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Abstrakt

Pavoukovci nejsou z cytogenetického hlediska pfili§ probadanou skupinou.
Dosavadni studie naznacuji vysokou diverzitu karyotypd 1 zplsobii uréeni pohlavi
pavoukovct. Piedlozend prace se zabyva evoluci pohlavnich chromozomt, nukleolédrnich
organizatori (NOR) a telomerickych repetic u tetrapulmonatnich pavoukovct, a to predevsim
u vyvojové puvodnéjSich skupin. Pohlavni chromozomy se nam podafilo detekovat u dvou
radl. Detekci NORU u vétSiho souboru druhit byla ziskdna data podporujici hypotézu, ze
ancestralni karyotyp pavoukovcli obsahoval NOR na jednom péaru autozomi. U nékterych
skupin pedipalpidii dochazelo v evoluci ke zvySovani poc¢tu NORG. NORy se nachéazi u
vétSiny tetrapulmondatnich pavoukovcl v termindlnich nebo subtermindlnich oblastech. U
zastupcti vSech tetrapulmonatnich pavoukovct s vyjimkou pavoukl jsme potvrdili vyskyt
,hmyziho* telomerického motivu. S vyjimkou jednoho druhu jsme neprokazali ptitomnost

intersticidlnich telomerickych repetic.

Kli¢ova slova: pavoukovci, meidza, pohlavni chromozomy, telomery, nukleolarni

organizator, heterochromatin



Abstract

The class Arachnida is not thoroughly explored from the cytogenetic point of view. Previous
studies suggest a high diversity of karyotypes and sex determination in arachnids. This study
deals with the evolution of sex chomosomes, nucleolar organizer regions (NOR), and
telomeric repeats in the tetrapulmonate clade of arachnids, particularly in groups of ancient
origin. Sex chromosomes were detected in two orders. Detection of NORs in a large set of
species supports the hypothesis that the ancestral karyotype of arachnids contained NOR on
one pair of autosomes only. The number of NORs has increased during the evolution of some
groups of Pedipalpi. The NORs are located in terminal or subterminal chromosomal regions
in most tetrapulmonates. The occurrence of the “insect” telomeric motif was confirmed in
majority of tetrapulmonates. Interstitital telomeric repeats were not detected with the
exception of one species.

Keywords: arachnids, meiosis, sex chromosomes, telomeres, nucleolar organizer,

heterochromatin
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Seznam zkratek

A - akrocentricky chromozom, Levanova klasifikace

BSA - hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumine), protein se Sirokym
vyuzitim v mol. biologickych laboratotich, mj. 1 jako blokator mnoha reakci (blokuje volna
vazebna mista reaktantti)

C pruh — vizualizovany usek konstitutivniho heterochromatinu

CGH — (z angl. comparative genomic hybridization), metoda pouzivana pro odhaleni
rozdili mezi dvéma genomy, sondou jsou dvé celogenomové DNA

DAPI — 4',6-diamidino-2-phenylindol; fluorescenéni barvivo vazici se na DNA
(prednostné na AT pary)

Denhardtovo ¢inidlo - blokator nespecifického nasednuti sondy nebo cytoplazmatickych
proteint

DFC - denzni fibrilarni komponenta jadérka

dNTP — smés ¢tyr deoxyribonukleosidtrifosfatt (AATP, dGTP, dCTP, dTTP)
Entelegynni pavouci — evolu¢né nejpokrocilejsi skupina pavouki, do niz patii vétSina
¢eledi. Skupina je definovana podle utvareni samiciho kopula¢niho organu

ETS - (z angl. external transcribed spacer) - mezernik v transkripéni jednotce rRNA

FC - fibrilarni centra jadérka

FISH — Fluorescenéni in situ hybridizace

GC - granularni komponenta jadérka

IGS - (z angl. intergenic spacer) - mezernik v transkrip¢ni jednotce rRNA

ITS - (z angl. internal transcribed spacer) - mezernik v transkrip¢ni jednotce rRNA

M - metacentricky chromozom, Levanova klasifikace

NOR — (z angl. nucleolus organizer region) - nukleolarni organizator jadérka. Cast
chromozomu, v niz se nachazi geny pro rRNA (kromé gent pro 5S rRNA)

PBS — pufr obsahujici NaCl, KH2PO4, Na2HPO4.12H20

PCR - polymerazova retézova reakce, metoda amplifikace DNA

rDNA —useky DNA, které kéduji geny pro ribozomélni RNA

SM - submetacentricky chromozom, Levanova klasifikace

SSC - tzv. SSC pufr (1 x SSC obsahuje 0,15 mol/I chloridu sodného, 0,015 mol/I citratu
sodného)

ST - subtelocentricky chromozom, Levanova klasifikace

Taq polymeraza - DNA polymeraza izolovana z termofilni bakterie Thermus aquaticus
pro ucely metody PCR



1. Uvod

Vramci kmene clenovcli v prabéhu posledniho desetileti prudce vzrostl pocet
cytogenetickych studii. Nicmén¢ u nékterych skupin, mezi které patii 1 pavoukovci, existuje
stale malo informaci o jejich cytogenetice. Pavoukovci jsou starobylou skupinou s fosilnimi
nalezy pochazejicimi jiz z prvohor (SELDEN 1993). Jedna se o vysoce diverzifikovanou
skupinu zivocichi s vice jak 97 000 popsanymi druhy rozdélenymi do 13 fadi (HARVEY
2002). Z cytogenetického hlediska je nejvice prostudovan fad pavouku, nasleduji roztoéi,
sekaci, §tifi a Stirci. U ostatnich tada jsou k dispozici jen velmi skrovné informace o jejich
karyotypech nebo tyto informace zcela chybi. Ze ziskanych dat je zcela jasné, Ze pavoukovci
maji velmi rozriznéné karyotypy. Diploidni pocty jejich chromozomil se pohybuji v rozmezi
4 — 175 (OLIVER & NELSON; SHANAHAN 1989). Z hlediska morfologie se u nich
nachdzeji chromozomy jak monocentrické, tak i holocentrické. Co se tyce zptuisobu uréeni
pohlavi, existuji zde skupiny s chromozomovym urcenim typu Drosophila i Abraxas. Na
druhou stranu jsou hojné také skupiny, u nichZ nebyly pohlavni chromozomy detegovany,
Zasto se vyskytuji riizné formy partenogeneze (OLIVER 1977; SHANAHAN 1989; KRAL et
al. 2008).

V této praci se zabyvam zastupci tetrapulmonatnich pavoukovci, tedy bicovci, bi¢natci,
kratkochvosty, roztoovci a pavouky. V ramci pavoukil se vénuji hlavné nejprimitivnéjSim
Starobylymi skupinami jsou i bicovci, bi¢natci a roztocovei, ktefi jsou znami rovnéz od
svrchniho karbonu. Mezi karyotypové znaky, na které se zaméfuji, patfi nukleolarni
organizatory, telomerické repetice a pohlavni chromozomy. Studium vyvojové plivodnéjsSich
skupin pavoukovci je dualezité, protoze nam muze ukazat, jak se tyto znaky v prub&hu
evoluce vyvijely a napf. i zodpovédéet otazku, jakym zptisobem mohl vzniknout slozity systém

pohlavnich chromozomi u fadu pavoukd.



2. Cile prace

Diplomova prace je zaméfena na evoluci nukleolarnich organizatoru, telomerickych repetic

(vyskyt ,,hmyziho* motivu) a pohlavnich chromozom u tetrapulmonatnich pavoukovct.

Prvnim z cild prace bylo detekovat nukleoldrni organizatory pomoci fluorescencni
hybridizace in situ, sledovat jejich poéty a lokalizaci a porovnat vysledky s daty, které byly
v minulosti ziskdny metodou stfibfeni. Z udajt, které¢ jsem méla k dispozici, jsem se snazila
stanovit hlavni sméry evoluce NORU, udaje byly také porovnany s dostupnymi daty z

ostatnich skupin pavoukovcii.

Druhym cilem prace bylo zjistit distribuci telomerického motivu (TTAGG), (taktéZ metodou
fluorescenéni hybridizace in situ) v rdmci tetrapulmonatnich pavoukovci. Kromé toho jsem
se zaméfila na vyskyt intersticidlnich telomerickych repetic. U fadu bicovcl je mozné
predpokladat zvySenou miru chromozomovych prestaveb, teoreticky by tedy bylo mozné, ze u

nékterych druht ziistanou intersticialni repetice v genomu zachovény.

Tretim cilem byla detekce pohlavnich chromozomi metodou CGH u vybranych
tetrapulmonati. Poznatky o evoluci pohlavnich chromozoml wuriznych skupin
tetrapulmonat by mohly pomoci vysvétlit, jakym zplisobem vznikly slozité pohlavni

chromozomy u fadu pavouka.

Pokud to bylo mozné, byl u dosud nekaryotypovanych druhti sestaven a popsan karyotyp.



3. Prehled literatury

3.1. Tetrapulmonatni pavoukovci

Jak bylo feceno vuvodu, moje diplomova prace je zaméfena na cytogenetiku
tetrapulmonatnich pavoukovct (Tetrapulmonata). Tito pavoukovci dostali svlij ndzev podle
toho, ze maji dva pary plicnich vakt. DalSimi spoleCnymi znaky tetrapulmonatii jsou
dvouclankové chelicery umisténé ventrolaterdlné a neobvyklé uspotadani mikrotubulll uvnitt
biciku jejich spermii (FAHREIN et al. 2009). Do této skupiny patii fady bicovci
(Amblypyqgi), bi¢natci (Uropygi), kratkochvosti (Schizomida), pavouci (Araneae) a patrné i
trigonotarbidi (Trigonotarbida), coZ je vyhynula skupina pavoukovct, kterd se vyskytovala
Vv paleozoiku (SHEAR et al. 1987; SELDEN et al. 1991). Mezi tetrapulmonatni pavoukovce
fadi nektefi autofi i roztocovce (Ricinulei), kteti se jevi jako blizce piibuzni trigonotarbidiim

(DUNLOP 1996).

Existuje nékolik hypotéz o tom, jaky je fylogeneticky vztah mezi jednotlivymi fady
tetrapulmonati (viz obr. 1). Jedna z hypotéz tika, Ze bicnatci jsou sesterskou skupinou
biovcl, coz je podpofeno spoleénymi znaky, jako jsou loupezivé pedipalpy a preména
prvniho paru kracivych koncetin ve smyslové organy (SHEAR et al. 1987; SHULTZ 1989;
SHULTZ 1990). Oba tady se oznacuji jako pedipalpidi (Pedipalpi). Dalsi hypotéza
ptedpokladd, Ze biCovci jsou sesterskou skupinou pavoukl, protoze obé skupiny maji
postcerebralni hltan a stopku mezi hlavohrudi a zadeckem (PETRUNKEVITCH 1955;
WEYGOLDT & PAULUS 1979; AX 1996). V této hypotéze tvofi pavouci a biovci tzv.

labelaty (Labellata). Obé hypotézy zdiraznuji blizkou ptibuznost kratkochvosti a bicovci.

Bicovei jsou malou skupinou suchozemskych pavoukovci s dorzoventralné
zplostélym télem, loupezivymi pedipalpami a extrémné prodlouzenymi prvnimi koncetinami,
které jsou modifikovany a slouzi jako smyslové organy pro orientaci v prostoru. Vyskytuji se
Vv tropickém a subtropickém pésu, a to hlavné ve vlhkych oblastech (WEYGOLDT 2000).
Taxonomicky je mizeme rozdélit na dvé podskupiny. Prvni z nich jsou paleoamblypygidi,
reprezentovani jedinym zijicim druhem, kterym je slepy Paracharon caecus (HANSEN 1921)
o velikosti nékolika milimetrii. Druhou podskupinou jsou euamblypygidi, ktefi maji az
nekolik centimetri a jsou rozdéleni do Ctyt Celedi se Sestnacti rody a 157 popsanymi druhy

(viz obr. 2) (HARVEY 2002, 2003, 2007).
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Obr. 1: Hypotézy o ptibuznosti jednotlivych
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Bic¢natci jsou nékolik centimetr velci tropicti dravei s mohutnymi pedipalpami a
clankovanym océaskem, do jehoz baze Usti andlni Zlazy, jejichZ pachnouci obsah pouZivaji
k zastraseni nepfiitele (EISNER et al. 1961). Sekret, ktery takto produkuji, ma casto druhové
specifické sloZzeni. VEtSinou se jedna o kyselinu octovou nebo kaprylovou, ktera je obohacena
o rizné ketony, alkoholy nebo estery (EISNER et al. 1961; HAUPT et al. 1988; HAUPT et al.
1993). V soucasné dob¢ je znamo 103 druhd, rozdélenych do 16 rodi (HARVEY 2002).
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Obr. X: Systematické ¢lenéni bi¢ovcu (pfevzato z HARVEY 2002 )

Kratkochvosti jsou pavoukovci o velikosti jen ne€kolika malo milimetrt, kteti se
vyskytuji prevazné v tropickych pralesich v hrabance nebo jeskynich (HARVEY 2002).
Vyznacuji se dlouhymi pfednimi koncetinami s hmatovou funkci, diky nimZ se orientu;ji
Vv prostiedi a které jim umoziuji velmi rychly pohyb na kratké vzdalenosti. Jejich abdomen je
tvofen 12 Clanky. Posledni z nich je zakoncen bi¢ikem, ktery je mnohem krats$i nez u biCovca
a nemd vice nez 4 clanky. Pro kratkochvosty je typicky pohlavni dimorfismus, kdy bi¢ik u
samcl je napadné zvétSeny, zatimco u samic nikoliv (STURM 1958). Kratkochvosti jsou
nepiili§ probadanou skupinu pavoukovctl. Jak bylo jiZ feceno, nej¢astéji jsou povazovani za
sesterskou skupinu bi¢ovct a déli se do dvou celedi (viz obr. 3) s 34 rody a vice nez 180

druhy (HARVEY 2002).

RoztoCovci jsou starobylou skupinou pavoukovcl, ktera se vyskytovala uz ve

svrchnim karbonu, a proto jsou oznacovani jako Zzijici fosilie. V dneSni dobé se nachézeji

Vv tropickém pasu Afriky a Ameriky (HARVEY 2002). Oproti ostatnim pavoukovclim mayji

12



Obr. 3: Schématické znazornéni klasifikace
kratkochvostt do dvou ¢eledi

(pfevzato z HARVEY 2002 podle
COKENDOLPHER & REDDEL 1992)

Protoschizomus
Megaschizominae
Megaschizomus

Agastoschizomus
Hubbardiinae

Protoschizomidae Hubbardiidae

mnoho modifikaci zahrnujici velky pocet autapomorfii, coz jsou unikatni znaky typické pro
urCitou skupinu. Mezi n€ patfi zvlaStni ochranny S$tit hlavy, zplisob pienosu spermii
modifikovanym parem koncetin a modifikované pedipalpy (SELDEN et al. 1991). Roztocovci
jsou obvykle oznac¢ovani za sesterskou skupinu roztoc¢li, nékterymi autory jsou ale povazovani
za sesterskou skupinu trigonotarbid (SHULTZ 1990; WEYGOLDT & PAULUS 1979;
DUNLOP 1996). V soucasné dob¢ jsou rozdéleni do tfi roda s vice nez 55 druhy (HARVEY
2002).

Pavouci jsou Vv této praci zastoupeni podiadem sklipkosi (Mesothelae) a
dvouplicnymi pavouky (Araneomorphae), ktefi spolu se sklipkany (Mygalomorphae) tvori
podiad Opisthothelae. Sklipkosi jsou stejné jako roztocovci povazovani za zivouci fosilie a
maji fadu morfologickych znakt typickych pro ptivodni predky vSech pavoukt. Jedna se o
tergity (hibetni destiCky) a sternity (bfiSni desticky) na zadeCku, dorsoventralni svalovinu
zadecku a Ctyfi pary snovacich bradavek umisténych v pfedni ¢asti zadecku (CODDINGTON
& LEVI 1991). Tito pavouci obyvaji Cinu, Japonsko, jihovychodni Asii a Sumatru a déli se
do nékolika rodl s vice nez 80 druhy (PLATNICK 2013). Dvouplicni (téZ araneomorfni)
pavouci byvaji Casto oznacovani jako ,,pravi“ pavouci. Jednd se o velmi diverzifikovanou
skupinu, kterd se vyskytuje celosvétove a ¢leni se do mnoha skupin (viz obr. 4). V ramci této
skupiny jsme studovali zastupce Celedi Pholcidae (KOCH 1851), ktefi patti mezi haplogynni

pavouky. Tito pavouci se vyznacuji tim, Ze jim na rozdil od tzv. entelygynnich araneomortii
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chybi epigyna, cozZ je sklerotizovanad genitalni desticka u samic (CODDINGTON & LEVI
1991).

Obr. 4: Schéma taxonomického

¢lenéni infrafddu dvouplicnych
pavoukli (Araneomorphae) se
zvyraznénou celedi Pholcidae,
jejimz zastupcem se zabyvam. ____|
(ptevzato z CODDINGTON &

LEVI 1991)
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Pohlavni chromozomy jsou zvlastnim typem vice nebo méné nehomologickych
chromozomt, které vétSinou vznikly z paru autozomit (CHARLESWORTH 1996, RICE

1996). Jsou oznaCovany pismeny X, Y, Z a W v zavislosti na tom, o jaky typ
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chromozomového urceni pohlavi se jedna. Zakladni typy chromozomového urceni pohlavi
jsou savéi typ (= typ Drosophila) a ptaci typ (= typ Abraxas). V prvnim piipad¢ jsou samci
heterogametic¢ti (XY) a samice homogametické (XX). Ve druhém ptipadé je tomu naopak,
samice jsou heterogametické (ZW) a samci homogameticti (ZZ) (BULL 1983). Neparové
pohlavni chromozomy neboli alozomy (Y nebo W) se zacnou diferencovat tehdy, kdy jeden
chromozom z ptivodné homologického paru autozomu ziska urcity dominantni faktor, ktery
urc¢uje pohlavi (RICE 1996). Na druhém chromozomu se zacnou hromadit faktory vyhodné
pro druhé pohlavi a dojde k supresi rekombinace mezi t€émito misty. Alozom se tak postupné
stdva geneticky izolovanym, hromadi se na ném mutace a kumuluji se transponovatelné
elementy (STEINEMANN & STEINEMANN 2005). Mezi procesy, které zodpovidaji za
degeneraci neparovych pohlavnich procest, patii Mullerova rohatka, genetické svezeni se a
selekce na pozadi (FELSENSTEIN 1974; BACHTROG 2008; CHARLESWORTH &
CHARLESWORTH 2000; ELLEGREN 2011). Posledni fazi degenerace alozomu miZe byt
az jeho Uplna ztrata, tak vznikaji systémy X0 a Z0 (STEINEMANN & STEINEMANN 2005).
Dalsim zptsobem vzniku pohlavnich chromozomt je vznik neopohlavnich chromozomt,
nejcasteji Robertsonovou translokaci mezi pivodnim pohlavnim chromozomem a autozomem
(CHARLESWORTH & CHARLESWORTH 2005). Pohlavni chromozomy mohou vznikat i
z B chromozomt, coz jsou nadpocetné chromozomy, které se snazi riznymi zptsoby udrzet
v genomu. Jednim znich mize byt i ziskani schopnosti parovat a segregovat s X
chromozomem, coz muiZe napiiklad z pivodniho systému J3X0/QXX vytvofit systém
IXY/PXX (CARVALHO et al. 2009). Mezi dal$i moZnosti, jak mohou vznikat pohlavni
chromozomy, patii i rozpad ptivodnich pohlavnich chromozomii nebo nenahodné segregace
nekterych autozomi s piivodnimi pohlavnimi chromozomy (WHITE 1973; KUBAI & WISE
1981; SCHWANDER & BEUKEBOOM 2011).

V pocatecnich fazich vzniku od sebe pohlavni chromozomy nejsou odlisitelné
morfologicky, oznacuji se jako homomorfni a rozdily mezi nimi Ize detekovat pouze na
molekuldrni urovni napt. metodou CGH (TRAUT et al. 1999). S postupujici diferenciaci je
1ze rozlisit 1 na zédklad€ morfologie (tzv. heteromorfni pohlavni chromozomy). Podrobnostmi
o vzniku a evoluci pohlavnich chromozomu jsem se zabyvala ve své bakalatfské praci. V
diplomové praci se proto zaméfim hlavné na pohlavni chromozomy u pavoukovct, ktefi maji

mnoho riznych typl uréeni pohlavi.
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3.2.1. Pohlavni chromozomy u pavouk
U vétSiny pavoukl se vyskytuje neobvykly systém pohlavnich chromozomii X;X,0

(BENAVENTE & WETTSTEIN 1980). To znamend, ze samice maji celkem Ctyfi
chromozomy X (X1X1X2X;) a samci dva chromozomy X (X31X;). Absence alozomu se
oznacuje symbolem 0 (HACKMAN 1948). U pavouktli se jedna pravdépodobné o systém
fylogeneticky piivodni systém, protoze se objevuje i u primitivnich pavoukl jako jsou
sklipkosi (Mesothelae) a sklipkani (Mygalomorphae) (ARAUJO et al. 2005; SUZUKI 1945).
Existuji dvé hypotézy o tom, jak tento zvlastni typ chromozomového urceni pohlavi vznikl.
Prvni z nich pfedpoklada, Ze na pocatku byl 3X0/9XX systém, ze kterého se nondisjunkci a
diferenciaci nové vzniklého X stal systém X;X,0 (WHITE 1940; POSTIGLIONI & BRUM-
ZORRILLA 1981). Tato hypotéza ma vSak hacek v tom, Ze nondisjunkci chromozomu X
muize byt naruSena rovnovdha mezi sam¢imi a sami¢imi pohlavnimi faktory. U nékterych
rodll pavoukl nalézdme systémy X;XzX30, X1X2X3X40 nebo 1 systémy s vyS§im poctem
chromozomti X (KRAL et al. 2013), u nichz se rovnéz predpoklada, Ze se vznikly
nondisjunkci podobné jako systém X;X,0 (POSTIGLIONI & BRUM-ZORRILLA 1981;
DATTA & CHATTERIJEE 1988). Tato hypotéza je podpotfena faktem, ze obcéas byva
pozorovana nondisjunkce X chromozomil ve spermatocytech nékterych druhti pavoukl s
X1X20 systémem (SUZUKI 1954) a dale zvlaStnim chovanim chromozomt X v meidze samic
(KRAL 2007). U samic pavoukil se vyvinula v profazi I inaktivace chromozomi X, ktera
pravdépodobné zamezuje rekombinaci mezi riznymi pary chromozomii X (KRAL 2007).
Tento mechanismus je obdobny inaktivaci diferencovanych pohlavnich chromozoma béhem
profaze I u heterogametického pohlavi, kterd byla pozorovana u rlznych Zivocichl a ktera
také zabranuje rekombinaci nehomologickych pohlavnich chromozomi (JABLONKA &
LAMB 1988). Jednotlivé chromozomy X vzniklé nondisjunkci se tak mohly dale rozriiziiovat
zamezenim rekombinace mezi nimi. Inaktivace chromozomu X redukovala také negativni
pusobeni duplikovaného chromozomu X na tvorbu bivalenti v sami¢i meidze. Supresi
rekombinace u samic pavoukil doslo nakonec k tomu, Ze se plivodné stejné X chromozomy
stale vice rozriznovaly, az bylo jejich parovani omezeno pouze na oblast centromery, coz
zajistuje modifikovany synaptonemalni komplex (KRAL 2007). Druha hypotéza je zalozena
na tom, Zze akrocentrické chromozomy X; a X, vznikly rozpadem bud puavodniho
metacentrického X chromozomu (BOLE-GOWDA 1950; WHITE 1973) anebo aberantniho
dicentrického chromozomu X (PATAU 1948; SUZUKI 1945). U pavoukii jsou také casté
neopohlavni systémy chromozomi, které vznikaji prestavbami mezi pivodnimi pohlavnimi

chromozomy a autozomy (REZAC et al. 2006; KRAL et al. 2006).
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3.2.2. Pohlavni chromozomy dalSich skupin pavoukovcu
Jak bylo feceno vyse, pavoukovci maji mnoho riznych typd urceni pohlavi. U

sekact (Opilionida) se vyskytuje pievazné typ Drosophila XY/XX, avsak u dvou ¢eledi byl
zjistén systém Abraxas (RZW/3ZZ), ktery u pavoukovcl neni obvykly (TSURUSAKI &
COKENDOLPHER 1990; TSURUSAKI 2007). U stirkit (Pseudoscorpiones) se vyskytuji
systémy XY/XX nebo X0/XX, pficemz se oba typy mohou objevit i v rdmci jednoho rodu,
méné Casto se zde setkavame s nepohlavnimi systémy (TROIANO 1990; STAHLAVSKY et
al. 2006). Pro tad §tirtt (Scorpiones) nebylo dodnes publikovano pfiili§ mnoho informaci o
jejich karyotypech, dosavadni vysledky ukazuji na absenci diferencovanych pohlavnich
chromozomt, samci i samice vykazuji stejny pocet chromozomii. U nékterych Stir se
vyskytuje thelytokie, coz je zplsob partenogeneze kdy se z neoplozeného vajicka vyviji pouze
samice (SCHNEIDER & CELLA 2010; JAFFE 2004). V ramci rozto¢u (Acari) se opét
vyskytuje né&kolik typti urCeni pohlavi, jednd se o systtmy JIXY/@XX, JX0/9XX,
neopohlavni systémy, velmi Casté jsou rizné typy partenogeneze (haplodiploidie a thelytokie)
(KAHN & QUART 1964; OLIVER 1977; NORTON et al. 1993). Pfredbézné vysledky u radu
solifugy  (Solifugae),  kratkochvosti  (Schizomida), roztoCovci  (Ricinulei) a
bicovci(Amblypygi) ukazuji na absenci morfologicky diferencovanych pohlavnich
chromozomii (KRAL et al. 2008). Diplomova prace Sembera, v niZ byla k detekci pohlavnich
chromozomu pouzita metoda CGH, naznacuje, ze u bi¢ovcu ¢eledi Phrynidae a Phrynichidae
by se mohl vyskytovat systém 3 XY/QXX v pocatenim stadiu diferenciace (SEMBER 2010).
U vétSiny bicnatcli (Uropygi) se také diferencované pohlavni chromozomy nevyskytuji,
vyjimku tvofi druh Thelyphonus sepiaris, u néhoz byl popsan systém 3 XY/QXX (KATSURI &
PATHASARATHY 1957).

3.3. Nukleolarni organizatory a rDNA
3.3.1. Stavba jadérka

Jadérko pozoroval jiz vroce 1781 Fontana. Nazev ziskalo vroce 1839, kdy si
Valentin vSiml, Ze vétSina bunck ma sekunddrni jadro neboli ,jadro v jadre
(SWARZACHER & WACHTLER 1983). V interfaznim jadie je to nejvétsi a nejnapadnéjsi
struktura, kterd se miiZze skladat ze dvou nebo tifi morfologicky odliSitelnych casti. Velmi
dobie bylo popsano jadérko u vyssich eukaryot, kde je tvofeno fibrilarnim centrem (FC), které
obklopuje husta fibrildrni slozka (DFC) a granulérni slozka (GC) (HADJIOLOV 1985). U
nizsich eukaryot je v jadérku jen jedina fibrilarni ¢ést, ktera se pravdépodobné rozriiznila az

v prib¢hu evoluce na FC a DFC (THIRY & LAFONTAINE 2005). Fibrilarni centrum je
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tvofeno jemnymi vlaknitymi strukturami obsahujici rDNA, nové vznikajici pre-rRNA, RNA
polymerazu I, upstream binding factor (UBF) a DNA polymerazu 1. V husté fibrilarni slozce
se nachazi opét nové vznikajici pre-TRNA a UBF, dale zde nalezneme proteiny nucleolin a
fibrillarin, ktery je soucasti malych jadérkovych snoRNP podilejicich se na modifikaci RNA.
Granularni slozka, ktera tvofi vné&j$i vrstvu jadérka, je tvofena ribonukleoproteinoymi
partikulemi (RNP) a sklada se z nucleolinu, ribosomalniho proteinu S1 a ribocharinu (THIRY
& LAFONTAINE 2005).

3.3.2. Nukleolarni organizatory a rDNA

3.3.2.1. Stavba nukleolarnich organizatori a rDNA
Jadérko se formuje okolo specifickych mist na chromozomech, ktera se nazyvaji

nukleolarni organizator (NOR) (HEITZ 1931; MCCLINTOCK 1934). V metafazi mitotického
déleni NORy vytvaieji na chromozomech népadnou konstrikei. U velké ¢asti organismi se
tato tzv. sekundarni konstrikce nachazi v blizkosti koncti chromozomt, kde oddéluje kratkou
oblast chromozomu oznacovanou jako satelit (viz. obr. 6). Napiiklad u ¢lovéka nalézdme
NORy  vblizkosti  koncl  kratkych  ramének  akrocentrickych  chromozomu
(SCHWARZACHER 1978). NORy obsahuji tandemové uspotadané repetice genti pro rRNA
(tzv. transkripéni jednotky). U vétSiny organismi obsahuje kazda transkripéni jednotka 18S,
5.8S a 288 kodujici sekvenci, vnitini a vnéjs$i mezernik (ITS a ETS). Transkripéni jednotky
jsou oddéleny také mezerniky (viz obr. 6) (FATICA & TOLLERVEY 2002; HADJIOLOV
1985). Repetice genti pro 5S rRNA se nachazi v jiné ¢asti genomu. Délka kddujicich sekvenci
pro jednotlivé rRNA je vétSinou podobna u riznych organismil. Vyjimkou jsou napf. rostliny,
kde se misto 18S a 28S genl vyskytuji 17S a 25S geny, nebo prvok Tetrahymena, ktera ma
misto 28S genu 26S gen. Mnohem vétSi variabilita je pozorovana ve struktuie a délce
mezernikd, u netranskribovaného mezerniku oddélujiciho jednotlivé transkripéni jednotky
byly pozorovany odlisnosti dokonce u stejnych NORid (LEBOVSKY & BENSIMON 2005).
Vysoce variabilni je také pocet kopii transkripcnich jednotek ribosomdlnich gent, ktery se
pohybuje od méné neZ sta u protist, hub a n€kterého hmyzu az po desitky tisic kopii u

nekterych rostlin a zab (LONG & DAWID 1980).
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Obr. 5: Schématické znazornéni stavby nukleolarniho organizatoru. (a) sekundarni konstrikce s NORem
oddéluje od ostatniho chromozomu tzv. satelit. (b) tandemové uspofddané geny pro rRNA.(transkripcni
jednotky). (c) transkripéni jednotka se sklada z ETS (vné&jsi prepisovany mezernik), ITS1 a 2 (vnitini
prepisované mezerniky) a geny pro 18S, 5.8S a 28S rRNA. Transkripéni jednotky jsou oddéleny mezigenovymi
mezerniky (IGS) obsahujicimi repetitivni DNA a promotor. (upraveno podle TUCKER et al. 2010)

3.3.2.2. Fylogenetické studie zaloZené na vyzkumu rDNA
Sekvence rDNA jsou jiz po desetileti srovndvany a pouzivany pro odhalovani

pfibuznosti mezi riiznymi skupinami organismtit (MALLATT et al. 2010). Studium rDNA je
pro fylogenetické studie dtlezité hlavné proto, ze rizné sekvence repetic rDNA se vyvijeji
rozdilnou rychlosti a vysoce konzervované sekvence, které nachdzime u vétSiny gend pro
rRNA, jsou vhodné pro konstrukci primerd. Tyto sekvence muizeme posléze vyuzit pro
sekvenovani jak rRNA, tak i rDNA po amplifikaci daného mista pomoci PCR nebo z nich
mohou byt vyrabény sondy (KOCHER et al. 1989; HILLIS et al. 1990; SIMON et al. 1990).
Nejlépe prostudovany jsou geny pro 18S rRNA malé ribozomalni podjednotky. Jednd se o
nejpomaleji se vyvijejici sekvenci, a proto se velmi hodi napt. pro studium evolucnich
udalosti, které se staly v obdobi prekambria pfed 300 az 400 miliony lety pfi rozrliziiovani
mnohobunécénych organismt (HILLIS & DIXON 1991). Naopak geny, jejichz rRNA jsou
zaClenény do velké ribozomalni podjednotky, jsou mnohem variabilngj$i a vyuzivaji se ke
studiu fylogenetickych udalosti odehravajicich se v prvohorach, druhohorach a ptipadné i

tietihorach (HILLIS & DIXON 1989; LARSON & WILSON 1989; DE SA & HILLIS 1990;
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HILLIS et al. 1991; GUTELL & FOX 1988). Geny pro 5.8S rRNA jsou konzervativni
podobné¢ jako geny pro 18S rRNA, ale pro jejich malou velikost nejsou efektivni pro vyvozeni
fylogenetickych vztaht v ramci delSiho ¢asového tiseku (NAZAR et al. 1976). Geny pro 5S
rRNA jsou pak jesté kratsi nez pro 5.8S rRNA, takze jsou pro fylogenetické studie spise méné
vhodné (HALANYCH 1991; STEELE et al. 1991).

Pro urCeni ptibuznosti blizce ptibuznych druhti zivocCicht, jejichz linie se oddélily
v pribéhu poslednich 50 miliont let, je mozné vyuzit mezerniky mezi rRNA geny.
Netranskribované mezerniky se vyvijeji nejrychleji, naopak transkribované mezerniky jsou

vicemén¢ konzervované (HOSHIKAWA et al. 1983; FURLONG & MADEN 1983).

3.3.2.3. Detekce nukleolarnich organizatori
Nukleolarni organizatory mohou byt lokalizovany pomoci rtiznych postupd. Jedna

Z Casto pouzivanych starSich technik je detekce pomoci dusi¢nanu stiibrného, tzv. stfibfeni
(HOWELL & BLACK 1980). Tato metoda deteguje specifické proteiny, které jsou
asociovany s NORy a je schopna ukazat pouze ty NORy, které byly aktivni v pfedchozi
interfazi (SUMNER 1990; WACHTLER & STAHL 1993). Mezi hlavni problémy pfi
stiibfeni patii Spatnd reprodukovatelnost vysledk. Mensi nebo slabé obarvené NORy jsou
snadno zaménitelné s obarvenymi granulemi cytoplazmy. Dal$im problémem je postupné
vyblednuti nastéibfenych NORU na starSich preparatech (COGHILL et al. 1990; GRIFFITHS
et al. 1989; KOREK et al. 1991; MCLEMORE & LORD 1991; NIKICICZ & NORBACK
1991). Proto se dnes mnohem castéji k vizualizaci NORU pouziva FISH (fluorescencni
hybridizace in situ). Tato metoda je mnohem specifi¢téjsi a NORy odhali bez ohledu na jejich
aktivitu. Jako sonda slouZi pfi této FISH rDNA (SUMNER 2003).

3.3.2.4. Nukleolarni organizatory u pavoukovci
Pro pavoukovce prozatim neexistuje podrobnéjsi fylogeneticka studie o evoluci

NORU. Informace o NORech u pavoukll jsou prozatim vzacné, tyto struktury byly dosud
vizualizovéany pievazné metodou stiibieni (ARAUJO et al. 2005). Informace o vyskytu NORd
mame pouze u nékterych sklipkanti (KRAL et al. 2013), haplogynnich a entelygennich
dvouplicnych pavouki (ARAUJO et al. 2005; KRAL et al. 2006; RODRIGUEZ-GIL et al.
2007; ARAUJO et al. 2008). U haplogynnich dvouplicnych pavouki je asty vyskyt NOR@
na pohlavnich chromozomech (KRAL et al. 2006). U entelygennich pavoukil se naopak
NORy na pohlavnich chromozomech vyskytuji vzacné (KRAL et al. 2011, 2013). Pro
entelygenni vétev se zda byt piivodni lokalizace NORi na dvou parech autozomt, protoze se

zde tento znak objevuje u vice &eledi (DOLEJS et al. 2011). Obecné se u dvouplicnych
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pavouki NORy vyskytuji v distalni nebo subdistalni oblasti chromozomu a zahrnuji jeden
nebo dva pary NORi. Stejné tak je tomu i u sklipkanti coz naznacuje, ze distalni poloha a
nizky pocet NOR jsou symplesiomorfiemi (vyvojové ptivodnéjsi znak sdileny alespoii dvéma

skupinami) sklipkanti a dvouplicnych (KRAL et al. 2013).

Studiem NOR1 u bicovcil a bicnatct se ve své diplomové praci zabyval A. Sember.
U vétsiny biCovcl objevil jeden nebo dva pary NOR, a to vétSinou v termindlni nebo
subtermindlni oblasti chromozomi. Vyjimeéné¢ detegoval vyssi pocet NOR nebo
pericentrickou polohu NOR. NORy se do pericentrické oblasti mohly dostat pericentrickou
inverzi z termindlni oblasti. Podobné jako u pavoukl by tedy mohl byt piivodnim znakem
jeden nebo dva pary NORI lokalizovanych v blizkosti koncli chromozomil, coZ podporuje 1
teorii, ze pavouci a krabovci jsou blizce ptibuznymi skupinami (SEMBER 2010). U bi¢natcti
byly detekovany 3 pary NORU, a to vétSinou v termindlni nebo subtermindlni oblasti

(SEMBER 2010).

Pokud vezmeme v potaz vSechna data, ktera byla ziskana u riznych skupin
pavoukovctl jak metodou tzv. stfibfeni, tak pomoci FISH, je pravdépodobné, Ze pivodnim
znakem pavoukovci je jeden par NORu (KRAL et al. 2008; SCHNEIDER & CELLA 2010;
KRAL et al. 2013).

3.3.3. Funkce jadérka
Primarni funkci jadérka je syntéza rRNA a jeji formovani do preribosomi, coz bylo

poprvé prokazano jiz v roce 1964 pokusem Browna a Gurdona, kteti zbavili zabi embryo
jadérka, a to nebylo schopno vytvafet nové ribozomy poté, co vycerpalo zadsoby od matky
(BROWN & GURDON 1964). Béhem syntézy rRNA je v prvnim kroku RNA polymerazou I
piepsan dlouhy polycistronni prekurzor (pre-rRNA), ktery obsahuje ribozomalni geny, ITS a
ETS. Tento prekurzor je rizné chemicky modifikovan a vaze se na n&j guide RNA, ktera patii
mezi malé nukleolarni RNA (snoRNA) a navadi enzymy modifikujici RNA na pfislu§nd mista
nebo napomaha Stépeni pre-rRNA (ELICERI 1999; KISS 2002). Pre-rRNA je nastépena
endo- a exonukleazami na 18S rRNA pro malou ribozomalni podjednotku a 5.8S a 28SrRNA
pro velkou podjednotku ribozému. Repetice genit pro 5SS rRNA, ktera nalezi také k velké
podjednotce, jsou transkribovany nezavisle RNA polymerazou III a do jadérka musi byt
transportovany (DECHAMPESME et al. 1999). Dalsim krokem utvéfeni ribozomul je
asociace rRNA s piislusnymi ribozomalnimi proteiny (DECHAMPESME et al. 1999; GERBI
& BOROVIJAGIN 2004). Ribozomalni proteiny jsou transkribovany RNA polymerazou II a
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je zajimavym faktem, ze mnohé snoRNA jsou kdédované sekvencemi v intronech
ribozomalnich proteinti. Malé a velké ribozomdalni podjednotky jsou pak individualng
transportovany ptes jaderné¢ péry do cytoplazmy (FATICA & TOLLERVEY 2002;
TSCHOCHNER & HURT 2003).

Na zéklad¢ biochemickych analyz byly Vv jadérku objeveny mnohé proteiny, které
nesouvisi s biogenezi ribozomt a bylo zjisténo, ze se jadérko podili i na dalSich bunécnych
procesech (OLSON et al. 2002; PEDERSON 1998). Mezi né patii skladani SRP (signal
recognition particle) komplexu, modifikace malych RNA, editace RNA, interakce s
telomerdzou, transport z bunééného jadra, kontrola bunécného cyklu a role v bunééném stresu
(SOMMERVILLE et al. 2005; CIUFO & BROWN 2000; SANSAM et al. 2003; KHURT et
al. 2004; BUBBI & MILNER 2003; OLSON et al. 2002). Uvnitf jadérka byly detekovany i
proteiny kédované DNA viry, RNA viry a retroviry, které jadérko a jeho proteiny vyuzivaji
ke zvyseni virové replikace nebo k ovlivilovani transkripce a translace hostitelské buiky

(HISCOX 2002).

3.3.4. Dynamika jadérka béhem mitézy a meiozy
V bunkach vysSich eukaryot se jadérko v pribéhu mitézy rozpadd, coZz poprvé

pozoroval Pfitzner vroce 1881. B&hem profaze zacina nejprve klesat transkripce
ribozomalnich genl az je pozdéji Uplné umléena (DIMARIO 2004; LEUNG & LAMOND
2003). Na konci profaze se jadérko uplné rozpadd (GAUTIER et al. 1992; OLSON &
DUNDR 2005). Transkripéni faktory a né€kolik podjednotek RNA polymerazy 1 ziistava
asociovano s nukleoldrnimi organizatory (CHEN et al. 2005; LEUNG et al. 2004). Zbylé
podjednotky RNA polymerazy 1 a vétSina faktorti ucastnicich se Gprav rRNA a skladani
ribozomu asociuji po rozpadu DFC a GC s povrchem chromozomi (HERNANDEZ-
VERDUN et al. 1993). V anafazi se cast téchto jadérkovych proteinti oddéluje od povrchu
chromozomu do cytoplazmy a mohou se soustied’ovat do tzv. center odvozenych z jadérka
(NDF = nucleolus-derived foci), v nichz se objevuji i molekuly pre-rRNA (DUNDR &
OLSON 1998). Poté, co bunka vstoupi do telofaze, je postupné obnovena transkripce rRNA
(SIRRI et al, 2000), pocet NDF klesa a vznikaji tzv. prenukleolarni téliska (PNB), které
pravdépodobné obsahuji vS§echny komponenty pozdéji pritomné v jadérku (ANGELIER et al.
2005; JIMENEZ-GARCIA et al. 1994; SAVINO et al. 2001). Jadérka se zacinaji opét
kompletovat okolo NORi (SATO 1988) a zaroven se v jejich blizkosti shlukuji PNB téliska,
ktera do nich transportuji faktory pro Gpravu rRNA i dalsi jadérkové proteiny (ANGELIER et
al. 2005).
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U nizsich eukaryot se jadro v pribéhu mitdézy nerozpada a jadérko tedy zlstava
Vv pritbéhu mit6zy zachovano. Tato tzv. persistence jadérka je typické naptiklad pro kvasinky
(STRUNNIKOV 2005) a obrnénky (SOYER-GOBILLARD & GERAUD 1992). Vyjimecné
perzistuji jadérka béhem mitdzy 1 u vyssSich eukaryot, naptiklad u sav¢ich nadorovych bunék

(SHELDON et al. 1981).

Béhem meidzy dochazi k silnému zvyseni aktivity jadérka v profazi I, a to zejména
béhem pachytene, coz muze vést i ke vzniku novych jadérek (SCHMID et al. 1982;
WACHTLER & STAHL 1993). V ramci spermatogeneze je syntéza rRNA umléena vétSinou
na konci pachytene (TRES 1975), v oogenezi vSak pokracuje az do diplotene (MIRE &
STAHL 1976). O chovani jadérka v meidze existuje pouze n¢kolik malo studii, tento jev neni
prozatim tak dobfe prozkouman. Jisté je, Ze se jadérko v meidze rozpada nejpozdéji na
pocatku metafaze I (SUMNER 2003). Po rozpadu jadérka obdobné jako v mitéze prechazi
material jadérka do cytoplazmy, asociuje s povrchem chromozomi nebo s NORy
(HOFGARTNER et al. 1979; SCHMID et al. 1982). Stejné jako v mitoze existuji i v meidze
ptipady persistence jadérka. To bylo pozorovano napi. u nékterych bezobratlych zivocicht,

jako jsou brouci a cvréei (SATYA-PRAKASH & PATHAK 1984).

3.4. Telomery
3.4.1. Stavba a funkce telomerické DNA

Telomery jsou koncové ¢asti chromozomi u eukaryot, maji nékolik zasadnich
biologickych funkeci. Prvni z nich byla objevena jiz v prvni poloviné 20. stoleti, kdy byly
telomery definovany jako funkéni struktury udrzujici stabilitu chromozoml a zabraiujici
zlomiim jejich konci (MULLER 1938; MCCLINTOCK 1941). Dalsi podstatnou funkci
telomer je jejich role pii bunécné replikaci, diky jejich specifické struktuie mize byt linearni
DNA replikovana az do konce (WATSON 1972; OLOVNIKOV 1973). Toto je mozné diky
enzymu telomeraza, coZ je reverzni transkriptdza, kterd pifimo obsahuje RNA templat pro
syntézu kratkych telomerickych repetic, které se nachédzeji na koncich DNA (GREIDER &
BLACKBURN 1989).

Telomery jsou tvofeny telomerickou DNA a proteiny, které sni interaguji.
Telomerickd DNA je vysoce konzervovana struktura obsahujici 5-8 pb dlouhé dvouvlaknové
tandemové repetice, na které navazuje na 3" konci jednovlaknovy pifesah bohaty na G, jehoz
délka je variabilni, a to od nckolika desitek po stovky nukleotidi. Tento 3" pfesah tvofi

zvlastni sekundarni strukturu, tzv. G-kvartet, kde guaniny paruji podle tzv. Hoogsteenova
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pravidla o parovani bazi (FANG & CECH 1993a, b). G-kvartety se vrstvi na sebe a vytvareji
G-kvadruplexy, coz jsou helikalni struktury, které jsou pravdépodobné stabilizovany
chaperony a jejichz tvorba je siln¢ zavisla na kationtech drasliku a sodiku (RHODES &
GIRALDO 1995). Funkci téchto G-kvadruplexti miize byt ovliviiovani funkce nékterych

enzymu (napf. telomerazy), ochrana a regulace délky koncii telomer (LU et al. 2013).

Na koncich telomerické DNA se dale ¢asto vytvaii smycky (viz obr. 6).
Dvouvlaknova telomerickd DNA se ohyba zpét (tzv. T smycka), pficemz se jednovldknovy
3'ptesah vnotuje se do dvouvlaknové DNA a vytvari v ni tzv. D-smy¢ku (PALM & LANGE,
2008). Toto zvlastni architektonické uzptsobeni chrani konce DNA pfed mechanismy, které
detekuji a opravuji poSkozenou DNA (GRIFFITH et al. 1999). Velikost T-smycky neni u
vSech organismi stejna, pohybuje se od 0,3kb u trypanozomy (MUNOZ-JORDAN et al.
2001) az po 50kb u hrachu setého (CESARE et al. 2003). Piedpoklada se, Ze na utvareni T-
smycky se podileji telomerické proteiny. Prozatim neni jasné, zda je T-smycka zachovédna

Vv pribehu celého bunééného cyklu (PALM & LANGE 2008).

Obr. 6: Schématické  zndzornéni
dvouvlaknové telomerické DNA
zakoncené T a D smyckou (pfevzato
z VERDUN & KARLSEDER 2007)

3.4.1.1. Sekven¢ni motivy kratkych telomerickych repetic
U Zivocichl (viz obr.7), rostlin, hub a protist byly doposud objeveny rtizné motivy

kratkych telomerickych repetic (ZAKIAN 1995). VétSinou jsou velmi konzervativni, t.
stabilni vramci celych velkych fylogenetickych skupin. Lidsky telomericky motiv
predstavuje sekvenci (TTAGGG), (MOYZIS et al. 1998), ktera byla vzapéti nalezena i u
ostatnich obratlovcti (MEYENE et al. 1989). Hlistice maji konzervovany motiv (TTAGGC),,
(MULLER et al. 1991; NIEDERMAYER & MORITZ 2000; AHN & WINTER 2006), dal$im
rozsifenym motivem je (TTAGG), sekvence, kterd je pravdépodobné ancestralni u ¢lenovci
(OKAZAKI et al. 1993; SAHARA et al. 1999; VITKOVA et al. 2005). Pro vétsinu rostlin je
typickym motivem (TTTAGGG), (COX et al. 1993; FUCHS et al. 1995).
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Cephalochordata

Obr. 7: Fylogeneze telomerickych repetic

u bilaterii (trojlistych) zastoupenymi ve r“re b rata
bezlebeénymi (Cephalochordata), =

obratlovci  (Vertebrata),  ostnokoZci EC h ino d ermata
(Echinodermata), plosténci

(Platyhelmintes), m&kkysi (Mollusca), Plafyhe|min1-he5
krouzkovci (Annelida), hlisticemi

(Nematoda), drapkovci (Onychophora), M OI ILI sca

zelvuskami  (Tardigrada) a  clenovci
(Arthropoda). Zelené¢ jsou vyznaceny

skupiny  sprevahou  (TTTAGGG), Annelida

motivu, oranzové skupina s (TTAGGC),
motivem, cCerven¢ skupina s pievahou

(TTAGG), motivu a modie skupina Onychophor‘a

Sneznamym  telomerickym  motivem.

(ptevzato z VITKOVA et al. 2005) Tardi grad a
Arthropoda

3.4.1.1.1. ,,Obratlov¢i“ motiv telomerickych repetic

Tzv. obratlovéi motiv (TTAGGG)n je pravdépodobné ancestrdlnim telomerickym
motivem pro viechny Zivogichy patiici mezi Bilateria ( = trojlisti) (VITKOVA et al. 2005;
TRAUT et al. 2007). Kromé¢ obratlovcii byl nalezen u mnoha dalsich zivoc¢isnych skupin, jako
jsou napt. bezlebe¢ni (CASTRO & HOLLAND 2002), plasténci (LAIRD & WEISSMAN
2004), ostnokozci (PLOHL et al. 2002), plosténci (HIRAI & LOVERDE 1996; JOFFE et al.
1998), krouzkovci (JHA et al. 1995; VITTURI et al. 2002), m&kkysi (VITTURI et al. 2000;
WANG & GUO 2001) a drapkovcei (VITKOVA et al. 2005). Dalsi dva motivy vyskytujici se
u trojlistych, napt. (TTAGGC)n a (TTAGG)n, se pravdépodobné vyvinuly z ,,obratlov¢iho®
motivu (VITKOVA et al. 2005). Motiv (TTAGGG)n byl také nalezen u bazalnich metazof,
konkrétné¢ u trubének a nékterych zastupcli kment dvojlistych - Zahavcil, Zebernatek,
vlockovcl a houbovcl, je tedy mozné, Ze se jednd o ancestralni motiv vSech metazoi

(TRAUT et al. 2007).

3.4.1.1.2. Telomerické repetice u ¢lenovcu
Ackoli se u vétSiny cClenovell vyskytuje telomericky motiv (TTAGG),, existuji i

nekteré vyjimky, které jej sekundarné ztratily (TRAUT et al. 2007). Mezi né patii dvouktidli,
ktefi pravdépodobné v pribéhu evoluce ztratili geny pro telomerdzu a u kterych se tedy
musely vyvinout alternativni mechanismy pro prodluZzovani telomerické DNA (BIESSMANN
& MASON 1997). Napt. u pakomara rodu Chironomus a komara rodu Anopheles jsou na
koncich chromozomti dlouhé satelitni repetice (ROSEN & EDSTORM 2000; WALTER et al.
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2001). U Drosophila melanogaster se setkavame s non-LTR retrotranspozony (MASON &
BIESSMANN 1995). (TTAGG)n motiv byl prozatim v ramci kmene ¢lenovci prokazan u
zastupct Sestinohych (vidlicnatky a chvostoskoci), koryst (rakovci, kapfivci, jazyCnatky a
zabronozci), stonozkovcii (mnohonozky a stonozky), nohatek a vétSiny klepitkatcti (Stirenky,
amblypygidi, rozto¢i, sekadi, §tifi, §tirci a solifugy) (VITKOVA et al. 2005). U blizce
ptibuznych skupin ¢lenovc, coz jsou zelvusky a drapkovei, motiv (TTAGG), nalezen nebyl,
coz by znamenalo, Ze mohl vzniknout jiz pozdnim prekambriu (VITKOVA et al. 2005). U
pavoukl prozatim nebylo zjist€no, co by mohlo tvofit jejich telomerickou DNA. Pfitomnost
motivu (TTAGG), i ,obratlov¢iho“ motivu byla vylouena u zastupcu infrafadi
Araneomorphae (SAHARA et al. 1999) a Mygalomorphae (VITKOVA et al. 2005).

3.4.1.2. Intersticialni telomerické repetice
U nékterych organismli se mohou telomerické motivy nachdzet nejen na koncich

chromozom, ale i v jejich vnitfni ¢asti. Tyto telomerdm podobné repetice se nazyvaji
intersticidlni nebo interchromozomalni telomerické sekvence (ITSs), Pii prvnim pokusu o
jejich detekci byly objeveny u 55 ze 100 vybranych druht savet, ptaki, plazi a obojzivelniki
(MEYNE et al. 1990). Pozdé&ji byly nalezeny i u dalSich eukaryot (SCHUBERT et al. 1995;
KILIAN et al. 1999; UCHIDA et al. 2002; TEK & JIANG 2004) a rozdéleny do né€kolika
typt na zakladé jejich pozice na chromozomech, délky a zptsobu vzniku (BOLZAN &
BIANCHI 2006; LIN & YAN 2008; RUIZ-HERRERA et al. 2008). U c¢lovéka byly objeveny
tf1 typy ITSs, a to 1) kratké ITSs s nékolika malo aZ dvaceti opakovanimi, 2) subtelomerické
ITSs s nékolika stovkami pard bazi tandemovych repetic, pficemz mnohé z nich maji zménu
V jednom nebo vice nukleotidech, a 3) fuzni ITSs, které vznikly fizi chromozomt a vytvotily

tak obracené repetice (AZZALIN et al. 2001).

Z Cisté¢ cytogenetického hlediska lze ITSs rozdelit do dvou skupin (RUIZ-
HERRERA et al. 2008). Prvni z nich jsou heterochromatinizované ITSs (het-ITSs), které jsou
asociovany s konstitutivnim heterochromatinem, nachdzi se vétSinou v blizkosti centromery a
mohou obsahovat az n¢kolik stovek tisic parti bazi DNA, ktera je podobna telomerické DNA.
Jejich pfitomnost v genomu miZe zptsobovat chromozomalni nestabilitu (BOLZAN &
BIANCHI 2006). Pifedpoklada se, ze mohou vznikat pomoci Robertsonovych nebo
tandemovych fuzi, klouzanim DNA polymerazy, inverzemi a translokacemi. Jejich pfitomnost
muzeme ocekavat také v mistech chromozomalnich zloml a rozpadi chromozomi (RUIZ-

HERRERA et al. 2008).
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Druhou skupinu tvoti kratké ITSs (s-ITSs), které piedstavuji telomerické repetice
dlouhé od nékolika malo az do stovek parti bazi. Mohou byt rozsifené po celém chromozomu,
ale nékteré s-1TSs vytvari specifické shluky, které se nachézeji v subtelomerické oblasti a jsou
V uspoiadani head-to-tail, coz naznacuje, ze mohly byt dovniti chromozomu vlozeny pomoci
transpozice nebo nasyntetizovany telomerdzou pii oprave dvouvlaknovych zlomt (RUIZ-

HERRERA et al. 2008).

V mnohych studiich bylo dokézdno, ze ITSs jsou mistem, ve kterych dochazi
mnohem castéji ke zlomiim, rekombinacim, prestavbam a amplifikacim (BERTONI et al.
1994; SLIJEPCEVIC et al. 1996; KILBURN et al. 2001), kromé toho mohou byt soucasti
oprav DNA a regulace genové exprese (GLOVER & STEIN 1988; BALAJEE et al. 1994;
TREMOUSAYGUE et al. 1999; RIVERO et al. 2004).

3.4.1.3. Zpisoby detekce telomerickych repetic
Mezi metody slouzici k detekci a kvantifikaci telomerickych repetic patii Southern

blot, kvantitativni PCR, pritokova cytometrie, fluorescencni hybridizace in situ (FISH), in
situ znaCeni DNA s primerem (PRINS), single telomere lenght analysis (STELA) a
hybridization protection assay (SALDANHA et al. 2003; BAIRD 2005; FAJKUS et al. 2005;
LIN & YAN 2005). Ne vSechny z téchto metod mohou byt pouzity pro detekci ITSs protoze
tyto sekvence mohou byt nékdy velmi kratké a obsahovat nukleotidové zamény (LIN & YAN
2005). Kdetekci ITSs mize byt pouzita klasickda FISH, ktera vyuziva syntetickych
oligonukleoproteinovych sond (MEYNE et al. 1990). Jeji velmi citlivou modifikaci je PNA-
FISH, kde je cukrfosfatova kostra nahrazena polyamidovou kostrou, kterd je odolna proti
DNazam, RN4zam, proteindzdm a peptidazam (PELLESTOR & PAULASOVA 2004) a diky
svému neutrdlnimu ndboji pronika lépe do chromozomu. PNA-FISH mize byt pouZita i
ke stanoveni délky telomerickych repetic, a to napf. pomoci kvantitativni FISH (Q-FISH)
(BAIRD 2005). Orientaci telomerické sekvence na chromozomu lze zjistit pomoci tzv.
Chromosome-Orientation FISH (CO-FISH) (princip viz obr. 8) (GOODWIN & MEYNE
1993). Metodou CO-FISH Ize odlisit jednotlivé typy telomerickych fuzi a detekovat sesterské
vymeény chromatid v oblasti telomer (T-SCEs) (BAILEY et al. 2004). Alternativni metodou k
FISH je detekce telomerickych repetic pomoci PRINS. Jako sonda slouzi v tomto ptipadé
neznacena syntetickd DNA komplementarni k telomerické repetici, kterd slouzi jako primer
pro DNA polymerazu zafazujici nukleotidy znacené pomoci haptenu nebo fluorochromu

(KOCH 2003). Tato metoda je oproti klasické FISH rychlejsi a nevytvaii nespecifické
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hybridizace, proto je velmi vhodna pro detekci telomerickych repetic a ITSs (YAN et al.
2004; YAN et al. 2007).

Obr. 8: Detekce telomerickych repetic -
s rozliSenim jejich orientace metodou CO-FISH. . . I

Bunééna kultura je po dobu jednoho bunééného " ‘ ‘ ‘ \

cyklu péstovana s BrdU (bromdeoxyuridin, 5]
analog thymidinu). V mitoze jsou buiky
sklizeny a fixovany na sklech s pfidanim
fluorescen¢niho barviva Hoechst 33258. Po
osviceni UV svétlem se vytvofi jednovlaknova

pferuseni ve vlaknech DNA obsahujicich

inkorporovany BrdU, tato pferuseni jsou

roz§itena exonukleazou III. Timto procesem se
odstrani nové syntetizované vldkno DNA a ztstanou dvé ptivodni vladkna, v kazdé chromatidé chromozomu je
nyni jen jedno vlakno DNA. Jednovlaknova sonda hybridizuje s komplementarni telomerickou DNA. Na kazdé
chromatidé se tak vizualizuji pouze dva signaly, na rozdil od klasické FISH, pfi které pozorujeme ctyfi signaly.
Metoda CO-FISH vyuziva dvou rizné barevnych sond, z nichZ jedna naseda na vlakno telomerické DNA bohaté

na G, druh4 na vldkno telomerické DNA bohaté na C (pievzato z BAILEY et al. 2004)
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4. Material a metody

4.1. Material

V této praci jsem studovala dvanact druhti biCovcel, dva druhy bi¢natctli, po jednom

druhu z fadu kratkochvostli a roztoCovci a dva zastupce z fadu pavoukid (viz tab. 1).

Exempléate byly ziskany od
chovatelu, na burzach
terarijnich zvifat nebo pifimym

odchytem

béhem

ve volné¢  piirode

expedic. Pavoukovci
byli chovani v nasi laboratofi
V pfiméfené velkych
plastovych boxech, né&které
tropické druhy jsme umistili do
termostatu s regulaci teploty.
V chovnych boxech jsme se
snazili imitovat podminky,
které maji jednotlivé druhy ve
svém domovském prostiedi
pomoci substratu udrZujiciho
vlhkost a listi nebo kury
stroml. Hlavné u bicovct bylo
tteba dbat na to, aby méli
dostate¢né velky kus vertikalné
umisténé ktry pro
bezproblémové svlékani. Pro
sklipkoSe zase byla podstatna
silnd vrstva substratu, aby si
mohli  vytvaret

chodbicky.

podzemni

R4d: BICOVCI
Celed' Druh Pdvod (sbératel)
Phrynidae Paraphrynus cubensis Kuba, Havana

Paraphrynus aff. mexicanus

Mexiko, stat Morelos,
Anenecuilco

Acanthophrynus coronatus

Mexico, stat Morelos,
Anenecuilco

Phrynus whitei

Kostarika, severné od
Liberia, Cuajiniquil
(V. Sejna)

Heterophrynus elaphus

Peru

Phrynichidae

Damon medius

Senegal, Zinguinchor
(S. Huber)

Euphrynichus bacillifer

z chovu (M. Seiter)

Phrynichus ceylonicus

Sri Lanka

Phrynichus deflersi arabicus

Saudska Arabie

Phrynichus dhofarensis

z chovu, Oman
(P. Weygoldt)

Phrynichus orientalis

Thajsko

Charontidae

Charon grayi

Filipiny, ostrov
Negros (M. Seiter)

R4d: BICNATCI

Celed Druh Pavod

Thelyphonidae |Thelyphonus sp. Indonésie, Lombok
Typopeltis sp. Malajsie

R4d: KRATKOCHVOSTI

Celed Druh Pavod

Hubbardiidae |Stenochrus sp. Mexiko, stat

Veracruz, pohoti Los
Tuxtlas, biologicka
stanice UNAM

Rad: ROozTOCOVCI

Celed Druh Pavod

Ricinoididae |Pseudocellus gertschi Mexiko, stat
Veracruz, pohoti Los
Tuxtlas, biologicka
stanice UNAM

R4d: PAVOUCI

Celed Druh Pavod

Liphistiidae Liphistius sp. nov. Malajsie

Pholcidae Pholcus phalangioides CR, Praha

Tab. 1: Seznam studovanych druhii a jejich lokality resp. zemé ptavodu.
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Exemplafe pro vyrobu preparatu jsem vybirala pokud mozno v subadultnim nebo adultnim
stadiu. Vétsina druhii postradala pohlavni dimorfismus nebo byl dimorfismus nezfetelny, bylo
tudiz obtizné odlisit samce od samic. Pohlavi bylo tedy spolehlivé uréeno az pfi samotné pitve
podle typu gonad. U samct bylo mozné v subadultnim a adultnim stadiu zachytit meiotické

déleni.

4.2. Metody
4.2.1. Vyroba chromozomovych preparatia

Chromozomové preparaty byly pfipraveny modifikovanou roztérovou metodou
(TRAUT 1976). Pavoukovci byli nejprve usmrceni, a to tak, ze byli vlozeni na nékolik minut
(v zavislosti na jejich velikosti) do mraznic¢ky. Poté z nich byly pod stereolupou (Nikon) ve
fyziologickém roztoku pro motyly rodu Ephestia (LOCKWOOD 1961) vypitvany gonady,
stteva a piipadné 1 dal$i orgdny s vysokou frekvenci délicich se buné€k jako jsou napft. piidatné
zlazy u néckterych bicovei. Tkan se nasledné hypotonizovala 15 az 20 minut v 0,075M
roztoku KCl p.a. (Lachema) a poté tfikrat fixovala v Cerstvé pfipravené smési methanolu p.a.
(Merck) nebo ethanolu p.a. (Sigma-Aldrich) a kyseliny octové p.a. (Merck) v poméru 3:1.
Doba prvni fixace byla 6 min, druhé 10 min a tfeti minimalné¢ 20 min. Po fixaci byl na
vycCisténé podlozni sklicko prenesen pfiméfené velky kousek tkan€ a pasterkou se k nému
pridaly 3-4 kapky disociacniho roztoku (60% kyselina octova). Pod stereolupou byla pomoci
wolframovych jehel ztkané vytvofena suspenze bunék a sklicko bylo pfeneseno na
histologickou ploténku o teploté 40 °C. Suspenze bunék byla roztirana po povrchu sklicka
pomoci wolframové jehly do té doby, nez se téméf odpafila a jeji zbytek byl sklepnut na
filtra¢ni papir. Kvalita preparatti byla kontrolovana pod fazovym kontrastem v mikroskopu
(Olympus). Tkan pro preparaty urcené k C-pruhovani byla fixovana vzdy smési methanolu a
kyseliny octové a preparaty byly vyrabény na histologické ploténce o nizsi teploté (35 °C),

aby bylo minimalizovano poskozeni chromatinu.

Preparaty se mohly barvit az dalsi den, a to 27 min 5% roztokem Giemsy (Merck)
v Sorensenove pufru (pH = 6,8), nebo byly uskladnény v lednicce pro dalsi experimenty jako
C-pruhovani ¢i stiibfeni. Vysoce kvalitni skla ur¢end pro FISH a CGH byla odvodnéna

Vv ethanolové fadé (70%, 80%, 96%) a uskladnéna v hlubokomrazicim boxu pfi -75°C.

Preparaty obarvené Giemsou a preparaty po stiibfeni byly pozorovany mikroskopem
Olympus BX 50. Vhodné figury byly fotografovany pod imerznim objektivem 100x CCD
kamerou DP71 a programem CellD (Olympus). Fluorescenéné znacené preparaty byly
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pozorovany ve fluorescenc¢im mikroskopu Olympus IX81 a fotografovany vysoce citlivou
CCD kamerou (Hammatsu) v programu Cell*R (Olympus). Fluorescenéné pruhované
preparaty byly pozorovany ve fluorescenc¢nim mikroskopu Olympus AX70 a fotografovany
CCD kamerou. Ziskané snimky byly upraveny v programech Adobe Photoshop Elements 5.0
a Corel PHOTO-PAINT X5.

U nékterych skupin tetrapulmonatii nejsou v metafazi mitotického d€leni zietelné
primarni konstrikce, které jsou dulezité pro stanoveni morfologie chromozomt. Karyotypy
byly tedy sestaveny z metafazi druhého meiotického déleni, a to v programu Corel Photo
Paint X5. U né¢kterych druhti se ale nevyskytovaly ani vhodné figury v metafazi II, proto u
nich uvadim pouze diploidni pocet chromozomi a jejich pfibliznou morfologii. U druhil
s vhodnymi metafazemi II byly v programu ImageJ (Levan plugin) méfeny 4 reprezentativni
figury, pficemz chromozomy kazdé z nich byly proméfovany ttikrat. Timto zpisobem byla
zjiSténa relativni délka jednotlivych chromozomovych part a jejich centromerické indexy.
Relativni délka chromozomu se vyjadiuje v procentech z celkové délky vSech chromozomu v
karyotypu. Centromericky index je pomér delsiho raménka (q) ke krat§imu raménku (p).

V praci byla pouzita Levanova klasifikace morfologie chromozomi (LEVAN et al. 1964).

4.2.2. Pruhovaci techniky

4.2.2.1. Detekce jadérek dusi¢nanem stiibrnym
Tato metoda byla pouzita pro detekci jadérek. Byla provadéna podle protokolu

HOWEL & BLACK (1980) s modifikacemi podle DOLEJS (2011). Aplikovana byla jak na
preparaty obarvené Giemsou, tak 1 na neobarvené preparaty Na sklicko byly sklenénou
tyCinkou naneseny tii kapky 2% Zelatiny (roztok zelatiny byl okyselen pfed pouZitim 1ml kys.
mravenc¢i) a 7 kapek 50% AgNOs;, které byly smichdny a jemné rozetfeny po celé plose
sklicka. Preparat se zakryl krycim sklickem a pienesl se na histologickou ploténku o teploté
50 °C, na kterou byly polozeny Ctyii vrstvy buniCiny. Po asi 6 min, kdyz ziskal preparat
cibulové zlutohnédé zabarveni, bylo sklicko smyto pod proudem studené vody. Po oschnuti

jsem skla mohla pozorovat pod mikroskopem.

4.2.2.2. C-pruhovani
Metoda C-pruhovani se pouziva k vizualizaci konstitutivniho heterochromatinu

(SUMNER 1972). Preparaty, které jsou pro tuto metodu pouzity, by mély byt 3-5 dni staré.
Prvnim krokem bylo vlozeni preparati do inkubatoru (60 °C, 1 hod). Po ochlazeni na
pokojovou teplotu byly ponofeny na 45 min do 0,2M roztoku HCI (Penta) a poté oplachnuty

v destilované vodé. Preparaty byly suseny 2 hod pifi pokojové teploté. Nasledovala
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denaturace, pii které byla skla ponofena na 3-5 min do kyvety s roztokem Ba(OH), (Lachema)
(ve vodni lazni o teploté¢ 40 °C, ). Aby bylo zabranéno vysrdzeni uhli¢itanu barnatého na
preparatech, byla skla po vyjmuti z roztoku Ba(OH), omyta nejprve v kadince s destilovanou
vodou o teploté 40 °C a poté v kadince s destilovanou vodou o pokojové teploté. Preparaty
byly opét suSeny pii pokojové teplote, a to 2,5 hod. Nasledovala renaturace chromozomové
DNA na sklech: preparaty byly ponofeny do kyvety s 2xSSC ve vodni 1azni (75 min, 60 °C).
Poté byly znovu omyly v destilované vod¢ a suSeny pies noc pii pokojové teploté. Skla mohla
byt barvena nejdiive nasledujici den. K barveni byl pouzit 5% roztok Giemsy (Merck)

v Sorensenové pufru (pH = 6,8) (75 min).

4.2.2.3. Fluorescené¢ni pruhovani
Metodou fluorescen¢niho pruhovéani byly vizualizovany AT a GC bohaté oblasti

DNA chromozomi. V nasem piipadé byl jako GC specificky fluorochrom pouzit
chromomycin A3 (Sigma-Aldrich) a jako AT specificky fluorochrom DAPI (Sigma-Aldrich).
Fluorescen¢ni pruhovani bylo provedeno podle protokolu MAYR et al. (1985) a SOLA et al.
(1992). Preparaty byly nejprve dehydratovany v ethanolové fadé umisténé na ledu (2 min
v kazdé kyvet€). Po oschnuti se byla skla pfemisténa na 10 min do pufru Mcllvain (roztok
kys. citronové a hydrogenfosfore¢nanu sodného) obohaceného o MgCl, (pH=7). Nasledné
bylo na preparaty naneseno 150ul chromomycinu A3, skla byla pfekryta krycimi sklicky a
inkubovana 15 min ve vlhké komurce pfi teploté 37 °C. V dalSim kroku byla skla promyta
v ¢istém pufru Mcllvain, poté byla odstranéna kryci skli¢ka a preparaty byly ponofeny na 15
min do methylzelené¢ (35mg methylzelené¢ v 100ml pufru Mcllvain). Po dal$sim oplachu skel
v ¢istém pufru Mcllvain se na skla naneslo DAPI (S5ul DAPI ve 100ml pufru Mcllvain).
Preparaty byly piekryty krycimi sklicky inkubovany ve tmé po dobu 20 min pii pokojové
teploté. Skla byla opét omyta v Cistém Mcllvainové pufru, osuSena filtranim papirem.
Nakonec na n€ bylo naneseno 40ul glycerolu, ktery byl pouzit jako montovaci medium. Poté

se preparaty piekryly krycimi skly, roztok pod krycim sklem byl uzavien lakem na nehty.

4.2.3. Fluorescenc¢ni hybridizace in situ (FISH)
Metoda FISH je zalozena na tom, Ze hybridizuje znacena sonda s cilovou DNA na

zaklad¢é komplementarity bazi.

Sondy pro vSechny typy FISH ptipravoval RNDr. Petr Nguyen z laboratofe molekularni
cytogenetiky Entomologického ustavu AV CR v Ceskych Budgjovicich. Metoda CGH byla
provadéna v Ustavu Zivo¢idné fyziologie a genetiky AVCR v Libéchové se znaénym

pfispénim Mgr. Alexandra Sembera.
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4.2.3.1. Detekce NORi pomoci 18S rDNA FISH s nepfimo znac¢enou sondou
Prvnim krokem metody fluorescen¢ni hybridizace in situ (FISH) je vyroba piislusné

sondy. Sonda pro detekci NORU byla piipravena z genomické DNA (gDNA) pavouka druhu
Dysdera erythrina. Pro izolaci gDNA byla pouzita chloroform/fenol/izoamylalkoholova
extrakce (GRAHAM 1978) a izolovana gDNA pot¢ slouzila jako templat pro polymerazovou
fetézovou reakci (PCR). Primery pro PCR reakci byly na zakazku ptipraveny firmou Generi
Biotech (Hradec Kralové, CR) a mély tyto sekvence: 18S-Aranea-forward primer (5'-
CGAGCGCTTTTATTAGACCA - 3°) a  18S-Aranea-reverse  primer (5'-
GGTTCACCTACGGAAACCTT — 3"). PCR reakce o objemu 25ul obsahovala 1x Ex Taq
pufr a 2 jednotky TaKaRa Ex Taq HS DNA polymerazy (Takara, Otsu, Japan), 200umol
dNTP/ul mixu, 500nmol kazdého primeru/pl a 100ng templatové gDNA. PCR reakce
probéhla ve 35 cyklech nasledujicim zptisobem: denaturace pii 94 °C, 1 min, nasedani
primert pii 50 °C, 1 min a prodluzovani fetézce pii 72 °C, 1 min. Uvodni denaturace byla
prodlouzena na 3 min a prodluzovani fetézce v poslednim cyklu bylo prodlouzeno na 5 min.
Produkt, ktery vznikl PCR reakci, byl rozdélen na 1% agarézovém gelu. Poté byl vyfiznut
prouzek, ktery odpovidal hledané sekvenci, byl extrahovan kitem QIAquick Gel Extraction
Kit (Qiagen, GmbH), nacez byl pouzit jako templat pro amplifikaci v dal§i PCR. Vysledny
produkt byl oznafen nick translaci, a to pomoci biotin-14-dATP s vyuzitim kitu Bionick

Labeling System (Invitrogen, Life Technologies).

K'sond¢ znacené¢ 18S rDNA biotinem byla pfidana DNA zlososich spermii o
koncentraci ¢ = 10ug/ul (Sigma-Aldrich), na jeden preparat bylo pouzito 1pl sondy a 2,5ul
DNA lososich spermii. V dalsim kroku bylo nutné sondu precipitovat, coz bylo zajisténo
piidanim pfedchlazeného Na-acetatu a 96% ethanolu (oba -20°C), smés byla nasledné uloZena
v hlubokomrazicim boxu (-75°C). Mnozstvi Na-acetatu odpovidalo 1/10V a ethanolu 2,5xV,
kde V je soucet objemu sondy a DNA lososich spermii. Po jedné hodin€ byla smés vyndana z
boxu a centrifugovana pii 13 tis. ota¢ek/min po dobu 20 min. Poté byl odstranén supernatant a
pfidan 70% ethanol, jehoZ mnoZstvi odpovidalo minimaln€¢ 4xV. Nasledovala opét
centrifugace, tentokrate 13 tis. otdc¢ek/min po dobu 15 min a znovu odstranéni supernatantu.
Hybridiza¢ni smés byla vlozena do termomixu o teploté 37 °C na 3 min, aby se odpafil zbyly
ethanol. Po vysuSeni byla sonda rozpusSténa ve 100% deionizovaném formamidu (Sigma-
Aldrich), opét v termomixu o teploté 37 °C (po dobu 30 min pfi neustalém tfepani). Poté byl
pfidan 20% dextran sulfat, smés byla kratce centrifugovana, vortexovdna a na Smin vloZena

do vodni 14zné o teploté 95 °C, kde se denaturovala. Po uplynuti 5 min byla rychle vlozena do
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ledu, aby nedoslo k jeji renaturaci. Mnozstvi piidaného formamidu a dextran sulfatu bylo

totozné, a to Sul na preparat.

Soucasné s ptipravou hybridiza¢ni smési probihala i ptiprava skel pro hybridizaci.
Preparaty byly odvodnény ve vzestupné ethanolové fadé (70%, 80%, 96%) (Merck) a skla se
nechala oschnout. Pro odstranéni RNA byly pouzity na kazdé sklo 2ul RNazy A (c=
10mg/ml) (Biotech), 10ul 20xSSC a 88ul redestilované vody. Skla byla zakryta krycimi
sklicky a inkubovana 1 hod pfi teploté 37°C. Poté byla omyta 2x v kyvetadch s 2xSSC ve

vodni 1azni o teploté 37°C po dobu 5 min.

V ptipadé, ze bylo zapotiebi ze skel odstranit cytoplazmu (v naSem pfipadé
konkrétn¢ u kratkochvostii a rozto¢ovcil), mohla byt kdykoli provedena inkubace v proteinaze
K. Nejprve byly preparaty vloZzeny na 4 hodiny do inkubétoru o 65 °C a to z toho divodu, aby
po inkubaci s proteinazou K nedochazelo k uvolnéni materidlu ze skel. Poté byla skla
pfemisténa na 5 min do kyvety s 40ml 1xPBS a 2ul proteinazy K (20mg/ml) (Sigma-Aldrich).
Nasledné byla promyta 2x po 5 min v kyvetach s 1x PBS. VSechny tfi kyvety byly umistény

ve vodni lazni o 37 °C.

Dalsim krokem bylo vlozeni skel na 30 min do kyvety s 6ml 50x Denhardtova
¢inidla a 54ml redestilované vody. Kyveta byla ve vodni 14zni o 37°C se zapnutym tfepanim.
Nasledné byla skla pfemisténa do kyvety s 28ml formamidu FLUKA p.a. (Sigma-Aldrich),
4ml 20xSSC a 8ml redestilované vody, ktera byla ve vodni lazni o teplot¢ 68°C. Po trech
minutach byla skla rychle vloZena na 1 min do 70% ethanolu, ktery byl vychlazen na -20 °C
a dale odvodiiovana v 80% a 90% ethanolu po 30 s. Kdyz byly preparaty oschlé, na kazdy
Z nich bylo aplikovéano 10 - 20ul hybridiza¢ni smési. Preparaty byly nasledné piekryty krycim
sklickem. Okraje kryciho skla byly pfitmeleny k podloznimu sklu Rubber cementem
(Marabu). Preparaty byly jeden den inkubovany ve tmé& pfi teplot€¢ 37 °C v hybridizacéni

komdirce s filtraénim papirem napusténym 2x SSC.

Naésledujici den byl odstranén Rubber cement a na kazdy preparat bylo pouzito asi
500ul 2,5% BSA (Fluka)/ 4x SSC, aby doslo k vyblokovani nespecifickych vazebnych mist
pro nasledné aplikované protilatky. Poté byl preparat prekryt krycim sklickem a vloZen na 20
min do hybridiza¢ni komirky s filtracnim papirem napuSténym 2x SSC. Nasledné byla kryci
sklicka odstranéna. Na kazdé sklo bylo ptidano 100ul smési obsahujici 0,1ul streptavidin-Cy3
(Jackson Immuno Research Laboratories) ve 100ul 2,5% BSA/4x SSC. Po 30 min inkubace
Vv hybridiza¢ni komiirce byly preparaty vlozeny do kyvet s 0,1% Tween 20/4x SSC, inkubace

34



probihala ve vodni ldzni (37 °C) za neustalého tiepani po dobu 3x 3 min. Opét nasledovalo
zablokovani reakce pomoci 2,5% BSA v 4x SSC po dobu 20 min. Poté bylo na kazdé sklo
pfiddino 52ul smési obsahujici 50ul 2,5% BSA v4x SSC a 2ul biotynylovaného
antistreptavidinu (Vector Labs, Inc.) z divodu zesileni intenzity primarniho signalu. Inkubace
s antistreptavidinem probihala v 37 °C po dobu 20 min. Nasledn¢ opét probéhlo promyvani
v kyvetach s0,1% Tween 20, reakce na sklech byla znovu zablokovana pomoci BSA.
Nasledovalo opétovné zesileni signalu pomoci streptavidinu a opétovna inkubace skel
vV Tween 20. Po oschnuti byly chromozomy na preparatech podbarveny pomoci DAPI
procesem, ktery zahrnoval promyvani v sérii roztokll v kyvetadch ve vodni 1azni za neustalého
tiepani. Nejprve byly preparaty vlozeny do kyvety s 1% Triton X (Sigma-Aldrich)/1x PBS po
dobu 5 min. Poté byly na 8 min pfemistény do kyvety s roztokem, ktery obsahoval 100ul
DAPI (Sigma-Aldrich) v 40ml 1% Triton X/1x PBS. Nasledné byla skla promyta po dobu 2-5
min v 1% PhotoFlo (Sigma-Aldrich)/1x PBS. Nakonec byla vlozena na 1 min do kyvety
s roztokem 1% PhotoFlo/redestilovana voda. Po oschnuti bylo na preparaty ptidano 20-25ul
antifade DABCO (Sigma-Aldrich, vyrobené podle protokolu MEDIOUNI et al. 2004),
preparaty byly pfekryty krycim sklickem. Piebytky byly vytlaceny pomoci filtraéniho papiru,
okraje kryciho skla byly pfitmeleny k podloZznimu sklu lakem na nehty. Poté bylo mozné skla

prohlizet pod fluorescenénim mikroskopem.

4.2.3.2. Telomericka FISH s nepiimo znacenou sondou
Sonda pro detekci telomerického motivu (TTAGG), byla pfipravena metodou

beztemplatové PCR podle SAHARA et al. (1999). Pro tuto metodu byly navrZzeny dva
primery, 5-TAGGTTAGGTTAGGTTAGGT-3" a 5'-CTAACCTAACCTAACCTAAC-3’,
které na zakazku ptipravila firma Generi Biotech (Hradec Kralové, CR). Vzhledem k tomu, Ze
primery obsahuji nékolik tandemové uspotfadanych repetic telomerické sekvence, s velkou
pravdépodobnosti na sebe nasednou nerovnomérné za vytvofeni duplexu s pfesahujicimi
jednovlaknovymi useky DNA. Diky tomu je vytvofen piimo komplex primer:templat. PCR
reakce o objemu 20ul obsahovala 50 mmol/ul KCI, 10 mmol/ul Tris-HCI (pH 8.3), 1,5
mmol/pul MgClp, 200 pmol/ul kazdého typu dNTP, 0,5 pmol/pl kazdého z primert a 2
jednotky Taq DNA polymerazy (GibcoBRL, Life Technologies Inc.). Pocatecni cyklus, kdy
denaturace probihala 90 s pii teploté¢ 94 °C, byl nasledovan 30 cykly, kazdy se skladal z
denaturace pii 94 °C po dobu 45 s, nasedani primert pii teploté 52 °C po dobu 30 s a
prodluzovani fetézce pii 72 °C po dobu 1 min. Zavérecné prodlouzeni fetézce pak trvalo 10

min. Vyslednym produktem byla heterogenni smés molekul DNA o délce okolo 1kb. Sonda
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byla znaCena neptimo, s vyuzitim biotinylovaného dATP (biotin-14-dATP) metodou nick
translace s vyuzitim kitu Bionick Labeling System (Invitrogen, Life Technologies) podle
protokolu vyrobce. Naslednd FISH probihala totoznym zptisobem jako FISH pro detekci
NORU.

4.2.3.3. Telomericka FISH s pi‘imo znacenou sondou
Ptiprava piimo znaCené sondy se li§i pouze tim, Ze pfi nick translaci misto

biotinylovanych nukleotidi pouzijeme nukleotidy s pfimo navazanym fluorochromem,
v naSem piipadé¢ dCTP-Cy3 (Amersham Life Science) s vyuzitim kitu Nick Translation Mix

(Roche Diagnostics GmbH) podle protokolu vyrobce.

Hybridiza¢ni smés se pfipravuje stejn¢ jako v pfedchozich piipadech. Ptiprava skel vSak byla
mnohem jednodussi. Nejprve byly preparaty odvodnény vzestupnou alkoholovou tadou (70
%, 80 %, 96 %) a poté se nechaly oschnout. Nasledna denaturace preparatti probéhla v 70%
formamidu/2xSSC ve vodni lazni (68°C, 3,5 min.). Skla byla poté ihned pienesena do
vychlazeného 70% ethanolu (1 min.) a poté do 80% a 90% ethanolu (30 s, RT). Po oschnuti
skel bylo mozné nanést na né¢ hybridiza¢ni smés, piekryt je krycim sklickem a jeho okraje
uzaviit Rubber cementem. Inkubace probihala 3 dny ve tmé v 37 °C v hybridiza¢ni komtrce

s filtraénim papirem napusténym 2x SSC.

Po tfech dnech byl odstranén Rubber cement a skla byla inkubovéana v kyvetach s 1%
roztokem Triton X-100/0 vix SSC. Prvni kyveta byla v pokojové teploté, druha ve vodni
lazni o teploté 62 °C. Inkubace v prvni kyveté usnadnila odstranéni Rubber cementu, v druhé
byla skla ponechana po dobu 5 min za neustdlého tfepani. Nasledovalo barveni stejnym
zpasobem jako pti FISH pro detekci NORU nebo telomerické FISH s nepfimo znacenou

sondou.

4.2.3.4.CGH
Pouzita metoda CGH byla kombinaci nékolika protokold (TRAUT et al. 1999, 2001,

Bl & BOGART 2006) s né¢kolika modifikacemi. Nejprve byla izolovana gDNA obou pohlavi
pomoci chloroform/fenol/izoamylalkoholové extrakce (GRAHAM 1978). Pro ziskani vétsiho
mnozstvi kvalitn€jsi DNA byly pfi této metodé pouzity eppendorfky s Phase Lock Gelem
(PLG) (5 Prime). Kontrola kvality a koncentrace izolované DNA byla provedena na
fluorimetru (Qubit) a spektrofotometricky na NanoDropu (ND-1000 Spectrophotometer).
Pokud byla kvalita DNA vyhovujici, byla z DNA pfipravena sonda a pifipadné i kompetitor.

Sondy byly znaceny neptimo, a to nick translaci pomoci Roche Nick Translation Mix (Roche)
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podle protokolu vyrobce. Modifikovany nukleotid biotin-16-dUTP (Roche) byl detegovan
protilatkou streptavidin-FITC (fluorescein isothiokyanat) (Invitrogen Life Technologies) a
znac¢il sami¢i pohlavi. Digoxigenin-11-dUTP (Roche) byl detegovan protilatkou anti-
digoxenin-rhodamin (Roche ) a znacil sam¢i pohlavi. Nick translace probihala tak dlouho,
dokud sondy nemély pozadovanou velikost 100-500bp (obvykle v rozsahu 6-9 hod.). Aby
nedochézelo k nespecifické hybridizaci, byla z genomové DNA obou pohlavi pfipravena také
specificka kompetitivni DNA. Ta byla z divodu omezeného mnozstvi vstupniho izolatu DNA
amplifikovana pomoci kitu Illustra GenomiPhi V2 DNA Amplification Kit (GE, Healthcare) a
nasledné sonikovana sonikatorem Sonopuls HD 2070 (Bandelin Electric), dokud délka
vyslednych fragmenti nebyla stejnd nebo mensi nez délka fragmenti naznacené sondy.
Hybridiza¢ni smés na jeden preparat obsahovala: 1 pg sondy kazdého hybridizovaného
genomu,10-20 pg neznacené sonikované kompetitivni DNA genomu opacného pohlavi nez
bylo pohlavi exemplafe na prepardtu s kterym jsme pak smés hybridizovali a 100 pg
nespecifické kompetitivni DNA z lososich spermii. Tato smés byla nejprve precipitovana
96% ethanolem, poté promyta 70% ethanolem, vysuSena na vzduchu a resuspendovana ve 25-
30 pul CGH mixu, ktery obsahoval 50% formamid, 10% dextran sulfat, 2x SSC, 0,04M NaPOg4
pufr, 0,1%SDS a Denhardtovo ¢inidlo.

Preparaty pro hybridizaci byly pfipraveny nasledujicim zptisobem. Nejprve byla skla
dehydratovana v 70%, 80% a 96% ethanolu, v kazdém po dobu 3 min. Po uschnuti byly
preparaty umistény na 3 hod do termoboxu (37 °C) - tzv. starnuti skel. Aby nedochézelo
Kk pfilisnému naruSeni chromozomut proteinazou (viz dale), byla skla na dalSich 30 min
umisténa na ploténku o 60°C. Poté byly preparaty na 5 min vlozeny do kyvety s roztokem
2xSSC. V dalsim kroku byla skla inkubovana pfi teploté¢ 37 °C ve 200ng/ml RNaze A (Top
Bio) ve 2xSSC po dobu 90 min. Po omyti skel ve 2xSSC, byly preparaty opét dehydratovany
Vv ethanolové fad¢, poté byla skla inkubovana 5 min v 1x PBS. Cytoplazma byla odstranéna
inkubaci v roztoku pepsinu (50ul pepsinu, 99ml 1IN HCI a 99ml redestilované vody, pii
37 °C, po dobu 3 min). Poté se preparaty vlozily na 1 min do 1xXPBS a znovu byly
dehydratovany v ethanolové fadé. Nasledné byly preparaty umistény na 30-60 min do
termoboxu (37 °C). Preparaty byly denaturovany v 75% formamidu/2xSSC (74-75 °C, 3 min)
a poté opét dehydratovany v ethanolové fadé (vymrazeny 70% ethanol, 3 min; 80% a 96%
ethanol RT, 3 min.) Hybridiza¢ni smés byla denaturovéna pii teploté¢ 86 °C po dobu 6 min a
poté ihned vlozena na led minimalné na 10 min. Na kazdé sklo byla pouzita celd dana

hybridizacni smés, tedy 25-30 ul. Preparat byl prekryt krycim sklem, které bylo k preparatu
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pritmeleno Rubber cementem. Hybridizace byla provadéna ve tmé po 3 dny, pfi teploté 37 °C
V hybridiza¢ni komurce napusténé 2xSSC. Po uplynuti této doby byl odstranén Rubber
cement i kryci skli¢ka a preparaty byly dvakrat omyty v 50% formamidu/2xSSC (10 min) ve
vodni lazni (42 °C), poté ti¥ikrat v IXSSC (7 min v kazdé) pii stejné teploté a nakonec
v 2xSSC po dobu asi 20 s pii pokojové teploté. Tvorba nespecifickych signali byla
redukovana nasledujicim zplisobem. Na kazdy preparat bylo naneseno 500ul roztoku
obsahujiciho 3xBSA (Baria) v 4xSSC/ 0,01% Tween 20. Skla stimto roztokem byla
inkubovéna 20 min pii 37 °C. Sondy byly detekovany pomoci protilatek, a to konkrétné anti-
digoxigeninem konjugovanym s rhodaminem a nebo streptavidinem konjugovanym s FITC.
Detekce probihala postupné, nejdiive jedna protilatka a v dal§im kole druhd. Slozeni smési
s konkrétni protilatkou v objemu na jeden preparat byla nasledujici: 10ul anti-dig-rhodaminu
ve 150ul 0,5% BSA/ PBS, respektive 2ul streptavidin-FITC v 200ul 10% FBS/ PBS (= fetal
bovine serum). Po naneseni roztoku prvni protilatky na preparat prob&hla nasledné inkubace
V termostatu po dobu 60 min pii 37 °C. V dal§im kroku byla skla promyta 4x7 min Vv
kyvetach se 4xSSC/0,01% Tween 20 ve vodni lazni o teploté 42 °C. Poté byl znovu aplikovan
roztok 500ul 3% BSA v 4xSSC/0,01% Tween 20 po dobu 20 min v termostatu (37 °C) a
nasledovala detekce s druhou protilditkou. Po opétovném promyti preparati 4x7 minut
v kyvetdch 4xSSC/0,01%Tween bylo na skla naneseno DAPI v montovacim mediu
(Cambio). Preparaty byly piekryty krycimi sklicky, roztok pod krycim sklem byl uzavien
pfitmelenim kryciho skla k preparatu lakem na nehty.
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5. Vysledky

5.1. Rad bicovei (Amblypygi) (THORELL 1883)
5.1.1. Celed” Phrynidae (BLANCHARD 1899)

5.1.1.1. Rod Paraphrynus (MORENO 1940)
V ramci tohoto rodu jsem se zabyvala druhem P. cubensis (QUINTERO 1983) a dale

dosud nepopsanym druhem piibuznym P. mexicanus, ktery ve své praci oznacuji jako P. aff.

mexicanus.

Vsechny exemplafe P. aff. mexicanus pochazi ze stejné lokality v mexickém staté
Morelos. Pfesto jsme u samct ziskali dva rizné karyotypy. Prvni je tvofen 31 chromozomy,
karyotypova data pro jeho sestaveni poskytl A. Sember (viz obr 9). Obsahuje 28 autozomtl, 9
parii je metacentrickych resp. submetacentrickych a 4 subtelocentrické popt. akrocentrické.
Pohlavni chromozomy byly =zastoupeny metacentrickym X, subtelocentrickym Y; a
akrocentrickym Y, (viz tab. 2). Segregace pohlavnich chromozomi byla pravidelna.
V anafdzi 1 a metafdzi Il jsme pozorovali chromozom X v jiné sesterské figuie nez
chromozomy Y; a Y, Pomér velikosti pohlavnich chromozomut X:Y;:Y; je pfiblizné 2:1,1:1,
kdy velikost chromozomu X je pfiblizné souctem velikosti chromozomt Y; a Y. Druhy
karyotyp je tvofen 32 chromozomy (viz obr 9). Morfologie chromozomu je podobna jako
V prvnim pfipadé€, karyotyp se sklada z 9 metacentrickych pfipadné submetacentrickych para
a 7 subtelocentrickych popf. akrocentrickych part (viz tab. 3). V tomto karyotypu nebyly
diferencovany heteromorfni pohlavni chromozomy. Samice maji 30 chromozomi. Detekce
rDNA pomoci FISH ukazuje u obou typi samcti NOR umistény v pericentrické oblasti
dlouhého raménka chromozomového paru se submetacentrickou morfologii (Obr. 10). U typu
s morfologicky diferencovanymi pohlavnimi chromozomy byly pomoci pfimo i nepiimo
znacené telomerické FISH detekovany (TTAGG), repetice na koncich vSech chromozomi a
Vv subdistalni oblasti jednoho chromozomu (i kdyz se repetice ve skute¢nosti pravdépodobné
vyskytuje u obou chromozomi z daného paru) (viz obr. 11). U tohoto typu byla pouzita také
metoda CGH. Na preparatech ze samce byl v diakinezi a diplotene na trivalentu XY;Y>
odhalen kratky usek, specificky pro sam¢i pohlavi (viz obr. 12). Na metafazi Il bylo patrné, zZe
tento Usek je pouze na jenom z subtelocentrickych nebo akrocentrickych Y chromozomu a to
na jeho koncich (viz obr. 13). Kromé toho se vSak vizualizoval i dalsi usek specificky pro
samc¢i pohlavi, ktery byl mnohem delsi a byl dobie patrny ve vSech mitotickych a meiotickych

fazich. Tento usek byl vizualizovan 1 pti pouziti kompetitivni DNA. Umistén byl na bivalentu,
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vV misté¢ slabé barveném DAPI (viz obr. 12). V metafazi II byl tento signal pozorovan
V pericentrické ¢asti metacentrického chromozomu (viz obr. 11). Na preparatech ze samice
byl vétsi pocet samcich i samicich signald, nejvyraznéjsi signdl specificky pro samice pak byl
pouze na jednom chromozomu z chromozomového paru (viz obr. 12). Fluorescenéni
pruhovani u obou typt samcii odhalilo n¢kolik distalnich a subdistalnich blokii bohatych na
GC pary. Pii porovnani vysledkli fluorescenéniho pruhovani se CGH bylo u samct
s trivalentem XYY, zjisténo, Ze misto na bivalentu specifické pro samce se barvi o néco

slabé&ji DAPI nez chromomycinem A3, coz znaci oblast bohatou spise na GC pary (viz obr.

13).

Tabulka 2: Charakteristika karyotypu samct Tabulka 3: Charakteristika karyotypu samct

Paraphrynus aff. mexicanus (prvni typ) Paraphrynus aff. mexicanus (druhy typ)
Primérna
re’lativnl’ .| Prlmérny o , Primérna Pramérny L,

Par¢. delkva paru centromericky L\/Iorfologlcky E’ar relativni centromericky Morfologicky
Sl?rpc:r'nozom index P “ délka paru | index typ
u

1 3,84 1,45 M 1 3,82 1,38 M

2 3,72 1,40 M 2 3,69 1,22 M

3 3,71 12,18 A 3 3,69 1,55 M

4 3,45 1,08 M 4 3,62 16,16 A

5 3,45 1,13 M 5 3,46 1,14 M

6 3,40 1,23 M 6 3,39 1,30 M

7 3,34 1,08 M 7 3,34 1,29 M

8 3,34 1,42 M 8 3,33 1,13 M

9 3,27 13,47 A 9 3,19 6,66 ST

10 2,87 1,17 M 10 |3,01 21,69 A

11 2,57 11,62 A 11 |3,01 11,62 A

12 2,51 8,61 A 12 |3,00 1,89 SM

13 2,31 6,24 ST 13 |2,72 11,08 A

14 2,25 1,52 M 14 (2,50 11,33 A

X 5,61 1,33 M 15 |2,16 1,61 M

Y; 3,37 6,98 ST 16 (2,10 7,14 A

Y, (2,92 12,12 A

Tab. 2 a 3: Charakteristika karyotypu samcd P. aff. mexicanus (prvni typ) a (druhy typ). Morfologie

chromozoml: M — metacentricky, SM — submetacentricky, ST — subtelocentricky, A - akrocentricky
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Obr. 9: Karyotypy samci Paraphrynus aff. mexicanus (a) prvni typ, (b) druhy typ. Métitko - 10um.

A

Obr. 10: Detekce NOR u samce Paraphrynus aff. mexicanus (prvi typ , tj. s trivalentem XY;Y;) pomoci FISH
se 18S rDNA sondou. Sipky ozna¢uji hybridiza¢ni signaly. (a) diakineze, signaly na jednom bivalentu. (b)
sesterska figura metafaze II s X chromozomem. NOR vV pericentrické oblasti na dlouhém raménku

metacentrického autozomu. M¢étitko - 10pm.
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Obr. 11: Detekce telomerickych repetic u samce Paraphrynus aff. mexicanus (prvni typ) pomoci telomerické
FISH s pifimo znadenou sondou. MitotickA metafize. Sipka oznaduje misto kde doslo pravdépodobné k
vizualizaci intersticialnich telomerickych repetic.(b) je zvétSenim (a) Vv misté vyskytu intersticialnich
telomerickych repetic. Méftitko - 10pm.

Obr. 12: Detekce saméich specifickych
signald metodou CGH u Paraphrynus
affinis mexicanus (prvni typ), preparat ze
samce, diplotene. Sipka oznaGuje signél
specificky pro samce na trivalentu
XY1Y,. Hvézdicka oznafuje misto
specifické pro samce na bivalentu.
(@) DAPI - je patrné, specificky pro
samce umistény na bivalentu se barvi
slab&ji. (b) Rhodamin — samc¢i sonda. (c)
FITC - sami¢i sonda (d) Slozeny
obrazek. Méfitko - 10um.
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Obr. 13: Detekce saméich specifickych
signald metodou CGH u Paraphrynus affinis
mexicanus (prvni typ). Preparat ze samce,
metafize II. Sipka oznaCuje velmi slaby
signal specificky pro samce na koncich
subtelocentrického resp.  akrocentrického
chromozomu. Tento chromozom velikostné
odpovida krat§im raménkiim chromozomu X
(dole) a proto je patné jednim zY
chromozoml. Hvézdicka oznaCuje samci
specificky signal v pericentrické oblasti
metacentrického chromozomu. Meéfitko -
10pum.

Obr. 14: CGH na sami¢im preparatu u Paraphrynus
aff. mexicanus, mitoticka prometafaze. Sipka oznaduje
signal specificky pro samice v misté v pericentrické
oblasti. Méfitko - 10um.
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Obr. 15: Samec Paraphrynus aff. mexicanus (prvni typ),
srovnani vysledku fluorescenéniho pruhovani a CGH. (a)
fluorescencni pruhovani chromomycinem A3; GC bohaté
oblasti jsou prevazné v distdlnich a subdistalnich castech
nékterych chromozoml a v misté¢ kde na trivalent naseda
samCi specifickd sonda, viz Sipky. (b) fluorescencni
pruhovani DAPI; oblast, kde naseda saméi specificka sonda,
se barvi slabéji, coz zna¢i méné¢ AT part. (¢) CGH pro
porovnani, hveézdicky oznaCuji mista se signalem
specifickym pro samce. Nahofe je bivalent se signilem
umisténym v napadné zazeném misté, jez se slabéji barvi
DAPI (viz b). Dole je trivalent, ktery je v misté¢ signalu
specifického pro samce siln€ji barvitelny chromomycinem
A3 (viz a). Méfitko - 10um.

Karyotyp samce druhu P. cubensis obsahuje 34 metacentrickych chromozomi (viz
tab. 4 a obr. 16). Metoda rDNA FISH ukazuje jeden par NOR umistény v pericentrické oblasti
zdanlivé delsiho raménka. V diplotene a diakinezi byl NOR pfitomny vzdy na kruhovém
bivalentu, v mitotické metafazi byly v mist¢ NOR pozorovany sekundarni konstrikce (viz obr.
17). U tohoto, ani zaddného dal§iho zniZe uvedenych druhii bicovcii nebyly pozorovany

heteromorfni pohlavni chromozomy.
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Tab. 4-: Charakter.istika karyotyopu samctl Paraphr){nus Tabulka 4: Charakteristika karyotypu samcd)
cubensi. Morfologie chromozomi: M — metacentricky.

Paraphrynus cubensis

Par Pmmér?é Primérny . Morfologicky
& re’Iat|vn! f:entromerlcky typ

délka paru index

1 3,95 1,45 M
2 3,78 1,08 M
3 3,61 1,15 M
4 3,58 1,25 M
5 3,56 1,22 M
6 3,33 1,64 M
7 2,96 1,15 M
8 2,89 1,18 M
9 2,77 1,67 M
10 (2,55 1,14 M
11 |2,53 1,42 M
12 (2,50 1,17 M
13 |2,47 1,24 M
14 |2,43 1,18 M
15 (2,34 1,52 M
16 |2,25 1,25 M
17 (2,24 1,39 M

2% K AW wHE Fo NI
Ewr AF ax A Aw
a R HXn B Raea ar
L & « —

Obr. 16: Karyotyp samce Paraphrynus cubensis. Méfitko - 10um.
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Obr. 17: Detekce NOR u samce Paraphrynus cubensis (a,b,d) FISH se 18S rDNA sondou, (c )DAPI. (a)
metafaze I, signaly umisténé v pericentrické oblasti del§ich ramének jednoho chromozomového paru (tento par
ma ve figufe zdanlivé submetacentrickou morfologii, podle méfeni z vice figur jsou ale vSechny pary
metacentrické (viz tab. 4). (b) netplna diplotene, signaly jsou na kruhovém bivalentu. (c,d) ¢asna mitoticka
metafaze, signaly z FISH (d) kolokalizuji s konstrikcemi uprostied chromozomového paru (c, viz Sipky).
Metitko - 10pm.

5.1.1.2. Rod Acanthophrynus (KRAEPELIN 1899)

Z rodu Acanthophrynus jsem méla k dispozici druh A. coronatus (BUTLER 1873).
Karyotyp samce je tvofen 86 velmi malymi chromozomy, pficemz vétSina z nich je
dvouramennych (SEMBER 2010). Metodou rDNA FISH byl vizualizovan jeden par NOR na
konci kratkého raménka subtelocentrického chromozomového paru (viz obr. 18). Telomericka
FISH odhalila telomerické repetice, které vyskytovaly se jen na koncich chromozomu (obr.

18).
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Obr. 18: : Samec Acanthophrynus coronatus, detekce NOR a telomerickych repetic. (a) rDNA FISH, mitoticka
metafaze, 1 par NOR na kratkych raméncich subtelocentrickych chromozomi, centromery jsou vice obarveny
DAPI viz Sipky. (b) telomerickd FISH, mitotickd metafaze, signaly umistény na koncich vSech chromozomd.
Metitko - 10pm.

5.1.1.3. Rod Phrynus (LAMARCK 1801)

Jako zastupce rodu Phrynus jsem pro experimenty vyuzila druh P.  whitei
(GERVAIS 1842). Karyotyp samce je tvofen 46 vyhradné¢ dvouramennymi chromozomy
(SEMBER 2010). Metodou rDNA FISH byl vizualizovan NOR v pericentrické oblasti del$iho
raménka metacentrického chromozomového paru (viz obr. 19). V diplotene a diakinezi byl
NOR pfitomny vzdy na kruhovém bivalentu a v mitotické metafazi byla v mist¢ NORu
pozorovana sekundarni konstrikce (viz obr. 20). Telomerickda FISH prokéazala ptitomnost

telomerickych repetic (TTAGG), pouze na koncich chromozomti (viz obr. 21).

Obr. 19: Detekce NOR u samce
Phrynus whitei, metafaze II, signaly
v pericentrickych ~ oblastech  delSich
ramének metacentrickych chromozomt.

Meéfitko - 10pum.
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Obr. 20: Detekce NOR u samce Phrynus whitei, ¢asna metafaze. (a) DAPI, sekundarni konstrikce kolokalizuji
s vyskytem NOR. (b) slozeny obrazek zrDNA FISH, na obr. je patrny 1 par chromozomti s NORy
Vv pericentrické oblasti metacentrickych chromozomu. Méfitko -10 pum.

Obr. 21: Detekce telomerickych repetic u samce
Phrynus whitei, mitoticka prometafaze, signaly jsou
jen na koncich chromozomu. Métitko - 10pm.

5.1.1.4. Rod Heterophrynus (POCOCK 1894)
Zastupcem rodu Heterophrynus byl H. elaphus (POCOCK 1903). Karyotyp samce

me¢l pravdépodobné 76 drobnych chromozomi s pfevahou dvouramennych. VSechny
chromozomy v metafazi II byly bohuzel vysokého stupné kondenzace, takze nebylo mozné
stanovit pfesnéji jejich morfologii a sestavit karyotyp. Metodou rDNA FISH byl vizualizovan

NOR na koncich ramének jednoho drobného paru akrocentrickych chromozomd (viz obr. 22).
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Obr. 22: Detekce NORU u samce Heterophrynus
elaphu, rand mitoza, DAPI zvyraziiuje centromery
proto mizeme orientané odecict morfologie
chromozomt, NOR lezi na koncich ramének malého

akrocentrického paru chromozomi. Méfitko - 10pum.

5.1.2. Celed’ Phrynichidae (SIMON 1892)

5.1.2.1. Rod Damon (KOCH 1850)

V ramci tohoto rodu jsem méla k dispozici druh D. medius (LICHTENSTEIN &
HERBST 1797). Karyotyp samce je tvofen 70 chromozomy s pfevahou dvouramennych
(SEMBER 2010). Metodou rDNA FISH byly odhaleny 2 pary chromozomu s NORYy (viz obr.
23).

Obr. 23: Detekce NOR u samce Damon medius, metafaze 1,
sonda naseda na dva bivalenty. Métitko - 10um.

5.1.2.2. Rod Euphrynichus (WEYGOLDT 1995)
Z rodu Euphrynichus jsem se zabyvala druhem E. bacillifer (GERSTAECKER

1873). Karyotyp samce tohoto druhu je tvofen 56 chromozomy (SEMBER 2010). Metodou
rDNA FISH byl odhalen 1 par NOR v pericentrické oblasti del$itho raménka metacentrického
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chromozomového paru. V diplotene a diakinezi se se tento par vyznacoval riznou polohou

chiazmat - tvoril rizné typy bivalentl (viz obr. 24).

Obr. 24: rDNA FISH u samce Euphrynichus bacillifer. (a) metafaze II, signaly leZi v pericentromerickych
oblastech del$ich ramének metacentrickych chromozomi. (b) diakineze se signdlem na bivalentu s jednim
chiazmatem. Méfitko - 10um.

5.1.2.3. Rod Phrynichus (KARSCH 1879)
Z tohoto rodu jsem studovala druhy P. ceylonicus (KOCH 1843), P. deflersi arabicus

(WEYGOLDT 2003), P. dhofarensis (WEYGOLDT et al. 2002) a P. orientalis.
(WEYGOLDT 1998). Vysledky nasi laboratoie ukazaly, Ze karyotypy tohoto rodu jsou velmi

diverzifikované z hlediska diploidnich poctli a morfologie chromozomd.

Karyotyp druhu P. ceylonicus je tvofen 52 chromozomy s ptevahou dvouramennych
(SEMBER 2010). Metodou rDNA FISH byly odhaleny NORy na koncich kratkych ramének

tfi para submetacentrickych chromozomi (viz obr. 25).

Obr. 25: rDNA FISH u samce Phrynichus
ceylonicus, diakineze, vizualizace NOR na tfech
bivalentech s jednim chiazmatem. Kazdy z téchto

bivalentli nese jeden par NOR.
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Karyotyp P. deflersi arabicus se skldda z 30 chromozomi s pievahou
dvouramennych. Metodou rDNA FISH byly vizualizovany NORy na koncich kratkych
ramének dvou pard submetacentrickych chromozomt (viz obr. 26). Pfi metodé CGH nasedaly
sondy na samc¢i i samic¢i preparaty rovnomeérne, s tim ze u téi pard chromozomi byla pfitomna
Vv distalnich ¢astech chromozomt zvySena koncentrace obou sond a to bez ohledu na to, jestli
byla pouzita kompetitivni DNA nebo nikoliv (obr. 27). Fluorescen¢ni pruhovani neukazalo

ani u jednoho pohlavi vyraznéjsi AT nebo GC bohaté bloky (obr. 28).

Obr. 26: rDNA FISH u samce Phrynichus deflersi
arabicus, mitoticki metafize. Sipky oznaluji
signaly na jednom z konct chromozomt dvou

submetacentrickych part. Métitko - 10um.

Obr. 27: CGH u Phrynichus deflersi arabicus. (a) preparat ze samce, diakineze, sam¢i i samici sonda
je rozlozena rovnomérné na vSech chromozomech, na tfech bivalentech napadna akumulace obou typt
sond na koncich chromozomtl. (b) preparat ze samice, mitoticka Casna metafaze, samc¢i i samici sonda
je rozlozena rovnomérné, na koncich tii part chromozom je vyrazna akumulace obou sond. Méfitko
— 10 pm.
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Obr. 28: : Fluorescenéni
pruhovani u Phrynichus deflersi
arabicus. (a,b) saméi preparat,
diplotene. (a) chromomycin A3
(b) DAPIL. (c,d) samici preparat,
mitoticka prometafaze ()
chromomycin A3 (d) DAPI. Ani
jedno pohlavi nevykazuje vyskyt
AT nebo GC bohatych oblasti.
Metitko - 10pm.

Karyotyp samce druhu P. dhofarensis je tvofen opét 30 chromozomy pievazné
dvouramennymi (SEMBER 2010). Metodou rDNA FISH byly odhaleny NORy na koncich
kratkych ramének tfi parti submetacentrickych chromozomi (viz obr. 29). Metodou CGH
nebyl odhalen ani u samce ani u samice Zadny chromozomovy usek specificky pro pohlavi,
sondy obou pohlavi nasedaly na chromozomy rovnomérné (viz obr. 29). Fluorescencni
pruhovani u samce neukazuje na pfitomnost AT nebo GC bohatych blokli, u samice jsou
velmi malé GC bohaté oblasti na koncich nékterych chromozomii, obzvlasté napadné jsou na

chromozomovém péru, jehoz délka je mnohem mensi nez délka ostatnich part (viz obr. 30 ).
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Obr. 29: Phrynichus dhofarensis, detekce NOR a komparativni genomova hybridizace. (a) rDNA FISH,
diplotene, Sipky ukazuji, Ze ti'i bivalenty nesou NOR (kazdy jeden par). Z morfologie bivalentl 1ze dedukovat, ze
se NORy nachazi vzdy na koncich chromozomu. (b) CGH na sam¢im preparatu, diplotene, obé sondy nasedaji
rovnomérné. (¢) CGH na sami¢im preparatu, mitotickd prometafaze, sondy nasedaji na chromozomy
rovnomérng, u nékterych chromozomi se sondy akumuluji na jejich koncich. Méfitko - 10pm.

Obr. 30: Fluorescen¢ni
pruhovani u Phrynichus
dhofarensis (a,b) saméi
preparaty (a) chromomycin A3,
(b) DAPI).

(c,d) sami¢i preparaty; (C)
chromomycin A3, Sipky ukazuji
na distalni GC bohaté oblasti,
(d) DAPI. Me¢titko - 10pm

Karyotyp samce P. orientalis obsahuje 64 chromozomt (SEMBER 2010). Metodou rDNA

FISH byly vizualizovany NORy na koncich kratkych ramének tii parG submetacentrickych
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chromozomu (viz obr. 31). Telomerickou FISH byly detekovany (TTAGG), repetice, lezi

pouze na koncich chromozom (viz obr. 31).

Obr. 31: Samec Phrynichus orientalis,
detekce NOR a telomerickych repetic. (a)
rDNA FISH, mitotickd metafaze, Sipky
oznacuji vSechny NOR na jednom z konct
chromozomu tfi submetacentrickych part.
(b) telomerickd FISH, mitotickd metafaze,
signaly jsou na koncich vSech chromozomu.
Mg¢titko - 10um.

5.1.3. Celed’ Charontidae (SIMON 1892)

5.1.3.1. Rod Charon (KARSCH 1879)
Zastupcem tohoto rodu byl C. grayi (GERVAIS 1842). Jeho karyotyp je tvoien 70

chromozomy (SEMBER 2010). Metodou rDNA FISH byl odhalen 1 par s NOR a 1 neparovy
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NOR na velmi drobnych chromozomech, u nichz je tudiZ obtizné stanovit jejich morfologii, z

nichz jeden je pravdépodobné metacentrik (viz obr. 32).

Obr. 32: rDNA FISH u samce
Charon grayi, dvé sesterské
metafaze II, vjedné metafazi je
signal pfitomen pouze na jednom
chromozomu, Vvdruhé na dvou
chromozomech, viz  hvézdicky.

Meéfitko — 10um.

5.2. Rad bi¢natci (Uropygi)
5.2.2. Celed’ Thelyphonidae (LUCAS 1835)

5.2.2.1. Rod Thelyphonus (LATREILLE 1802)
Z tohoto rodu jsem méla k dispozici blize neur¢eny druh (Thelyphonus sp.), karyotyp

samce mé&l 66 chromozomi. VSechny chromozomy v metafazi Il byly bohuzel vysoce
kondenzované, takZe nebylo mozné stanovit pfesné¢ morfologii v§ech chromozomovych pari a
karyotyp. Pro stanoveni morfologie chromozoml nebylo moZno pouzit ani mitotické
metafaze, primarni konstrikce nejsou u amblypygidii vétSinou na chromozomech dobie
patrné. Pro ziskani piesnéjsi predstavy o morfologii chromozomu v Karyotypu jsem tedy
pouzila C —pruhovani. Vychazela jsem z poznatku, Ze centromerické oblasti jsou vétSinou
tvofeny blokem konstitutivniho heterochromatinu, ktery je mozno detegovat mikroskopicky.
Metodou C-pruhovani byl odhalen konstitutivni heterochromatin, ktery se vétSinou nachazel
(viz obr. 33). Metodou rDNA FISH byly odhaleny 2 pary NOR, a to na koncich kratSich
ramének submetacentrického a metacentrického chromozomového paru (viz obr. 34).
Telomerickou FISH byl vizualizovdn hmyzi telomericky motiv, vyskytuje se pouze na

koncich chromozom (viz obr. 34).
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Obr. 33: C-pruhovani u samce Thelyphonus

T
sp., Casna metafdize.Tmavé pruhy na %
chromozomech  pfedstavuji  konstitutivni

. 12 . v 7~ W . -
heterochromatin, ktery  je prevazné i
.y 4
v oblastech, kde se nachazeji centromery. : 5 4
Méf‘itko-ZOum - * . é s
.
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Obr. 34: Samec Thelyphonus sp., detekce NOR a telomerickych repetic. (a) rDNA FISH, metafaze II, Sipky
oznacuji signaly na jednom zkonci mensich submetacentrickych a metacentrickych chromozomd, (b)
telomericka FISH, mitotickd prometafaze, vizualizace telomerickych repetic na koncich chromozomi. M¢fitko -
10pm.

5.2.2.2. Rod Typopeltis (POCOCK 1894)
Zastupcem tohoto rodu byl blize neuréeny druh (Typopeltis sp.). Karyotyp samce

obsahoval 40 chromozom, z ¢ehoZ 12 parh bylo submetacentrickych, 5 metacentrickych a 3
subtelocentrické (viz tab. 5). Karyotyp neobsahoval zZadny heteromorfni chromozomovy par
(viz obr. 35). Metodou rDNA FISH byly odhaleny 3 pary NOR na koncich kratkych ramének
jednoho subtelocentrického a dvou submetacentrickych chromozom (obr. 36). Telomerickou
FISH byly detekovany telomerické repetice, a to pouze na koncich chromozomt (viz obr. 36)
Metodou C-pruhovani byl odhalen konstitutivni heterochromatin, ktery vétSinou odpovidal

polohdm centromer (viz obr. 37).
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Tab. 5: Charakteristika karyotypu samci Typopeltis

sp.. Morfologie chromozomu — zkratky viz tab. 2 a 3.

X 3
n#
| T e

11

ww i

16

Tabulka 5: Charakteristika karyotypu samct
Typopeltis sp.
Par Prﬂn?érl:‘é Pramérny . Morfologicky
& re’Iatlvn! Fentromerlcky typ
délka paru index
1 3,61 1,23 M
2 3,33 1,10 M
3 2,97 2,96 SM
4 2,96 1,52 M
5 2,70 3,89 ST
6 2,67 2,78 SM
7 2,65 3,79 SM
8 2,64 3,16 SM
9 2,62 2,20 SM
10 |2,50 1,95 SM
11 |2,46 4,07 ST
12 (2,43 2,61 SM
13 (2,39 3,21 ST
14 |2,38 2,12 SM
15 |2,25 1,78 SM
16 |2,13 2,26 SM
17 (2,11 1,98 SM
18 |1,89 1,35 M
19 1,78 1,57 M
20 (1,55 2,28 SM
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Obr. 35: Karyotyp samce Typopeltis sp. Métitko - 10pm.
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Obr. 36: Samec Typopeltis sp., detekce NOR a telomerickych repetic. (a) rDNA FISH, diakineze, detekce
signall na 3 bivalentech. Signaly se vyznacuji terminalni polohou. (b) telomerickd FISH, sesterské metafaze II,
signaly byly na koncich vSech chromozomi. M¢fitko - 10um.

Obr. 37: C- pruhovani u samce Typopeltis sp., mitoticka
metafaze, tmavé pruhy na chromozomech ptedstavuji

bloky konstitutivniho heterochromatinu. VétSina téchto . .
blokii ziejmé odpovida svou polohou centromeram. PSR ™
Mg¢titko - 10um. -
b g W
- »
e _ .
. -
B ap Fah
v
. I & .8 ’
5.3. Rad kratkochvosti (Schizomida) s .

Tuto skupinu pavoukovcl reprezentuje
zastupce rodu Stenochrus (Stenochrus sp.,
Hubbardiidae), ktery byl ziskan béhem expedice v Mexiku. Na preparatech ze zadeCku samce
byly pozorovany jen mitotické figury. Karyotyp obsahuje 22 chromozomu. Po aplikaci FISH
a obarveni chromozomiit DAPI bylo moZno pozorovat vyssi intenzitu fluorescence na jednom
konci kazdého chromozomu (viz obr. 38). Tyto oblasti by mohly odpovidat satelitni DNA
v oblasti centromer. V tomto pfipadé by byly vSechny chromozomy akrocentrické, cemuz
odpovida 1 absence konstrikci na chromozomech. Metodou rDNA FISH byl odhalen 1 par
NOR (viz obr. 38). Telomerickou FISH byl potvrzen vyskyt hmyziho motivu u této skupiny
(viz obr. 38), signaly byly jen na koncich chromozomt. Bohuzel se nepodatilo ziskat dostatek
samcich preparati a preparaty samice pro piipadnou detekci homomorfnich pohlavnich

chromozomt metodu CGH.
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Obr. 38: Samec Stenochrus sp., detekce NOR a telomerickych repetic, mitotickda metafaze. (a) rDNA FISH
vizualizuje NOR v interkaldrni poloze na jednom chromozomovém paru (Sipky); DAPI vyraznéji barvi
centromery. Ty se nachazeji u vSech chromozomid na konci, coz ukazuje, ze se jedna o akrocentrické
chromozomy. (b) telomericka FISH detekujici tzv. hmyzi telomericky motiv na koncich chromozomt. Métitko -
10pm.

5.4. Rad roztocovci (Ricinulei)

Z této skupiny jsem méla k dispozici pouze druh Pseudocellus gertschi (MARQUEZ
& CONCONI 1974) z rodu Pseudocellus (PLATNICK 1980). Karyotyp samce ma okolo 40
drobnych chromozomii. Metodou rDNA FISH byl odhalen 1 par NOR na koncich
chromozom (viz obr. 39). Telomerickou FISH byl potvrzen vyskyt hmyziho motivu u této

skupiny (viz obr. 39), signaly byly jen na koncich chromozom.

Obr. 39: Samec
Pseudocellus gertschi,
vizualizace NOR a
telomerickych repetic.
(@) zygotene nebo
pachytene, rDNA FISH
detekujici 1 par NOR.
(b) cCasna mitoticka

metafaze, telomericka

FISH vizualizujici tzv.

hmyzi telomericky motiv na koncich vSech chromozomu. M¢fitko - 10pum.
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5.5. Rad pavouci (Araneae)
5.5.1. Podrad sklipkoSi (Mesothelae)

Zastupcem této skupiny pavoukovct byl dosud nepopsany zastupce rodu Liphistius
(SCHIODTE 1849) v této praci oznaCovany jako Liphistius sp. nov. Karyotyp samce
pravdépodobné obsahuje 73 chromozomt (viz tab. 6). Samice maji 74 chromozom (viz. obr.
41). Sestaveni karyogramu samce bylo velmi obtizné. Metafaze II byly cCasto nelplné.
Karyotyp obsahuje velké mnozstvi malych chromozomu, u nichz nelze urcit piesné
morfologii (viz obr. 40). V karyotypu piedpokladame ptitomnost pohlavnich chromozomu
X1, Xz aY, které tvoii v pozdni profazi I (diplotene a diakinezi) a metafézi I trivalent. Pomér
velikosti chromozoml X; : X; : Y je piiblizn€ 3:1:3,5. Pohlavni chromozom X je stfedné
velky metacentrik a je pomérné€ snadno odliSitelny od ostatnich chromozomi. Problém je vSak
s uréenim pohlavnich chromozomii X, a Y. Chromozom Y je metacentricky a ma obdobnou
velikost i morfologii jako chromozomy pard ¢. 1-5, chromozom X, je drobny chromozom s
nezndmou morfologii, ktery byl vybran prakticky ndhodné z malych chromozomii mensich
nez par €. 25. Metodou rDNA FISH, kterou jsme aplikovali na sam¢i i samici preparaty, byl
zjistén autozomovy par s NOR a 1 NOR na pohlavnim chromozomu X; u samce (viz obr. 42).
Tomu odpovidé piitomnost dvou pardt NOR u samice (viz obr. 42). Oba pary NOR jsou
lokalizovéany na kratSich raméncich, v ptfipad¢ autozomi se jedna pravdépodobné o par €. 9.
Telomerickou FISH nebyla u tohoto druhu zjisténa pfitomnost tzv. hmyziho motivu (viz obr.
43). Metodou CGH byl detekovan na samcich preparatech signal specificky pro samce
Vv trivalentu (viz obr. 44) na chromozomu Y. Na samici preparaty nasedaly ob¢ sondy
rovhomérn¢ (viz obr. 44). Fluorescen¢ni pruhovani na samcich preparatech ukazuje na
nékterych autozomech GC bohaté oblasti v distalnich a subdistalnich mistech chromozomi.
Na trivalentu pohlavnich chromozoml se nachdzi GC bohata oblast v koncové ¢asti X»
chromozomu, na opacné stran¢ trivalentu je obéma fluorochromy zvyraznéna oblast, kde se

nachazi X; chromozom (viz obr. 45).
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Tab. 6: Charakteristika karyotypu samct Liphistius sp.

nov. Morfologie chromozomu — viz zkratky u tab 2 a 3.
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Tabulka X: Charakteristika karyotypu samcu

Liphistius sp. nov.

Par¢.

pop. Prﬂrr?érrlwé ) Primérny -
pohlavn | relativni  délka .| Morfologicky
i paru/chromozo cel:\t_romen typ
chromo | mu cky index

zom

1 2,41 1,51 M
2 2,12 1,56 M
3 1,91 1,13 M
4 1,84 1,68 M
5 1,81 1,26 M
6 1,72 10,06 A
7 1,71 1,93 SM
8 1,69 1,41 M
9 1,68 2,08 SM
10 1,57 11,50 A
11 1,54 4,17 ST
12 1,51 7,54 A
13 1,51 6,46 ST
14 1,44 11,80 A
15 1,41 6,05 ST
16 1,39 6,38 ST
17 1,39 1,50 M
18 1,33 5,76 ST
19 1,30 7,61 A
20 1,29 5,76 ST
21 1,29 3,68 ST
22 1,23 8,52 A
23 1,22 5,83 ST
24 1,20 9,56 A
25-35 [1,18-0,56 |? ?
X1 1,53 1,57 M
X2 ? ? ?

Y 2,31 1,1 M
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Obr. 40: Karyotyp samce Liphistius sp. nov. Chromozomové pary 1-5 jsou metacentrické a maji pfiblizné
stejnou velikost, obdobnou velikost a morfologii ma i pohlavni chromozom Y. Pohlavni chromozom X, je ur¢ité
velmi drobny, nelze jej spolehlivé odlisit morfologicky od nejmensich autozomi (poc¢inaje chromozomovym
parem €. 25 nemiizeme urdit ptesné morfologii chromozomu); byl tedy vybran prakticky ndhodné z nejmensich

chromozomu. Méfitko - 10pm.

Obr. 41: Samice Liphistius sp.nov. s 30 chromozomy, $ipky mifi q
na dva X chromozomy, které jsou vyrazné vétsi nez ostatni b
autozomy. Mé&fitko - 10um. 1 s\\l /
SUNEbL
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S
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!
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b)

Obr. 42: rDNA FISH u Liphistius sp.nov (a) sam¢i preparat, diakineze, vizualizace 1 paru NOR na bivalentu a 1
NOR na trivalentu v oblasti odpovidajici chromozomu X;. (b) samici preparat, mitotickd metafaze, vizualizace 2
part NOR. Méritko - 10um.

Obr. 43: Telomerickd FISH u Liphistius sp. nov., sam¢i
preparat, metafaze II. Nejsou detekovany telomerické
repetice (TTAGG),. Méfitko - 10um.

Obr. 44: CGH u Liphistius sp.nov. (a) sam¢i preparat, diplotene. Vizualizace sam¢iho specifického signalu na
trivalentu v oblasti chromozomu Y (Sipka). (b) samiéi preparat, mitoticka metafdze, rovnomérné nasedani obou
sond, vyrazné zvySena koncentrace sond zejména na koncich chromozomu.. Métitko - 10um.
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Obr. 45: Fluorescenéni pruhovani u Liphistius sp.nov., sam¢i preparat, diplotene (figura z obrazku X). (a)
chromomomycin A3, Sipka ukazuje na GC bohatou oblast na chromozomu X,. (b) DAPI. M¢ftitko - 10pm.

5.5.2 Podi‘ad dvouplicni (Araneomorphae)

U nékterych celedi araneomorfnich pavoukl se vyskytuje zna¢né diferencovany
systtm pohlavnich chromozomli X;X;Y se zvla§tnim achiazmatickym parovanim
Vv meiotickém déleni samce. Tyto celed¢ tvoii patrné monofyletickou skupinu. U téchto
pavouku se vyskytuje zna¢né diferencovany chromozom Y, vyznacujici se vysokym obsahem
konstitutivniho heterochromatinu a/nebo malou velikosti (KRAL et al. 2006). Zastupce této
skupiny pavoukt jsme proto zvolili jako pozitivni kontrolu v experimentech CGH, jednalo se
o bézné se vyskytujici, synatropni druh Pholcus phalangioides (Pholcidae). Diploidni pocet
chromozomti u samci tohoto druhu je 25. Metodou CGH byl sam¢i specifickou sondou
vizualizovan chromozom Y. Ten je v tak vysokém stadiu diferenciace, Ze je cely tvofeny

DNA specifickou pro samce (viz obr. 46).
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Obr. 46: CGH u samce Pholcus phalangioides, samci
preparat, diakineze. (a) barveni DAPI - fluorochrom nejvice
zvyraziluje vysoce kondenzovany Y. (b) saméi specificka
sonda nasedda na cely chromozom Y. M¢fitko - 10um (c)
model pohlavnich chromozomdi, tak jak jsou uspoiadany
Vv trivalentu, ¢erné body ukazuji polohu centromer. (pfevzato z
KRAL et al. 2006)
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6. Diskuze

6.1. Diploidni pocty a morfologie chromozomu

Pavoukovci (Arachnida) patfi mezi organismy, u nichz je prozatim relativné malo
informaci tykajici se jejich chromozomii, u nékterych fadu pavoukovct tyto informace uplné
chybi. Dosud byli studovani zastupci deviti fadd, a to pavouci, parazitiformi a akariformni
roztoci, §tifi, sekaci, Stirci, bicovci a bi¢natci. V ramci pavoukovcl bylo pozorovano velké
rozpéti v poétu chromozomii (2n = 6 — 175) (DULIKOVA & KRAL 2007; SCHNEIDER et
al. 2009; TSURUSAKI 2007; STAHLAVSKY 2006, SEMBER 2010). Analyza karyotypové
evoluce u biovcir (Sember 2010) a sklipkanti (KRAL et al. 2013) ukazuje na vysoké
diploidni pocty u ancestralnich tetrapulmonatnich pavoukovct. V prubéhu evoluce se pocty
chromozomt postupné snizovaly. V karyotypech ancestralnich tetrapulmonati byly patrné
znaén¢ zastoupeny jednoramenné chromozomy. Tyto chromozomy pievazuji u
nejbazalnéjSich pavoukil — sklipkost (Suzuki 1954, tato prace). Pievazuji nebo tvoii pocetnou
frakci 1 u bi¢ovcll s vysokym poctem chromozomi, které lze povazovat za blizsi vychozim
formam tohoto tadu (Sember 2010). V karyotypech amblypygidi s nizkym poctem
chromozomul nalézdme vétSinou jen dvouramenné chromozomy (SUZUKI 1954; SEMBER
2010). Tyto chromozomy mohly vzniknout zjednoramennych napt. pisobenim
Robertsonovych translokaci (SEMBER 2010).

V ramci prace jsem zjistila po€et a morfologii chromozoml u nékterych druht
bicovcl z americké ¢eledi Phrynidae. Tato ¢eled’ ma znacné rozpéti poctu poctti chromozomi
(86) (Sember 2010). Druh P. aff. mexicanus je blizce ptibuzny P. mexicanus, ktery byl
studovan v diplomové praci A. Sembera (2010). Diploidni pocet chromozomi P. aff.
mexicanus (druhy typ) je 32 a zahrnuje 9 part dvouramennych a 7 part jednoramennych
chromozomu. Diploidni pocet chromozomu P. mexicanus je 24 a obsahuje pouze
dvouramenné chromozomy. Pokud budeme piedpokladat, Ze u 6 pari jednoramennych
chromozomu u P. aff. mexicanus (druhy typ) dojde k Robertsonovym translokacim a zbyly
par jednoramennych chromozomul podstoupi tandemovou fuzi s jednim z dvouramennych
chromozomt, dostaneme teoreticky karyotyp s 24 dvouramennymi chromozomy, ktery bude
velmi podobny karyotypu u P. mexicanus. Dalsim studovanym karyotypem v této praci byl
karyotyp P. cubensis, s 34 pary vyhradné metacentrickych chromozomd, takze 34 parQ je

Vv této skupiné relativné nizky pocet a proto nam vysledek, ktery odhalil pouze dvouramenné
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chromozomy, koreluje s teorii Suzukiho 1954 a Sembera 2010). Pro studium karyotypu H.
elaphus nebyly k dispozici na preparatech vhodné metafaze II a diploidni pocet chromozomi
byl urCen z diakinezi a to na 74 chromozomi. Po obarveni chromozomli pomoci DAPI pfi
FISH byly zvyraznény centromery, byly patrna pievaha akrocentrickych chromozomi v

karyotypu.

Znacna diverzita diploidnich po¢ti chromozomu byla pozrovana i u bi¢natcu (36-
78), pricemz nejvyssi pocet chromozoml maji pravdépodobné opét bazalni zéastupci. U
bi¢natcti ale neplati stejny trend vyvoje chromozomové morfologie jako u bazalnich pavouki
a biCovel, u nékterych druh s nizkym poctem chromozomii se vyskytuje vyssi pocet
jednoramennych chromozomi. Ve své praci jsem popsala karyotyp dvou druhti. U Typopeltis
sp. byl diploidni po¢et chromozomu 40, coz je v ramci prozatim studovanych bi¢natcti nizky
pocet. V jeho karyotypu vyrazné pievladaly dvouramenné chromozomy, coz by spiSe
odpovidalo trendu, ktery byl pozorovan u bazalnich pavoukt a bi¢ovcd. U druhu Thelyphonus
sp. byl diploidni pocet chromozomii uréen jako 66. Z divodu vysoké kondenzace
chromozomut v metafazi Il nebylo mozné sestavit pro tento druh karyotyp, tudiZz jsme pro
urceni morfologie chromozomu pouzili C-pruhovéni, které odhalilo bloky centromerického
heterochromatinu v mitotickych metafazich. Na zaklad¢ vysledkd z C-pruhovani je ziejmé, ze
u tohoto druhu jsou dvouramenné i jednoramenné chromozomy zastoupené piiblizné ve
stejném pomeéru. C—pruhovani bylo provedeno i u pfedchoziho druhu, coz nam potvrdilo jak
polohy centromer, tak i vyskyt konstitutivniho heterochromatinu vyhradné v oblastech
centromer. C-pruhovani je tedy u bi¢natct (tato prace) i bicovct (Sember 2010) mozno pouzit
jako alternativni metodu stanoveni polohy centromer. U téchto skupin neni ¢asto mozné
spolehlivé rozeznat primarni konstrikce v mitotické metafazi, v metatédzi II mohou byt zase
chromozomy bud’ pfili§ kondenzované nebo rozvolnéné. U studovanych bi¢ovcil se mi vSak
nepodatilo indukovat C-pruhy, pouzita varianta C-pruhovani nebyla vhodna - chromozomy na

preparatech degradovaly.

Vramci své prace jsem ziskala prvni cytogenetické Udaje o chromozomech
kratkochvosti a roztoCovcl. V obou piipadech jsem méla k dispozici jen velmi malo
materialu, proto nebylo mozné sestaveni klasického karyotypu. U kratkochvosta Stenochrus
sp. byl diploidni pocet chromozomii uréen jako 22, pfi€emZ se jednalo vyhradné o
akrocentrické chromozomy. Udaje o morfologii chromozomii byly ziskany pii metodé FISH,
DAPI vyrazngji obarvilo centromery. U roztocovce druhu Pseudocellus gertschi bylo

k dispozici je$té méné materidlu nez v pfedchozim piipadé, na preparatu jsem pozorovala
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pouze né¢kolik profazi prvniho meiotického déleni a velmi Spatné rozprostiené mitotické
metafaze. Diploidni pocet chromozomi mohl byt tedy stanoven pouze orientacné, karyotyp je
tvofen piiblizné¢ 40 chromozomy. Po obarveni DAPI pii metodé¢ FISH se opét zvyraznily
centromery, coz mi pomohlo urcit morfologii chromozomii. V karyotypu jsem opét
pozorovala pievahu akrocentrickych chromozomii. Karyotyp ale obsahoval i dvouramenné
chromozomy (minimaln€¢ jeden vétsi par metacentrickych chromozomt a asi dva pary

submetacentriki).

Cytogeneticka analyza u zastupce sklipkost (Liphistius sp. nov.) odhalila vysoky
diploidni pocet chromozoml (samec 73, samice 74) s pifevahou jednoramennych
chromozom. Protoze se jedna o bazalni skupinu pavouki, je timto vysledkem podpotena
jednak teorie Suzukiho (1954), podle které byl u pavoukl ptivodné ptitomen vysoky pocet
chromozomt, jednak teorie Sembera (2010) o pfevaze jednoramennych chromozomi u

ancestralnich tetrapulmonatt.

6.2. Pohlavni chromozomy

U nékterych skupin pavoukovci nebyly nalezeny diferencované pohlavni
chromozomy. Absence morfologicky diferencovanych pohlavnich chromozomi je tedy
pravdépodobné ancestralnim znakem pavoukovci (KRAL et al. 2008). K morfologické
diferenciaci pohlavnich chromozomti dochazi jen u nékterych tada, naptiklad fadu pavouki,
ktefi jsou n€kterymi autory oznacovani jako blizce ptibuzni bi¢ovcl. Z tohoto diivodu jsme se
metodou CGH snazili nalézt pohlavni chromozomy u vybranych bicovcl ¢eledi Phrynidae a
Phrynichidae, kde ptedchozi studie morfologie chromozomii respektive CGH naznacovala
jejich existenci. Fungovani zvolené metody CGH jsem nejprve ovétfovala u piibuznych
pavoukovcu, jako pozitivni kontrolu jsem pouzila zastupce haplogynnich pavouku, Pholcus
phalangoides (Pholcidae) s vysoce diferencovanymi pohlavnimi chromozomy. Vizualizovan
byl cely chromozom Y, proto jsem u skupin s dosud nedetekovanymi pohlavnimi

chromozomy pouzila stejny protokol.

V diplomové praci Sembera byly metodou CGH detekovany primitivni pohlavni
chromozomy u P.mexicanus, u kterého byl prokazan vyskyt systému JXY/QXX (SEMBER
2010). Ve své praci jsem méla k dispozici blizce piibuzny druh P. aff. mexicanus. Karyotyp
samcl byl tvofen 31 chromozomy, samic 30 chromozomy. JiZ samotna data o poctu a
morfologii chromozomi v karyotypu ukazuji na vyskyt pohlavnich chromozomi. Dalsi

indikaci je vyskyt napadného trivalentu v diplotene, diakinezi a metafazi I samce. Segregace
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chromozomu trivalentu naznacuje, Ze trivalent je slozeny z chromozomu X,Y; aY,. Metodou
CGH jsme na tomto trivalentu detekovali signal specificky pro sam¢i pohlavi, stejny signal
jsme pak pozorovali i v metafazi II na koncich subtelocentrického respektive akrocentrického
chromozomu, ktery odpovida jednomu z Y chromozomu. Pii studiu tohoto druhu jsem
bohuzel netusila, Ze se na stejné lokalité vyskytuje jeSté dalsi karyotyp tohoto druhu. Pii
vyrobé preparati z posledniho samce jsem zjistila, Ze v jeho diplotene a diakinezich chybi
trivalent s pohlavnimi chromozomy, karyotyp tohoto jedince byl tvofen 32 chromozomy.
Tento exemplai (oznaCovany jako druhy typ) se morfologicky nijak nelisi od jedince prvniho
typu (M. SEITER, ustni sdéleni). Karyotypy obou typd jsou velmi podobné. Struktura
karyotypu druhé formy ukazuje, Ze se jedna pravdépodobné o evoluéné piivodni formu druhu
P. aff. mexicanus. Jeji karyotyp je mozno odvodit z karyotypu druhu P. mexicanus. U
systému XYY druhu P. aff. mexicanus se tedy jedna o neopohlavni systém (viz obr. 47).
Oba karyotypy mohou piedstavovat vnitropopulacni polymorfismus, protoze vSechny
exemplafe byly sbirany na stejné lokalité. Jinou moznosti je, ze karyotypové formy pirestavuji
koexistujici kryptické druhy, které se vzdjemné nekiizi, jsou tedy oddéleny reprodukéni
bariérou. Pokud se jedna o samicky, je pravdépodobné, ze jsme méli k dispozici pouze
samiCky prvniho typu, protoZe v jejich mitotickych metafdzich Ize snadno odlisit velky par

chromozomt X od ostatnich parti chromozom.

Obr. 47: Schématické znazornéni vzniku neopohlavnich

chromozomii u P. aff. mexicanus (prvni typ). Fialovy par

akrocentrickych chromozomomut jsou ptvodni pohlavni ‘\
chromozomy, tedy homomorfni chromozom X a Y, '
zeleny par je tvofen akrocentrickymi autozomy.

Robertsonovou translokaci mezi chromozomem X a

. P . Y1 X Y2
jednim autozomem vznikl chromozom X. Chromozom

Y,.vznikl z druhého autozomu.

Pfitomnost neopohlavniho systému u bi¢ovcli ukazuje, Ze neopohlavni systémy
mohou Vv evoluci pohlavnich chromozomi vznikat velmi brzo, takze se da fici, ze mohou

vznikat v jakémkoli stadiu evoluce pohlavnich chromozomd.

Krom¢ samciho specifického signalu detegujici pravdépodobné jeden zY

chromozomt, jsme dostali 1 silny samci specificky signdl na jednom z bivalent. Tento
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vysledek mize naznacCovat pfitomnost paru nediferencovanych pohlavnich chromozomu, jak
je tomu u nékterych skupin pavoukii (KRAL 2007; KRAL et al. 2013). Jinou piiginou,
ktera mohla vést k vizualizaci tohoto popf. i dalSich signali leZicich mimo trivalent XYY, je
mozna vyroba sondy ze samice jiného typu, nez je typ s neopohlavnimi chromozomy, protoze
v dobg, kdy jsme provadéli experimenty CGH, jsem neméla tuseni, Ze se u tohoto druhu muiize
nachdzet vice karyotypovych forem. Samec s karyotypem druhého typu byl objeven az tésné
pifed dokoncenim diplomové prace. Po ovéieni, ze karyotyp samic odpovida samciim se
systtmem XYY, (je tedy tvofen 30 chromozomy a obsahuje par vyraznych, velkych
chromozomu X), jsem jiz karyotypy samic nesledovala, takze pro piipravu sondy mohla byt

pouzita samice druhého typu.

U zastupcu Celedi Phrynichidae , u kterych jsem také provadéla metodu CGH (P.
deflersi arabicus a P. dhofarensis), nebyl detekovan samci ani samici specificky signal, ktery
by znamenal pfitomnost pohlavnich chromozomi. Zajimavé bylo, Ze u obou druhii jsem
mohla sledovat vysoké koncentrace obou sond na koncich n€kterych chromozomi, a to i pii
pouziti kompetitivni DNA pro blokovani repetitivnich sekvenci. Tyto oblasti jsou

pravdépodobné tvotfeny repetitivnimi sekvencemi.

U tadu bi¢natcti nebylo mozné vyzkouset metodu CGH, protoze u danych druht
chybély samice. V praci bylo prokazano, ze se u druhu Thelyphonus sepiaris vyskytuje
systém IXY/QXX. U zéastupce rodu Thelyphonus, kterého jsem méla k dispozici, nebyly
pohlavni chromozomy morfologicky diferencovany. To naznaCuje rychlou diferenciaci
pohlavnich chromozomi u tohoto rodu. Rychld diferenciace pohlavnich chromozomu byla

pozorovana napf. i u bazalnich skupin ptakt (TSUDA et al. 2007).

U skupin kratkochvosti a rozto¢ovci jsem taktéZ nemohla pouzit metodu CGH, a to

z diivodu nedostatku materialu jak samciho, tak samiciho.

Metoda CGH ndam pomohla objasnit podobu pohlavniho systému u sklipkoSe druhu
Liphistius sp. nov. Karyotyp samce byl tvofen 73 chromozomy, zatimco samice mély 74
chromozomill. U samce se v diplotene, diakinezi a metafazi I objevoval zvlastni trivalent
chromozomti X;X,Y. Nejdel§im pohlavnim chromozomem byl Y, ktery byl umistén uprostted
trivalentu. Tento chromozom, paroval na jednom konci pomoci chiazmatu s X;
chromozomem, na druhém konci paroval terminaln¢ s X,. U tohoto kontaktu nejsem schopna
fici, zda se jedna o parovani pomoci chiazmatu nebo jiny zplsob spojeni. Metoda CGH

detekovala vyskyt samciho specifického signalu v interkalarni oblasti jednoho z ramének
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metacentrického Y chromozomu. Na samcich i samicich preparatech se opét objevovala
zvySena koncentrace obou sond v urcitych ¢astech chromozomii a to zejména v jejich
koncich, bez ohledu na pouziti kompetitivni DNA. Tyto oblasti byly pravdépodobné tvoteny
repetitivni DNA. Zajimavé také bylo, Ze na kratSim chromozomu X byla detekovana oblast
s vyskytem NOR. NORy na pohlavnich chromozomech pavouki nejsou zZadnou vyjimkou a
byly detekovany napt. u haplogynnich dvouplicnych pavoukti (KRAL et al. 2006). Studium
pohlavnich chromozomi u téchto primitivnich pavoukl je dulezit¢é a mohlo by pomoci

objasnit, jakym zplisobem u pavouktl vznikl systém X;X,0.

Zastupce haplygynnich dvouplicnych pavouki Pholcus phalangoides, ktery nam
slouzil jako kontrola funkénosti metody CGH, mél stejné jako Liphistius sp. nov. systém
pohlavnich chromozomt X;X;Y, ktery v diplotene, diakinezi a metafazi I tvofil trivalent.
Struktura tohoto systému a meiotické parovani téchto pohlavcenich chromozomi jsou vsak
velmi odlisné od sklipkoSe. Ob¢ skupiny pavoukll jsou také zcela neptibuzné. Systém X1 XY

vznikl tedy u sklipkoSe a haplogynnich pavouki zcela nezavisle.

6.3. Nukleolarni organizatory

Informace o poctech a polohach NORU u pavoukovcli byly vétSinou ziskany
stiibfeni, v poslednich letech byly u nékterych druhit NORy detegovany i metodou FISH.
Prozatimni vysledky naznacuji , Ze pro pavoukovce je pravdépodobné ancestralnim znakem 1
par NORG lokalizovany na autozomovém paru (FORMAN et al. 2013). Takovy pattern se
vyskytuje ¢asto u pavoukd (KRAL et al. 2013), bi¢ovcl (tato studie) a klistat (HILL et al.
2009; SCHNEIDER & CELLA 2010), byl nalezen také u zastupci $tirt (SCHNEIDER et al.
2008), kratkochvosti, roztocovcil (tato prace) a stirenek (KRAL et al. 2008). Vyssi podty jsou
méné bézné a ke zvySovani poctu NORG miize dochdzet napt. chromozomovymi pfestavbami
(CABRERO & CAMACHO 2008). Detekci NORuG metodou FISH u bicovct jsem zjistila, ze
nejCastejsi pattern je u nich pravé 1 par NOR. Nukleolarni organizatory se nejéastéji vyskytuji
VvV terminalnich nebo subtermindlni oblastech chromozomt, relativné casté jsou i
Vv pericentrické oblasti. V této poloze byly nalezeny u zastupce rodu Euphrynichus
(Phrynichidae) (tato prace) a u zastupct rodt Phrynus a Paraphrynus (Phrynichidae)
(SEMBER 2010; tato prace). U poslednich dvou rodt lezi v v pericentrické oblasti del§ich
ramének paru submetacentrickych chromozomii. Jedna se zfejmée o synapomorfii téchto rodii

Zatim co u vSech zastupcu celedi Phrynidae jsem nalezla jeden par NORU, u celedi
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Phrynichidae je jejich pocet vyssi, u nékterych druhti rodu Phrynichus se vyskytuji tii pary
NORAU. U druht s vice pary NOR® se tyto struktury vétSinou nachazely na koncich kratkych
ramének. Vysledky ziskané metodou FISH jsem srovnala s vysledky ziskanymi metodou

stiibfeni, které ziskal ve své diplomové praci Sember (2010).
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Obr. 48: Systematické ¢lenéni fadu bi¢ovci —— Paracharon
s poéty partt NOR® u studovanych rodti. Cerné
jsou vysledky ziskané metodou FISH, modre __[S“r”
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Vysledky ziskané metodou stiibieni a FISH jsou rozdilné u rodd Heterophrynus a
Phrynus. U prvého rodu se pravdépodobné nejedna o chybu, protoze jsem k detekci pouzila
jiny druh. U rodu Phrynus byly vSak obé metody aplikovany na stejny druh a populaci,
vysledky se neshoduji. Metoda FISH odhalila jen jeden par NOR1, zatimco metodou stiibieni
byly odhaleny dokonce tii pary. Vzhledem k tomu, ze metoda FISH je ptesnéjsi a 1épe
odecitatelna, se ptiklanim vysledku, ktery byl ziskan touto metodou. U druhu Charon grayi se
Vv diplomové praci Sembera (2010) uvadi, Ze pomoci dusi¢nanu stiibrného byly detekovany

dva pary NOR1 a tyto stuktury byly vétSinou aktivni jen na tfech chromozomech. Metodou
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FISH byly NORy taktéz detekovany pouze na tfech chromozomech, tzn. jednom
chromozomovém paru a jednom dal§im chromozomu, nejednd se tedy o dva pary NORi.
Vyskyt NORu na 1 chromozomu miiZze byt vysvétlen tim, Ze se jedné o par heterozygotni pro
NOR. V takovém piipadé by se méli v populaci vyskytovat homozygoti s jednim nebo dvéma
pary NORG a pak jedinci heterozygotni, s NORy na tfech chromozomech. DalSim

vysvétlenim by bylo, ze lichy NOR se nachézi na pohlavnim chromozomu.

Pro kompletni pochopeni evoluce NORG u biCovell by bylo tieba prozkoumat i
zastupce Celedi Charinidae, ktefi jsou sesterskou skupinou vétve tvofené celedémi
Charontidae, Phrynidae a Phrynichidae. Prozatim miiZeme fici, Ze se po€ty NORU v ramci
evoluce bicovcil postupné zvySuji a NORy se dostavaji dovnitf chromozomil riznymi

chromozomovymi pfestavbami.

U biCnatcli byly nalezeny dva nebo tifi pary NORG na kratkych raméncich

chromozomu rizné morfologie.

U zéstupci kratkochvosti a roztoCovci byl nalezen jeden par NORu. U
kratkochvosti je umistén interkalarné na akrocentrickém paru, u roztocovct pravdépodobné
na koncich chromozomil. Ptesnéjsi morfologii chromozomi rozto€ovcli s NOR jsem vSak

nemohla urcit z divodu nedostatku vhodnych figur.

U sklipkose druhu Liphistius sp.nov. byl detekovan NOR na jednom paru autozomu
a na pohlavnim chromozomu X;. Vyskyt NORi na pohlavnich chromozomech byl popsan u
ruznych skupin pavouku, dosavadni vysledky naznacuji, ze v prubéhu evoluce pavouku
dochazelo k opakované k zaélefiovani NOR@ do pohlavnich chromozomi (KRAL et al.
2013). Obzvlasté casto se NORy vyskytuji na pohlavnich chromozomech haplygynnich
dvouplicnych pavoukit (KRAL et al. 2006). NORy pavoukil se nachazi vétSinou
Vv terminalnich nebo subtermindlnich oblastech chromozoml. Tomu odpovida 1 umisténi

NORii u sklipkost.

U tohoto pavouka jsem v metafazi II ¢asto pozorovala zvlastni drobnou kulovitou
strukturu, o které jsem se domnivala, Ze by mohla byt jadérkem. Persistence jadérka
v pribeéhu meiotického dé€leni byla pozorovdna u nékterych brouki a cvr¢kd (SATYA-
PRAKASH & PATHAK 1984). Tuto hypotézu jsem testovala pomoci stfibieni, ale vysledek

byl negativni, tudiz se pravdépodobné o jadérko nejednalo.
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6.4. Telomerické repetice

Pro pavoukovce a zarovenn i pro clenovce je evoluéné pivodni tzv. hmyzi
telomericky motiv s repetici (TTAGG), (VITKOVA et al. 2005). U zastupci
tetrapulmonatnich pavoukovct jsem zkoumala nejen vyskyt tohoto motivu, ale zaroven jsem
sledovala 1 ptipadny vyskyt intersticidlnich telomerickych repetic. Pfitomnost hmyziho
motivu byla objevena u jednoho druhu bi¢ovce ¢eledi Phrynichidae (VITKOVA et al. 2005),
v mé praci byla nalezena nejen u této Celedi, ale i zastupcu Celedi Charontidae a Phrynidae.
Karyotypy bi¢ovcu se vyznaCuji zna¢nou diverzitou morfologie chromozomt (SEMBER
2010), v prabéhu evoluce jejich evoluce je tedy mozno piedpokladat zvySeny pocet
chromozomovych prestaveb, kterymi se mohou dostdvat telomerické repetice dovnitt
chromozomu. Ztoho divodu jsem se zaméfila na vyskyt intersticialnich telomerickych
repetic u vybranych druhd. U Acantophrynus.coronatus, Paraphrynus aztecus, Phrynichus
orientalis a Phrynus whitei nebyly pozorovany. U druhu P. aff. mexicanus (prvni typ) byla
pravdépodobné detekovana pritomnost intersticialnich repetic a to v subterminalni oblasti
jednoho paru chromozomu. Nejpravdépodobnéjs$i moznosti, jak se tyto telomerické repetice

mohly dostat dovniti chromozomu, je pericentricka inverze.

Diivodem pro¢ nebylo detekovano vice intersticialnich telomerickych repetic je ten,
ze klasickou metodou FISH neni mozné vizualizovat 100 % oblasti s vyskytem telomerickych
repetic. Nékdy je dokonce obtizné pozorovat signaly na koncich vSech chromozomd.

K detailngjSimu studiu intersticalnich repetic by tedy bylo tfeba vyuzit citlivéjsi metody.

U radu bi¢natcti, kratkochvostll a rozto¢ovell byly v této praci ziskany prvni udaje o
telomerickych repeticich, tyto skupiny se vyznacuji také ,,hmyzim* motivem. Vyskyt tohoto
motivu u vSech tii fada je v souladu s hypotézou, ze se jedna o pivodni telomericky motiv

pavoukovci.

Jakéd sekvence tvoifi telomerickou DNA pavoukd zGstdva stale neznamo.
V ptedchozich pracech byl ,, hmyzi“ motiv vylouCen u podiddu Opisthothelae, tedy u
sklipkant (VITKOVA et al. 2005) a dvouplicnych pavouktt (SAHARA et al. 1999). Ja jsem
pomoci metody FISH vylou¢ila tento motiv i u druhého podiadu pavoukt - sklipkosi. Tento

vysledek by bylo tfeba jesté podpotit metodou southernovy hybridizace.
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7.Souhrn

Vramci mé prace byly ziskany udaje o evoluci pohlavnich chromozomt,
nukleolarnich organizator a telomerickych repetic u tetrapulmonatnich pavoukovci. Do
prace bylo zahrnuto dvanact druhli bicovcl, dva druhy bicnatci, po jednom druhu
kratkochvostych a roztodovcd a jeden zastupce primitivnich pavoukd - sklipko$t. Rad
bicoveu vykazoval dva vzory nukleolarnich organizatori na chromozomech. Pokud byl
detekovan nukleolarni organizator na jediném chromozomovém paru, nachazel se vétSinou
Vv pericentrické oblasti delSich ramének submetacentrickych /metacentrickych chromozomii.
V piipadé, ze byl nukleolarni organizator vizualizovdin na dvou nebo tfech parech
chromozomt, nachazel se na koncich kratkych ramének submetacentrickych popf.
subtelocentrickych chromozomut. Synapomorfii rodt Phrynus a Paraphrynus z celedi
Phrynichidae je jediny par nukleolarnich organizatori v pericentrické oblasti paru
submetacentrickych/metacentrickych chromozomt. Zajimavosti bylo, ze u druhu Charon
grayi byl detekovan nukleolarni organizator na tfech chromozomech, coz mtiZze znamenat, ze
tito jedinci mohou byt v jednom paru chromozomu heterozygotni pro nukleolarni organizator.
Jinym vysvétlenim miize byt vyskyt nukleolarniho organizatoru na pohlavnim chromozomu,
coz bylo pozorovano napf. u pavoukd. Pokusy mého ptedchiidce detekovat pohlavni
chromozomy u tohoto bi¢ovce metodou CGH byly viak neuspésné. Rad bi¢natci vykazoval
dva nebo tfi pary nukleolarnich organizatorii na kratkych raméncich chromozomi rizné
morfologie. Pro vyvozeni zavéri o evoluci NORG u této skupiny by bylo tfeba prostudovat

V ramci tohoto fadu vice rodu.

U fadu kratkochvostl a roztoCovcu se jednalo o uplné prvni detekci nukleolarnich
organizatord. Zastupci téchto fadt méli nukleolarni organizator na jenom paru chromozomil,
pfi¢emz u zastupce kratkochvostli byl umistén v interkaldrni oblasti akrocentrického péaru
chromozom, u rozto¢ovce byl vizualizovan na konci chromozomu. U sklipkoSe Liphistius
sp. nov. byl nukleolarni organizator lokalizovan na jednom péru autozomut a X chromozomu.
Vyskyt nukleolarnich organizatot na pohlavnich chromozomech neni u pavoukl vzacnym

jevem a byl popsan napt. u haplogynnich pavouka.

re¢

Tzv. ,,hmyzi“ telomericky motiv je povazovan za evolucné ptivodni pro ¢lenovce i
pavoukovce. Co se ty¢e pavoukovci, tento motiv nebyl v predchozich pracich nalezen pouze
u pavoukl podidadu Opisthothelae. V této praci jsem metodou FISH vyloucila pfitomnost

tohoto motivu i u zbyvajiciho podiadu pavouki - sklipkost. Tento motiv byl naopak potvrzen
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u bicovcll a objeven i u bi¢natcli, kratkochvostli a rozto¢ovcl. Pavouci jsou tak jedinym
znamym fadem pavoukovct, u kterého tento motiv chybi. U bi¢ovce Paraphrynus aff.
mexicanus jsem pravdépodobné detekovala i oblast s intersticialnimi telomerickymi

repeticemi.

Metodou CGH byly detekovany pohlavni chromozomy u bi¢ovce Paraphrynus aff.
mexicanus a Liphistius sp. nov. U samct druhu P. aff. mexicanus z lokality Anenecuilco
VvV Mexiku s 2n = 31 byl objeven systém neopohlavnich chromozomti XY;Y, Na stejné
lokalit¢ se vyskytuje i vychozi forma, jejiz samci se vyznacuji 16 pary homologickych
chromozom, mezi kterymi se pravdépodobné skryva jeden par homomorfnich pohlavnich
chromozomil. Systém XYY, vznikl pravdépodobné¢ Robertsonovou translokaci mezi
akrocentrickym chromozomem X a jednim akrocentrickym autozomem vychozi formy.
V predchozich studiich nebyly u bi¢ovct nalezeny morfologicky diferencované chromozomy,
byl prokazan jen vyskyt homomorfnich pohlavnich chromozomti XY u blizce ptibuzného
druhu P. mexicanus. Muj vysledek je tedy prvnim nalezem morfologicky diferencovanych
pohlavnich chromozomi u bifovci. Analyza biCovct rodu Paraphrynus ukazuje, ze
neopohlavni chromozomy mohou vznikat jiz vranych fazich evoluce pohlavnich
chromozomuti. U sklipkose Liphistius sp. nov., ktery je zastupcem nejprimitivnéjsi vétve
pavoukt, byl objeven systém pohlavnich chromozomi X;X;Y. V diplotene a diakinezi tvofi
pohlavni chromozomy samce zvlastni trivalent s Y chromozomem uprostfed. Pro pochopeni
vzniku slozitych pohlavnich systémti u pavoukti bude vSak zapotiebi prostudovat pohlavni

chromozomy u vice skupin primitivnich pavouk.
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