kazdy druh. Ciselny udaj uvedeny v grafu vyjadiuje primérnou 2C-hodnotu daného druhu. Samice
je vyznacena fialovymi body, samci zelenymi body.

4.2.8 Srovnani rozsahu velikosti genomii jednotlivych radu Polyneoptera

V ramci skupiny Polyneoptera byly nejmens$i velikosti genomi zaznamenany v fadu
Dermaptera, u termita Reticulitermes cf. lucifugus, zastupci nadCeledi Grylloidea
a zastupcii fadu Plecoptera. Taxony Dermaptera, Grylloidea a Plecoptera vykazovaly
pouze maly rozsah 2C-hodnot a rozdily mezi jednotlivymi druhy jsou ve srovnani
s ostatnimi fady skupiny Polyneoptera takika minimalni (v fadu jednotek pg). Jak jiz bylo
zminéno vyse, rozsah velikosti v téchto skupindch byl zjistén od 1,42 pg do 2,78 pg
v ptipad¢ Skvori, od 1,59 pg do 6,92 pg v pfipadé¢ nadceledi Grylloidea. Nejmensi
genomy uvnitt nad¢eledi Grylloidea pattily zastupctim ¢eledi Myrmecophilidae (2C=1,59
pg) a Gryllotalpidae (2C=2,54 pg). Zastupci Celedi Gryllidae vykazovaly genomy
o velikostech (2C-hodnotach) od 3,38 pg do 6,92 pg. Naproti tomu nejvétsi variabilita
2C-hodnot byla zachycena u zbyvajicich Celedi fadu Orthoptera nasledovanym fadem
Phasmatodea. Rad Orthoptera, zahrnuje druhy s velikostmi genomu (2C=hodnotami)
od 1,59 pg do 149,33 pg. Tento taxon zaroven pokryval nejvetsi ¢ast datasetu. Nejvetsi
genomy (2C-hodnoty) se vyskytovaly hlavné u podiddu Caelifera, u zéastupct celedi
Romaleidae v rozsahu od 22,82 pg do 51,23 pg a Pyrgomorphidae v rozsahu od 33,40 pg
do 149,33 pg, v celedi Acrididae srozsahem 2C-hodnot od 14,06 pg do 39,43 pg.
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Jednotlivé pak byly u dvou druhli zachyceny velké genomy (2C-hodnoty) v celedi
Tettigoniidae, a sice 31,52 pg a 52,59 pg.

Graf ¢. 9 srovnava zjisténé rozsahy velikosti genomti mezi jednotlivymi fady skupiny

Polyneoptera. Kazdy box-plot znazornuje jeden tad.
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Graf ¢. 9 — srovnani rozsahu velikosti genomu jednotlivych fadi Polyneoptera. Graf ¢. 9 vizualizuje rozsah zjisténych velikosti genomu pro jednotlivé fady skupiny

0 ———

Polyneoptera. Kazdy box plot znazornuje jeden fad. V pripade, ze byl k dispozici dostatek dat, zobrazuje graf median, pramér, horni a dolni kvartily. Nekteré rady byly
zastoupeny v tomto datasetu mensim poétem zastupct, proto v téchto piipadech nejsou zobrazeny vSechny statistické hodnoty.
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5 Diskuse

5.1 Velikosti genomii z hlediska evoluce a ekologie

5.1.1 Velké genomy zastupci Fadu Orthoptera

Béhem mé prace byly nalezeny doposud nejvétsi genomy hmyzu, které nékolikanasobné
pfevySuji svou velikosti doposud publikovand data. Dosavadnim rekordem byla
2C-hodnota zméfend u druhu Bryodemella tuberculata (2C=43,92 pg F, Hawlitschek
et al., 2023). V¢Etsi genomy nez vySe uvedené maximum byly zjiStény u druhi
Dictyophorus griseus (2C=149,33 pg F), Dictyophorus spumans (2C=139,91 pg F),
Phymateus leprosus (2C=70,74 pg F), Zonocerus variegatus (2C=68,51 pg F;62,16 pg
M), Zonocerus elegans (2C=57,60 pg), Tropidacris collaris (2C=54,59 pg F,52,03 pg M),
Saga pedo (2C=52,59 pg F) a Romalea microptera (2C=51,23 pg F;46,67 pg M).

V soucasné dobé¢ bylo publikovano n¢kolik studii zabyvajicich se velikostmi genomu
Orthoptera. Témeét ve vSech skupindch kromé nadceledi Grylloidea se vyskytuji velké
genomy (Mao et al., 2020, Yuan et al., 2021, Gregory, 2023, Sun et al., 2023, Hawlitschek
et al., 2023). Neéktefi autofi se domnivaji, ze za velkymi genomy rovnokiidlych stoji
polyploidie (Yuan et al., 2021), jinym autoriim se toto jevi jako malo pravdépodobné
(Hawlitschek et al., 2023). Pro tuto teorii nicmén¢ hovofi fakt, ze ndmi naméfend velikost
genomu u druhu Saga pedo (2C=52,59 pg) piesahuje doposud nejveétsi znamé hmyzi
genomy, Saga pedo je na rozdil od ostatnich evropskych zastupct rodu tetraploid (Lokki
& Saura, 1980, Dutrillaux et al., 2009). Dal§im z uvazovanych diivoda jsou repetitivni
sekvence, které byly objeveny u nckolika zastupct fadu Caelifera (Wang et al., 2014,
Shah et al., 2020, Verlinden et al., 2021) nebo velky pocet chromozomtl, nicméné ani zde
nebyla zachycena pozitivni korelace (Hawlitschek et al., 2023). Zvazovana také byla
korelace mezi velikosti téla a velikosti genomu, kterd ale nebyla prokazana
v Celedich Tettigonidae (Yuan et al., 2021) a Acrididae (Sun et al., 2023). Nicmén¢
jak upozoriiuji jini autofi, pro testovani této hypotézy bude tieba se zaméfit cilené na dalsi

konkrétni skupiny v jemné&jSim métitku (Hawlitschek et al., 2023).

V nésledujicich podkapitolach budou ve tfech grafech (€. 10, 11 a 12) zndzornény mozné
aspekty ovlivilyjici velikost genomil zastupcti Orthoptera. Tabulka €. 9 obsahuje vybér

25 druhi z Sesti €eledi, jejichz genomy dosahuji nejvétsich 2C-hodnot v nasem datasetu.
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Nejveétsi genomy datasetu byly pro Ucely této prace definovany jako genomy, jejichz
2C-hodnota ptesahovala 15 pg. Grafy ¢. 10, 11 a 12 pracuji s daty z Tabulky ¢. 9. Velikost

téla danych druht uvadéna v Tabulce €. 9 vychazi z dostupné literatury.

Tabulka €. 9 — piehled vybranych druhii Orthoptera s nejvétSimi genomy datasetu

F

Acrididae Acrida ungarica 24,67 46-56
F1 23,25 i
Acrididae Anacridium aegyptium F2 24,30 15[4;%-7506
M 22,83 T
Acrididae Calliptamus italicus 15[ g;’gg 15[2113(;
o . F:19-22
Acrididae Euthystira brachyptera NA 39,43 M:14-17
Acrididae Chorthippus biguttulus NA gj’g; 15[:.1163-_2136
o . F:18-21
Acrididae Chorthippus dorsatus NA 26,49 M:13-17
Acrididae Locusta migratoria F 15,16 30-60
Acrididae Oedaleus decorus NA 23,76 15[21%-_‘;31
Acrididae Stethophyma grossum M 34,79 16-25
Acrididae Tetrataenia surinama 151 g;’gg 18-23
Romaleidae Romalea microptera 15[ Zé’g cca 50-70*
Romaleidae Tropidacris collaris 15[ 2431’(5)3 100-110
Proscopiidae Pseudoproscopia latirostris 15[ 3(2)’22 FN}‘;%__I;OO
Pyrgomorphidae Dictyophorus griseus F 149,33 47-50
Pyrgomorphidae Dictyophorus spumans F 139,91 cca 80
Pyrgomorphidae Phymateus leprosus F 70,74 50-70
Pyrgomorphidae Poekilocerus bufonius F 43,08 55-65
Pyrgomorphidae Zonocerus elegans F 57,60 30-40
Pyrgomorphidae Zonocerus variegatus 15[ gg’?é 30-52
_ . F 27,21 F:11-15
Tetrigidae Tetrix subulata M 25.75 M:10-12
Tettigoniidae Bradyporus dasypus M 31,52 47-57
Tettigoniidae Cosmoderus femoralis F 24,38 cca 50
Tettigoniidae Ephippiger discoidalis F 24,47 cca 40
Tettigoniidae Saga pedo F 52,59 100-150
. . . F 18,67
Tettigoniidae Stilpnochlora couloniana M 15.23 40-70

*velikosti jsou v ramci populaci variabilni (Huizenga et al., 2008)
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5.1.1.1 Potravni strategie
Druhy uvedené v Tabulce €. 9 byly rozdeleny do ¢tyfech kategorii dle potravni strategie,
a to na vyhradni fytofagy, polyfagy, detritofagy a dravce a jejich 2C-hodnoty byly

zaneseny do Grafu ¢. 10.

Nejvétsi dvé skupiny, fytofagové a polyfagové, zaujimaji pozice v celé Skale grafu.
Lze tedy vyvodit, ze alesponl v tomto datasetu neexistuje piima souvislost mezi zdrojem

potravy a velikosti genomu.
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Graf ¢. 10 — vliv potravni strategie na velikosti genomti Orthoptera. Fytofagni druhy jsou oznaceny fialovou
barvou, polyfagni druhy ¢ervenou barvou, detritofagové zelenou barvou a dravci oranzovou barvou.

5.1.1.2 Velikost téla
Do Grafu ¢. 11 byla zanesena 2C-hodnota druhti uvedenych v Tabulce €. 9 v zavislosti

na velikosti téla daného druhu. Velikosti téla je myslena délka téla jedince.

V extrémnich hodnotach bylo pozorovano nékolik druhti, a sice Dictyophorus griseus
(48,5 mm;2C=149,33 pg), Dictyophorus spumans (80 mm;2C=139,91 pg), Stilpnochlora
couloniana (145 mm;2C=22,54 pg), Saga pedo (125 mm;2C=52,59 pg), Tropidacris
collaris (105 mm;2C=54,59 pg) a Pseudoproscopia latirostris (85 mm;2C=20,36 pg).
Ziskana data naznacuji, ze velikost (délka) téla nebude pravdépodobné rozhodujicim
faktorem pro zvétSeni genomu. V dalSim vyzkumu je tak potencidl srovnat zjiSténé
velikosti genomi s objemem (robustnosti) téla vyjadienou napiiklad hmotnosti méfeného

jedince nebo s délkou Zivotniho cyklu.
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Graf €. 11 — zavislost velikosti genomti Orthoptera na velikost téla.
5.1.1.3 Chemicka obrana
Do Grafu ¢. 12 byla zanesena 2C-hodnota druhti uvedenych v Tabulce €. 9 v zavislosti

na pritomnosti toxickych latek. Druhy byly rozdéleny do tfech kategorii:

1. druhy, v jejichz téle se toxické latky nevyskytuji
2. druhy, které konzumuji rostliny obsahujici toxické latky
3. druhy, které konzumuji rostliny obsahujici toxické latky a zaroven vylucuji obranné

toxicke latky.

Jednotlivé kategorie jsou v Grafu €. 12 zndzornény barevnymi body. Zelenymi body jsou
oznaCeny druhy zatazené do prvni kategorie, oranzovymi body jsou oznaceny druhy

z druhé kategorie, Cervenymi body jsou oznacCeny druhy ze tieti kategorie.

Druhy, v jejichz téle se nevyskytuji toxické latky mély zpravidla mensi genomy
nez druhy, které alespoii konzumuji rostliny obsahujici toxiny. Druhy, které Zerou toxické
rostliny a zaroven produkuji toxické sekrety, mély v naSem datasetu nejvétSi genomy.
Druh Saga pedo (2C=52,59 pg) byl zatazen do prvni kategorie druhdi, nicméné jedna
se 0 hmyz, ktery lovi jiné rovnokfidlé ¢i kudlanky. Mohlo by tedy dojit k ,,sekundarni*
konzumaci toxickych latek prostiednictvim jiného hmyziho druhu, ktery se zivi

rostlinami obsahujicimi toxické latky.
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Graf ¢. 12 — zavislost pfitomnosti toxickych latek na velikosti genomii Orthoptera.
5.1.2 Rozdily ve velikostech genomii zastupcii fadu Phasmatodea
Béhem mé préace byly zachyceny velikosti genomt (2C-hodnoty) v rozmezi od 5,08 pg
do 70,33 pg. Rozsah 2C-hodnot stejné jako tomu bylo u fadu Orthoptera vyrazné
pfevySuje doposud publikovana data. Dosavadnim rekordem byla 2C-hodnota 16 pg

naméiend u druhu Extatosoma tiaratum (Nagl & Schaffner, 1981).

V nésledujicich podkapitolach budou ve dvou grafech (€. 13 a 14) zndzornény mozné

aspekty ovlivitujici velikost genomi zastupcti Phasmatodea.

5.1.2.1 Pohlavni rozmnoZovani a partenogeneze

V tadu Phasmatodea se vyskytuje znacné mnozstvi druhd, jez se rozmnoZzuji vyhradné
nebo za urcitych okolnosti partenogeneticky. U nékterych druhli se samci vibec
nevyskytuji, nekteré druhy voli tento zplsob rozmnozovani napiiklad pokud neni
v ptihodnou dobu samec pfitomen nebo v zavislosti na podnebi. Vliv partenogeneze
na velikost genomu znadzornuje Graf €. 13 nize. 2C-hodnoty sexualné se rozmnozujicich
druht se pohybuji od 4,11 pg do 7 pg, zatimco velikosti genoml druht, které
se rozmnozuji vyhradné partenogeneticky, jsou v rozsahu od 3,90 pg do 5,88 pg. Druhy,
které jsou schopné se rozmnozovat obéma zptisoby, mély stiedné velké az velké genomy,
a to vrozmezi 2C-hodnot od 6,27 pg do 16 pg. Dataset doposud znamych hodnot
by tak mohl poukazovat na souvislost sexualniho rozmnozovani a nadprimérné velkych

genomtl.
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Graf ¢. 13 — vliv typu rozmnozovani na velikosti genomid Phasmatodea. V grafu jsou Cervenymi body
oznaceny druhy rozmnozujici se sexualné, modrymi body jsou oznaceny partenogenetické druhy. Zelenymi
body jsou oznaceny druhy, které jsou schopny se rozmnozovat obéma zptisoby. Jednotlivé body zndzornuji
pramérnou 2C-hodnotu daného druhu, respektive 2C-hodnotu jednoho pohlavi. Pohlavi jedincd nejsou
vtomto grafu rozliSovana. Do grafu byly =zahrnuty hodnoty zvefejnéné v AGSD
a doplnéné o hodnoty zjistétné vramci této diplomové prace. Graf obsahuje informace
o celkem dvaceti Ctyfech druzich Phasmatodea, pfiCemz v pfipadé Ctrnacti druhti byly zaneseny udaje

o velikosti genomu obou pohlavi. 2C-hodnoty jsou sefazeny od nejmensi po nejvetsi.

5.1.2.2 Kridla

Mezi strasilkami nalézdme druhy apterni, brachypterni 1 okfidlené. Graf ¢. 14 zachycuje
velikost genomu jednotlivych taxonti a vyvoj kiidel. Vé&tSina apternich druhti vykazovala
spiSe mensi velikosti genomti. Nékteré apterni druhy bychom vsak v tomto datasetu mohli
zatadit mezi druhy se stfedn¢ velkym az velkym genomem. Naopak okfidlené druhy
se objevovaly napfi¢ celou fadou vzestupné jdoucich 2C-hodnot. Brachypterni druhy
se vyskytovaly jak mezi druhy s nadprimérné velkymi genomy, tak mezi druhy s genomy
pramérnymi. Dle ziskanych vysledku tak 1ze prozatim usuzovat, ze absence kiidel zfejmée
nebude hrat ve velikostech genomti Phasmatodea kli¢ovou roli. Nutno vSak dodat,
ze dataset doposud zndmych 2C-hodnot neni pfili§ rozsahly a zahrnuje jen desitky druhii

oproti celkovému poctu pres 3000 popsanych druhti strasilek.
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Graf ¢. 14 — typ okiidleni a velikosti genomd Phasmatodea. V grafu jsou ¢ervenymi body oznaceny
bezkiidlé druhy, zelenymi body jsou oznaceny brachypterni druhy, modrymi body jsou oznaceny okiidlené
druhy. Jednotlivé body znézornuji primérnou 2C-hodnotu daného druhu, respektive 2C-hodnotu jednoho
pohlavi. Pohlavi jedinci nejsou v tomto grafu rozliSovana. Do grafu byly zahrnuty hodnoty zvetejnéné
v AGSD a doplnéné o hodnoty zjisténé v ramci této diplomové prace. 2C-hodnoty jsou sefazeny
od nejmensi po nejvetsi.

5.1.3 Uniformita velikosti genomi termitii (Isoptera)

Dle AGSD je rozsah doposud namétenych 2C-hodnot v ramei podiadu Isoptera v rozmezi
1,16 pg (Zootermopsis nevadensis) az 3,8 pg (Pericapritermes nitobei) (Koshikawa et al.,
2008). AGSD obsahuje Sest zdznami velikosti genomti zastupcii ¢eledi Rhinotermitidae
z celkovych Sestnacti pro podiad Isoptera, z ¢ehoZz pouze dva zdznamy byly ziskany
metodou pritokové cytometrie. Rozsah velikosti genomi v této celedi je od 1,72 pg
(Coptotermes formosanus) do 2,14 pg (Reticulitermes flavipes a Reticulitermes speratus
kyushuensis) (Koshikawa et al., 2008). Variabilita mezi velikostmi genomu termit
je ve srovnani s variabilitou u $§vabl velmi nizkd. Data z diplomové prace kolegyné
M. Stuchlikové (2020) ¢itaji vice nez sto Ctyficet druhii Svabi. Nejmensi zachyceny
genom v této studii 3,41 pg patiil samci druhu Holocompsa nitidula a nejvétsi zjistény
genom 35,17 pg samici druhu Therea olegrandjeani, oba v rdmci Celedi Corydiidae
(Stuchikova, 2020). Naproti tomu termitim blizce piibuzné druhy §vabi Cryptocercus
punctulatus a Cryptocercus kyebangensis maji genomy podobné velikostem genomil
termitli — 2,64 pg a 2,32 pg (Koshikawa et al., 2008). Ackoliv doposud nebyl prokazan
vztah mezi malym genomem a vznikem subsociality, respektive eusociality, nékteii autoti
se domnivaji, Ze jistd souvislost by zde mohla byt pfitomna (Koshikawa et al.,

Stuchlikova et al., 2020). Graf ¢. 15 nize obsahuje doposud zndmé velikosti genomu
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zastupcl fadu Blattodea zvetejnéné v AGSD, publikované v diplomové praci
M. Stuchlikové (2020) a doplnéné o nové zméfeny druh termita. Jednotlivé body
znazornuji primérnou 2C-hodnotu daného druhu, respektive 2C-hodnotu jednoho

pohlavi. Pohlavi jedincti nejsou v tomto grafu rozliSovana.

Isoptera Blattodea
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Graf ¢. 15 — srovnani velikosti genomi v fadu Blattodea. Jednotlivé body znazoriiuji primérnou2C-hodnotu

daného druhu, respektive 2C-hodnotu jednoho pohlavi. Pohlavi jedincti nejsou v tomto grafu rozliSovana.

5.2 Rozdily mezi pohlavimi a jejich determinace

V souladu s vysledky jinych autor ukazuje tato prace na vice ¢i méné vyrazné rozdily
mezi velikostmi genomt u jednotlivych pohlavi stejného druhu (Hanrahan & Johnston,
2011, Picard et al., 2012, Rodrigues et al., 2016, Stuchlikova, 2020, Hawlitschek et al.,
2023, Tabulka €. 10). V nékterych ptipadech se jednalo takika o zanedbatelny rozdil,
ktery se da pfipsat na vrub odchylce mezi méfenimi (tj. je potiteba jej dale testovat).
Napftiklad u strasilky Trachyaretaon sp. "North Luzon" ¢ini rozdil pouhych 0,90 %,
podobné naptiklad u strasilky Tisamenus sp. "Palaui”" (1,38 %). Rozdil mezi samicemi
a samci je ovlivnén systtmem determinace pohlavi, respektive pfitomnosti
heteromorfnich pohlavnich chromozomi, pfipadné odlisnosti v poctu chromozomii
(Sharaf et al., 2010, He et al., 2016, Hawlitschek et al., 2023). U hmyzu je rovnéZ znamo
uréeni pohlavi na zaklad€ ploidni Grovné (napf. Hymenoptera, kde samci jsou haploidni,
samice diploidni). Pohlavni dimorfismus ve velikosti genomu neni pfitomen naSem
datasetu ani v pracich jinych autorti u vSech druhti, nicméné pro relevanci ziskanych
vysledkt je vhodné vliv pohlavi brat v uvahu (Hanrahan & Johnston, 2011, Yuan et al.,

2021, Hawlitschek et al., 2023). BohuZel mnoh¢ studie udaj o pohlavi analyzovanych
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jedincti neobsahuji a pohlavni dimorfismus ve velikosti genomu pak ztézuje srovnani
vysledkl. Zaroven se domnivam, ze v nékterych ptipadech mize pritokova cytometrie
dopomoci pfi determinaci pohlavi — naptiklad u uniformnich druhti u nedospélych stadii,
kde tyto znaky nejsou pln¢ vyvinuty. V pfipad¢ druht, u kterych je pohlavi
determinovano systémem XX/X0 nebo haplo-diploidnim systémem lze ocekavat
vyrazngj$i rozdily mezi samicemi a samci (Aron et al., 2003). Nicméné u §vabu, u nichz
je pro vétsinu druhti predpokladan systém determinace pohlavi XX/X0 (Blackmon et al.,
2017), byl zaznamenan u druhu Hyporhicnoda sp. relativni rozdil 0,10 %. Nékteré studie
také demonstruji, ze systém determinace pohlavi XX/X0 nemusi vZdy znamenat vétsi
genom u samic. Piikladem Ize uvést druhy Myrmeleotettix maculatus a Chorthippus
dorsatus (Hawlitschek et al., 2023). Pokud se vSak jednd o druh, kde samec nese
chromozomy XY, tedy je heterogameticky, pak pfi uvazeni velikosti Y chromozomu
dojdeme k zavéru, Ze sami¢i genom bude vzdy vétsi (Sadilek, 2023). Vzhledem
k moznym odchylkdm méfeni zplisobenym vnéjs§imi podminkami (Suda, 2005), k mozné
vnitrodruhové variabilité (Marescalchi et al., 1998) nebo naptiklad uziti odlisnych
standardli, bych se osobné ptiklané€la k vyuziti této metody pro detekci pohlavi pouze
u druhd, kde 1ze ptedpokladat vyrazny rozdil ve velikostech genomu samic a samct.
U druht, jejichz genomy nevykazuji odlisnosti vyraznych rozméri bych spise povazovala

tento zpusob determinace pohlavi za doplikovy.

Tabulka ¢. 10 vyjadfuje relativni rozdily v procentech mezi zjiSténymi 2C-hodnotami
samcll a samic. Oba tyto udaje ukazuji, o kolik % maji jedinci s vy$s$i hodnotou vétsi
genom (v tomto datasetu méla samice vzdy vétsi genom nez samec). Tabulka obsahuje
celkem dvacet pét druhti ze tfech fadi. Nejvyraznéjsi relativni rozdily byly zachyceny
u druhtt Dares philippinensis (73,83 %, Phasmatodea), Nemobius sylvestris (45,38 %,
Orthoptera), Stilpnochlora couloniana (22,59 %, Orthoptera), Eurycantha calcarata
(13,14 %, Phasmatodea), Phyllocrania paradoxa (13,01 %, Mantodea), Achrioptera
manga (12,80 %, Mantodea), Pseudoproscopia latirostris (10,71 %), Zonocerus
variegatus (10,22 %, Orthoptera), Romalea microptera (9,77 %, Orthoptera)
a Mearnsiana bullosa (8,43 %, Phasmatodea). V dostupné literatuie se rozdil mezi jedinci

opacného pohlavi stejného druhu bézné€ pohybuje v rozsahu zhruba od 6 % do 20 %.

Samice druhu Nemobius sylvestris byla analyzovana také v praci Hawlischka a kolektivu

(2023), kde byla stanovena velikost genomu 5,12 pg. Relativni rozdil mezi samici
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z tohoto a znaSeho datasetu ¢ini 35,16 %. V této studii byly vzorky pfipravovany
obdobnym zptisobem, liSilo se v§ak mnozstvi pfidané¢ho pufru Otto I (500 /) a pouzity
standard (Pisum sativum). Samice z naseho datasetu byla analyzovana se standardem
Bellis perennis, zatimco samec se standardem Pisum sativum. Ziskané vysledky
1ze interpretovat jako moznou vnitrodruhovou variabilitu nebo vyskyt siblings species.
Pro testovani takovych hypotéz ale bude nezbytné proméfit mnohem vice jedincu
z riznych populaci, opakovat méteni jedinct v rdmci jedné populace, vylouc¢it moznou
zaménu pii determinaci druhu a provadét analyzy na zakladé jednotnych metodickych
postupt tak, aby bylo mozné data jednodusSe porovnavat.

V ptipadé¢ druhi Popa spurca, Stilpnochlora couloniana a Dares philippinensis byly
u obou pohlavi pouzity stejné standardy. Struktura a pocet pohlavnich chromozomu
téchto druhti nejsou znamy. Pokud by pohlavi Stilpnochlora couloniana bylo
determinovéano systémem XX/XO0 tak, jako u mnohych dalsich druhii Orthoptera, mohl
by byt takto velky relativni rozdil redlnym. Neobvyklé rozdily mezi jedinci rlizného
pohlavi druhlt Popa spurca a Dares philippinensis byly zjistény bohuzel az pfi finalizaci
prace, kdy jiz nebyla moznost provést opakovani analyz. U téchto druhti bude potieba
provéfit, co je pfic¢inou takto vyraznych rozdilt.

Tabulka €. 10 — rozdil ve velikostech genomil mezi pohlavimi

Dermaptera Forficula smyrnensis 5,17
Dermaptera Euborellia arcanum 3,32
Embioptera gen. sp. 3 13,22
Mantodea Phyllocrania paradoxa 13,01
Mantodea Popa spurca 344,15*
Phasmatodea Achrioptera manga 12,80
Phasmatodea Anisomorpha paromalus 3,30
Phasmatodea Dares philippinensis 73,83*
Phasmatodea Eurycantha calcarata 13,14
Phasmatodea Heteropteryx dilatata 2,42
Phasmatodea Mearnsiana bullosa 8,43
Phasmatodea Neohirasea maerens 7,00
Phasmatodea Sungaya inexpectata 6,70
Phasmatodea Tisamenus sp. "Palaui" 1,38
Phasmatodea Trachyaretaon sp. "North Luzon" 0,90
Phasmatodea Trachythorax sp. "Kon Chu Rang" 4,47
Orthoptera Anacridium aegyptium 4,14
Orthoptera Calliptamus italicus 7,49
Orthoptera Locusta migratoria 7,82
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Orthoptera Nemobius sylvestris 45,38%*
Orthoptera Phaeophilacris bredoides 5,08
Orthoptera Pseudoproscopia latirostris 10,71
Orthoptera Tetrix subulata 5,67
Orthoptera Romalea microptera 9,77
Orthoptera Stilpnochlora couloniana 22,59
Orthoptera Tetrataenia surinama 4,69
Orthoptera Tropidacris collaris 4,92
Orthoptera Xya pfaendleri 5,97
Orthoptera Zonocerus variegatus 10,22

*hodnoty je potieba ovérit.
5.3 Srovnani vysledki s AGSD a dalsi literaturou

V dostupné literatufe je v soucasnosti k dispozici pouze jediny zdznam o velikosti
genomu zastupce fadu Dermaptera, a to konkrétné u druhu Labidura riparia (2C=1,06
pg, Hanrahan & Johnston, 2011). Rovnéz u fadu Embioptera je znam pouze zaznam
o jediném druhu, a to Oligotoma saundersii (2C=2,66 pg, Hanrahan & Johnston, 2011).
Oba tyto druhy byly analyzovany metodou priitokové cytometrie, nicméné byla pouZita
nervova tkdn zmozku a jako standard byla pouzita octomilka Drosophila virilis

(Hanrahan & Johnston, 2011).

Databaze AGSD obsahuje tdaje o péti zastupcich fadu Mantodea. Dva druhy, Litaneuria
sp. (2C=6,64 pg) a Stagmomantis carolina (2C=7,90 pg), byly analyzovany ve vySe
zminéné studii Hanrahan & Johnston, 2011. Data byla ziskdna pomoci prutokové
cytometrie, ale z jiného typu tkand a za pouziti jinych standardd. Udaje o zbylych tiech
zastupcich fadu Mantodea byly zjiStény za pomoci Feulgenovy denzitometrie

(Koshikawa et al., 2008), ktera je dnes jiZ povaZovana za zastaralou a nepfesnou.

Rad Phasmatodea je v AGSD reprezentovan deviti druhy (Gregory, 2023). Velikosti
genomu dvou druhil byly zjistény pomoci Feulgenovy denzitometrie, ostatni druhy byly
analyzovany pomoci pratokové cytometrie (Gregory, 2023). Data ziskand pomoci
prutokové cytometrie pochazi ze dvou studii (Marescalchi et al., 1990, Marescalchi et al.,
1998), kde byly analyzovanym jedincim odebirany casti stiev a jako standard byly
pouzity mysi thymocyty. Velikosti genomu (2C-hodnoty) byly v téchto studiich
zachyceny v rozmezi od 3,9 pg (Bacillus rossius redtenbacheri) do 5,88 pg (Bacillus

atticus carius).
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AGSD obsahuje v soucasnosti sedmdesat Sest zdznamt s informaci o velikostech genomu
zastupct fadu Orthoptera. Pouze deset z nich bylo ziskdno pomoci prutokové cytometrie
a mnohé ze zdznamil jsou duplicitni. Databaze pti odecteni duplicit poskytuje informace
o padesati druzich z fadu Orthoptera. Velikost genomt se v databazi pohybuje v rozmezi
od 3,42 pg (Oecanthus niveus, Hanrahan & Johnston, 2011) do 33,96 pg (Podisma
pedestris, Westerman et al., 1987). Udaj o druhu Podisma pedestris byl ziskan pomoci
Feulgenovy denzitometrie (Westerman et al., 1987). Recentn¢ bylo publikovano nékolik
studii zabyvajicich se velikostmi genomti rovnokiidlych (Yuan et al., 2021, Sun et al.,
2023, Hawlitschek et al., 2023). V téchto studiich byly postupné objevovany rekordné
veliké genomy u druh@ Bryodemella holdereri (2C=37,28 pg, Mao et al., 2020),
Dericorys annulata (2C=42,43 pg, Sun et al., 2023), Bryodemella tuberculata (2C=43,92
pg, Hawlitschek et al., 2023).

V posledni ze zminovanych studii bylo méfeno celkem padesat druhii rovnokiidlych
(Orthoptera) v ¢eledich Acrididae, Tetrigidae, Gryllidae a Tettigoniidae, z ¢ehoz tficet
osm druhil bylo zméfeno poprvé. Jedinciim byla odebirana svalova tkan z femuru, vzorky
byly analyzovany taktéz s rostlinnym standardem (Pisum sativum), liSilo se mnozstvi
ptidaného pufru a piistroj, v némz byly vzorky méfeny. Rozsah velikosti genom se v této
studii pohyboval od 2,74 pg (2C, Oecanthus pellucens) do 43,92 pg (2C, Bryodemella
tuberculata). V této (Hawlitschek et al., 2023) a na$i studii bylo analyzovéno né¢kolik
stejnych druhl. Rozdily mezi jedinci stejného pohlavi Cinily 2,57 % a 2,15 %
(Calliptamus italicus, samice, samec), 13,59 % (Platycleis albopunctata, samec),
35,15 % (Nemobius sylvestris, samice). Rozdil mezi velikostmi genoma samic druhu
Nemobius sylvestris v naSem datasetu a v datasetu této studie (Hawlitschek et al., 2023)
naznacuje moznou skrytou diverzitu. Druhym vysvétlenim by mohla byt chybna
determinace, coz bude s nejvétsi pravdépodobnosti divodem vice nez pétindsobného
rozdilu mezi samci druhu Tetrix subulata v nasi studii a studii Hawlitschka a kolektivu

(2023).

V dalsi ze studii publikovanych v letoSnim roce bylo analyzovdno celkem Sedesat
dva druhtt rovnokiidlych (Orthoptera) v Celedich Acrididae, Pyrgomorphidae,
Dericorythidae a Pamphagidae (Sun et al., 2023). Jako standard byly pouzity
druhy Locusta migratoria a Periplaneta americana. Pro analyzu byla pouZita hlavova

¢ast jedince nebo koncetina. Rozsah velikosti genomti se pohyboval od 14,37 pg
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(2C, Shirakiacris shirakii) do 42,43 pg (2C, Dericorys annulata). V nasi a této studii (Sun
et al., 2023) byl rovnéz méten jeden stejny druh, a sice Calliptamus italicus. V této studii
(Sun et al., 2023) byly zjistény 2C-hodnoty 20,89 pg, 18,40 pg a 21,51 pg (16,90 % mezi
nejmensi a nejveétsi hodnotou), zatimco nasi samici byla namétfena 2C-hodnota 23,96 pg
(rozdil 30,22 %). Velikost genomu (2C-hodnota) druhu Bryodemella tuberculata byla
namétena 35,17 pg a 41,55 pg (Sun et al., 2023), coz ¢ini rozdil 18,14 % mezi jedinci
v této jedné studii a 24,88 %, respektive 5,70 % mezi jednotlivymi samicemi ve studii
Sun

a kolektivu (2023) a Hawlitschka a kolektivu (2023). Op¢t se tak otevira otazka, zda
se jednd o moznou vnitrodruhovou variabilitu, chybu méfeni ¢i determinace, mozny
vyskyt siblings species ¢i jednoduse nesrovnatelnost dat ziskanych za pomoci jiného
metodického postupu. Zajimavé také je, ze v Celedi Pyrgomorphidae, ve které byly
v piipad¢€ nasich dat zachyceny nejvétsi velikosti genomi, se rozsah velikosti v této studii
(Sun et al., 2023) pohyboval u dvou méfenych druhti pouze v rozmezi od 14,99 pg
do 18,12 pg.

Ve studii Yuana a kolektivu (2021) bylo méteno dvacet dva druhti z ¢eledi Tettigoniidae.
Zjistény byly velikosti genomt v rozsahu od 0,91 pg (Oecanthus sinensis) do 19,59 pg
(Deracantha onos). Pro métfeni byla pouzita s ohledem na velikost jedince celd hlava
nebo jeji polovina (Yuan et al., 2021) a jako standard byl pouzit Svab Periplaneta
americana nebo Cervené krvinky kura doméciho (Gallus domesticus). V dalsi ze studii,
jejiz data nebyla do AGSD zanesena, byly pomoci pritokové cytometrie zjistovany
velikosti genomt sedmndcti druhti rovnoktidlych (Mao et al., 2020). Velikosti genomt
(2C-hodnoty) se pohybovaly v rozsahu od 13,14 pg (Shirakiacris shirakii) do 37,28 pg
(Bryodemella holdereri).

Celkem byla publikovana velikost genoml u cca 250 druhi Polyneoptera, které jsme

doplnili o dal$ich 67 nov€ zméfenych druht.

Data zjiSténa v ramci nasi studie byla doplné€na o doposud publikované tidaje a srovnani
rozsahu velikosti genomil v jednotlivych fadech skupiny Polyneoptera vizualizuje Graf
¢. 16. Graf ¢. 17 vizualizuje srovnani rozsahu velikosti genomt skupiny Polyneoptera

s dal$imi skupinami hmyzu.
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Graf ¢. 16 — srovnani rozsahu velikosti genomtl jednotlivych fad Polyneoptera na zaklad¢ dat z literatury a naseho méfeni. Graf ¢. 16 vizualizuje rozsah velikosti genomil
pro jednotlivé fady skupiny Polyneoptera. Kazdy box plot znazoriiuje jeden fad. V ptipadg, ze byl k dispozici dostatek dat, zobrazuje graf median, primér, horni a dolni

kvartily. Né&které fady byly zastoupeny v tomto datasetu mensim poctem zastupcd, proto v téchto ptipadech nejsou zobrazeny vsechny statistické hodnoty.
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Graf €. 17 — srovnéni rozsahu velikosti genomu skupiny Polyneoptera s ,,big four na zéklad¢ dat z literatury a naSeho méfeni. Graf ¢. 17 vizualizuje rozsah velikosti

genomu pro jednotlivé fady skupiny ,,big four ve srovnani se skupinou Polyneoptera. Kazdy box plot znazoriuje jeden taxon.
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5.4 Negativa pritokové cytometrie

5.4.1 Nazvoslovi

V této Casti 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 napfi¢ 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. Pfi méfeni
se vSak nejCastéji pouzivd somatickd tkan a histogram ziskany méfenim vzorkl
a vyhodnocovany naptiklad v programu Partec FloMax 2.4b (Partec GmbH, Miinster)
tak zobrazuje 2C-hodnoty standardu. Na zdklad¢ vypoctu vzdalenosti peakl je pak
odvozena 2C-hodnota vzorku. Pokud by takto ziskané 2C-hodnoty byly délena dvéma
u heterogametického pohlavi, vysledné C-hodnoty budou zatizeny zna¢nou neptesnosti
(Sadilek et al, 2019). Bohuzel mnozi autofi vliv pohlavi zanedbavaji a nerozliSuji
ve svych studiich hodnoty pro samice a samce. AGSD udaje o pohlavi ve vétsing ptipadii
také neobsahuje, ackoliv plivodni publikaci byla tato data zanesena (napif. Hanrahan
& Johnston, 2011). Dal§im znegativ AGSD je absence nové publikovanych
dat (naptiklad Mao et al., 2020, Yuan et al., 2021, Hawlitschek et al., 2023, Sun et al.,
2023).

5.4.2 Standardy

Tato diplomova prace byla souc¢asti projektu ¢. 1338120 Grantové agentury Univerzity
Karlovy. A¢koliv v pritbéhu let probihalo v ramci tohoto projektu extenzivni vzorkovani
napfi¢ taxony, tato prace obsahuje pouze Céast analyz ze skupiny Polyneoptera.
Laboratorni ¢ast prace a ziskané vysledky vSak ukézaly potiebu nadesignovani novych
idedln¢ zivocisnych standardli s ohledem na mnozstvi doposud neprobadaného hmyzu
a s ohledem na rozsah velikosti genomi. Volba vhodného standardu je v soucasnosti
pomérné komplikovana vzhledem k tomu, Ze neexistuje jednotny soubor standardi

a jejich 2C-hodnot a data jednotlivych autorli jsou tak obtizné srovnatelna.

Obecné je doporuc¢ovéano pouzivat zivo€i$né standardy pro méfeni zivociSnych vzorka
(Greilhuber et al., 2007), nicméné rozsah velikosti genomt aktualné¢ pouzivanych
standardll (v€. Cloveka) je bohuzel pro analyzy Orthoptera a dalSich taxona 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 dalSich analyz budou tyto druhy vyhovujici, nicméné prvni
ti kritéria se prozatim kromé druhu Heteropteryx dilatata jevi nadéjn€. Tento druh se jevi
ne zcela vyhovujicim jednak vzhledem ostniim na koncetinach, kterymi muize druh
zpusobit drobnd, byt nepiijemnd zranéni. VEtSim problémem je ale pfili§ velky rozptyl
naméfenych hodnot, smérodatnd odchylka méfeni pro samice Cinila 2,26 pg, pro samce
2,92 pg. Za vyse popsanych okolnosti by uziti tohoto druhu jakozto standardu pisobilo
znaéné nepiesnosti v métenich. Neni vSak v tuto chvili jasné, co je pfic¢inou natolik

odli$nych hodnot a bude nutné se této problematice dale hloubéji vénovat.
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6 Zavér

Tato prace si kladla za cil na zadklad¢ zékladniho screeningu 1) rozsifit znalost velikosti
genomu u skupiny Polyneoptera metodou pritokové cytometrie, 2) porovnat absolutni
velikosti a rozsah velikosti genomi v ramci jednotlivych fadt Polyneoptera a srovnat
je s hodnotami zndmymi pro ostatni skupiny hmyzu, 3) testovat dosavadni ptedpoklady,
ze nejvetsi genomy v ramci skupiny Polyneoptera a potazmo 1 Insecta maji zastupci fadu
Orthoptera a 4) identifikovat v ramci skupiny druhy, které by se mohly uplatnit jako
potencialni standardy pro vyuziti v FCM studiich.

Podaftilo se zjistit velikost genomu celkem u osmdesati osmi druhti hmyzu v ramci
skupiny Polyneoptera, znichz vétSina nebyla dosud publikovana. Dataset zndmych
genomu byl diky této praci rozsifen o Sedesat sedm nové zméfenych druht, z toho Ctyfi
zastupce Dermaptera, Ctyfi zastupce Embioptera, sedmnact druhti z fadu Phasmatodea,
¢trnéct druhti z fadu Mantodea, jednoho zastupce z podiadu Isoptera a dvacet sedm druhti
Orthoptera. Zjisténé velikosti genomu byly porovnavany se znamymi udaji zanesenymi
v AGSD a udaji publikovanymi v nejnové¢jSich studiich. Bylo ovéfeno, ze nejvétsi
genomy se v ramci skupiny Polyneoptera, respektive Insecta vyskytuji mezi zastupci fadu
Orthoptera. Nadprimérné velké genomy byly zaznamenany ojedinéle také u strasilek
(Phasmatodea). Mezi méfenymi jedinci bylo zaznamenano nékolik druht, jejichz
2C-hodnoty vyrazné€ piesahovaly doposud publikované udaje — Heteropteryx dilatata
(2C=70,33 pg F; 70,22 pg M), (Tropidacris collaris (2C=54,59 pg F; 52,03 pg M),
Dictyophorus spumans (2C=139,91 pg F) ¢1 Dictyophorus griseus (2C=149,33 pg F),
jedna se u hmyzu o viibec nejvétsi zjisSténou velikost genomu. V téchto fadech byly
testovany rtizné aspekty s moznym vlivem na velikosti genomil. V fadu Orthoptera jsme
nenasli podporu pro hypotézu pfimého vlivu potravni strategie na velikost genomu,
naopak vysledky ukazuji na mozny vliv velikosti ¢i robustnosti a délky Zivotniho
cyklu na velikost genomu C¢i pfitomnosti toxickych latek. V fddu Phasmatodea
jsme nenasli souvislost mezi velikosti genomu a typem okiidleni. Naopak sexualné
se rozmnozujici druhy vykazovali ¢asto nadprimérnou velikost genomu ve srovnani

s partenogenetickymi druhy.

Byly natipovany ¢tyfi mozné budouci hmyzi standardy — straSilka Heteropteryx dilatata

(2C=70,33 pg F;70,22 pg M), pakobylka Medauroidea extradentata (2C=8,06 pg F),
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strasilka Sungaya inexpectata (2C=6,69 pg F, 6,27 pg M) a saranCe Locusta migratoria
(2C=15,16 pg F, 14,06 pg M). Tyto druhy (vyjma Heteropteryx dilatata) vykazuji
relativné stabilni genom, jsou nenaro¢né na chov a pokryvaji Sirokou skalu velikosti
genomu ve srovnani s doposud testovanymi standardy. Nutna je vSak dal$i rozsahlejsi

studie, ve které budou tyto druhy opakované a disledné analyzovany.
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