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Abstrakt:

Pritokovd cytometrie je moderni metoda, kterd hraje nepopiratelnou roli zejména v
biomedicinském a botanickém vyzkumu. Pies vSechny své vyhody (rychlost, jednoduchost,
nizka financni naro¢nost) neni dosud hromadné vyuzivéna ke studiu hmyzu. Tato prace
poskytuje zakladni vhled do problematiky pouziti pritokové cytometrie u hmyzu a shrnuje
entomologické poznatky ziskané na zaklad¢ této metody. Jedna se pfedevSim o vyzkum
velikosti genomu a jeho souvislosti s dalSimi znaky. Méné zastoupené je pak napiiklad

studium ploidni irovné nebo poméru part bazi.

Kli¢ové slova: pritokova cytometrie, vyuziti ke studiu hmyzu, velikost genomu

Abstract:

Flow cytometry is a modern technique in research, playing a significant role in biomedicine
and botanics. Despite its benefits (speed, simplicity, low costs), flow cytometry is currently
not used in the study of insects on a large scale. This thesis gives an overview as to how flow
cytometry is used in research on insects and summarises the results of such study. This
pertains to genome size and its connections to other phenomena. Other focal points of

research, such as ploidy and base pair ratios, are addressed to a lesser extent.
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1 Uvod

Priatokova cytometrie (flow cytometry) je védecka metoda, kterd od svého vzniku v 50.
letech 20. stoleti nalezla uplatnéni v Siroké Skale obort. Vyuziva se pro tiidéni ¢astic (typicky
buiiky, bunécna jadra, chromosomy) a analyzu jejich vlastnosti. Moderni priatokové cytometry
poskytuji moznost analyzy nékolika parametrii najednou a pracuji na principu detekce
fluorescence (Adan et al., 2016).

Nejcastéji je tato metoda pouzivana v biomedicinském vyzkumu (zejména v
imunologii) a velké oblibé se té§i i v botanice (urovani druhti, studium ploidni urovné,
evoluce genomu, detekce hybridizace apod. /Kron et al., 2007/). Ke studiu bezobratlych
zivo€icht, konkrétné hmyzu, vSak tato technika neni dosud hromadné vyuzivana. Existuje jen
omezeny pocet studii, které se zabyvaji hlavné velikosti genomu u vybranych taxonti. To je
pomérné piekvapivé, vzhledem k tomu, Ze prutokova cytometrie skyta oproti jinym metodam
mnohé vyhody, mezi které patfi zejména rychlost a piesnost méfeni a také pomérné nizka
finan¢ni narocnost (Suda, 2011).

Cilem mé prace je shromazdit a zhodnotit publikované vysledky tykajici se hmyzu,
které byly ziskané na zaklad¢ této metody. Jde predev§im o vyzkum souvisejici s velikosti
genomu a jejim vztahem k dal§im méfitelnym parametrim. Mén¢é zastoupené je pak studium
polyploidizace, ur€ovani pohlavi, determinace novych druht a dalsi aplikace. Déle je mym
cilem zjistit, jak byly tyto vysledky uplatnény v dal$im vyzkumu a nakonec nastinit, jakym

smérem by se v budoucnu mohl ubirat vyzkum hmyzu prave za vyuziti pritokové cytometrie.



2 Priitokova cytometrie - popis metody

Princip této metody je pomérné jednoduchy. Pii piipravé je zasadnim krokem pouziti
fluorescenc¢niho barviva, jez se navaze na DNA studovaného vzorku (Kron et al., 2007).

Samotny cytometr se sklada z pritokové komirky, zdroje excitacniho zéfeni, optické
soustavy, souboru fotondsobic¢ii a zesilovaci a z pocitatové casti (Suda, 2011). V priatokové
komiirce jsou Castice studovaného vzorku setazeny tak, ze se v tizkém svazku pohybuji jedna
za druhou — takzvana hydrodynamicka fokusace (DoleZel et al., 2007a). Castice proudi ke
zdroji excita¢niho zafeni, kterym mohou byt zejména lasery, rtutové vybojky nebo diody.
Vyhodou lasert je vysoky vykon a monochromatické svétlo, cemuz ovSem odpovida i jejich
vysoka cena. Rtut'ové vybojky jsou oproti tomu mnohem levnéjsi, avSak nevyhodou je nizka
zivotnost a nutnost pouziti regulacnich optickych prvkii. Kompromisem mohou byt diody,
které kombinuji vyhody obou vyse zminénych zdroji. V soucasnosti proto byly vybojky jiz
témét nahrazeny diodami (Sysmex CZ, 2017). Nizky vykon jednotlivych diod se da
kompenzovat sdruzovanim do skupin (Suda, 2011).

Po excitaci fluorochromu je fluorescence Castic sbirdna sadou filtri a zrcadel, diky
méni¢lim a fotonasobic¢lm ji 1ze prevést na elektrické pulsy a informaci nasledn¢ digitalizovat
a ulozit do pocitace (Suda, 2011). Od osmdesatych let minulého stoleti jsou data ve vétSiné
piipadt ukladana ve formatu fcs (flow cytometry standard, DolezZel et al., 2007b).

Vysledky méfeni jsou prezentovany nejcastéji ve formé histogramu, cytogramu nebo

24

2.1 Priprava hmyziho materidlu

Zejména pii transportu vzorkl napiiklad pfi sbéru v terénu miize byt problémem
zpusob jejich uchovavani, aby nedoslo k poskozeni tkdné, které by mohlo vést k chybam v
méteni. Idedlni je samoziejmé pouziti Cerstvého materidlu (Dolezel a Barto§, 2005), ovSem
pteprava zivého hmyzu do cilové laboratofe neni vzdy moZna. V botanické praxi se pro
nekteré ucely osvédcilo 1 pouziti susenych vzorki (Suda, 2011). Pti praci s hmyzem poskytuje
vyborné vysledky zmrazeny material, jak prokézali Hanrahan a Johnston (2011). Pfi tomto
zpisobu uchovavani je ale dulezité, aby dal$i manipulace se vzorky probihala na ledu.
Zivoé&isny material byva na rozdil od rostlinného také b&zné fixovan (Gregory, 2005). Pouziva
se k tomu naptiklad smés ethanolu a kyseliny octové (Panzera et al., 2006), smés methanolu,

formalinu a kyseliny octové (Hardie et al., 2002) a podobné.
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Zpusob piipravy materialu se samoziejmé odviji 1 od cilit daného vyzkumu. Pro ucely
urcovani absolutni velikosti genomu byvaji nejcastéji pouzity celé hlavy zkoumanych jedinct
(Gregory et al., 2013), pfipadné pouze nervovad tkan (Hanrahan a Johnston, 2011) a v
nekterych ptipadech jsou jedinci (napf. larvy) vyuziti i celi (Aron et al., 2003). V konkrétnéji
zaméienych studiich se setkdme i s analyzou jen urcitych typt bunck, napiiklad spermii
(Cournault a Aron, 2008) nebo bun¢k tukového téliska (Nozaki a Matsuura, 2016).

Zamérem je obvykle ziskani suspenze neporusenych bunéénych jader (Loureiro et al.,
2006). Bunky musime nejprve homogenizovat, k ¢emuz je Casto vyuzivano tkanového
hmozdie (Gregory et al., 2013), pfipadné je material nasekan pomoci ostré ziletky (Suda,
2011), pticemz homogenizace probiha ve vhodném izolacnim roztoku (napi. Galbraithav,
Ottav, LBO1 a dalsi /Loureiro et al., 2006/). Jadra jsou posléze obarvena fluorochromem, je
pfidano dostatecné mnozstvi ribonukleazy (Suda, 2011) a suspenze je prefiltrovana naptiklad

ptes nylonovou sitku (Loureiro et al., 2006).

2.2 Barviva

V cytometrii se pouziva cela fada fluorescencnich barviv (neboli fluorochromtl), ktera
se navazi na DNA studovaného objektu, a to bud’ neselektivné nebo prednostné k oblastem
bohatym na A-T (ptipadné G-C) baze (Suda, 2011).

Mezi neselektivné se vmezetujici (interkalac¢ni) barviva patfi napiiklad propidium
jodid nebo ethidium bromid. Propidium jodid (€asto zminovan pod zkratkou PI) je vzhledem
ke své mensi toxicité pouzivan vice a pfi zjiStovani velikosti genomu u hmyzu je zdaleka
nejcastéj$i volbou. Tato barviva jsou ovSem schopna vazat se i na RNA, kterou je tfeba
pfedem nastépit pomoci ribonukledzy (Adan et al., 2016).

Oproti tomu DAPI, DIPI nebo Hoechst barveni muzeme pouzit v piipade, ze
vyzadujeme, aby se fluorochrom preferenéné vadzal na A-T bohaté useky (Suda, 2011).
Nejobliben¢jsi z téchto barviv je DAPI, jehoz pouziti ovSem neni doporucovdno pro
stanovovani mnozstvi DNA (Johnston et al., 1999). Nicméné vysledné histogramy maji
vysokou rozliSovaci schopnost a jsou uzitecné pro zjiStovani dalSich podrobnosti ohledné
struktury genomu (Dolezel et al., 1998).

Posledni a ziejm¢ nejméné pouzivany typ barviv (napiiklad olivomycin,

chromomycin) se pfednostné vaze na G-C bohaté useky (Suda, 2011).



2.3 Standardy

Hodnoceni vysledkli neni mozné bez porovnani se standardem — vzorkem, jehoz
parametry (pocet chromozomi, velikost genomu) uz predem zname (Dolezel et al., 2007a).

RozliSujeme standardizaci interni a externi. Pfi externi standardizaci probiha ptiprava
a méfeni vzorku a standardu nezavisle na sobé. Tento postup vSak neni vétSinou autorti
doporucovan (Dolezel et al., 2007, Suda, 2011). Za jediny vhodny postup je dnes povazovana
standardizace interni, pfi které jsou vzorky ve vhodném poméru smichany a jejich pfiprava i
meéieni se odehrava soucasné (Dolezel a Greilhuber, 2010).

Velikost genomu standardu a zkoumaného vzorku by méla byt podobnd, ovSem ne az
natolik, aby se prekryvaly vrcholy (neboli piky, z anglického peak) histogramii (Johnston et
al., 1999). Doporucuje se minimalni rozdil 20 %, pti¢emz idedlni se jevi rozdil dvojnasobny
(Suda, 2011, Dolezel et al., 2007b). Krom¢ celkového mnozstvi DNA by se standard a vzorek
mély navzajem podobat, 1 co se tyCe organizace chromatinu (Praga-Fontes et al., 2011).
Idedlni je vybrat si standard, ktery ndm bude snadno dostupny v dostate¢ném mnozstvi.

Mezi nejcastéji pouzivané nerostlinné standardy patii lidské leukocyty, erytrocyty
pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) nebo kuteci erytrocyty (Vindelov et al., 1983). Ve
studiich tykajicich se hmyzu miizeme kromé vySe jmenovanych narazit na dal$i riznorodé
standardy, nejhojnéji pouzivanym standardem je zde zfejmé Drosophila melanogaster
(1C=175 Mb /Bennett et al., 2003/), ale své zastoupeni ma také Drosophila virilis (1C=328
Mb /Ellis et al., 2014/), §vab Periplaneta americana (1C=3338 Mb /Hanrahan a Johnston,
2011/) nebo 1 dalsi standardy ze skupiny ryb, naptiklad ctverzubei (Tetraodon fluviatilis
/Gregory a Johnston, 2008/, Tetraodon nigroviridis /Nardon et al., 2003/).

Mezi jednotlivymi studiemi bohuZel nepanuje shoda v pouziti téch kterych standardi a
Casto ani v jejich C-hodnotach (DoleZel et al., 1998, Johnston et al., 1999) coz je zasadni
problém, ktery komplikuje porovnévani jednotlivych vysledkli (Dolezel a Bartos, 2005).
Dolezel a Greilhuber (2010) zastavaji nazor, Ze by se pii vyzkumu Zzivocichii mél pouZzivat
jako primarni standard ¢loveék (2C-hodnota u muze = 7,0 pg). Tato hodnota je sice nejspis§ o
néco vyssi, nez odpovida skutecnosti, nicméné¢ jakmile bude velikost lidského genomu piesné
znama, bude snadné vysledky zalozené na této standardizaci upravit.

Dostatecné presné je ze sekvenacnich projektl zndma velikost genomu had’atka
Caenorhabditis elegans (C-hodnota = 0,1 pg podle Equence et al., 1998). Ve srovnani s

mnoha druhy je ovSem tato hodnota pfili§ nizka, nez aby bylo mozné had’atko vyuzivat jako

10



standard (DoleZel a Greilhuber, 2010). Lze vSak podle néj kalibrovat dalsi standardy, jak bylo

demonstrovano na ptikladu huseni¢ku Arabidopsis thaliana (Bennett et al., 2003).

2.4 Vyhody a nevyhody metody

Mezi nesporné vyhody prutokové cytometrie patii zejména snadnd a rychla ptiprava
vzorkl 1 rychlost samotné analyzy, coz umoznuje méteni desitek vzorki béhem jediného dne
(Suda et al., 2007). Pfiprava a zméteni jednoho vzorku mize dokonce trvat i méné nez pét
minut (Cournault a Aron, 2008). Diky analyze velkého mnozstvi ¢astic ve vysoké rychlosti je
navic mozné ziskat statisticky vysoce relevantni vysledky (Ciudad et al., 2002).

Pfi pouziti vhodnych internich standardd, sprdvné manipulaci se vzorky a s dobie
sefizenym pfistrojem mizeme dojit k velmi pfesnym vysledkiim. Varia¢ni koeficient (neboli
CV, podil smérodatné¢ odchylky a stfedni pozice piku /Watson, 1991/) pii soucasnych
métenich obvykle neptesahuje hodnotu 3 % (Suda, 2011).

V neposledni fad¢ je pfednosti této metody i jeji relativné nizkd cena (pokud
odhlédneme od pofizovaci ceny samotného pfistroje) (Suda, 2011).

Pti pouziti cytometrie ke studiu hmyzu bohuzel pfichdzime o velkou vyhodu botanikti
— ohleduplnost ke studovanym objektim. Pfi pouziti Casti listového pletiva je poskozeni
jedince (rostliny) vétSinou zanedbatelné, tudiz je metoda vhodna i ke zkoumani ohroZenych
druhii rostlin (Suda et al., 2007). Totéz se bohuzel nedd fici o hmyzu, vzhledem ke
skutec¢nosti, ze vétSinou je k cytometrickému méteni zapotiebi celd hlava dan¢ho jedince.
Avs$ak v mnoha ptipadech postaci i jedna koncetina (Urfus, 2017, pers. comm.).

Nevyhodou priitokové cytometrie je nutnost uchovani materidlu ve stavu piijatelném k
méteni, coz do jisté miry ztézuje praci v terénu (Dolezel a Bartos, 2005).

Priitokova cytometrie navic neumoznuje pfimo pozorovat studovany objekt (Kron et
al., 2007), coz znesnadnuje napiiklad odliSeni jedné vétsi ¢astice od shluku né€kolika mensich
castic (Suda, 2011).

Samotny pfistroj je tfeba pravidelné kalibrovat, aby se zajistila spravnost méteni
(Macey, 2007). Kromé toho obsluha cytometru a interpretace ziskanych vysledki neni zcela

trividlni a vyZaduje zkuSenost (Suda, 2011).
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3 Vyuziti priatokové cytometrie

3.1 Ploidie

Jednou z nejcastéjSich aplikaci pratokové cytometrie je stanoveni stupné ploidie, a to
zejména u rostlin, u nichz bézné dochazi k polyploidizaci, ¢ili zmnozeni sad chromozomi na
vice nez dvé (Suda, 2011). U zivoCichli je tento jev mnohem méné casty, nicméné
polyploidizace zifejm¢ i1 tak hrala vyznamnou roli v evoluci nékterych hmyzich taxont
(Ghiselli et al., 2007). U hmyzu je polyploidie také Casto spojena s partenogenezi (Otto a
Whitton, 2000), jak je tomu zfejmé& naptiklad u strasilek (Phasmida) (Scali, 2009). Pritokova
cytometrie muze byt skvélym nastrojem pro detailnéjsi vyzkum polyploidie, jejiho vzniku a
jejich souvislosti s dalSimi vlastnostmi zivych organismti (Mable et al., 2004). Ziskané udaje
vSak musi byt kalibrovany podle karyologicky ovéfenych standardii (Suda et al., 2006).

Pritokova cytometrie se uplatituje naptiklad ve vyzkumu hmyzu s haplo-diploidnim
ur¢enim pohlavi (Jacobson et al., 2013, Schrempf et al., 2006), u n¢hoz jsme diky odhaleni
stupné ploidie schopni urcit i pohlavi daného jedince (samice jsou typicky diploidni a samci
haploidni /Butcher et al., 2000/).

Vyznamnou oblasti vyzkumu, ve které lze vyuZit tuto metodu, je 1 studium
endopolyploidie (pro pfiklad histogramu viz Obrazek 1) (Léry et al., 1999, Kathirithamby,
2004) tedy pripadu, kdy k reduplikaci sady chromozomi dochazi jen v nékterych tkanich
zivocicha (Dolezel et al., 2007a).
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3.2 Velikost genomu
Zjisténi absolutni velikosti genomu je nezbytné zejména v piipadé planovaného

celogenomového sekvenovani, jelikoz mnohé parametry véetné ceny zavisi pravé na mnozstvi
DNA (Dolezel a Greilhuber, 2010).

Velikost genomu obvykle popisuje tzv. C-hodnota (C-value), ktera je definovana jako
mnozstvi jaderné DNA nereplikované gametické bunky, nezavisle na stupni ploidie. Dale je
pouzivan termin Cx-hodnota pro mnozstvi jaderné DNA monoploidni chromozomové sadky
(Greilhuber et al., 2005). Vyjadrit se da bud’ jako pocet parti bazi nebo jako hmotnost DNA v
pikogramech, pficemz 1 pg odpovida 978 megaparim bazi (Dolezel et al., 2003).

C-hodnota vykazuje mezi riiznymi druhy obrovskou variabilitu, pfi¢emZ velikost
genomu nesouvisi s komplexitou organismu. Tato takzvana ,,C-value enigma* (dfive znamo
také jako ,,C-value paradox /Thomas, 1971/) ptfedstavuje problém, ktery se védcim zatim
nedafi uspokojivé vyteSit (Gregory, 2001). Ukdazalo se, Ze existuje pozitivni vztah mezi
velikosti genomu a velikosti bunék i1 bunécnych jader a negativni vztah mezi velikosti genomu
a rychlosti bunééného déleni (Gregory, 2002). V minulosti byly a stale jsou zkoumany mozné
korelace mezi velikosti genomu a dal$imi vlastnostmi organismt (napf. odolnost vici
podminkam prostiedi u rostlin /Suda, 2011/, velikost téla /Gregory, 2001/, rychlost vyvoje
/Gregory, 2005/ apod.). Vyznamna ¢ést vyzkumu se vénuje studiu vztahti mezi C-hodnotou a
vlastnostmi samotného genomu, jako je napiiklad obsah gent a transpozont, pomér part bazi
nebo pocet chromozomil (Gregory a Elliott, 2015).

Dftive se k méfeni obsahu DNA vyuzivala naptiklad (mikro)denzitometrie s pomoci
Feulgenova barveni, pozd¢ji také s pfispénim obrazové analyzy (Gregory a Elliott, 2015).
Nevyhodou této metody je predev§im ¢asova narocnost a slozitéjsi piiprava vzorka (Hardie et
al., 2002). Dnes se ukazuje, Ze pritokova cytometrie je nastrojem o pozndni vhodnéjSim
(Dolezel et al., 2007b, Picard et al., 2012) (pro ptiklad histogramu viz Obrazek 2). Je nasnadg,
ze pro zjisténi absolutni velikosti genomu je nejvhodnéj$i pouzit neselektivné se vmezetujici

fluorescené¢ni barvivo.
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Obrazek 2: Piiklad histogramu -
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V soucasnosti znamé velikosti hmyzich genomit se pohybuji od 0,07 pg (pakomar
Clunio tsushimensis /Cornette et al., 2015/) do 16,93 pg (sarance Podisma pedestris
/Westerman et al., 1987/). Animal Genome Size Database obsahuje v soucasné¢ dob& 1345
naméfenych hodnot pro organismy ze tfidy hmyzu, z toho jen asi polovina byla zjiSténa
pomoci pritokové cytometrie (Gregory, 2017). Z ptiblizn€ 1 milionu zndmych hmyzich druhti
se jedna jen o nepatrny zlomek. Vzhledem k tomu Ze skute¢nd diverzita je navic odhadovéana
na 2,6 az 7,8 milionti druht (Stork et al., 2015), je zde skutecné velky prostor pro dalsi

vyzkum.

3.3 Pomér pdrii bazi

Pii pouZiti fluorescen¢nich barviv, které se preferencné vazi k A-T a G-C pariim bazi
(viz vyse), lze pomoci pratokové cytometrie zkoumat slozeni genomu co se tyce pomeéru para
bazi (Watson, 1991). Intenzita fluorescence ovSem v téchto ptipadech neni pfimo Umérna
obsahu bazi (Dolezel et al., 1992), proto je k ziskdni kone¢ného vysledku tfeba pouZzit vzorec
neZ napiiklad stanoveni velikosti genomu (Dolezel et al., 2007a)

Genomy s neobvykle vysokym zastoupeni A-T bdzi mohou byt pozorovany u druhil
odolngjsich vi¢i vngj§im podminkam (Smarda et al., 2008) a mohou mit souvislost se
schopnosti kolonizovat nové prostiedi (Sharaf et al., 2010). Je mozné, ze v nékterych
piipadech miize genom bohaty na A-T baze souviset i s pfitomnosti intracelularnich bakterii
rodu Wolbachia (Sharaf et al., 2010), které byly nalezeny u Siroké Skaly bezobratlych

zivocichll v¢etné hmyzu (Wu et al., 2004).
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3.4 Dalsivyuziti

Kromé vyse uvedenych zplsobll vyuziti nachdzi pritokova cytometrie uplatnéni i v
celé tad¢ dalSich oblasti vyzkumu. Ty vSak nejsou v porovnani napiiklad s uréovanim
velikosti genomu v entomologickych studiich zdaleka tolik zastoupeny.

Tato metoda se d& vyuzit pro zjisténi miry kondenzace DNA napftiklad v odpovédi na
teplotu (Jalal et al., 2015).

Cournault a Aron (2008) pouzili priitokovou cytometrii ke stanoveni poc¢tu spermii ve
spermatékach mravencich kraloven.

Dals$i z moZnosti je detekce virové infekce u studovanych bunck (Léry et al., 1999)

nebo pouziti ke studiu kinetiky bunééného cyklu (Fertig et al., 1990).
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4  Vysledky entomologickych vyzkumii

Nyni se budu zabyvat konkrétnimi studiemi z oblasti entomologie, které¢ vyuzily

prutokovou cytometrii jako metodu pro vyzkum hmyzu.

4.1 Velikost genomu

Jak uz bylo feceno, zdaleka nejcastéj$i aplikaci je stanoveni absolutni velikosti
genomu, piicemz tento zplisob je pfitazlivy zejména pro svou jednoduchost, rychlost a

relativné nizké naklady.
4.1.1 Studované taxony

4.1.1.1 ,Ametabola“

Pro apterygotni (ametabolni) hmyz dosud existuje jen n€kolik méalo zaznami. Z fadu
rybenky (Zygentoma) je velikost genomu zndma pouze u druhu Thermobia domestica
(1C=3,09 pg /French a Manning, 1980/). Ze skupiny chvostnatky (Archacognatha) jsou
znamy C-hodnoty u osmi druht rodu Machilis, které se pohybuji od 2,93 do 3,89 pg (Gassner
et al., 2014).

4.1.1.2 ,Hemimetabola“

Hemimetabolni hmyz (neboli hmyz s proménou nedokonalou) prochazi pfi
metamorfoze stadiem larvy nebo nymfy a dospélce, chybi stadium kukly.

Pomérné velka cast publikovanych cytometrickych vysledki se tyka skupiny
Hemiptera, a to zejména mSic a plostic z podceledi Triatominae, které funguji jako prenaSeci
prvoka (Trypanosoma cruzi), jenz je pavodcem Chagasovy choroby. Udaje z nékolika studii
(Panzera et al., 2006, Bargues et al., 2006, Panzera et al., 2007) ukazuji, ze C-hodnoty ve
skupiné Triatominae kolisaji zhruba od 0,66 pg do 2,7 pg, pficemZ zatim nejvetsi naméteny
genom patii druhu Triatoma delpontei (2,67 pg podle /Panzera et al., 2007/). Dale jsou znamy
hodnoty pro nékolik druhii plostic Celedi klopukoviti (Miridae) (He et al., 2016, Hanrahan a
Johnston, 2011). Podiad msSicosavi (Sternorrhynch je v cytometrickych analyzach zastoupen
pomérné hojné, napiiklad Wenger et al. (2017) publikovali velikosti genomu pro 19 druht
mSic, jejichZz genomy jsou obecné pomérné malé (od 0,32 pg do 0,73 pg). Ostatni skupiny
jako mery (Nakabachi et al., 2010), molice (Guo et al., 2015) nebo k#isi (He et al., 2016) byly

zkoumany spiSe vyjimecne. Vyrazné z fady hemipternich genomii vybocuji pouze cikady, u
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kterych byly naméieny C-hodnoty zhruba od 5 do 7 pg (Hanrahan a Johnston, 2011). Celkem
vysokou (2,64 pg podle /Rodrigues et al., 2016/) C-hodnotu vykazuje také pénodéjka obecna
(Philaneus spumarius).

V¢Etsi pozornost byla vénovéana také fadu rovnokitidli (Orthoptera), z niz pochézi i
dosud nejvétsi zméreny hmyzi genom (toto prvenstvi patii druhu Podisma pedestris, 16,93 pg
/Westerman et al., 1987/). Rovnokiidly hmyz ma genomy signifikantné¢ vétsi (Casto
presahujici 6 pg) nez jiné hmyzi skupiny (Hanrahan a Johnston, 2011). Mens$i hodnoty
najdeme zejména u Celedi cvrckoviti (Gryllidae) (Gregory, 2017).

Velikosti genomu u Svabu (Blattodea) se zabyvalo nékolik studii (Koshikawa et al.,
2008, Hanrahan a Johnston, 2011), pficemz Hanrahan a Johnston (2011) navrhli druh
Periplaneta americana jako dobry standard pro méfeni druhd s obsahem DNA nad 2000 Mb.

U termitt (Isoptera) polozili dobry zaklad budoucimu vyzkumu Koshikawa et al.
(2008) ve studii citajici 14 druht termiti.

Ra4d strasilky (Phasmatodea) je reprezentovan hlavné studii zkoumajici vnitrodruhové
rozdily ve velikosti genomu u druhu Bacillus atticus (Marescalchi et al., 1998).

Nékolik druhi bylo studovéano i v fadu kudlanky (Mantodea) (Hanrahan a Johnston,
2011 ,Koshikawa et al., 2008) a tfasnénky (Thysanoptera /Jacobson et al., 2013/).

Nejmensi doposud studované genomy hemimetabolniho hmyzu patii lidskym
parazitim — vS§im (Pediculus humanus humanus a Pediculus humanus capitis z tadu
Phthiraptera s C-hodnotou odpovidajici 0,11 pg /Johnston et al., 2007/).

Mnohé tady jsou z tohoto hlediska dosud témét Upln€ nebo i zcela ignorovany,
napiiklad u jepic (Ephemeroptera) byla publikovdna pouze jedind hodnota (Hanrahan a
Johnston, 2011), navic aniz by byl piesn¢ identifikovan druh. Situace s jednim analyzovanym
druhem se opakuje i1 ve skupinach snovatek (Embioptera), drobnélek (Zoraptera) a Skvord
(Dermaptera) (Hanrahan a Johnston, 2011). Zadné vysledky zfejmé neexistuji ze skupin
posSvatek (Plecoptera), straSilkovcti (Mantophasmatodea), cvckovcl (Grylloblattodea) ani
pisivek (Psocoptera). A konecné pro tad vazky (Odonata) existuje na Animal Genome Size
Database pomérné¢ hodné zdznami, nicméné zadny nebyl ziskdn za piispéni pritokové

cytometrie (Gregory, 2017).

4.1.1.3 ,Holometabola“

Posledni velkou skupinou je holometabolni hmyz, ¢ili hmyz s proménou dokonalou,

pfi které jedinec prochazi staddiem larvy, kukly a dospélce.
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Do tohoto okamziku byla prutokova cytometrie nejcastéji pouzita ke studiu dilezitého
a pocetného tadu dvouktidli (Diptera). Animal Genome Size Database Citd v soucasnosti
témet 300 vysledkt ziskanych timto zpisobem (Gregory, 2017). Do tohoto fadu patii zatim
nejmensi znamé hmyzi genomy s C-hodnotou nedosahujici ani 0,1 pg (Gregory, 2017).
Prvenstvi v tuto chvili drzi druh Clunio tsushimensis, jehoz C-hodnota odpovida 0,07 pg
(Cornette et al., 2015). I ostatni druhy z ¢eledi pakomaroviti (Chironomidae) vykazuji velmi
malé velikosti genomli (maximaln¢ 0,2 pg /Cornette et al., 2015/). Vétsi pocet studii byl
zaméien na Celed’ octomilkoviti (Drosophilidae) (napi. Nardon et al., 2005, Boulesteix et al.,
2006, Gregory a Johnston, 2008, Ellis et al., 2014, Jalal et al., 2015). Vysledky téchto
vyzkumtll nyni tvofi vétSinu informaci z Animal Genome Size Database pro dipterni hmyz
(Gregory, 2017). Octomilkoviti se pohybuji v rozmezi C-hodnot od 0,13 pg (Drosophila
buzzatii /Guillén et al., 2014/ nebo D. mercatorum /Bosco et al., 2007/) do 0,41 pg (D.
cyrtoloma /Craddock et al., 2016/). V této cCeledi byly navic pozorovéany i signifikantni
vnitrodruhové rozdily ve velikostech genomu (Bosco et al., 2007, Ellis et al., 2014, Jalal et al.,
2015). Kromé octomilek a jejich ptibuznych byly zkoumany i dalSi dipterni skupiny,
napiiklad kmitalkoviti (Sepsidae /Su et al., 2016/), mouchoviti (Muscidae /Picard et al.,
2012/), hrbilkoviti (Phoridae /Hanrahan a Johnston, 2011/)) nebo bzucivkoviti (Calliphoridae
/Picard et al., 2012/), z nichz mnohé zahrnuji druhy dtlezité ve forenzni entomologii (Picard
et al., 2012). Méfeni velikosti genomu probéhlo 1 pro nekolik druhli bodalek rodu Glossina
(Aksoy et al., 2005), coz jsou pifenaSeci trypanosom zpusobujicich naptiklad spavou nemoc.
Existuje pomérné velké mnozstvi zdznami pro ¢eled’ komaroviti (Culicidae), avSak nikoli na
zéakladé prutokové cytometrie (Gregory, 2017).

Rad blanokiidlych (Hymenoptera) se jako jedna z nejvyznamnéjsich a druhové
bohatych skupin hmyzu pochopitelné t&si velké pozornosti védcii. Vyjimkou neni ani vyzkum
velikosti genomu za pouZiti priitokové cytometrie. Pfi nahlédnuti do Animal Genome Size
Database mtizeme nalézt 187 vysledka ziskanych touto metodou a je dobte patrné, ze C-
hodnota u blanokiidlého hmyzu jen malokdy piesahuje 1 pg (Gregory, 2017). V dosud
nejveétsi studii na toto téma byly publikovany velikosti genomii 89 druhti blanoktidlého
hmyzu ze 17 riznych Celedi veel, chalcidek, lumki a vos, véetné€ 29 druhii mravenct (Ardila-
Garcia et al., 2010), pficemz se autoii zdroven vénovali i mozné souvislosti velikosti genomu
s parazitickym zpusobem Zivota, pfipadné s eusocialitou. Hanrahan a Johnston (2011) doplnili
dalSich n€kolik druhti z riznych Celedi. Dalsi vyzkumné projekty (Lopes et al., 2009, Tavares

et al., 2010, Tavares et al., 2012) se tykaly konkrétné€ vcel tribu Meliponini, z podstatné ¢asti
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piimo rodu Melipona. C-hodnoty se pohybovaly od 0,26 pg u druhu Paratigona subnuda
(Tavares et al., 2010) do 1,38 pg u Melipona capixaba (Tavares et al., 2012). Ve studii
zkoumajici 40 druht mravenct (Tsutsui et al., 2008) byly prezentovany C-hodnoty mezi 0,22
pg (Dorymyrmex bicolor) a 0,7 pg (Ectatomma tuberculatum). Do tohoto rozmezi spadaji i 3
druhy rodu Mycetophylax (Cardoso et al., 2012). Dalsi vyzkum byl zaméien na skupiny
blanoktidlych parazitoidi, jmenovité na rod Aphelinus (parazitoidi msic, C-hodnoty mezi 0,34
pg a 0,5 pg /Ashman et al., 2014/) a rody Ganaspis (0,98 pg) a Leptopilina (0,37 az 0,53
pg)(Gokhman et al., 2011), coz jsou parazitoidi octomilek.

Druhové nejbohat$im fadem hmyzu jsou brouci (Coleoptera /Stork et al., 2015/) a
zdjem o né¢ tomu odpovidad. Podle Animal Genome Size Database bylo dosud pomoci
pritokové cytometrie ziskdno celkem 100 velikosti broucich genomi (Gregory, 2017). Velké
zasluhy na tom opét nesou Hanrahan a Johnston (2011), ktefi zméfili C-hodnoty u vice nez
Sedesati druhi. Nejmen$i z nich dosahovala 0,16 pg a patfila druhu Oryzaephilus
hodnotou se pysni druh Cybister fimbriolatus s 2,64 pg, pticemz neni bez zajimavosti, ze je
tak jednim z mala druhti holometabolniho hmyzu s velikosti genomu ptesahujici 2 pg. Mezi
tyto hodnoty dobfe zapadaji i vysledky dalSich studii (Gregory et al., 2013, Sota et al., 2013,
Arnqvist et al., 2015, Matsubayashi a Ohshima, 2015, He et al., 2016).

Motyli (Lepidoptera), se i pres své druhové bohatstvi nemohou pochlubit tak velkym
mnoZstvim dat, jaké mame k dispozici pro dvoukitidlé, brouky nebo blanokiidlé. Naméfené C-
hodnoty v této skuping také jen zfidka presahuji 1 pg (Gregory, 2017). Hanrahan a Johnston
(2011) poskytli ve své studii tdaje pro 21 druhi, z nichz nejmensi byl genom druhu Jalmenus
evagoras (C-hodnota=0,23 pg) a nejveétsi patiil druhu Acrobasis nuxvorella (C-hodnota=0,73
pg). O dalsi druhy rozsifili skdlu vysledkl také Calatayud et al. (2016).

Z tadu blech (Siphonaptera) zatim existuje jediny tdaj — C-hodnota rovna 0,47 pg pro
druh Ctenocephalides felis (Hanrahan a Johnston, 2011). Ze stejné studie pochazi i vysledky
pro jediny dosud zastoupeny druh fadu srpice (Mecoptera) - Panorpa nuptialis (2,18 pg u
samice a 1,93 pg u samce). Velmi malé¢ genomy (0,11-0,13 pg) patii v tomto sméru dosud
malo prozkoumanému tadu Strepsiptera (Kathirithamby, 2004).

A nakonec pro fady chrostikli (Trichoptera), stiechatek (Megaloptera), dlouhosijek
(Raphidioptera) a sitokiidlych (Neuroptera) neposkytuje Animal Genome Size Database v

soucasné dob¢é zadné udaje (Gregory, 2017).
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4.1.2 Holometabola vs. hemimetabola

Z dosavadnich vysledkt vyplyva urcity trend ve velikosti hmyzich genomi, a sice ze
hemimetabolni hmyz ma obecné vétsi genomy nez hmyz holometabolni. Na zakladé toho byla
navrzena hypotéza, ze u hmyzu s proménou dokonalou muze existovat urcit¢é omezeni
velikosti genomu (zhruba na maximalni 2 pg), které ma zifejm¢ souvislost pravé s
metamorfozou, pti niz hmyz prochazi stadiem kukly (Gregory, 2002, 2005). Jedna se ovSem o
trend, nikoli o pravidlo (Hanrahan a Johnston, 2011) a ne vSechna data do tohoto trendu
zapadaji. Vyjimky tvoii naptiklad potapnik druhu Cybister fimbriolatus (C-hodnota=2,64 pg)
nebo srpice Panorpa nuptialis (C-hodnota=2,18 pg u samice)(Hanrahan a Johnston, 2011).

Samoziejm& dosud existuji 1 celé taxonomické skupiny hmyzu bez jakychkoli
zaznamil o velikosti genomu (Gregory, 2017) a bez dalSiho vyzkumu by bylo pfedCasné
dospét v tomto sméru k obecnym zavérim. Bude tfeba uskute¢nit dal$i studie velikosti
genomt, které pokryji dosud neprozkoumané taxony, aby bylo mozné tomuto fenoménu plné

porozumet.

4.1.3 Samci vs. samice

U celé tady druht byly ve velikostech genomil pozorovany rozdily mezi pohlavimi
(Hanrahan a Johnston, 2011, Picard et al., 2012), které prameni z pfitomnosti heteromorfnich
pohlavnich chromosomt (Sharaf et al., 2010) nebo z rozdilu po¢tu chromosomti (He et al.,
2016). Jeste vyrazn€jsi jsou samoziejmé rozdily mezi samci a samicemi u hmyzu s haplo-
diploidnim syst¢émem urCeni pohlavi. Arnqvist et al. (2015) testovali hypotézu, Ze
dimorfismus ve velikosti genomu souvisi s pohlavnim dimorfismem ve velikosti té€la, nicméné
jejich data tuto hypotézu nepotvrdila.

Znalost téchto rozdili miize byt uzitecna pifi ur€ovani pohlavi jedincl, zejména u
larev, u nichz je Casto obtizné az nemozné urcit pohlavi na zadkladé morfologickych znaki
(Picard et al., 2012). U haplo-diploidniho hmyzu muze byt pritokova cytometrie dobrym
nastrojem pii vyzkumu tzv. sex allocation, ¢ili poméru investic do jednotlivych pohlavi pii
reprodukci. Pravé za timto ucelem vyuzili cytometrii Aron et al. (2003) pro zjiSténi poméru

pohlavi ve sniiSce mravencti a mezi mravencimi larvami rizného staii.

4.1.4 Velikost genomu a parazitismus

Mensi velikost genomu koreluje s menSimi buitkkami, které jsou schopny se rychleji
délit (Gregory, 2005). Tyto vlastnosti mohou byt vyhodné pro parazitické organismy
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(Gregory, 2002) a u parazitli a parazitoidi byly skutecné Casto zaznamenany malé genomy
(Johnston et al., 2007).

Ardila-Garcia et al. (2010) testovali vztah mezi velikosti genomu a parazitickym
zpusobem zivota na parazitoidech z fadu Hymenoptera. Ukazalo se, Ze ne u vSech parazitoida
1ze nalézt malé genomy (u chalcidek se hodnoty vysplhaly az na 0,75 pg /Ardila-Garcia et al.,
2010/ a pomérné vysokych hodnot dosahuji naptiklad i zlabatky rodu Leptopilina /Gokhman
et al., 2011/), a tudiz parazitismus ziejmé neni jedinym faktorem, ktery mize plsobit na
omezeni velikosti genomu.

Vyzkum parazitickych druhti je vyznamny zejména proto, ze poznatky v ném ziskané
mohou byt v praxi vyuzity naptiklad pro boj se skudci ¢i vektory vyznamnych onemocnéni

(Panzera et al., 2007).

4.1.5 Dalsi souvislosti

Podobné jako v ptipadé parazitismu se spekulovalo i o moznosti, Ze malé genomy
nékterych druht hmyzu mohou mit souvislost s eusocialitou (Koshikawa et al., 2008). Tento
vztah vSak zatim zistava nepotvrzen (Ardila-Garcia et al., 2010) a mlze tak byt pfedmétem
pfipadnych budoucich studii, které mohou osvétlit mechanismy, jez vedly ke vzniku
eusocialniho zptisobu Zivota u hmyzu.

Obsah DNA muze mit i zajimavé ekologické souvislosti. Napiiklad Sharaf et al.
(2010) se veénovali velikostem genomu u druhu Oryzaephilus surinamensis (lesak skladistni).
Populace téchto skiidcii v sypkach vykazovaly signifikantné mensi velikosti genomi nez
populace volné Zijici.

Lynch a Conery (2003) pozorovali negativni korelaci mezi velikosti genomu a
efektivni velikosti populace.

Vysledky vyzkumu také naznacuji vztah mezi vétsi velikosti genomu a polyfagii u
motyli (Lepidoptera)(Calatayud et al., 2016).

Studovéana byla i souvislost mezi velikosti genomu a atraktivitou samci stridulace u
saranc¢at druhu Chorthippus biguttulus, pti¢emz bylo zjiSténo, Ze atraktivnéj$i samci maji
mensi genomy (Schielzeth et al., 2014). To naznacuje, Ze pohlavni vybér miize plisobit na
velikost genomu. Vysledky této studie byly ale pozd¢€ji zpochybnény a autoriim byly vytknuty
technické nedostatky v postupu a chybna interpretace namétenych dat (Camacho, 2016).

U broukii z celedi zrnokazovitych (Bruchidae) byla pozorovana korelace mezi
velikosti genomu a reprodukéni fitness samct 1 samic (Arnqvist et al., 2015).
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Dalsi studie naznacuje tieba 1 mozny pozitivni vztah mezi velikosti genomu a velikosti
téla a délkou spermie u octomilek (Gregory a Johnston, 2008). Krom¢ toho z vysledki
vyplyva i skutecnost, Ze druhy s menSim genomem se za konstantni teploty vyvijeji rychleji

(Gregory a Johnston, 2008).

4.2 Ostatni aplikace

Prestoze se vétSina publikovanych vysledki tyka predevsim velikosti genomu, nebylo
by spravné opomijet ostatni oblasti studia hmyzu, ve kterych pratokova cytometrie také

nachézi uplatnéni.

4.2.1 Ploidie

Jak jiz bylo zminéno, u hmyzu s haplo-diploidnim uréenim pohlavi mtzeme diky
pomérné prostému zjiSténi stupné ploidie rozliSit pohlavi jedincti. Tato metoda byla s
uspéchem aplikovana na larvy mravenct (Aron et al., 2003, Aron et al., 2004) a hodi se 1 k
vyzkumu dalsich socidlnich i solitérnich blanokiidlych (Aron et al., 2003). Ackoli i u velmi
mladych larev fungovala tato metoda dobte, ploidii vaji¢ek se zméfit nepodatilo (Aron et al.,
2003). Nicméné¢ tento problém se v pozdé&jsim vyzkumu podafilo ptekonat (Schrempf et al.,
20006).

Haplo-diploidni zptisob urceni pohlavi byl diky pritokové cytometrii potvrzen u tii
druhti ze skupiny Thysanoptera a u druhu Thrips tabaci byla zdokumentovana polyploidie
(Jacobson et al., 2013).

Cournault a Aron (2008) vyuzili této metody pro detekci diploidnich spermii ve
spermatékach kraloven péti druhti mravenct. Otazka, zda diploidni samci u téchto druhii vzdy
produkuji diploidni spermie, zlistava zatim nezodpovézena.

Polyploidie byva €asto spojena s partenogenezi (Otto a Whitton, 2000), coZ je piipad
napiiklad mnohych strasilek (Ghiselli et al., 2007), ale partenogenetické druhy nemusi byt
polyploidni vZdy, jak ukazal naptiklad vyzkum chvostnatek rodu Machilis.

Vyskyt endopolyploidie byl za pfispéni priatokové cytometrie dosud zkoumén u
nekterych motyli, broukt, dvoukiidlych, mravenct a ¢meldki (Léry et al., 1999, Jalal et al.,
2015, Scholes et al., 2013, Aron et al., 2005). Polyploidni butiky tukového téliska jsou
pritomny u kraloven nékterych termiti (Nozaki a Matsuura, 2016), pficemz polyploidizace

zde mize mit adaptivni funkci ve smyslu navySeni produkce vajicek.
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4.2.2 Pocet spermii

Kromé¢ zjisténi ploidie vyuzili Cournault a Aron (2008) priitokovou cytometrii 1 ke
stanoveni poc¢tu spermii ulozenych ve spermatékach kraloven péti druhi mravenci, pficemz
pozorovali signifikantné vys$§i poCty u kraloven monogynnich druhi (Lasius niger,
Crematogaster scutellaris). Je pravdépodobné, ze existuje souvislost mezi vys§im mnozstvim
spermii a skuteCnosti, ze se jedna o druhy, které vytvareji velké kolonie a jejich kralovny Zziji

dlouho.

4.2.3 Detekce pritomnosti viru

Ukézalo se, ze tato metoda miZze byt vhodna i pro prokazani virové infekce u hmyzich
bunek. Léry et al. (1999) vyzkouseli tuto aplikaci pifi detekci nukleopolyhedroviru

pochazejiciho z mtry druhu Autographa californica.

4.2.4 Pomér paru bazi

Priatokova cytometrie nabizi zajimavy zpusob, jak zkoumat sloZzeni genomu z hlediska
poméru parti bazi. Z enomologickych studii vSak tento smér vyzkumu piedstavuje jen maly
zlomek. Genom neobvykle bohaty na A-T baze byl nalezen u lesdka skladiStniho

(Oryzaephilus surinamensis) (Sharaf et al., 2010).
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5 Zavér

Pritokova cytometrie je elegantni vyzkumna metoda, kterd poskytuje mnohé vyhody,
a je pravdépodobné, ze ve studiu hmyzu bude v budoucnu hrat ¢im dal vétsi roli.

Ve své praci jsem se snazila vytvorit pfedev§im piehled zplsobu, jakymi pritokova
cytometrie pfispéla a muze dale pfispivat k rozsifovani poznatkl na poli védy. Zdaleka
nejzasadnéji se dosud promitla do oblasti vyzkumu velikosti hmyzich genomi. Vysledky zde
zminénych vyzkumnych projektii vyznamné navysily poc¢ty znamych C-hodnot pro mnoho
skupin hmyzu. Ackoli je vzhledem k obrovské hmyzi diverzité stale velky prostor pro dalsi
praci, mizeme soucasny stav povazovat za dobry za¢atek. Cim vice hodnot budeme mit v
tomto sméru k dispozici, tim snazsi bude 1 vyzkum vztahl velikosti genomu s ekologickymi,
morfologickymi a dal§imi znaky hmyzu.

Mezi méné zastoupené aplikace této metody patii napiiklad stanoveni ploidniho
stupné ¢i uréeni poméru pard bazi. Nadéjnou budoucnost v tomto sméru vidim naptiklad ve
vyzkumu evoluce eusociality, parazitismu a haplo-diploidniho uréeni pohlavi.

Cytometrické tidaje mohou byt uZite¢né pii vyb&ru druht vhodnych k sekvenaci
genomu a dale v praxi také pro boj se skiidci, parazity a pifenaseci nemoci. Krom¢ toho ndm
podrobnéjsi znalosti o velikostech a struktufe genom mohou pomoci 1€pe osvétlit fenomén
tzv. ,,C-value enigmy*.

V budoucnu bych se v rdmci své diplomové prace rada vénovala pritokové cytometrii,
pfi¢emz bych chtéla pfispét k rozsifeni souboru velikosti genomu organismil ze tfidy hmyzu,

a to bud’ napti¢ skupinami, nebo detailnéji v ramci nékterého konkrétniho taxonu.
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