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Sténice ,,na paprice® aneb
Jak se vari obsah jaderné DNA

Vezmeme jednu stiedné velkou sténici domaci (Cimex lectularius, obr. 1)
a oddélime cast (nejlépe hlavu, ale muze byt i kousek hrudi nebo zadecku),
pridame piiblizné desetinasobné mnozstvi listu ,,papricky* lilku visnového
(Solanum pseudocapsicum, obr. 3) a rozsekame Ziletkou najemno v kapce roz-
toku kyseliny citronové a Tweenu (detergentu). Vzniklou smés prefiltrujeme
pres nylonovou sitku s oky o rozméru 42 pm a suspenzi uvolnénych bunéc-
nych jader nakonec obarvime roztokem fluorescenéniho barviva propidium
jodidu. Po nékolikaminutové inkubaci p¥i pokojové teploté miiZeme tuto smés
servirovat pritokovému cytometru. Takhle néjak by mohl byt uveden protokol
pripravy vzorku na méteni obsahu jaderné DNA. Ze je to az p¥ilis snadné?
Uzasné véci nemuseji byt slozité, ackoli tomu tak obvykle opravdu byva.

Je s podivem, Ze v dnesni ,,dobé sekve-
nacéni“ se tak malo vi o velikosti jaderné-
ho genomu nékterych skupin organismu.
Treba z celkového poctu kolem milionu
znamych druhd hmyzu byl obsah jaderné
DNA zjistén pfiblizné u 1 100 druht. Vét-
$inu téchto tidaji mame dhledné srovna-
nu v internetové databézi Animal Geno-
me Size Database (Gregory 2019). Pfitom
mnozstvi DNA v jadfe pfedstavuje jeden
ze znakl determinujicich druh a v nékte-
rych pfipadech muZe vyznamné pomoci
pii rozliseni kryptickych druhi, nebo
naznacuje, jakou evolu¢ni cestou se dany
taxon vydal. Velikost genomu je nicmé-
né dilezita i pro vlastni sekvenacéni pro-
jekty a pokrocilé molekularné-fylogene-
tické studie.

Naproti tomu rostliny jsou z hlediska
velikosti genomu prozkoumany mnohem
intenzivnéji nez hmyz, hlavné kviili tomu,
Ze botanici Casto Fe$i otazky interakci po-
pulaci ur¢itého druhu s rozdilnym poétem
sad chromozomi (ploidii) a jejich kfiZen-
ci. Analyzou obsahu DNA se elegantnim
zpusobem déa jednoduse a efektivné na
spoustu téchto otazek odpovédét.
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Kdo ma velky a kdo maly genom?
Z dosud publikovanych velikost{ genomu
hmyzu vyplyvé jeden zajimavy trend, kte-
ry souvisi s typem metamorfézy. Hmyz
s proménou dokonalou (holometabolni)
vykazuje obecné nizs{ hodnoty obsahu
DNA v jadrech s maximélnimi hodnotami
pro diploidni butiku (tzv. 2C) néco ptes 4 pg
(1 pikogram odpovida zhruba 978 milio-
ndm pard bazi). Hmyz s proménou nedoko-
nalou (hemimetabolni) se naopak ,,neboji“
ani vysokych hodnot a obsahy DNA sahaji
od 0,22 pg u vsi hlavové (Pediculus capi-
tis) do 33,86 pg u sarance modronohé
(Podisma pedestris). Uvedeny rozdil je
vysvétlovan tim, Ze p¥i vyvoji béhem sta-
dia kukly, kdy musi byt celd holometabol-
ni larva pfeménéna na dospélce, dochazi
k velkému mnozstvi buné¢nych déleni. To
je usnadnéno v p¥ipadé mensiho objemu
DNA, ktera se musi pfi tomto ndro¢ném
procesu zkopirovat. Hmyz bez stadia kukly
roste kontinuédlnég, bunééna déleni mohou
probihat pozvolna a organismus zvladne
proto replikovat i velké objemy DNA.
Podobny trend rozdilného obsahu DNA
pozorujeme i u rostlin, kde jednoleté dru-

hy maji vyrazné mensi velikost genomu
nezrostliny vytrvalé. Obecné lze tedy Fici,
ze organismy s krat$im zivotnim cyklem,
resp. s mensimi bunkami a rychlej$imi
cykly buné¢ného déleni maji mensi ge-
nom nez dlouhovéké organismy. Uvedené
podminky ovliviiujici zmenseni velikosti
genomu se uplatriuji i u parazitickych dru-
ht hmyzu. Obecné maji paraziti nizsi
obsah DNA ne?Z jejich neparaziti¢ti pfi-
buzni. Zminéna ve$ ma v soucasné dobé
nejnizs{ zndmou velikost genomu mezi
hemimetabolnim hmyzem. Miniaturizo-
vané genomy maji i holometaboln{ tzce
specializovan{ paraziti hmyzu z fadu fas-
nokiidli (Strepsiptera), jejichz obsah DNA
se pohybuje okolo 0,24 pg. Hezkym p¥i-
kladem je srovnani dvou blizce ptibuz-
nych taxont holometabolniho hmyzu, kde
na jedné strané stoji obligatni parazit ble-
cha koci¢i (Ctenocephalides felis), ktera
ma se svymi 0,92 pg vyrazné mens{ obsah
DNA nez jeji volné Zijici pfibuzné srpice
Panorpa nuptialis se 4,36 pg.

A jak jsou na tom s genomem plostice?
V nasem vyzkumu jsme se zamétili na fad
polokiidli (Hemiptera), jmenovité na plos-
tice (Heteroptera). Polok¥idli jsou zajimavi
zejména velkymi rozdily velikosti genomu
napii¢ studovanymi skupinami. Malé ge-
nomy jsou charakteristické napt. pro msice
(Aphididae; 0,36-3,54 pg) a nejvétsi byly na-
lezeny u cikdd (Cicadidae; 10,72—-14,32 pg).
Je s podivem, Ze u plostic jakoZto jedné
z nejrozmanitéjsich skupin hmyzu &itaji-
ci pfes 42 300 druhti (Henry 2017) zndme
obsah DNA jen u 40 z nich. Ba co vic,
z téch zmeétenych jde o 25 jihoamerickych
zastupcu z jediné celedi zédkefnic (Reduvii-
dae; 0,52-5,80 pg), které jsou obecné inten-
zivné studovany kvuli pfenosu nechvalné
znamé Chagasovy choroby na ¢lovéka. Za
pozornost by mozn4 stéla jesté data 6 druhti
jihoamerickych mohutnatek rodu Belo-
stoma (Belostomatidae; 1,06-3,86 pg), ale
zbylych 9 druhti pfedstavuje ndhodné vy-
brané zastupce, ktefi néjaky komplexnéjsi
trend vyvoje velikosti genomu v ramci
plostic bohuZel odhalit nepomohou.

Sténice a ,paprika® -

jak jim to jde dohromady?

Studiem chromozomu $§ténice doméci se
v nasf laboratofi zabyvame jiz delsi dobu
a podafilo se ndm v populacich tohoto ekto-
parazita zaznamenat na 12 variant liicich
se po¢tem pohlavnich chromozomi X,
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1 Samice (vlevo) a samec (vpravo)
$ténice domaci (Cimex lectularius).
Samice ma obecné §ir$i télo s oblym
koncem zadecku, zatimco $tihlejsi samec
ma spodni okraj zadecku asymetricky
(zleva ,,vykously“) — v tomto misté
vybiha mecovita paramera, kterd slouzi
jako penis pfi traumatické inseminaci
(blize Ziva 2008, 6: 274-276).

Foto D. Sadilek

2 Primérni vystup analyzy obsahu DNA
pritokovym cytometrem ve formé histo-
gramu. Vyzkumnik potfebuje jen pfesné
védét, ktery vrchol reprezentuje pouzity
standard, v tomto p¥ipadé , papricku*
lilek visniovy (Solanum pseudocapsi-
cum). Zékladn{ vrchol standardu je
oznacen standard 2C, v8e ostatni se pak
uz da odvodit. Vrchol reprezentujici
diploidni buriky $ténice domaci je vzorek
2GC, o polovinu niz${ hodnotu 1C
vykazuji oba typy haploidnich spermii.
Vrcholy oznacené 4C zahrnuji burky

v tzv. G2 fazi bunécného cyklu, kdy se
duplikovala DNA a buiika se pfipravuje
na déleni. Dal§im zdvojenim chromozo-
movych sad vznikaji 8C buiiky,

které jsou endopolyploidni a vyskytuji se
predevsim v tkénich, jako jsou rtizné
zlazy. Tyto buitky nesou zmnozeny
pocet chromozomovych sad, v tomto
pfipadé 8 misto obvyklych dvou

u diploidnich bunék. Upraveno podle:
D. Sadilek a kol. (2019)

3 Piavodni domovinou lilku visiiového
je Brazilie, u nés se b&zné péstuje jako
okrasna rostlina. Jeho vyrazné zbarvené
plody jsou stejné jako u nékterych
dalsich lilkovitych (Solanaceae) jedovaté.
Prevzato z Wikimedia Commons,

v souladu s podminkami pouziti

jejichz pocet se pohybuje od 2 do 20 (pro
samce 2n = 26+X,X,Y aZ 26+X,,Y; viz také
Ziva 2016, 2: 77-80). Chovanim v pribéhu
jaderného déleni nadbyte¢né chromozomy
odpovidaji pravé pohlavnim chromozo-
mum a jiz od poloviny 20. stoleti byly pova-
zZovany za fragmenty vzniklé rozpadem
pohlavnich chromozomt X. Fragmenty
mohou bez problému v jadie pfetrvavat
diky holokinetickému charakteru chromo-
zomu plostic, $ténice nevyjimaje. U holo-
kinetickych chromozomt ma totiz vétsina
povrchu vlastnosti centromery a je schop-
na vazat mikrotubuly v pribéhu jaderné-
ho déleni. Ztrata centromery, nerozlu¢né
spojena s fragmentaci monocentrického
chromozomu, je tim padem v jaderném
déleni nijak vyrazné neomezuje a chro-
mozomové fragmenty se bez problému
rozdéli. Nicméné jasnéjsi diikaz o ptivodu
nadbyte¢nych chromozomiu chybél, tedy
az donedavna.

Pro vyfeseni piivodu nadbytecnych chro-
mozomu jsme zvolili pravé méfeni velikos-
ti genomu. Nejprve bylo nutné vybrat vhod-
ny standard, vici kterému se bude obsah
DNA sténic vztahovat. A protoZe celé mé-
feni probihalo na katedfe botaniky P¥iro-
dovédecké fakulty Univerzity Karlovy, byla
po nékolika pokusech s octomilkou obec-
nou (Drosophila melanogaster), ruménici
pospolnou (Pyrrhocoris apterus), drapat-
kou vodni (Xenopus laevis) a lidskou krvi
(vlastni) zvolena jako standard papricka,
presnéji lilek visiiovy. Na daném praco-
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visti se béZné pouzivd, ma podobnou veli-
kost genomu (2,61 pg) jako Sténice (coz byl
asi nejzasadnéjsi divod jejiho vybéru) a je
modulérni, z jednoho jedince miazeme po-
stupné odebirat listy a zméfit tak vSechny
pokusné Sténice proti jednomu stabilni-
mu jedinci standardu. Testované zivocis-
né standardy mély neoptimélni velikosti
genomu, octomilka moc maly (0,36 pg)
a ruménice zase moc stejny (2,44 pg), Casto
by se vrcholy histogramti spojovaly. Obrat-
lovéi standardy mély zase piilis velky
obsah DNA (7 pg) a manipulace s jejich
biologickym materidlem je i z legislativ-
nich dtvodi vyrazné komplikovangjsi.
Kromé vhodného standardu bylo nutno
ziskat také nemalo (200) Sténic.

,»Sténici kejkle” s obsahem DNA

Recept piipravy smési jader pro méfeni
obsahu DNA popsany v ivodu se muZe
zdat nadneseny, ale jinak zcela dokonale
sedi (podrobnéji v nasi publikaci — Sadi-
lek a kol. 2019). Vystupem analyzy naseho
vzorku pratokovym cytometrem je histo-
gram slozeny z idaji o nékolika tisicich
zmé&fenych jader (obr. 2), kdy laserovy pa-
prsek cytometru zjisti velikost genomu
kazdého jadra podle absorbance navaza-
ného barviva na DNA. Je dtlezité spravné
identifikovat jednotlivé vrcholy histogra-
mu, coZ muze byt nékdy velmi kompliko-
vané, a v piipadé, Ze se vzorek se standar-
dem v obsahu DNA (téméf) shoduji, se
vrcholy spojuji. Pak je nutné volit sekun-
dérni standard s vy$8im nebo niZ$im obsa-
hem DNA a analyzu zopakovat. V nasem
pfipadé se nékteré vzorky sténice musely
pométovat proti sekundarnimu standardu
sedmikrasky chudobky (Bellis perennis)
s vy$8im obsahem DNA (3,38 pg).

Vzhled histogramu se miiZze lisit i podle
typu analyzované tkané. Nékteré ¢asti téla
mohou obsahovat i polyploidni buriky (ne-
sou tfi a vice sad chromozom?i oproti stan-
dardnim dvéma). Takové buriky maji ¢as-
to néjakou sekreéni funkci a u hmyzu se
mohou vyskytovat tfeba v létacich svalech
nebo ve stfevé. Velmi zajimavé, a nako-
nec i zcela zasadni, bylo méteni velikosti
genomu u bunék z vyvodu varlat, ve kte-
rych byly uloZeny vyprodukované sper-
mie. Bylo s podivem, Ze vzorek spermii
obarvenych propidium jodidem netvoftil
v grafu zadny vrchol. Barvivo se pravdé-
podobné do jadra viibec nedostalo, nebo
kompaktni zpisob sbaleni DNA v hlavic¢-
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kach spermii vmezefeni (interkalaci) bar-
viva neumoziuje. V této souvislosti je zaji-
mavé, Ze s pouzitim barviva DAPI, které se
pfednostné vaze jen na urcitou slozku DNA,
a to baze adenin-thymin, byly spermie
normalné barvitelné (mensi molekula DAPI
velmi dobfe prochadzi bunétnou membra-
nou a nevmezefuje se do DNA) a v histo-
gramu vystupovaly jako jasné dvojvrcholy
(viz obr. 2). Jeden z nich odpovidal sper-
miim s chromozomy X (13+X,X,), druhy
s chromozomem Y (13+Y), histogram tak
zachycoval delikatni rozdily v obsahu DNA
mezi jednotlivymi typy spermii. Praveé ten-
to vysledek nas ptivedl na pravdépodob-
nou stopu pivodu chromozomovych pie-
staveb tvoticich nadpocetné chromozomy
u nasi $ténice domaci.

Relativni obsahy DNA (jak se data ziska-
né pomoci barveni DAPI odborné nazyvaji)
spermii s Y byly u v8ech méfenych jedin-
ct téméf identické, ale relativni obsahy
DNA spermii nesoucich chromozomy X se
zvy$ovaly spolu se zvysujicim se poctem
nadpocetnych chromozom1 (obr. 4). Z toho
vyplyva, Ze nadpocetné chromozomy jsou
opravdu pohlavni chromozomy X (nebo
alesponi segreguji vZdy do spermie nesou-
ci X) a nevznikaji pouhou fragmentaci.

Pokud by nadbyte¢né chromozomy vzni-
kaly jen ¢isté fragmentaci, mély by karyoty-
py s nadbyte¢nymi chromozomy ukazovat
stejny obsah DNA jako ty se zdkladnim
poctem — tento stav u $ténic rozhodné za-
znamenén nebyl. Misto toho jsme u je-
dinct se zdkladnim poétem pozorovali
jakési kontinuum obsahtt DNA s nékolika
zcela extrémnimi jedinci. Pramérny obsah
DNA pro samce se zdkladnim pocétem 29
chromozomu byl 1,94 pg, ale vyskytli se
ijedinci s obsahem pouhych 1,7 pg, nebo
naopak neskute¢nych 2,65 pg. Takové roz-
péti ukazuje na vysokou ¢etnost chromo-
zomovych pfestaveb, takZe se jich na pozo-
rovaném vnitrodruhovém ,,gulasi“ obsaht
DNA patrné podili hned nékolik. Jedinci
s vice chromozomy a primérnym obsa-
hem DNA prodélali pravdépodobné jen
fragmentaci chromozomu X, ale u ostat-
nich jiz muselo dojit k delecim (ztratam cas-
ti chromozomu), ¢i naopak rozsédhlym pte-
stavbam typu duplikace, ktera navysuje
obsah DNA. Cely mechanismus by mohl
byt nasledujici: jedinec postupné hromadi
tandemové duplikace (zmnozeni tseku
DNA, kopie nésleduji bezprostfedné za
sebou) v ur¢ité oblasti chromozomu X, tim
se toto misto stava nachylnéjsim k frag-
mentaci a v ur¢itém okamziku v ném do-
jde ke zlomu.

Variabilita, kam se podivas

Z nasich vysledku tedy vyplyvé, Ze $téni-
ce domaci vykazuje velkou variabilitu ne-
jen v poc¢tu chromozom, ale i v obsahu
DNA, a navic dokédze obé tyto variability
kombinovat. Nicméné variabilita obsahu
DNA mize byt mezi organismy rozsitenéj-
$1, nez by se mohlo na prvni pohled zdat.
nych méficich p¥istrojd, standardd nebo
metodickych postupi, ale nékdy k nim
dochézi zcela pfirozené. Mozné p¥iciny
mohou byt rizné. Nadpocetné ,,parazitic-
ké“ B chromozomy zvys$uji obsah DNA
svych nositeld, a to nejcastéji bez jakého-
koli benefitu. Tak napi. kukufice seta
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(Zea mays) vykazuje v disledku piitom-
nosti B chromozomt vnitrodruhovou varia-
bilitu s rozdilem aZ 40 % obsahu DNA.
Variabilitu zap¥iciniuje i zmnoZeni balastni
DNA, kteréa je vysoce repetitivni, nekédu-
je zadny gen a muze se manifestovat jako
expanze heterochromatinu (inaktivni, vy-
soce kondenzované a tedy tmavé barvitelné
tseky chromozomil), jako napt. u nékolika
jiz zminénych jihoamerickych zakefnic.
I stabilita obsahu DNA ¢lovéka (pfiblizné
7 pg) byva nékdy zpochybriiovéna, a jeho
zcela pfesna velikost je stale pfedmétem
diskuzi (Dolezel a Geilhuber 2010, Suda
a Leitch 2010).

Pouziti rostlinného standardu pfi zjis-
tovani obsahu DNA Zivocicht se zd4 byt
na prvni pohled dost kontroverzni. Ale pii
blizsim pohledu do cytometrické literatu-
ry se najde nejedna préce, kde tento po-
stup nenf povazovén za nikterak vyjimec-
ny. Nékteré uzivané rostlinné standardy
byly kalibrovany proti ¢lovéku jako stan-
dardu (pouzivaji se bilé krvinky, ¢ervené
krvinky savct jsou bezjaderné). A naopak,
obsah DNA zéasadni modelové brukvovité
rostliny, jako je husenicek rolni{ (Arabido-
psis thaliana), byl zjistovan za pouziti Zi-
vocisnych standardii, modelovych druht
octomilky obecné a hadatka Caenorhab-
ditis elegans. Samoziejmé najdeme pouziti
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rostlinného standardu i u vyzkumu genomu
hmyzu, napf. v neddvné studii (Rodrigues
a kol. 2016) analyzovali obsahy DNA dvou
druhi kiist rodu Philaenus a jako standard
byla pouZzita rostlina rajce jedlé (Solanum
Iycopersicum). TakZe at se vybere standard
jakykoli, vZdy je nezbytné ho v kazdé stu-
dii co nejpresnéji definovat, protoze kdy-
by se obsah DNA standardu v budoucnu
stanovil pfesnéji, bude mozné DNA nasich
méfenych vzorkl snadno pfepocitat.

Tomas Holer, Daniela Budska, Jifi Vojar, Andrej Funk

K vyskytu ¢olka horského v Praze

V ¢lanku v letodni Zivé (2019, 2: 94-96)
byl hodnocen aktuélni stav pfirodni pa-
matky Mili¢ovsky les a rybniky v oblasti
Jizniho Mésta v Praze hlavné srovnanim
historickych tdajt a sou¢asnych poznat-
kt o vyskytu obojzivelnikt. Tato lokalita
byla totiZ opakované uvadéna jako nejvy-
znamnéjs$i misto z hlediska poc¢tu druht
obojzivelnikt i podetnosti populaci né-
kterych z nich na tizemi hlavniho mésta
Prahy (napt. Kerous 1992, Moravec 2009,
Petrik 2008 a 2011, Némec a kol. 2015).
V soucasnosti se zde vyskytuji mimo jiné
¢olek obecny (Lissotriton vulgaris) a ¢. velky
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(Triturus cristatus). U ¢olka horského
(Ichthyosaura alpestris) viak jediny disku-
tabilni a téméf nezndmy tdaj pochazel
z Cervna 1987 (M. Zarika, nepublikovéno)
a v ¢lanku byl proto hodnocen jako nejspi-
$e chybny, nebo pokus o introdukci. Na
tfech mistech v Praze byl totiZ tento druh
v minulosti vysazen a stéle tam preziva —
v Botanické zahradé Pfirodovédecké fa-
kulty UK na Novém Mésté, v parku Stani-
ce mladych pfirodovédct na Smichové
a v zahradnim jezirku v Dejvicich. Dalsi
zaznam, ktery by naznacoval moznost p¥i-
padného pfirozeného vyskytu colka hor-
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4 Graf zachycujici rozdil obsahu DNA
spermii nesoucich chromozomy X

a chromozom Y. Se zvySujicim se po¢tem
chromozomi v karyotypu se zvysuje

i rozdil obsahu DNA mezi témito dvéma
typy spermii. Je dtlezité doplnit,

Ze ,,samci” spermie s chromozomem Y
vykazuji ve vSech pocetnich variantach
karyotypu téméf identicky obsah DNA

a zvysujici se obsah DNA maji pouze
,samici* spermie s chromozomy X.

Z toho vyplyva, Ze chromozomy, které se
objevuji navic, sméfuji pfi bunééném
déleni pouze do spermii s chromozomy X.
Jde tudiz opravdu o pohlavni chromozo-
my X. Z distribuce hodnot obsahi DNA
je zfejmé, Ze nevznikaji jen prostou
fragmentaci chromozomu X,

ale néjakou formou duplikace spojenou
se zvySenim obsahu DNA.

N znadi pocet analyzovanych jedincti.
Upraveno podle: D. Sadilek a kol. (2019)

Vyzkum probéhl za finan¢ni podpory pro-
jektu Grantové agentury Univerzity Karlo-
vy . 277815/2015.

Seznam pouzité a doporucené literatury
je uveden na webové strance Zivy.
d b t Z

1 Mokiad v sousedstvi Milicovského
rybnika. Foto A. Funk

2 Colek horsky (Ichthyosaura alpestris),
nahofe samice, dole samec. Foto T. Holer

ského v Praze, ale dale zatim nepotvrzeny,
je nélez jedné larvy v tini V Libii ve Velké
Chuchli (J. Vesely 2014, nepublikovéano).
Jind lokalita nejasného ptivodu v Libni jiz
zanikla (K. Kerous, osobni sdéleni).

Uz v r. 2016 a nasledné kratce po vydani
¢lanku v Zivé se viak podafilo prvnimu
autorovi tohoto pfispévku pozorovat a po-
sléze v kvétnu 2019 druhé autorce odchy-
tem i dolozit hned nékolik jedinct ¢olka
horského v mokfadni ol$iné u Milicov-
ského rybnika. Druh tedy v této p¥irodni
pamaétce Zije a redlny muze byt i pfirozeny
pavod vzhledem k relativné nedalekym
lokalitdm pfirozeného vyskytu ¢olka hor-
ského jizné od Prahy (napt. v okoli Ri¢an).

Price byla podpoiena projektem Monito-
ring vodnich biotopii a na vodu védzanych
organismii na tizemi hl. m. Prahy.

Pouzita literatura uvedena na webu Zivy.
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