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Abstrakt:

Diplomova préca sa zaobera evoluciou pohlavnych chromozémov a repetitivne usporiadanych
génov u vybranych vtackarovitych a aranecomorfnych pavikov. Pavuky sa vyznacuju zna¢nou
zlozitost'ou systémov pohlavnych chromozémov, ich karyotypy obsahuja viacero pohlavnych
chromozémov X. Okrem toho obsahuju tiez par alebo dokonca dva pary nediferencovanych
pohlavnych chromozémov X a Y. Pouzité metddy zahriiuji metddy klasickej cytogenetiky
(priprava chromozoémovych preparatov, C-pruhovanie) a molekularnej cytogenetiky
(fluorescencnd in situ hybridizacia a komparativna gendémova hybridizacia). U Studovanych
vtaCkarov boli odhalené zlozité pohlavné systémy. U vtackarov Atropothele socotrana a
Poecilotheria vittata sa jednd o neopohlavné chromozémy. Analyza molekularnej
diferenciacie pohlavnych chromozémov naznacuje nizku diferenciaciu chromozému Y u
neopohlavnych chromozdémov a parov nediferencovanych pohlavnych chromozémov XY. U
haplogynného pavuka Kukulcania aff. hibernalis (X;X,Y) bol naopak Y znacne
diferencovany, Specificky samdéi signal pokryval cely chromozém. Detekce 18S rDNA
ukézala, ze karyotypy vacSiny analyzovanych vtackarov a haplogynnych pavikov obsahuju
nizky pocet (1 alebo 2) nukleolarnych organizatorov jadierka lokalizovanych terminélne, ¢o
odpoveda predpokladanému ancestralnemu stavu u pavikov. U niektorych vtackarov bol vSak
pocet NOR zvyseny. Z d’alSich repetitivne usporiadanych génov boli detegované gény pre 5S
rRNA a histon H3, a to u zastupcov rodu Poecilotheria. Jedna sa o jedny z prvych detekcii

tychto génov u paviukovcov.

KPucové slova: chromozom, karyotyp, konstitutivny heterochromatin, vtackar, nukleolarny

organizator, haplogynny pavuk, pohlavny chromozdm, repetitivne usporiadané gény



Abstract:

The diploma thesis focuses on study of sex chromosomes evolution and repetitive organized
genes of chosen mygalomorph and araneomorph spiders. Spiders are characterized by
complexicity of sex chromosome systems, their karyotypes contain multiple sex
chromosomes X. Besides multiple X chromosomes they also contain a pair or two pairs of
nondiferentiated sex chromosomes X and Y. The used methods include methods of classical
cytogenetics (preparation of chromosome slides, C-banding) and methods of molecular
cytogenetics (fluorescent in situ hybridization and comparative genome hybridization).
Complex sex systems were discovered in the studied Theraphosidae spiders. In Theraphosidae
spiders Atropothele socotrana and Poecilotheria vittata neo-sex chromosomes were found.
Analysis of molecular differentiation of sex chromosomes suggests low differentiation of Y
chromosome in neo-sex chromosomes and pair of nondifferentiated sex chromosomes XY. In
haplogyne spider Kukulcania aff. hibernalis (X,X,Y), the Y chromosome was significantly
differentiated, male specific signal covered the whole chromosome. Detection of 18S rDNA
showed that karyotypes of majority of analysed Theraphosidae spiders and haplogyne spiders
contain low number (1 or 2) of nucleolar organizing regions localized terminally, which
corresponds with predicted ancestral state of spiders. Some Theraphosidae spiders showed
increased numbers of NOR. Of another repetitively organized genes, genes for 5S rRNA and
histon H3 were detected in members of Poecilotheria family. This is one of the first

detections of these genes in arachnids.

Keywords: chromosome, constitutive heterochromatin, karyotype, mygalomorph, nucleolus

organizer region, sex chromosome, spider, gene cluster
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Zoznam skratiek

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

bp pary baz (z angl. base pair)

Brij neionovy polyoxyetylénovy surfaktant

BSA hovidzi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumine)

CGH komparativna gendmovéa hybridizacia (z angl. comparative genome
hybridization)

Cot-1 DNA frakcia DNA (pouzita pre blokovanie neSpecifickych hybridizacii)

CTAB hexadecyltrimethylammonium bromid

Cy3 fluorescencné farbivo cyanine dye 3

DABCO 1,4-diazabicyclo[2.2.2]oktan

DAPI 4’,6-diamidino-2-phenylindol

DOP PCR  polymerazova retazova reakcia s vyuzitim oligonukleotidov z ¢iasto¢ne

degenerovanych sekvencii (z angl. degenerate oligonucleotide — primed PCR)

dNTP zmes Styroch deoxynukleosid trifosfatov (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
ETS vonkajsi prepisovany medzernik (z angl. external transcribed spacer)
FITC fluorescein isotiokyanat (angl. fluorescein isothiocyanate)

FISH fluorescencna in situ hybridizacia (angl. fluorescent in situ hybridization)
mRNA mediatorova ribonukleové kyselina (z angl. messenger RNA)

ITS vnutorné transkribované medzerniky (z angl. internal transcribed spacer)
NCBI National Center for Biotechnology Information (USA)

NOR nukleolarny organizator (z angl. nucleolus organizer region)

PBS pufor obsahujuci NaCl, KCI, KH,PO4, Na,HPO4,12H,0

PCR polymerédzova retazova reakcia, metoda amplifikdcie DNA

rDNA useky DNA kodujtce gény pre ribozomalnu RNA

rRNA ribozomalna RNA

SCP par pohlavnych chromozémov (z angl. sex chromosome pair)

snRNA mal4 jadrovd RNA (z angl. small nuclear RNA)

SSC tzv. SSC pufer, 1x SSC obsahuje 0,15 mol/l chloridu sodného, 0,015 mol/l

citratu sodného
Tm teplota topenia (z angl. melting temperature)

UBF protein z¢astnujlci sa transkripcie 45S rDNA (z ang. upstream binding factor)



1 Uvod

Rad paviky (Araneae) patri medzi najviac diverzifikované skupiny zivoc¢ichov. Paviky st
z evoluéného hl'adiska uzito¢né modely vd’aka ich pocetnosti a réznorodosti (Buchar a Kirka
1998). Z hladiska genetiky st paviky vel'mi zaujimavé hoci maju vel'mi komplikovany a
malo prestudovany systém pohlavnych chromozdémov. Systémy st najcastejSie tvorené
niekol’kymi réznymi pohlavnymi chromozémami X, tato situdcia je u ostatnych skupin
organizmov vzacna. Za fylogeneticky povodny pohlavny systém chromozémového urcenia
pohlavia u pavukov je povazovany systtm X;X,0 (0 = nepritomnost pohlavného
chromozomu Y). Samci nest 2 nehomologické chromozémy X (X;X3). Samice maju 2 pary X
(X1X1X2X>). Doterajsie stidie ukazuju, ze chromozémové uréenie pohlavia pavukov mdze
byt omnoho zlozitejSie. Okrem pohlavnych chromozémov X, zahffia aj par primitivnych,
morfologicky nediferencovanych pohlavnych chromozémov proto — X a proto — Y. Podla
tejto hypotézy vznikaji chromozémy X nondisjunkciou chromozému proto — X (Kral et al.
2013).

Morfologicky diferencované pohlavné chromozémy moézeme identifikovat’ analyzou
ich sprdvania poCas meidzy heterogametického pohlavia, ato ako metddami klasickej,
tak molekularnej cytogenetiky. Metodami klasickej cytogenetiky sledujeme spravanie
pohlavnych chromozémov a ich morfolégiu v mitéze a meidze. Tieto pristupy s na paviky
aplikované uz takmer storoCie (Kral et al. 2013). Oproti tomu aplikdcia molekuldrno
cytogenetickych metod je u pavikovcov velmi zriedkava. V roznych oblastiach by mohla
vyznamne napomodct’ k lepSiemu pochopeniu evolicie zlozitych systémov pohlavnych
chromozémov tejto skupiny. Fluorescen¢nd in situ hybridizacia (FISH) ndm umoZnuje
lokalizovat’ repetitivne usporiadané gény v oblasti nukleolarneho organizatoru jadierka
(NOR) a iné sekvencie avylucit' alebo naopak potvrdit’ ich pritomnost na pohlavnych
chromozomoch. Diferenciaciu primitivnych chromozémovych parov X a Y na molekularne;j
urovni je mozné stanovovat Specifickou variantou FISH tzv. komparativhou gendémovou
hybridizaciou (CGH). Spravne pochopenie molekuldrne; stavby systémov pohlavnych
chromozémov u pavikov moze mat’ vyznam pri analyze karyotypovej evolicie radu, ale
taktiez mo6ze mat’ dopad na lepSie pochopenie vSeobecnych aspektov bioldgie pohlavnych
chromozoémov a ich evoluciu.

Predlozen4d praca sa zaoberd evoluciou pohlavnych chromozémov u vybranych skupin
pavikov, ato prave aplikaciou metdd klasickej a molekularnej cytogenetiky. Je zamerana
hlavne na skupiny pavikov, ktoré su malo preStudované, konrétne na infrarad
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Mygalomorphae — vtaCkare a haplogynné pavuky. Zastupcovia vtackarov ziju prevazne
v tropoch, u nas Ziju iba tri druhy &elade Atypidae. Co sa tyka haplogynnych paviikov, Ziju
unds len zéastupcovia niekolkych celadi. Ako modelové skupiny figuruju v praci cel'ade,

ktoré sa v strednej Europe nevyskytuju, nieje vSak tazké ich ziskat'.



1.1  Ciele prace

Moja diplomova praca bola zamerana na analyzu pohlavnych chromozémov u vybranych
pavukov. Hlavnym cielom prace bolo lepsie objasnit’ evoliciu pohlavnych chromozémov u
pavukov metdédami klasickej a molekularnej cytogenetiky. V ramci prace na tejto komplexnej
téme boli vytycené tri Ciastkové ciele:
e stanovit zékladné karyotypové charakteristiky a distribuciu NOR u doteraz
neStudovanych druhov mygalomorfnych a haplogynnich paviukov
e otestovat’ pritomnost vybranych, bezne pouzivanych molekularno cytogenetickych
znakov na neobvyklych pohlavnych chromozdémoch rodu Poecilotheria

e analyzovat’ diferenciaciu pohlavnych chromozémov na molekularnej irovni
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2 Prehl’ad literatury

2.1 Fylogenéza a biologia pavikov

Paviky (Araneae) patria medzi najviac diverzifikované skupiny zivocichov, ktoré obyvaju
takmer vSetky terestridlne ekosystétmy Zeme. Zaciatok taxonomickej a ekologickej
diverzifikacie sa datuje od karbonu, viac ako 380 milionov rokov (Dunlop et al. 2019).
Dodnes bolo popisanych 48 088 druhov (World Spider Catalog 2019). Okrem pozoruhodne;j
ekologie, roznorodosti a pocetnosti su paviky vdaka pomerne jednoduchému zberu
a identifikécii vel'mi uzito¢né modely pre behavioralnu a evolu¢ni biologiu. Napriek tomu ich
evolu¢né vztahy stale nie su uspokojivo vysvetlené napriklad medzi vtackarmi (Liiddecke et
al. 2018). Tato rozsiahla skupina je rozdelena do dvoch hlavnych skupin Mesothelae
a Opisthothelae. Mesothelae patria medzi najprimitivnejSie zijice pavuky a su povazované za
evoluéne povodné. V stcastnosti do tejto skupiny patri jedind ¢elad’ Liphistiidae, ktora je
rozdelend na dve podcelade Liphistiinaec a Heptathelinae (Xu et al. 2015, 2016). Podrad
Opisthothelae je tvoreny dvoma vetvami, Mygalomorphae (vtaCkare) a Araneomorphae
(dvojplicne). Araneomorfné paviky zahfhaju viac ako 90% znamych druhov pavikov
(Hendrixson a Bond 2007). Skupina Araneomorphae sa vetvi na Entelegynae a Haplogynae a
niekol’ko menSich skupin nejasnej pozicie. Skupina Entelegynae zahffia okolo 30 000 druhov,

pricom Haplogynae len 2500 (Coddington a Levi 1991).

2.1.1 Fylogenéza a bioldégia vtackarov

Mygalomorphae je menej rozmanitd neZ sesterska skupina Araneomorphae a zahfna asi 6%
vSetkych pavukov (Selden a Gall 1992). Mygalomorphae zahfiia mnoho ekologickych foriem
pavukov napr. ,,trapdoor spiders* (paviky, ktoré si tvoria nory uzavreté padacimi dvierkami),
»funnel web spiders* (pavuky, tvoriace sit€¢ so vstupnym tubulovitym otvorom, pripominajuci
lievik), ,,purse web* (Atypidae) (nora vylstuje do uzavretej trubice, leziacej na povrchu).
Vtackare patria medzi velké, dlho zijuce paviky, ktoré su povazované za starobylu
monofyleticku skupinu. Zachovali si niekol'’ko znakov typickych pre primitivne pavuky, napr.
dva pary plicnych vakov a rovnobeZzne usporiadané¢ koncové Clanky klepietok. Aj napriek
svojej bohatej evolu¢nej historii, ktord siaha do obdobia druhohor (250 mil. rokov) je tato
skupina malo prebddand (Bond et al. 2012). Bezpochyb najznamejSou skupinou su
zastupcovia cCeladi Theraphosidae, do ktorej je zaradenych viac ako 1000 druhov
obsiahnutych v 147 rodoch. Tieto druhy obyvaju tropické a subtropické oblasti po celom svete
(World Spider Catalog 2019). Pavuky z ¢el'ade Theraphosidae patria medzi stredne velké az

vel'ké druhy, vratane najvicSich (€o sa hmotnosti tyka) pavikov rodu Theraphosa. Vdaka
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svojej velkosti a rozsireniu patria medzi najznamejsSie pavikovce na Zemi, zname tiez ako
tarantuly (Foley et al. 2018). Zastupcovia tejto ¢el'adi su tak popularnymi obyvatel'mi vivarii
(Kovatik 2006). V stcastnosti sa Cel'ad’ deli do 12 podcéeladi (v zatvorke uvedeny pocet
druhov prislusnej podcelade): Acanthopelminae (2), Aviculariinae (31), Eumonophorinae
(62), Harpactirinae (62), Ischnocolinae (85), Ornithoctoninae (27), Psalmopoeinae (27),
Schismatothelinae (21), Selenocosmiinae (128), Selenogyrinae (10), Stromatopelminae (10),
vyrazne najpocetnejSou podcelad’ou, do ktorej patri prevaznéd vécsina druhov (radené do 68
rodov) je Theraphosinae (526), Thrigmopoeinae (9) (Tarantupedia 2019). Vnutorna
fylogenéza vtaCkarov dodnes nebola uspokojivo vysvetlend a aplikdcia molekulédrno

fylogenetickych postupov zacala relativne nedavno (Foley et al. 2018).
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Obr. 1 Kladogram skupiny Mygalomorphae. Je zobrazené zikladné fylogenetické rozdelenie

Araneae, so zretel'om na jednotlivé ¢el'ade skupiny Mygalomorphae, prevzaté od Wheeler et al. 2016.

2.2 Evolucia pohlavnych chromozomov

Determinécia pohlavia je kontrolovand r6znymi mechanizmami u ré6znych druhov ¢i skupin.
Pohlavie mdze byt ur€ené na zéklade genetickych alebo environmentalnych faktorov.
Hlavnym podnetom urcujucim pohlavie v pripade environmentalnej determinacie je vonkajsi
faktor (Rice 1996). V pripade genetickej determindcie, urCenie pohlavia moze byt dané

pritomnostou pohlavnych chromozoémov. Pri enviromentilnej arovnako aj genetickej
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determinécii pohlavia existuju rézne faktory a mechanizmy, ktorymi je stanovené prisluSné
pohlavie. Najznamej$im faktorom enviromentalnej determinécie pohlavia je teplota. Tento
typ urCenia pohlavia je pravdepodobne evolu¢ne pdvodny aje dobre znamy u niektorych
skupin plazov (Gamble a Zarkower 2012).

NajznadmejSimi typmi chromozdémového urcenia pohlavia je systém so samcou
heterogamiou (& XX/0"XY), oznalovany Drosophila avyskytuje sa predovsetkym u
cicavcov. Systém so samicou heterogamiou (ZW/"ZZ), oznaovany ako Abraxas sa
vyskytuje u vtdkov, hadov a motylov. Pohlavné chromozémy prechddzaji v priebehu
evolucie Specifickou genetickou a Strukturdlnou diferenciaciou. Pohlavné chromozomy, ktoré
su u homogametického pohlavia parové (X, Z) zostavaji vacsinou vicsie a génovo bohatsie,
kym chromozomy Y popr. W (alozomy, Specifické pre heterogametické pohlavie) su mensie,
v priebehu evoliuce degeneruji asu potom cCasto heterochromatinizované a obsahuju len
niekol’ko génov (Matsubara et al. 2006). V pripade samcej heterogamie existuje niekol’ko
variant chromozomového uréenia pohlavia. U cicavcov iniciuje determinaciu samcieho
pohlavia oblast’ na Y chromozéme (SRY, zangl. sex determining region). U Drosophily
melanogaster pohlavie uruje pomer chromozémov X k poctu sad autozémov (X : A).
Chromozém Y nie je priamo zodpovedny za urCenie pohlavia, obsahuje gény dolezité pre
samciu fertilitu. Rovnako ur€enie pohlavia na zdklade pomeru X : A, moZno pozorovat
u Caenorhabditis elegans, kedy pomer urCuje vznik samcov alebo hermafroditov. V tomto
pripade vSak nie je pritomny Y chromozém (Gamble a Zarkower 2012).

Vznik a evoluény vyvoj pohlavnych chromozémov zahfna niekol'ko Specifickych
mechanizmov (Charlesworth et al. 2005). Pohlavné chromozémy vznikaju z autozémového
paru. Hlavnym krokom pri vyvoji pohlavnych chromozémov bol vznik mutacie na jednom
alebo obhoch génoch, spojenych s rozmnozovanim, na autozomovom pare (Charlesworth et
al. 2005). Autozomovy par ziskal gén pre urcenie pohlavia (Graves 2006). Ddlezitym krokom
pre vznik pohlavnych chromozémov bola akumulacia alel vyhodnych pre jedno z pohlavie na
jednom chromozéme anasledna supresia rekombindcie v tejto oblasti (Rice 1996,
Charlesworth et al. 2005). Vysledkom tejto prvej etapy evolucie boli morfologicky
homomorfné  pohlavné  chromozémy  proto-X  aproto-Y. Nasledné  mutécie
v nerekombinujucej oblasti sposobili degraddciu neparového pohlavného chromozému
(Graves 2006). Na morfologickej a molekuldrnej diferencidcii Y sa podielali procesy
geneticky hitchhiking alebo proces oznacovany ako Miillerova rohatka. V procese

oznacovanom geneticky hichhiking dochédza vplyvom genetickej vizby k fixacii menej
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Skodlivej alely so selekéne vyhodnou alelou. Vyznamny je tento proces v pripade, Ze nastane
na pohlavnom chromozéme, ktory nepodlicha rekombindciam (Clark a Wall 1996,
Engelstddter 2008). Supresia rekombindcie medzi pohlavnymi chromozémami viedla
k nahromadeniu Skodlivych mutacii na alozome v procese Miillerovej rohatky (Muller 1964;
Charlesworth 1978).

V evolu¢nom procese vyvoja pohlavnych chromozémov dochadzalo i ku vzniku neo—
pohlavnych chromozémov. Ku ich vzniku dochadza translokéaciou, ¢asto centrickou fuziou
autozémov s pohlavnymi chromozomami. Jednym zo zékladnych prikladov je fuzia Y
chromozému s autozémom u Drosophila Miranda (Charlesworth 1996). Pomerne zlozity
systém tandemovych fzii sa objavil u vtakopyska, kde samci maju 5 X a5 Y chromozémov
(Gruetzner et al. 2006).

Ako bolo uvedené, v skorych stadidch vyvoja st pohlavné chromozémy homomorfné,
po akumuléci konstitutivneho heterochromatinu a strate euchromatickych oblasti moze dojst’
ku degradacii alozomov (Jetybayev et al. 2017). Tento proces mdze viest’ az k zaniku (Graves
2006). Tymto mechanizmom sa predpoklada vznik systému XXQ / X0J2 alebo ZZJ3 / Z09.

Nizsi pocet kopii pohlavnych chromozémov Y (W) u u heterogametického pohlavia
by mohol mat’ negativne dosledky (Ohno 1967). Rovnovéaznu expresiu génov u oboch pohlavi
zabezpecuje epigeneticky mechanizmus kompenzécie genetickej davky. S tymto procesom
uzko suvisi modifikdcia Struktiry chromatinu. U réznych organizmov vznikli alternativne
molekularne mechanizmy daného procesu (Conrad a Akhtar 2012). U samic cicavcov na
parovych pohlavnych chromozémoch dochadza k procesu inaktivacie jedného z X
chromozémov, zvanému lyonizacia (Lyon 1974). U Drosophily melanogaster proces
kompenzacie davky, subor niekolkych krokov, zahfiia dvojndsobne zvySenu transkripciu
génov samc¢ieho X chromozému (Conrad a Akhtar 2012). Za tento proces zodpovedd DCC
komplex (z angl. ribonucleoprotein dosage compensation complex), znamy aj ako MSL
komplex (male-specific lethal complex), sucastou tohto procesu je acetylacia histonu H4 na
lyzine 16 (H4K16ac) (Hallacli a Akhtar 2009). U Caenorhabditis elegans samci nesu jeden
pohlavny chromozém X, pri¢om hermafroditi nesi dva pohlavné chromozémy X. Preto musi
nastat’ odliSnad situacia kompenzacie davky. Predpokladd sa, Ze doteraz nezndmy
mechanizmus najskor zvysi expresiu génov na X chromozome u oboch pohlavi. Neskor
u hermafroditov pomocou zndmeho komplexu DCC dojde k potlaCeniu transkripcie na
polovicu na oboch X chromozémoch, z dovodu vyrovnania expresie génov viazanych na X

chromozome voci expresii u samcov (Conrad a Akhtar 2012; Jordan ef al. 2019).
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2.3 Evolucia pohlavnych chromozomov u pavikov
Za povodny pohlavny systém u pavikov je povazovany systém X;X,0 (Suzuki, 1954), ktory
bol prvy krat popisany u cvrcka Cycloptiloides americanus. Symbol ,,.X;X,,, predstavuje
pritomnost dvoch nehomolognych pohlavnych chromozémov X a,0“ absenciu Y
chromozému, konstiticia pre pohlavie je teda o"X;Xy/ P X;X;XyX;. Okrem Orthoptera
a niektorych skupin dalSich bezstavovcov ako pavikov je tento systém urcenia pohlavia pre
eukaryota vel'mi neobvykly (White 1973; Forman et al. 2013; Palacios-Gimenez a Cabral-de-
Mello 2014; Maddison a Leduc-Robert 2013; Zefa et al. 2014).

Systém urcenia pohlavia bol objaveny u vicSiny analyzovanych paviukov (Aratjo et
al. 2005) a existuje niekol’ko hypotéz, ktoré popisuju vznik pohlavného systému X;X;0.
Jednou z nich je, ze pohlavny systém X;X,0 vznikol nondisjunkciou jedného X chromozému
a naslednou diferenciaciou druhého X (Postiglioni a Brum-Zorrilla 1981). Dalsia z pévodnych
hypotéz tvrdila, ze tento systém mohol vzniknut centrickym rozstiepenim velkého X
chromozému zo systému X0. Neslo vSak o jednoduché centrické rozstiepenie, ale tento proces
bol tvoreny niekolkymi krokmi, ktorého vysledkom bol dicentricky chromozom, z ktorého
vznikli dva akrocentrické chromozémy X s podobnou velkost'ou (Pétau 1948).

DoterajSie karyotypové analyzy odhalili, ze systémy pohlavnych chromozémov
u pavikov st velmi rozmanité. U entelegynnych araneomorfov sa predpokladd prevaha
pohlavného systému X;X,0. Vyskytuji sa vSak aj omnoho zlozitejSie pohlavné systémy,
hlavne u mygalomorfov. Syst¢ém X;X,0 sa sice vyskytuje u mygalomorfnych pavikov,
omnoho CastejSie je ale usamcov tejto skupiny pozorovany vyssi pocet pohlavnych
chromozomov. Pocet pohlavnych chromozémov X sa mdze pohybovat v rozmedzi od dvoch
az po viac ako desat’ X. S vyvojom mnohopocetnych pohlavnych chromozémov X stvisia
procesy duplikacie chromozomov, Stiepenie a fuzie X s autozomami (Kral et al. 2010, Kral et
al. 2013).
Pohlavny systém X0 bol prvykrat pozorovany u entelegynného pavika Oxyopus ramosus
(Oxyopidae) a predpokladalo sa, Ze bol odvodeny zo systému X;X,0 fuziou (Hackman 1948).
Metacentricky chromozom X systému X0 mohol vzniknut’ centrickou fuziou chromozému X,
a Xy (Krél et al. 2011). Systém X;X,0 bol u entelegynnych paviukov povazovany za pdvodny
aj vpripade pritomnosti akrocentrického chromozému X vsystétme X0, kedy sa
predpokladalo, Ze systém X0 vznikol eliminaciou jedného z X chromozémov (Suzuki 1954)
prip. (Bole-Gowda 1950). Systém X0 s akrocentrickym chromozémom X bol pozorovany

udruhov entelegynnich celadi Thomisidae, Oxyopidae, Philodromidae, Salticidae,
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Zodariidae, s pohlavnym syst¢émom X0 (The spider cytogenetic database 2019). Karyotyp
tvoreny akrocentrickymi chromozdémami je typickym znakom entelegynych pavikov (Aradjo
et al. 2005). Predpoklada sa, ze fuziami mohli vznikat i d’alie systémy pavukov, napr. systém
X1X,0 mygalomorfov zo systtmu so Styrmi pohlavnymi chromozémami X (evolucne
povodny systém tychto pavukov bol zjavne X1X2X3X40, Kral et al. 2013). S takymto
pripadom sa mozeme stretnit napriklad u skupiny pavikov Theraphosidae, kedy povodny
pocet Styroch pohlavnych chromozémov klesol na dva (Kral ef al. 2013).

U vtackara Macrothele gigas bol doposial’ odsledovany najvyssi pocet chromozdémov
X u pavukov, konkrétne trinastich pohlavnych chromozémov X. Taktiez u dalSich zastupcov
rodu je znacne vysoky pocet chromozomov X, napr. u Macrothele yaginumai s deviatimi
pohlavnymi chromozémami X (Kral et al. 2013). U bazalnych Aranecomorphae je vyskyt
viacnasobnych pohlavnych chromozémov X menej Casty. U tychto skupin sa rozvinul tiez
odvodeny pohlavny systém X;X,Y s achiazmatickym parovanim pohlavnych chromozémov
pocas meidzy. Tento pohlavny systém je typicky pre skupiny pavikov Drymusidae,
Hypochilidae, Filistatidae, Sicariidae a Pholcidae (Kral et al. 2006). U niektorych tychto
pavukov sa povodne predpokladal pohlavny systém X;X,0 v dosledku prili§ malej velkosti Y
chromozému, ktory takto unikol detekcii. Vzhledem k malej velkosti je tazké urcit
morfologiu Y, pokial’ to bolo mozné, jednalo sa o metacentricky chromozom. U X; a X,
chromozoémov, morfolégia bola jasna, patrili medzi vel'’ké metacentrické chromozomy (Kral
et al. 2006). V niektorych pripadoch zo systému X;X,Y vznikli d’alSie pohlavné systémy,
napr. X0 alebo XY. Tento proces zahffial sled niekol’kych mechanizmov. Jednym z nich bola
konverzia metacentrického chromozému X pericentrickou inverziou na subtelocentricky alebo
akrocentricky. V d’alSom vyvoji nastala pericentricka inverzia aj na druhom X chromozome
anasledna Robertsonova translokacia medzi oboma X chromozomami v zéavere viedla
k vytvoreniu pohlavného systému XY (Kral et al. 2006).
Pohlavné systémy X;X,X30 a X;X,X3X40 sa okrem mygalomorfnych paviukov vyskytuji aj
u entelegynnych pavukov (Kofinkova a Kral 2013). Pohlavny systém X;X,X30 bol prvykrat
objaveny u entelegyna zastupcu Tegenaria domestica (Sokolska 1925). U Lycosa sp. sa
predpokladd vznik pohlavného systému X;X,X30 zo systému X;X,0. Hypotéza hovori
o nondisjunkcii jedného X chromozému a néslednej strate homoldgie (Postiglioni a Brum-
Zorrilla 1981).
U vtaCkarov bol pohlavny systém X;X,X3X40 pozorovany urady zastupcov nadceladi
Avicularioidea. Na zaklade pozorovani sa zistilo, ze vzdy dva pary zo Styroch pérov

pohlavnych chromozémov vykazovali podobnu Struktiru. To naznacuje, ze systém vznikol
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duplikaciou z pohlavného systému X;X,0 (Kral ef al. 2011). U mygalomorfnych pavikov bol
pohlavny systém X;X,X3X40 popisany napr. u druhov Diplura cf. petrunkevitchi (Dipluridae)
a Poecilotheria formosa (Theraphosidae) (Kral et al. 2011). U entelegynnych pavikov bol
tento systém pozorovany len u dvoch druhov Celade Sparassidae a Tetragnathidae (Swan
2012).

Zlozité pohlavné systémy, ktoré obsahuju viac ako Styri pohlavné chromozémy X,
pravdepodobne vznikli nondisjunkciou alebo Stiepenim X chromozomov, pripadne
kombinaciou oboch mechanizmov. Z hladiska morfologie su pohlavné chromozomy
vzniknuté Stiepenim dvouramennych chromozomt, které u vtackarov prevazuji, vicSinou
malé, akrocentrické chromozémy. Tato morfoldgia pohlavnych chromozémov bola
pozorovana u mygalomorfa Linothele, kde dva najvac¢Sie pohlavné chromozomy X boli
dvojramenné a mohli predstavovat pdvodné pohlavné chromozémy, ktoré nepodlahli
Stiepeniu (Kral 2007, Kral et al. 2013).

U niektorych skupin pavikov sa stretdvame s neopohlavnym systémom chromozémov. Jedna
sa napr. o pohlavny systém X;X,X3Y niektorych skékaviek, ktory vznikol z pdvodného
systému X;X,0, pri tomto procese nastala tandemova fuzia medzi X chromozémom a jednym
chromozémom z autozémového péaru, za vzniku neo-X chromozému, pricom druhy
chromozém z autozémového paru sa diferencoval na neo-Y (Kral 2007). Tento jav bol
pozorovany urodov Habronattus a Evarcha (Salticidae) (Maddison 1982, Maddison a
Leduc-Robert 2013). Pomerne zloZity systém tandemovych fzii sa objavil u druhu Delena
cancerides (Sparasssidae) s pohlavnym systémom X;X»X3X4Xs5Y1Y2Y3Ys (Sharp a Rowell
2007). Neopohlavné systémy XY boli identifikované napr. u zastupcov vtackarov rodu
Barychelidae a Dipluridae (Krél et al. 2013). U zastupcu Paratropis sp., rodu Paratropididae
sa objavil pohlavny systém s vy$§im poc¢tom pohlavnych chromozémov, X;XoX3XsXsXeX7Y.
Tento systém pravdepodobne vznikol z pohlavného systému X;X,X3X4X5XsX70 flziou medzi

X chromozémom a autozomom (Kral ez al. 2013).

2.4 Evolucia nediferencovanych pohlavnych chromozomov u paviukov

Pri stdiach meidzy pavikov bola odhalend zlozitost” ich systému pohlavnych chromozémov.
Okrem mnohopocetnych X chromozémov st pritomné nediferencované pohlavné
chromozémy X ay, tvoriaci tzv. SCP (sex chromosome pair), ktoré su povazované za
evolu¢ne pdvodné pohlavné chromozomy paviakov (Kral et al. 2013). SCP boli pozorované
u entelegynnych pavukov (Kral 2007), haplogynnych a tieZ mygalomorfnych pavikov (Kral

et al. 2006, 2011). Boli pozorované rozdiely v spravani SCP u jednotlivych linii pavukov.
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Jeden zrozdielov je v heterochromatinizacii, ktora bola pozorovana len u niektorych
mygalomorfnych a haplogynnych pavikov (Kral et al. 2013). Dal§im z pozorovanych
rozdielov je, ze umygalomorfnych pavikov st detekovatelné na zdklade specifického
spravania uz v spermatogonialnej profaze, kym u haplogynnych pavukov az v premeiotickej
interfaze (Kral et al. 2006; Kral et al. 2011). U Entelegynae SCP nie je mozné detegovat’ pod
svetelnym mikroskopom, ¢o moéoze byt spdsobené ich znacne nediferencovanym stavom,
vtomto pripade su detekovatelné na zaklade Specifckého spravania iba elektronovym
mikroskopom (Kral 2007; Kral et al. 2013).

Najlepsie su SCP prestudované u vtackarov, u ktorich je casto mozné detekovat ich
cytologicky. Vo vicsine pripadov st tvorené velkymi dvojramennymi chromozémami (Kral
et al. 2006). U niektorych zastupcov Celade Hexathelidae, Nemesiidae a Theraphosidae sa
vyskytuji dva pary SCP. U oboch paroch je zachovand Standardnéd segregicia v anaféaze I,
z ¢oho vyplyva, zZe kazdy par je tvoreny chromozémom X a Y. Predpokladé sa, ze druhy par
mohol vzniknut' duplikaciou prvého. Ked'ze oba pary su vzdy dvojramenné a znacne velké,
vznik rozstiepenim prvého paru je vel'mi nepravdepodobny (Kral et al. 2013). V samcej
meidze je spravanie SCP u mygalomorfnych pavikov podobné ako spravanie pohlavnych
chromozémov X. Rovnako bola zaznamenand pozitivna heteropyknoza v jednotlivych fazach
cyklu a ich migracia do stredu jadra spolu s X chromozémami. Medzi d’alSie podobné znaky
patri asociacia sunivalentmi X pocas premeiotickej interfazy a profazy I, pricom tato
asociacia nemusi byt’ na preparatoch zachovana, pravdepodobne v dosledku slabej vizby mezi
chromozomami X a SCP. Spdsob parovania SCP s chromozémami viedol k hypotéze, ze
pohlavné chromozémy X mohli vzniknit' nondisjunkciou povodnych SCP chromozémov
(Kral 2007). U vtackarov rodu Diplura bol pozorovany SCP, ktory vykazoval neobvyklé
spravanie pocas samcej meidzy. Na zaciatku, ramend pozoruhodne velkého dvojramenného
paru zostavali spojené. Tento jav by mohol odrazat’ vznik SCP fuziou dvoch SCP (Krél et al.
2011).

2.5 Evolucia meidzy pavukov

Zaujimavym aspektom chromozomalnej biologie pavukov, je pritomnost’ roznych modifikacii
meiotického delenia. Ako uvéacSiny Zivocichov je lepSie Studovand samcia meidza
a informacie o oogenéze su velmi vzacné. U bazalnych araneomorfnych pavukov sa
modifikacie tykaji hlavne neskorej profazy prvého meiotického delenia, kedy po pachyténnej
faze nastava rozsiahla de$piralizdcia autozémovych parov. Narozdiel od pohlavnych

chromozomov, ktoré sa vyznafuju tzv. pozitivnou heteropykndzou a st lokalizované na
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periférii jadra (Kral et al. 2006). Tato faza je oznaCovana ako diftzne Stadium vyskytuje sa
nielen u samic¢ieho pohlavia ale aj u samc¢ieho r6znych organizmov (Benavente a Wettstein
1980). Po wuplynuti skorého difuzneho Stddia, pri ktorom dochédza k deSpiralizacii
chromozémov, prechadzaji chromozémy do tzv. neskorého difizneho S$tadia, pri ktorom
nastava ich postupna rekondenzacia (Kral et al. 2006). Pozitivna heteropyknoza pohlavnych
chromozémov je jav, ktory je pozorovatelny pod svetelnym mikroskopom, je sposobeny
fakultativnou heterochromatinizaciou chromozémov, ktoré st viac kondenzované a lepsie
farbite'né (Kral et al. 2011). Heterochromatinizacia odrdza inaktivaciu chromatinu (Summer
2003), predpoklada sa jej uloha v supresii nehomoldgnych rekombinacii medzi pohlavnymi
chromozémami (Kral ez al. 2011).

Jednou z d’alsich modifikacii meiotického delenia je tzv. invertovand meidza. Nazov
vyplyva z charakteru prislusného delenia. Na rozdiel od Standardnej meidzy, v danom pripade
dochadza k rozchodu sesterskych chromatid uZ v prvom meiotickom deleni. Je typicka pre
holokinetické chromozémy abola pozorovana u niektorych pavoukov s holokinetickou
stavbou chromozémov, napriklad u Dysdera crocata (Dysderidae) (Benavente a Wettstein
1980; Kral et al. 2006).

Samc¢ia meidza u niektorych mygalomorfnych pavikov je achiazmatickd a zahfiia
difuzne stadium. Pocas $tadia nenastava crossing over, ¢o sa prejavi nepritomnost'ou chiazmat
(White 1973). Difazne stadium bolo pozorované u troch taxéonov mygalomorfnych pavukov,
konkrétne Antrodiaetus, Macrothele a Ischnothelinae (Kral et al. 2013). Dalsou modifikaciou
meiotického delenia, ktord sa modZe vyskytovat u mygalomorfnych pavikov je tzv.
kryptochiazmaticka meidza. Tento jav je typicky pre samcov arovnako sa vyznacuje
potlacenim chiazmat (Kral et al. 2011). Z evolu¢ného hl'adiska je chapana ako prechod medzi
chiazmatickou a achiazmatickou meidézou (White 1973).

Pohlavné chromozomy vykazuji pocas meidzy Specifické spravanie. V pripade
systému X;X,0 pohlavné chromozdémy heterogametického pohlavia pocas profazy I navzajom
paruji. Na rozdiel od autozomélnych bivalentov nie je ich parovanie chiazmatické.
NajcastejSie  sposoby péarovania pohlavnych chromozémov su paralelné parovanie
prostrednictvom Struktary tzv. junction lamina, ktoré je typické pre entelegynné paviky (Kral
et al. 2011). Parovanie v telomerickych oblastiach, tzv. end-to-end parovanie
u mygalomorfnych paviukov v priebehu evolucie postupne prechddzalo v parovanie
v centromerickych oblastiach akrocentrickych chromozémov u Entelegynae (Kral et al.

2013).
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2.6  Repetitivne usporiadané gény

Eukaryotické genomy obsahujii velmi komplexné frakcie repetitivne usporiadanych génov.
Prislusné gény cCasto vytvéaraju tandemovo usporiadané opakovania alebo moézu vznikat
multigénové rodiny rozptylené po gendome. Velkost azlozenie sekvencii prislusnych
opakovani sa méze liSit medzi jednotlivymi druhmi ale aj vyS$imi taxonmi. Ked'Ze sa
predpokladd, Ze tieto gény maji dolezitu funkciu v gendéme, medzi sucastné pristupy
molekularnej cytogenetiky patri ich mapovanie (Macas ef al. 2015). Medzi najsledovanéjSie
repetitivne usporiadané gény patria tie, ktoré su druhovo vysoko konzervované, predovsetkym
gény nukleolarnych organizatorov jadierka. Menej Casto sa vizualizuju histonové gény a gény
pre malé jadrové RNA. Existuje mnozstvo inych repetitivne usporiadanych génov, napriklad
gény pre tRNA, ktoré sa vSak v metdodach komparativnej cytogenetiky nepouzivaju

(Sochorova et al. 2017).

2.6.1 Jadierko a nukleolarne organizatory jadierka

Jadierko (nucleolus) patri medzi najviacSie a najviditelnejSie jadrové kompartmenty.
Vyskytuje se prakticky u vsetkych eukaryotickych buniek (Pederson 2011). Jadierko je
pozorovatel'né pocas interfazy (Warner 1979). Oblasti obklopujice vonkajSie Casti jadierka
vytvaraju perinukleolarny chromatin, ktory je tvoreny predovsetkym heterochromatinom.
Hlavnou funkciou jadierka v eukaryotickych bunkach je biogenéza ribozémov. Okrem
spracovania a maturacie rRNA, je funkciou jadierka spracovanie bunkovych
ribonukleoproteinov (RNP) (Boisvert et al. 2007). Jadierko tizko stvisi s rRNA, podiela sa
vSak aj na spracovani a dozrievani d’alSich rodin RNA, napr. RNA malych jadrovych RNP,
RNA telomerazy atiez malé RNA prepisované RNA polymerazou III, ako st 5S rRNA,
niektoré tRNA, miRNA alebo RNA ucinkujuce v SRP (signél rozpoznévajuce Castice) (Gerbi
et al. 2003). Okrem tychto funkcii, jadierko zohrava dodlezitu rolu aj pri kontrole bune¢ného
cyklu a pri snimani enviromentalneho stresu (Németh a Grummt 2018).

Pomocou elektronovej mikroskopie boli u vySSich eukaryotov odhalené tri hlavné
komponenty jadierka: fibrilarne centrum, husta fibrilarna zloZzka a granularna zloZka (Raska et
al. 2006). Hlavnymi markrami hustej fibrildrnej zlozky st proteiny nukleolin a fibrillarin
(Summer 2003). Fibrildrne centrd obsahuju netranskribované rDNA sekvencie a faktory
asociujuce s rDNA ako UBF (Upstream binding factor). Transkribcia rDNA génov RNA
polymerazov Ipocas interfazy prebieha na rozhrani fibrilarnej a hustej fibrilarnej zlozky
(Summer 2003). Proces, ktorého vysledkom je prekurzorova ribozomalna RNA (pre-RNA),

prebieha v granularnej zlozke (Pederson 2010). Zostavovanie ribozomovych podjednotiek
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a nasledné spracovanie rRNA prebiecha v granuldrnej zlozke. Markrom granularnej zlozky je
nukleofosmin, multifunkény protein podielajici sa na biosyntéze ribozémov (Yoshikawa
2015).

Jadierko sa formuje v oblasti génov pre rRNA - nukleoldrnych organizatoroch jadierka
(NOR). Tieto obasti su miestom transkripcie rDNA (Raska et al. 2006; Hernandez-Verdun et
al. 2011; Pederson 2011). Eukaryota maja stovky az tisice identickych kopii ribozomalnych
RNA (rRNA) génov, ktoré su transkribované v jadierku RNA polymerdzou I. Tieto gény st
zoskupené na chromozomoch do dlhych tandemovych repetic. Velkost primarneho
transkriptu rRNA génov je od 35S do 48S, pricom obsahuje gény pre 185, 5,8S a 28S rRNA
(Turowski a Tollervey 2015). Gény pre 5S rRNA, ktoré su transkribované RNA polymerazou
II sa vyskytuji na odliSnych lokusoch (Fedoriw et al. 2012). Okrem rDNA génov sa na
oboch koncoch primarneho transkriptu rRNA z nukleoldrnych organizatorov nachddzaja
spacery: 5°-ETS a 3‘-ETS (external trancribed spacers) a ITS1 a ITS2 (internal transcribed
spacer). Transkrip¢né jednotky nukleolarnych rRNA génov su oddelené tzv. NTS (non-
transcribed spacer, neprepisované medzerniky) (Henras et al 2014). Jednotlivé rDNA
repeticie maju odliSnou transkripnu aktvitu. Transkripéne neaktivne NOR naznacuju, Ze
prave transkripcia RNA polymerdzou Ije dolezitym faktorom pre formovanie jadierka
(Németh a Grummt 2018). Molekuly rRNA jsou modifikované malymi jadrovymi
ribonukleoproteinmi (snoRNP) a d’alsimi faktormi. Vysledné modifikovana rRNA su
transportované do cytoplazmy, kde spolu s mnoZstvom ribozomalnych proteinov tvoria mali

a vel'ka podjednotku ribozému (Henras ef al. 2014).

| N5 | rDNA-Repeat | w5 | rDNA-Repeat NS |
0 v
|evs |T188 T is1 [H]is2] 28S | |ers|8sT] irs1[Hirs2) 285 |
5.85 5_E|as

Obr. 2 Schématické znizornenie rDNA transkripcnej jednotky a jej tandemové usporiadanie u
vysSich eukaryotov. NTS — neprepisované medzerniky (z angl. non—transcribed spacer), ETS —
vonkajsie prepisované medzerniky (z angl. external transcribed spacer), ITS1 a ITS2 — vnutorné
prepisované medzerniky (z angl. internal transcribed spacer), gény pre 18S, 5,85 a 28S rRNA.

Prevzaté a upravené z Chandrasekera et al. 2017.

NOR st ulozené v achromatickych tusekoch chromozémov nazyvanych sekundédrne
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konstrikcie (McStay 2016). Doterajsi vyskum ukazal, ze NOR su lokalizované v blizkosti
heterochromatinovych oblasti (Nemeth a Langst 2011). U l'udi s NOR lokalizované na
kratkych ramienkach akrocentrickych chromozémov (konkrétne na chromozémovych péaroch
13, 14, 15, 21 a 22) (McStay 2016). U mysi bola zistena vysoka diverzita umiestnenia NOR,
ich lokalizacia bola zistend na vSetkych autozomoch v blizkosti centromerickych oblasti,
okrem dvoch NOR, ktoré boli v telomerickych oblastiach (Britton-Davidian et al. 2012).
U Drosophila s lokalizované na  pohlavnych  chromozémoch v oblastiach
obsahujucich heterochromatin a predpoklada sa ich uloha pri meiotickom parovani XY
(McStay 2016). Vo velkosti DNA NOR je vysoky stupein medzidruhovej variability, ktora sa
pohybuje v rozsahu od 50 kb do > 6 Mb (Stults ez al. 2009).
Jadierko je ve'mi dynamické Struktira, ktora sa rozpada, v pripade, ze bunka vstupuje do
mitodzy a opitovne sa formuje po bunecnom deleni. Na tomto procese sa podielaju komplexné
a vysoko regulované molekularne mechanizmy (Németh a Grummt 2018). Jadierko obsahuje
priblizne 4000 proteinov (Boisvert et al. 2007).
Jednou z metdd, ktora sa vyuzivala na detekciu NOR bola metéda s vyuzitim dusi¢nanu
strieborného (AgNOs). Dnes pouzivanou metodou detekcie, ktord je viac Specifickejsia, je
metdda fluorescencnej in situ hybridizacie (Summer 2003).

U mygalomorfnych pavukov sa najCastejSie vyskytuje jeden alebo dva pary NOR
v terminalnej oblasti na autozomoch. Metddou striebrenia bol detegovany termindlny NOR
u zastupcu Pterinochilus murinus. U zastupcu Idiothele mira bol NOR detegovany
v pericentrickej oblasti. Metddou FISH bol detegovany terminalny NOR na metacentrickom
chromozémovom pare u Brachypelma albopilosum. U araneomorfnych pavukov je pocet
avyskyt na autozémoch rovnaky ako umygalomorfnych pavikov (Kral et al. 2013).
U Zivoc¢ichov sa NORy mdzu vyskytovat’ aj na pohlavnych chromozémoch (Artoni a Bertollo
2002). V pripade mygalomorfov bol vyskyt tychto NOR preukdzany u dvoch rodov,
Ischnothele a Linothele (Krél et al. 2013). U niektorych araneomorfnych pavikov bol taktiez
detegovany NOR na pohlavnych chromozémoch (Kral er al. 2006; Kral et al. 2011).
U entelegynnych pavukov je pritomnost na pohlavnych chromozdémoch menej Casta ako u
haplogynnych, NORYy boli detekované len u zastupcov skupiny Nephilidae (Paula-Neto et al.
2008). Zaujimavy vysledok pochadza z analyzy druhu Wadicosa fidelis (Lycosidae), kedy
pocet NOR lokusov vykytujtcich sa v distalnej oblasti autozémov sa mdze pohybovat’ od 9
do 10 (Forman et al. 2013). Analyza NOR pomocou FISH bola prevedena aj u d’alSich skupin
pavukovcov. U pavukovcov radu Opiliones, konkrétne u Siestich druhov podradu

Cyphophthalmi, bol zisteny termindlny NOR lokus na jednom chromozémovom pére
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(Svojanovska et al. 2016). Inym prikladom je vizualizdcia NOR u Skorpionov celade
Buthidae. V tomto pripade boli analyzované S$tyri geograficky vzdialené druhy s
holokinetickymi chromozémami. U vSetkych sledovanych druhov bol preukazany jeden

intersticialny NOR lokus na najva¢Som chromozémovom pare (Sadilek et al. 2015).

2.6.2 Gény pre 5S rRNA

U eukaryotov su rRNA ribozémov koédované nie len transkripénymi jednotkami ulozenymi
v NOR, ale aj génmi pre 5S rRNA. Gény pre 5S rRNA st rovnako repetitivne usporiadané,
klastry tychto génov sa mézu nachadzat’ na r6znych miestach genomu (Rooney a Ward 2005).
Gény 5S rRNA koduji rRNA, ktord sa podiela na vytvoreni malej podjednotky ribozoému
(Simon et al. 2018). Klastry 5S rDNA st tvorené vysoko konzervovanymi viacnasobnymi
kopiami 5S rRNA génov, ktoré st oddelené variabilnym netranskribovanym medzernikom
(NTS, z angl. non-transcribed spacer) (Eickbush a Eickbush 2007). Gény mo6zu mat’ r6znu
polohu a organizaciu na Grovni chromozémov. Rovnako sa méze 1isit’ pocet a poloha klastrov,
ato i v ramci rovnakého druhu (Martins a Wasko 2004). Prislusné oblasti rDNA mo6zu byt
uloZené v blizkosti inych viacgénovych rodin, ako st gény pre histony alebo gény pre malé
jadrové RNA (snRNA gény) (Vierna et al. 2012). Tato situdcia bola pozorovanad napr.
u pavika druhu Oxyopes sertatus, kde gén 5S rRNA bol vo vizbe so sekvenciou podobnou
génu pre histon H2B (Suzuki a Kubota 2011).

—

TS [ Tes mNAgene | Wi TS [TesmNAGene | WIS
120 bp variable

Obr. 3 Schématické znazornenie transkripénej jednotky pre 5SS rRNA. NTS - neprepisované

medzerniky (z angl. non—transcribed spacer), prevzaté od Martins a Galetti 2001.

2.6.3 Histonové gény

Histony su najhojnejSie proteiny chromatinu. Su to pomerne malé proteiny, ktorych
zékladnou funkciou u eukaryotov je vdzba na DNA v chromatine. Podiel'aju sa na stavbe
nukleozomu, ktory pozostava z DNA, ktora sa obtaca okolo histonového oktaméru. Histonovy
oktamér je tvoreny Styrmi typmi jadrovych histonov (H2A, H2B, H3 a H4) a histénom HI,
ktory spaja dva nukleozémy (Simpson 1978).
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Organizacia histonovych génov bola prvykrat popisand u Drosophily melanogaster
(Lifton et al. 1978), avSak poradie, orientdcia i zastupenie jednotlivych génov v klastroch
mdze byt druhovo Specifickd (Maxson et al. 1983). U vacSiny organizmov su histonové gény
usporiadané v tandemovych repeticiach, avSak moézu byt usporiadané aj do zhlukov. O
organizacii histobnovych génov u pavikov informacie dodnes chybaji. Vo vicsine pripadov su
histonové gény rozptylené na niekol’kych chromozomoch. Histonové gény su klasifikované
do troch zadkladnych podskupin: histony zavislé na replikacii, nezavislé od replikacie
a tkanivovo Specifické histony (Lyons ef al. 2016). Klasifikacia vznikla na zaklade genomove;j
organizacie a expresie. Do prislusnej klasifikacie vSak nespada histon H4. Histony nezavislé
od replikacie su usporiadané do génovych klastrov, vyskytuju sa na Specifickych miestach
v gendme a mozZu obsahovat’ introny. Na rozdiel’ od tejto skupiny histony zavislé na replikécii
su usporiadané do zhlukov a ich Struktira neobsahuje introny (Maxson et al. 1983).

Histonové gény, vdaka svojmu usporiadaniu do klastrov, st vhodnym materidlom pre
mapovanie chromozoémov pomocou in situ hybridizacie (Old et al. 1997). Pri analyze bolo
zistené, zZe tieto gény su ulozené na chromozoéme znacne konzervativne (Ranz et al. 2003).
U clankonoZcov boli gény pro histony lokalizované u niektorych zastupcov hmyzu. Gény pre
histon H3 boli vizualizované pomocou FISH u motylov rodu Leptidae. U druhu L. reali bol
pozorovany jeden intersticialny klaster na bivalente pocas pachyténnej fazy, ktory bol
lokalizovany v blizkosti malého bloku heterochromatinu (Sichové et al. 2015). Klastry pre
gény histonov H3 a H4 boli vizualizované dale na jednom konci X chromozému u druhu
Diuraphis noxia (Hemiptera: Aphididae). V tomto pripade bola preukdzana kolokalizacia
histonovych markerov s markerom pre 18S rRNA v prisluSnej oblasti na X chromozome

(Novotna et al. 2011).

2.6.4 Gény pre malé jadrové RNA

Do skupiny multigénovych rodin patria aj gény pre malé jadrové RNA (snRNAs) (Nei a
Rooney 2005). Mal¢ jadrové RNA su nekodujiuce riadiace RNA, ktoré su pritomné vo
vSetkych mnohobunkovych organizmov. Ich velkost' sa pohybuje v rozmidzi od 90 — 300
nukleotidov. Stidie poukazujii na ich vyznamni rolu v regulacii zostrihu RNA a remodelécii
chromatinu. Na zdklade funkcie sa snRNA rozdel'uju do niekolkych tried (Warner et al.
2015). Pri zostrihu pre-mRNA st dolezité proteiny obsiahnuté v intrénoch, kédované génmi
pre Ul, U2, U4, U5, Ull a Ul12 snRNA. Mal¢ jadrové RNA, ktoré sa podiel’aji na zostrihu,
sa spajaju s proteinmi za vzniku jadrovych ribonukleoproteinovych castic (snRNP) (Tarn a

Steitz 1997). Gény pre hlavné snRNA (U1, U2, U4 a US) st znacne konzervované a Casto
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pritomné vo viacerych képiach (Jawdekar 2008). Pocet kopii U snRNA génov sa druhovo 1isi
a tandemovo usporiadané repeticie, tvorené niekol’kymi kopiami moézu byt rozptylené po
gendme alebo spojené s inymi multigénovymi rodinami (Marz et al. 2008).

Cytogenetické mapovanie génov U snRNA nie je velmi rozsirené u pavukov. U dalSich
¢lankonozccov boli tieto gény mapované napr. u kobylky Abracis flavolineata (Bueno et al.
2013). U cvrcka Cycloptiloides americanus lezi klaster na najva¢Som autozOmovom pare
(Palacios-Gimenez and Cabral-de-Mello 2015). Gény pre U snRNA boli mapované také
u obratolcti, ve'mi Casto mapované ryb napriklad u druhu Oreochromis niloticus (Cabral de

Mello 2012) nebo u ryb rodu Astyanax (Silva et al. 2015).
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3 Material a metody
3.1 Material

Moja diplomova praca bola zamerand na analyzu karyotypov pavikov s roznymi systémami
pohlavnych chromozémov. Jednalo sa 0 Mygalomorphae (7 druhov z ¢el'adi Theraphosidae, 1
druh zceladi Barychelidae) a zastupcu entelegynnych (1 druh z celade Agelenidae)
a haplogynnych araneomorfov (1 druh z ¢el'ade Filistatidae) (tab.1). Prevazna vécsSina druhov
bola ziskana od chovatel'ov, z dlhodobych kultur, pri€om presny pévod nebolo mozné urcit’.
Chov prislusnych jedincov bol zabezpeCeny v laboratoriu, v plastovych krabiciach
s terarijnym substratom. Prevazne sa jednalo o vel’ké jedince, ako krmivo boli pouzité cvrcky
s vhodnou velkostou. Samci v subadultnom a adulthom vyvojovom $tadiu boli nasledne
pouzity na pripravu chromozémovych preparatov. RozliSenie adultnych samcov bolo
prevedené podl'a morfologie pedipalp, u vtackarov tiez podl'a pritomnosti tibidlnych hdkov na
prvom pare koncatin. Subadultni samci vta¢karov boli odliSeni na zéklade nepritomnosti
spermatéky v exuvii, ktora je pritomna iba u samic. Na pripravu preparatov sa vyuzivali
prevazne gonddy, pripadne crevo alebo srdce, ktoré maju vysokl frekvenciu deliacich sa
buniek. Cielom bolo ziskat' spermatogonidlne mitdzy a jednotlivé fazy meiotického delenia.
Chromozdémové preparaty boli vyuzité pri aplikacii vybranych metod klasickej a molekularne;j

cytogenetiky.
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Druh

Areal rozsirenia resp.

Pouzité metédy

lokalita
Mygalomorphae
Atrophothele socotrana Firmihin plateau, Sokotra
(Barychelidae) (Jemen) Giemsa, CGH
Cyriocosmus perezmilesi
(Theraphosidae) Rurrenabaque, Bolivia Giemsa, 18S
N eoholothelg incei NZ (Trinidad a Tobago, Giemsa, C pruhovanie,
(Theraphosidae) Venezuela) 18S
Nhandu chromatus
(Theraphosidace) NZ (Brazilia) Giemsa
Lasiodora striatipes
(Theraphosidae) NZ (Brazilia) Giemsa, 18S
Poecilotheria formosa Giemsa,18S, H3, 58S,
(Theraphosidae) NZ (India) CGH,
Poecilotheria vittata Giemsa, 18S, H3, 58,
(Theraphosidae) NZ (India, Sri Lanka) CGH
Psalmopoeus irminia NZ (Venezuela, Guayana,
(Theraphosidac) Brazilia) Giemsa, 18S, CGH
Entelegynae
Tegenaria ferruginea 5
(Agelenidae) Praha, Ceska republika CGH
Haplogynae

Kukulcania aff. hibernalis
(Filistatidae)

NZ (USA, Mexiko, Stredna
Amerika, Karibik, Juzna
Amerika)

Giemsa,18S, CGH

Tab. 1 Zoznam Studovanych druhov, ich aredl rozSirenia a pouZzité metédy. NZ — narodeny v
zajati, presna lokalita povodu jedincov nezndma, v zatvorke uvedeny areal rozSirenia podla World
Spider Catalog (2019). Giemsa — vyhodnotenie zakladnych karyotypovych charakteristik. FISH
markery: 18S a 5S — gény pre 18S a 5S rRNA, H3 — gény pre histon H3. CGH — komparativna

genomova hybridizacia.
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Zoznam pouzitych chemikalii

3.2

Modifikovany Sgrensenov pufor: 0.033M KH,PQ4; 0.013M Na,HP0,4.12 H,0; pH=6.8
2x SSC: 0.3M NaCl; 0.03M C¢Hs0O7Nas. 2H,0; pH=7.0

50x Denhartov reagens: 1% (w/v) Ficoll (typ 400); 1% (w/v) polyvinylpyrolidin;

1% (w/v) BSA

1x PBS: 0.015M NacCl; 0.015 M KCI; 0.015M KH,POy; 0.015M Na,HPOy,. 12

H,O; pH="7.3

Antifade DABCO: 0,21M 1,4- diazabicyclo[2.2.2]oktan; 1M Tris- HCI (pH= 8.0);
0.9% (v/v) glycerol

Fyziologicky roztok: 0.15M NaCl; 5.6mM KCl, 2.4mM NaHCOs;; 3mM CaCly;
pH=7.0

Fluormix: 0.25mM dATP; 0.25mM dCTP; 0.25mM dGTP; 0.17mM dTTP; 0.2mM
zna¢enych dUTP (Biotin-16-dUTP (Roche), Fluorescein-12-dUTP (Roche), Cy3-
dUTP (GE Healthcare))

Pouzité komercné kity

DNeasy Blood & Tissue (Qiagen)

Wizard ® SV Gel and PCR Clean — Up System (Promega)
Bionick Labeling System (Invitrogen, Life technologies)
CGH Nick Translation Kit (Abbott)

Illustra GenomiPhi HY amplification Kit

Priprava chromozomovych preparatov

Na pripravu chromozémovych preparatov bola pouzita tzv. plate spreading metoda (Traut,

1976). Vybrané druhy pavikov boli najskor usmrtené v mraznicke, pri¢om dizka zmrazenia

zavisela od vel’kosti paviika (v naSom pripade priemerne 15 mintt). Nésledne bola odstrihnuta

hlavohrud’ s koncatinami, ktord bola uskladnend v 96% etanole v chladnicke pre dalSie

vyuzitie. Abdomen bol umiestneny do fyziologického roztoku pre motyle rodu Ephestia

(Lockwood, 1961) na pitevn misku. Nasledne boli pod binokularnou lupou (Nikon)

vypitvané samcie gonady, pripadne crevo ¢i srdce. Tkanivd boli umiestené¢ do 0,075 M

roztoku KCI (Sigma-Aldrich) pre hypotonizaciu, na dobu 20 - 30 minut. Po hypotonizacii

prebehla fixacia v Cerstvo pripravenej zmesi jednosytneho alkoholu metanolu (Merck) alebo
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etanolu (Merck) spolu s l'adovou kyselinou octovou (Merck), v pomere 3:1. Tkaniva boli
fixované postupne v troch fixazach, ato 6, 10 a 20 minut.

Po fixécii bola na ¢isté podlozné sklicko prenesend primerana Cast’ gonddy a pasterkou
bolo prikvapnutych niekol’ko kvapiek 60% kyseliny octovej. Nasledne bola vytvorend pod
binokularnou lupou suspenzia buniek, za pomoci wolframovych ihiel. Podlozné sklicko so
suspenziou bolo prenesené na histologicku platnicku 40°C. Suspenzia buniek bola pomocou
volframovej ihly rovnomerne roztierana po sklicku az do odparenia. ZvySok kvapky,
obsahujuci necistoty bol sklepnuty na filtraCny papier. Rovnakym sposobom sa postupne
spracoval vSetok nafixovany materidl. Kontrola kvality preparatu (spravnost’ rozprestretia
figur, hustota buniek) bola overena pod mikroskopom s fazovym kontrastom.

Farbenie preparatov prebichalo v 5% roztokom Giemsy v modifikovanm
Serensenovom pufre (pH = 6,8), najskor v nasledujici det. Po uplynuti stanovenej doby
farbenia 25 mintt a oschnuti boli preparaty uskladnené v chladnicke. Skla pre metédu FISH a
CGH boli najskér odvodnené vo vzostupnej etanolovej rade ( 70%, 80%, 96%) a ulozené
v hlboko mraziacom boxe pri -75°C.

Pripravené preparaty obarvené Giemsou boli pozorované pod mikroskopom Olympus
BX 50 s vyuzitim imerzného objektivu 100x. Vybrané figary boli fotografované pod CCD
kamerou DP71 s pouzitim programu Cell*D (Olympus). Uréenie diZky jednotlivych
chromozémov a ich ramien prebiehalo v programe ImageJ. Néasledne bol pre jednotlivé
chromozomy stanoveny centromericky index, a to ako pomer dlhého a kratkeho ramienka
daného chromozému. Klasifikdcia chromozomov prebehla podl'a Levana et al. (1964) do
nasledujticich upravenych kategorii: metacentrik (m), submetacentrik (sm), subtelocentrik
(st), akrocentrik (a). Pre sestavenie karyogramu bola stanovena tiez relativna chromozémova
dizka, ktora sa uréuje ako percentualny podiel chromozému nebo chromozomového paru na
celkovej dizke vietkych chromozémov. U jednotlivych druhov bolo premeranych 5-10 figir.
Z vybranych dostato¢ne kvalitnych figlr (preferen¢ne =z figur tvorenych sesterskymi

metafdzami II) boli vytvorené karyogramy v programe Corel PHOTO-PAINT verzia X5.

3.3 C - pruhovanie

Pomocou C - pruhovania bol vizualizovany konstitutivny heterochromatin. Podl'a skiisenosti
nasho laboratoria st najlepSie vysledky dosiahnuté u3 az 5 dni starych preparatov
pripravovanych pri teplote histologickej platnicky 35°C methanoloctovou fixdzou. Takto
pripravené, neofarbené preparaty sa nechali starnut’ v susiarni pri teplote 60°C 1 hodinu. Po

uplynuti tejto doby a po ochladnuti na izbovu teplotu boli ponorené do 0,2N roztoku HCI na
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45 minut. Potom boli oplachnuté destilovanou vodou a schli minimalne 2 hodiny pri izbovej
teplote. V d’alSom kroku prebiehala inkubdacia preparatov v nasytenom roztoku Ba(OH), po
dobu 3 — 5 minut (50°C). Pondranie a vynaranie skiel bolo potrebné robit’ rychlo, aby sa
vznikajlca zrazenina uhli¢itanu barnatého neprichytila na ich povrch. Preparaty boli nasledne
preplachnuté destilovanou vodou, v nadobe s teplotou 30 - 32°C a nasledne v inej nadobe pri
izbovej teplote. Vyssia teplota umoznila lepSie zmytie povlaku uhli¢itanu z povrchu skiel.
Preparaty sa nechali uschnut’ pri izbovej teplote cca 3 hodiny. Renaturacia predstavovala d’alsi
krok. Preparaty boli ponorené do roztoku 2xSSC pri 60°C na 75 minut. V poslednom kroku
boli preparaty opét’ oplachnuté v destilovanej vode, pri izbovej teplote a potom cez noc schli.
V nasledujici den mohli byt preparaty ofarbené Giemsou, rovnakym sposobom ako pri
priprave beznych preparatov. Jedinym rozdielom bola doba farbenia, ktora bola pri C —

pruhovani prediZzena na 75 minut.

3.4 Fluorescencna in situ hybridizacia (FISH)
Principom tejto molekularno-cytogenetickej metody je hybridizacia znacenej DNA (sondy)
s cielovou komplementarnou DNA. V pripade spravnej hybridizdcie znacenej sondy
k cielovej sekvencii na DNA, pozorujeme pod fluorescenénym mikroskopom farebny signal
na cielové DNA (jadrova DNA interfaznych buniek alebo kondenzovanych chromozémov),
fixované na mikroskopickom skli¢ku. Pre hybridizaciu sa vyuzivaju sondy, ktoré su znacené
priamo alebo nepriamo. Pri priamom znaceni sa vyuziva fluorescencné farbivo (fluorochrom).
Pri nepriamom znaceni sa vyuziva molekula s naviazanym hapténom, ktorit mozno detegovat’
pomocou protilatky znacenej fluorochromom. V mojich experimentoch boli pouzité metddy
FISH snepriamo znafenou sondou pre vizualizdciu génovych markerov a CGH
(komparativna genomova hybridizéacia) s vyuzitim priameho znacenia sondy.

Délezitou sucastou hybridizacného mixu pre FISH je mimo sondy kompetitorova
DNA. Jej hlavnou funkciou je vyviazanie repetitivnych sekvencii, ako prevencia
neSpecifickych hybridizacii (Uberla et al. 1991). V naSom pripade sme pouzivali jako
neSpecifického kompetitora sonikovani DNA lososich spermii (Sigma aldrich). Pre
experimenty CGH boli naviac pouZzité Specifické kompetitory odvodené od celogenémovej
DNA samic, ktoré sluzili k vyviazaniu samicich (hlavne repetitivnych) sekvencii, ¢im malo

dojst’ k zvyrazneniu Y Specifickych signalov.

3.4.1 Vizualizacia génovych markerov
Metdda FISH bola pouzita na vizualizdciu génovych markerov organizovanych v rDNA v

repeticiach. Pro va¢sinu druhov bola pouzita iba sonda pre 18S rDNA. Pre rod Poecilotheria
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som sa pokusila vyvinat’ sondy 1 pre iné¢ markery. Testované boli primery pre nasledujuce
gény: 18S rRNA, 5S rRNA, histonu H1 a H3, Ul snRNA a U2 snRNA. Jedna sa o relativne
Casto pouzivané markery, aj ked ich pouzitie pre mygalomorfné paviky eSte neboli
publikované. Testovala som sety primerov pouzivanych v predchadzajicich diplomovych
pracach naseho pracoviska (Hruba 2017, Pajpach 2018, Prokopcova 2018). Hoci nie u
vSetkych sa podarilo pripravit’ cielovy fragment pro FISH sondu (tab. 2). Pred aplikaciou
samotnej metddy, proces zahfnial niekolko dolezitych krokov pripravy sond platnych pre
vSetky vizualizované markery: izolacia DNA, priprava sond amplifikdciou Specifickych
usekov DNA pomocou PCR a jej optimalizacia. V pripade pozitivneho vysledku po PCR,
nasledovali kroky platné pre markery: sekvenovanie, znac¢enie sond pomocou PCR (okrem

18S rRNA vid’ nizsie).

3.4.2 Priprava sond pre génové markery

Za ucelom detekcie nukleolarnych organizatorov jadierka bola vyuzitd vopred pripravena
sonda z celogendmovej DNA haplogynného paviuka Dysdera erythrina (Dysderidae)
izolovanej pomocou kitu DNeasy Blood & Tissue (Qiagen). Prislusnd DNA slazila ako
templat pre PCR reakciu, v ktorej bol amplifikovany tsek 18S rDNA. Vysledny produkt danej
reakcie o vel'kosti cca 1400 bp bol zna¢eny pomocou biotin-14-dATP metédou nick translacie
s vyuzitim kitu Bionick Labeling System (Invitrogen, Life technologies) (Forman et al. 2013).

Na pripravu dalSich sond bola pouzitd genomova DNA z druhu Poecilotheria
formosa, ktord bola izolovand pomocou kitu DNeasy Blood & Tissue (Qiagen). Kontrola
kvality DNA prebehla pomocou gélovej elektroforézy na 2% agarézovom gély. Koncentracia
DNA bola stanovend na fluorometry Qubit ® 3.0 (Thermo Fisher Scientific).

Celogendmova DNA sluzila v d’alSom kroku ako templat pre polymerdzovu retazova
reakciu (PCR). V reakcii dochadzalo k amplifikacii konkrétnych tsekov DNA pomocou
primerov pouZivanych pre konStrukciu FISH sond u inych organizmov. Tieto sondy boli
syntetizované na zakazku spolo¢nostou Generi Biotech (tab. 2). V danej reakcii bol
zachovany objem 20 pl, jednalo sa o nasledujuce reagencie: 10 ul PPP Master mix (Top Bio),
1 pl forward primeru o koncentracii 10 uM, 1ul reverse primeru s rovnakou koncentraciou,
100 ng templatovej] DNA, objem bol doplneny PCR H,0 (Top Bio). Reakcia prebiehala v
PCR cykléry (LifeEco, Bioer) a mala presne stanoveny teplotny profil: najprv iniciacna
denaturacia (95°C, 3 min), nasledovala denaturacia v 35 cykloch, ktora prebiehala pri 95°C
(30s), nasadanie primerov s teplotnym gradientom 50°C, 54°C, 58°C a 60°C (30s) a

predlzovanie retazca pri teplote 72°C (2min) zakoncené predlzovanim retazca po dobu 15
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minut pri 72°C. Po dokonceni reakcie prebehla kontrola kvality a velkosti produktov
pomocou gélovej elektroforézy na 2 % agarézovom gélu (obr. 4). Podla vysledkov
z elektroforézy, bolo mozné vybrat’ produkty pre d’alSie kroky. Tymto kritéridm zodpovedali
produkty pre 5S rDNA a pre histon H3. U ostatnych produktov amplifikacia nenastala ani
po opakovanych testoch. U vybranych dvoch produktov bola zistena najvhodnejsia teplota pre
nasadanie primerov 50°C (pre 5S rRNA, histon H3) a 54°C (pre 5S rRNA, histon H3).
V d’alSom kroku boli vysledné produkty purifikované pomocou kitu Wizard ® SV Gel and
PCR Clean — Up. Po purifikacii bola ur¢ena presna koncentracia DNA fluorometricky, a to

pomocou pristroja Qubit ® 3.0 (Thermo Fisher Scientific).
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Obr. 4 Agarézova gélova elektroforéza PCR produktov detegovanych po amplifikicii DNA za
pouzitia Specifickych primerov. 1 - 4 — Ciselné oznacenie jamiek s vyslednymi produktami DNA
pomenovanych podla pouzitych Specifickych primerov. 1 — fragment génu pro 5S rRNA, 2 — H3, 6 —
kontrola, 3 — fragment génu pro 18S rRNA, 4 — ladder (vpravo velkost’ fragmentov v pb). Teplotny
gradient pre nasadanie primerov H3, 5S rRNA 50°C, 54°C, 58°C a 60°C, nanaSané z prava do lava.
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I i Velkost
, Oznacenie forward a reverse Idedlna .
Gén . L o produktu Referencie
primerov / Sekvencia primerov Tm (°C) (pb)
H3_F: 50°C Institute of
H3 histén 5“TANGCACGYTCNCCNCGGAT -3 54°C 300 pb Ent(gmol'ogy,
H3 R: Ceské
5‘-ATGGCNCGTACNAARCARAC - 3/ Budéjovice
H1 F:
.y 5‘-ATGGCAGAARYCGCMCCAGC - 3¢ Hashimoto
HLhiston | 1y g BDP etal. 2011
5-TACTTCTTCTTGGGSGCTGC - 3*
Ul snRNA_F: Cabral de
U1 snRNA 5 CTTACCTGGCGTRGRGGWY- 3 BDP Mello et al.
U1l snRNA_R: 2012
5‘- CAKTCCCRRCTACCAAAAATT - 3/
U2 snRNA_F:
5- TCTCGGCCTWWTGGCTAA - 3¢
U2 snRNA_R: Colgan et al.
U2snRNA | 5. GMGGTASTGCAATACCGG - 3° BDP 1998
U2 snRNA_F_1:
5- ATCGCTTCTCGGCCTTATG - 3¢
U2 snRNA_R_1: Bueno et al.
U2snRNA | o 1CCCGGCGGTACTGCAATA - 3° BDP 2003
5S rRNA_F: Institute of
5‘-GCCAACGTCCATACCAYGYTGA- 3¢ Entomology,
SSTRNA 1 oo (RNA_F: BDP Ceské
5-AAGCCAACGNCACGYGGT- 3* Budéjovice
5S rRNA_F_1:
5‘- AACAACAAGTCCGGAGAACG - 3f 50°C
5srRNA | 25 TRNAR_I: 54°C | 300 pb Suzukia
5‘- GACCACTGAGAGGGTCGAT- 31 Kubota 2011
18S rRNA_F:
5‘- CGAGCGCTTTTAGACCA -3’
185 rRNA | 185 RNA_R: 1400 pb | FOTManetal
5‘-GGTTCACCTACGGAAACCTT- 3¢ 2013

Tab. 2 Zoznam primerov a ich sekvencii pouZitych na pripravu sond pre konkrétne iseky DNA
metodou PCR. Tabulka zobrazuje konkrétne sekvencie forward (F) a reverse (R) primerov, idealnu
teplotu nasadania primerov (Tm — teplota topenia), vel'kost' produktu a zdroje, odkial’ boli Cerpané
informacie o sekvencii primerov. V pripade degenerovanych primerov: N= A/G/T/C, Y= T/C, R=

A/G, W= A/T, M= A/C, S= G/C. BDP — bez detegovaného produktu, na agardzovej gélovej

elektroforéze po amplifikacii metodou PCR.
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Pre urcenie presnych sekvencii DNA uspesne amplifikovanych produktov (fragmenty génov
pre 5S rRNA ahiston H3) boli jejich vzorky zaslané na sekvenovanie. Sekvenovanie
prebiehalo na zakézku v Laboratériu sekvenace DNA, PiF UK (Biocev), pristrojom MiSeq
[llumina. Pre zaslanie vzoriek bolo nutné vzorky spravne pripravit. Vzorky zaslané na
sekvendciu obsahovali: 1 pl primeru o koncentracii 5 uM, mnozstvo DNA bolo 5 ng/ 100 pb.
Zvysok skumavky bol doplneny PCR H,0 (Top-Bio). Celkovy objem predstavoval 8 pl.
Sekvence boli odc¢itané v smere ,reverse” a ,forward“ a vyslednd sekvence vznikla
prelozenim. Po obdrzani boli sekvencie pomocou programu Chromas a Bioedit od¢itané
a upravené. Kontrola zhody vyslednej sekvencie so sekvenciami usekov 5S rDNA a génov pre
histon H3, prebiechala pomocou programu BLAST (verzia 2.6.1). V pripade, ze sa dana
sekvencia zhodovala, mohli sme ju povazovat’ za hodnoverna.

Na znacenie sond génov H3 a5S rDNA bola vyuzita PCR, znacenie sondy
prebiehalo nepriamo s vyuzitim biotin-16-dUTP (Sigma-Aldrich). Pre reakciu bol stanoveny
objem 25 pl, ktory obsahoval nasledujice zlozky: 5 pl LA pufru (Top Bio), 2,5 ul dNTP
Fluormix, 1 pl forward primeru, 1 pl reverse primeru, 1 pul LA polymerazy (Top Bio), 100 ng
PCR produktu a PCR H,0, ktorou bol doplneny celkovy objem reakcie do 50 pl. Objem bol
rozdeleny do dvoch skumaviek po 25 pl. Reakcia prebiehala pri presne stanovenom teplotnom
profile; podl'a vysledného teplotného gradientu z predchadzajucej PCR bola stanovena
najvhodnejsia teplota nasadania primerov 50°C (pre 5S rRNA, pre histon H3) a 54°C (pre 5S
rRNA, pre histon H3). Kvalita vyslednej nepriamo znacenej sondy bola elektroforeticky

zkontrolovand a bola zmerana jej koncentracia. Néasledne bola sonda pouZita v metode FISH.

3.4.3 FISH s nepriamo znac¢enou sondou

Pre vizualizaciu 18S rDNA na jednom prepariate bol pouzity hybridizacny mix, ktory
obsahoval 25ng sondy znacenej biotinom a 2,5 ul DNA lososich spermii (Sigma-Aldrich). Pre
vizualizaciu ostatnych markerov bolo mnoZstvo sondy upravené na 30-50 ng na sklo. Druhym
krokom bola precipitacia vzniknutej zmesi pridanim takého objemu roztoku Na-acetatu (5M,
pH 5,2; Top Bio), ktory predstavoval 10% objemu vzorky a takého objemu predchladeného
96% etanolu (-20°C), ktory predstavoval 2,5 x findlneho objemu vzorky. Zmes bola uloZzena
minimalne na 1 hodinu do hlbokomraziaceho boxu pri -75°C. Po precipitacii nasledovala
centrifugacia, a to 20 minut pri 20 000 x g a odstranenie supernatantu. Potom bol pridany 70%
etanol (min. Stvorndsobok objemu), d’al§ia centrifugacia bola 15 minat pri 20 000 x g. Po
centrifugécii bol dokladne odsaty supernatant. Pre iplné odparenie etanolu bola hybridiza¢na

zmes v skumavke s otvorenym vieckom umiestnend do termomixu pri teplote 37°C. Po

34



dokladnom vysuSeni bola sonda rozpustend v preinkubovanom (37°C) 100% deionizovanom
formamide (Sigma-Aldrich), v objeme 5 pl na preparat. Skimavka bola umiestnend do
termomixu na 30 minut. Po Uplnom rozpusteni peletu bolo pridanych na preparat 5 pl 20%
dextranu sulfatu, preinkubovaného na 37°C. Hybridizatna zmes bola denaturovana vo
vodnom kupeli pri teplote 90°C, po dobu 5 mint a nasledne schladena okamzitym vlozenim
na l'ad (3 min), aby sa zabrénilo renaturdcii. Smes bola potom aplikovana na denaturované
preparaty.
Neofarbené preparaty ur¢ené k hybridizacii boli uchovavané v hlboko mraziacom boxe pri
teplote -75°C. Po vybrati boli preparaty ihned odvodnené vo vzostupnej etanolovej rade
(70%, 80%, 96%), potom oschli. Na kazdy preparat bolo pridanych 100 pl roztoku 2% RNazy
A (Biotech) v 2x SSC pre odstranenie RNA. Nasledne boli preparaty prikryté krycim sklom
a inkubované pri 37°C, 1 hodinu. Po inkubdcii s RNazou boli preparaty dvakrat oplachnuté
v kyvetéach s 2x SSC, ktoré boli preinkubované vo vodnom kupeli pri 37°C, po dobu 5 mintt.
Pre zabranenie d’al$ej neSpecifickej hybridizacie boli skla presunuté do kyviet s 5x
Denhardtovym ¢inidlom a inkubované vo vodnom kupeli pri 37°C, 30 mintt s trepanim. Na
kazdy preparat bolo pridanych 100 pl 70% deionizovaného formamidu (Sigma-Aldrich) v 2x
SSC, boli prikryté krycim sklom adenaturované v termomixe pri 68°C, 3 minuty.
Z preparatov boli odstranené krycie skla a boli umiestnené¢ do podchladeného (-20°C) 70%
etanolu. Potom boli preparaty odvodnené v 80% a 96% etanole. Priblizne po 2 — 3 minutach,
po Ciasto¢nom oschnuti preparatov sa na kazdy preparat pridalo 10 pl hybridiza¢nej zmesi,
boli prikryté krycim sklom a okraje tohto skla boli zalepené Rubber cementom (Marabu).
Hybridizacia preparatov prebiehala v hybridizacnych komorkach, ktoré obsahovali filtracny
papier napusteny roztokom 2x SSC, v termostate pri 37°C do nasledujuceho dna.
Nasledujuci den bol z preparatov odstraneny Rubber cement pomocou pinzety a po vloZeni
preparatov do prvého pracieho roztoku boli odstranené krycie skla. Nasledovalo postupné
pranie preparatov v jednotlivych pracich roztokoch:

e 3x5 minut v 50% formamide v 2xSSC, pri teplote 46°C, trepanie

e 5x2 minuty v 2xSSC, pri teplote 46°C, trepanie

e 3x5 minut v 0,1xSSC, pri teplote 62°C, trepanie
V poslednom kroku boli preparaty presunuté do kyvety s roztokom 4xSSC/0,1% Tween 20 na
5 mint, pri izbovej teplote, v tiplnej tme.
Nasledovala detekcia biotinu a amplifikacia signalu. Prvym krokom bolo blokovanie
neSpecifickych vidzbovych miest pomocou 2,5% BSA/4xSSC. Na kazdy preparat bolo
prikvapnutych 500 pl roztoku. Preparaty boli prikryté krycim sklickom a inkubované v
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hybridizacnej komorke, pri pokojovej teplote 20 minut. Po ukonceni inkubacie boli
odstranené krycie sklicka a na kazdy preparat bolo pridanych 100 pl 0,1% roztoku
streptavidinu-Cy3 v 100 pl 2,5% BSA/4xSSC. Nasledovala inkubécia preparatov po dobu 30
minut v hybridiza¢nej komorke, v Gplnej tme, pri izbovej teplote. Preparaty boli nasledne
vloZené do kyvety s roztokom 4xSSC/0,1% Tween 20, pranie preparatov prebiehalo 3x3
minuty pri 37°C spolu s trepanim. Pro vézbu streptavidinu bolo nutné blokovanie
nespecifickych vdzbovych miest pomocou 2,5% BSA (Gerbu)/4x SSC. Na kazdy preparat
bolo prikvapnutych 500 pl roztoku, preparaty boli prikryté krycim sklickom. Boli vlozené do
hybridizacnej komdrky, inkubdacia trvala 20 mint, pri izbovej teplote. Po odstraneni krycich
sklicok bolo prikvapnutych 100 pl 0,1% roztoku streptavidinu-Cy3 (Jackson Immuno
Research Laboratories) v 100 pl 2,5% BSA/4x SSC. Inkubdacia prebiehala za rovnakych
podmienok 30 minat. V d’alSom kroku bolo prikvapnutych opdt 500 ul BSA/4x SSC.
Inkubéacia prebiehala opédt’ rovnako ako pri predchadzajucej hybridizécii. Nésledne bolo
pridanych 75 ul roztoku 4% antistreptavidinu kojugovaného s biotinom (Vector) v 2,5%
BSA/4x SSC, pre zosilnenie signalu. Po prilozeni krycich skli¢ok nasledovala inkubécia v
termostate pri 37°C. Bolo zopakované opitovné zablokovanie reakcie pomocou BSA
a zosilnenie signalu pomocou streptavidinu-Cy3.

V poslednom kroku boli chromozémové preparaty inkubované v roztoku fluorescencného
farbiva DAPI (Sigma-Aldrich). Farbenie prebichalo v kyvetach, ktoré obsahovali jednotlivé
farbiace alebo premyvacie roztoky, za stdleho trepania, pri izbovej teplote. Preparaty boli
najskor premyté v roztoku 1% Triton X (Sigma-Aldrich)/1x PBS, 5 minat. Nasledovalo
farbenie v roztoku v 40 ml 1% Triton X/1x PBS s 0,02mg diamidino-2-phenylindolu (DAPI,
Sigma-Aldrich). Chromozomové preparaty boli farbené 8 minut. Po farbeni pokracovalo
premyvanie 2-5 minit v 1% PhotoFlo (Sigma-Aldrich)/1x PBS. Poslednym krokom v tejto
sérii bolo premyvanie 1 minitu v roztoku 1% PhotoFlo/redestilovand voda. Potom preparaty
¢iastocne uschli a prikvaplo sa 20 pl antifade DABCO. Preparaty boli prikryté krycim
sklickom, pomocou filtraného papiera bola vytlatena prebytocna tekutina a okraje
preparatov boli zalakované lakom na nechty. Pripravené chromozomové preparaty boli
pozorované pod fluorescenénym mikroskopom Olympus IX81, s vyuzitim CCD kamery
a programu Cell *R (Olympus). Pre upravu ziskanych snimok bol pouzity program Corel
PHOTO-PAINT X5.
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3.5 Komparativnha gendmova hybridizacia (CGH)

Komparativna gendémova hybridizacia je metdda zalozena na principe fluorescencnej in situ
hybridizacie (FISH). Cielom metéody bola v mojom pripade detekcia Specifickych tusekov
typickych pre samcie pohlavie na pohlavnych chromozomoch Y. Detekcia prebichala na
samcich chromozémoch fixovanych na sklicku. Princip metddy spocival v hybridizacii
samcej a samicej fluorescencne znacenej sondy na cielovi samc¢iu DNA. Samcie a samicie
sondy su znacené farbene odliSnymi fluorochromami, ktoré po naviazani vo vysledku
umoznia detekciu Specifickych signalov typickych pre samcov na pohlavnych
chromozémoch. Metdéda CGH obsahuje nasledujuce kroky: izolaciu DNA, pripravu sond,

pripravu kompetitorovej DNA a samotnu aplikaciu sond.

3.5.1 Izolacia DNA

Z vybranych vzoriek bola DNA izolované podl'a protokolu DNeasy Blood & Tissue Kit firmy
Qiagen. Kvalita DNA bola urend pomocou 2% agarozovej gélovej elektroforézy a vzorky
boli uskladnené v chladnicke. Koncetracia DNA bola merana fluorometricky pomocou Qubit
® 3.0 (Thermo Fisher Scientific). V pripade nedostacujicej koncentracie boli  vzorky
precipitované. Pre izolaciu DNA bola tiez pouzitda modifikovand CTAB metoda podla
protokolu Winnepenninck et al. (1993), tieto experimenty boli prevedené v Laboratoriu
molekularnej cytogenetiky na Entomologickom ustave AV CR, Ceské Bud&jovice. V metode
bol pouzity CTAB pufer, detergent, ktory sa vyuziva pri izolacii vysoko polymerizovanej

genomickej DNA. Rozpusta lipidové membrany vnutornych organel a denaturuje proteiny.

3.5.2 Priprava sond

Samcia a sami¢ia DNA bola znacend pomocou nick translacie, ktora sliZi na inkorporaciu
znacenych nukleotidov na vol'né konce DNA (Pollock a kol. 2014). Pre znacenie sme pouZili
CGH Nick translation kit (Abbott). Metddou bol znaceny 1 pg gendémovej DNA. Skimavky
pre samcie a samicie sondy obsahovali 5 pl nick translaéného pufru, 5 pl fluormixu (Cy3 pre
samca alebo FITC pre samic¢iu DNA), 10 ul enzymu pro nick translaciu a gendémovi DNA
prislusného pohlavia (mnoZstvo genomovej DNA bolo potrebné vopred vypocitat’, na zéklade
koncentrécie). Vysledny objem 50 pl bol ziskany doplnenim H»0. Protokol je navrhnuty tak,
aby jeho vysledkom bola zmes znaCenych fragmentov gendmovej DNA, ktorych velkost” sa
pri optimalnych podmienkach pohybuje v rozmedzi 300 az 3000 bp. Kontrolu spravneho
znaCenia sond bolo nutné vykonavat priebezne po 2 — 4 hodinach inkubacie (16°C,
v termomixe alebo v cykléry), pomocou 2% gélovej agardzovej elektroforézy: v jej priebehu

bola reakcia pozastavend vloZenim na lad. V pripade, ze bol pozorovany smear (obr. 5)
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zodpovedajuci prisluSnej velkosti fragmentov, a nezretelny prizok vysokomolekularnej

gDNA, reakcia bola zastavena zahriatim vzoriek na 70°C.
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Obr. 5 Agarézova gélova elektroforéza. 1 - 13 — Ciselné oznacenie jamiek. 1-3 — kontrola,
celogendmova DNA, 4-7 — fragmentovana DNA po nick translécii, 9 — 12 — kompetitorovd DNA po
DOP2 PCR, 13 — ladder (vpravo velkost’ fragmentov v pb).

3.5.3 Priprava kompetitorovej DNA

Kompetitorova DNA sa vyuziva na vyviazanie repetitivnych sekvencii, ako prevencia
nesSpecifickych hybridizacii. Kompetitorovd DNA bola ziskanda metédou DOP PCR
(degenerate oligonucleotide — primed PCR) podl'a protokolu Telenius et al. (1992). Metoda sa
sklada z dvoch po sebe nasledujucich reakcii, pricom kazda PCR reakcia ma presne stanoveny
termalny profil. Kazdej reakcii predchadza priprava master mixu. Master mix pre DOP1 PCR
obsahoval: PPP master mix, Brij, MgCl, (50 mM), DOP2 primer (40 uM), Taq polymerazu,
PCR H,0 a genomovu sami¢iu DNA. Master mix pre DOP2 reakciu obsahoval: Blue Buffer,
primer DOP2, ANTP mix (Top-Bio), MgCl Brij, La polymerazy (Top-Bio), PCR H,0, produkt
z DOP1 PCR. V oboch reakciach bol pouzity primer so sekvenciou 5'- CCG ACT CGA GNN
NNN NAT GTG G - 3’a bol presne stanoveny teplotny profil (tab. 3). Kontrola kvality

kompetitorove] DNA bola po ukonceni kazdej reakcie pomocou gélovej elektroforézy.
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Spravny kompetitor sa zobrazil jako smear v rozsahu 200 — 1000 bp, resp. 200 — 2000 bp
(obr. 5).

Pre porovnanie, ¢i pouzity typ kompetitorovej DNA moéze ovplyvnit vysledok
experimentu, bol pouzity v dalSom experimente (s druhom Poecilotheria vittata) iny typ
kompetitora, konkrétne cot-1 DNA amplifikovand pomocou amplifika¢ného kitu Illustra
GenomiPhi HY a sonikovana celogenomovd DNA. Obe kompetitorové DNA boli poskytnuté
Dr. P. Ngueynem z Laboratéria molekularnej cytogenetiky Entomologického tstavu AV CR,

Ceské Budgjovice a boli pripravené zo samice druhu Poecilotheria vittata.

Teplotny profil pre DOP1 PCR reakciu

Teplotny profil pre DOP2 PCR reakciu

1. 96°C 5 min

.96°C 1 min

.30°C 1 min

. 0,1°/s to 72°C

. 72°C 2 min

. Od kroku 2 (2 opakovania cyklu)

.95°C 3 min
. 94°C 40 sec
. 56°C 40 sec
. 72°C 2 min
. Od kroku 2 (29 opakovani cyklu)
. 72°C 5 min

~N N »n kA WD =

.96°C 1 min

.30°C 1 min

. 0,3°/s to 72°C

. 72°C 2 min

. Od bodu 7 (4 opakovania cyklu)
.94°C 1 min

.56°C 1 min

. 72°C 2 min

. Od kroku 12 (34 opakovani cyklu)
. 72°C 5 min

. 10°C

. 10°C

O 00 9 N W B~ WD

e e S S S T S S
N N n A WD = O

Tab. 3 Zobrazenie teplotnych profilov pre pripravu kompetitora reakciou DOP PCR.
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3.54 CGH
Samcia a samicia fluorescencne znacend sonda spolu s kompetitorovou DNA boli zmieSané v
skaimavke v pomere 1:1:19 (pomer stanoveny po konzultacii s kolegami). Na kazdy preparat
bolo pridanych ako neSpecificky kompetitor 2,5 ul DNA z lososich spermii, néasledovalo
premieSanie vzorky (vortex). Potom bola prevedena precipitdcia DNA vo vzorke a priprava
hybridizaéného mixu, ako bolo popisané¢ v predchadzajucej kapitole (3.4.3). Jedinym
rozdielom bol objem priddvanych roztokov do hybridizaéného mixu, ktory bol pri tejto
metode 7,5 ul na preparat. Denaturdcia hybridiza¢nej zmesi prebiehala vo vodnom kupeli na
ostrovéeku pri 90°C 5 minat. Nakoniec bola zmes rychlo schladena jej vlozenim na l'ad (3
min). V niektorych pripadoch bola zmes predhybridizovana pri teplote 37°C, 30 minut
(termoblocek). Tento krok viedol k dokonalejSiemu vychytaniu Y neSpecifickych sekvencii
a k zvyrazneniu Y Specifickych signdlov.

Preparaty boli pripravené rovnakym spdsobom ako pri metéde FISH. Uskladnené boli
v hlbokomraziacom boxe pri teplote -75°C. Po vybrati z hlbokomraziaceho boxu boli
preparaty odvodnené. Po predposobeni RNazou A a Denharthovym reagens boli preparaty
denaturované, ako bolo popisané v metdéde FISH (kapitola 3.4.3). Rovnakym spdsobom
prebiehala denaturécia, pri teplote 68°C po dobu 3 minuty. Na kazdy preparat bolo pridanych
7,5 ul hybridiza¢nej zmesi, hybridizacia preparatov prebiehala v hybridizaénych komorkach,
v termostate pri 37°C, 3 dni. Po ukonceni hybridizacie boli preparaty inkubované vo vodnom
kupeli, v jednotlivych pracich roztokoch. Po skonceni inkubacie prebiehalo farbenie
chromozémovych preparatov fluorescencnym farbivom DAPI (Sigma-Aldrich), a to v
roztoku 4xSSC/0,1% Tween 20 po dobu 5 minut (pri izbovej teplote, v uplnej tme), ako bolo
popisané v predchadzajucej kapitole (3.4.3).
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4 Vysledky
4.1 Mygalomorphae
4.1.1 Barychelidae

Atrophothele socotrana

Diploidny pocet chromozémov u samca dané¢ho druhu bol stanoveny na 68. Samec nesie 3
pohlavné chromozémy X a jeden Y. Pohlavné chromozémy X; a X, su akrocentrické
chromozémy, kym pohlavny chromozém X3 je metacentricky chromozém. Chromozém Y je
vel’kostou najvacsi metacentricky chromozém (tab. 4, obr. 6 A, B). V karyotype vyrazne
dominuju jednoramenné, akrocentrické chromozémové pary, ktorych pocet je 25.
Metacentrickych chromozomovych péarov je 6. ZvySné chromozomové pary su
submetacentrické a subtelocentrické s rovnakym poctom 2 (tab. 4, obr. 6 A, B). VicSina
dvojramennych chromozomov patri medzi velké a stredne vel'ké chromozémové pary (tab.
4). V neskorej profazy bolo pozorovanych 34 chromozémovych elementov, z ktorych jeden
utvar tvori trivalent (obr. 7 A, B). Trivalent sa sklad4 z metacentrického chromozému a dvoch
jednoramennych chromozémov. Z diploidného poctu teda vyplyva, Ze jeden z dalSich
elementov vo figlire musi byt univalent, ktory ma ale podobni morfolégiu ako bivalenty s
termindlnou chiazmou a neni od nich odlisitel'ny. Pocas metafazy II, jedna sesterska figlira
obsahuje 33 a druhd 35 chromozémov. Figara s 35 chromozémami obsahuje 3 chromozémy
X, figlira s 33 chromozémami chromozém Y. Na zaklade poctu chromozomov v sesterskych
figurach a ich segregacie predpokladdme, Ze trivalent tvoria 2 akrocentrické chromozémi X a
jeden metacentricky Y chromozém. Univalent tvori metacentricky chromozém X (obr. 7 C,
D). Dal$im neobvyklym ttvarom vo figurach je heteromorfny bivalent (obr. 7E)

Frekvencia chiaziem je 1,05. Hodnota bola namerana z 8 figur v diploténnych $tadiach a
diakinéz. Bivalenty prevazne obsahovali jednu chiazmu, 2 — 3 bivalenty obsahovali dve
chiazmy.

Metoda CGH odhalila slaby samici signél na heteromorfnom pare. Signél je lokalizovany na
kratkom ramienku jedného chromozému. Signaly pozorované v centromerickych oblastiach
niektorych chromozomovych parov, pocas neskorej profazy I, vznikli pravdepodobne
dosledkom vézby samcej 1 samicej sondy do oblasti s konStitutivnym heterochromatinom,
ktory sa vyznacuje vys$Sim stupfiom Spiralizacie. Zvy$né chromozomové pary neboli znacené

samcou ani samicou sondou (obr. 7 E).
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Obr. 6 Dva haploidné komplementy samca Atropothele socotrana, jeden s chromozémami X,
druhy s chromozémom Y. Zostavené zo sesterskych metafaz II. Meritko 10 pm.
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Par.c./ PrZTaTi‘\e/:;a Priemerny Morfolog.

gonozém chromoz. diska centromer. index typ
1. 4,46 1,50 m
2. 4,37 oo a
3. 4,16 1,57 m
4, 3,80 1,26 m
5. 3,73 2,67 sm
6. 3,60 1,59 m
7. 3,47 6,72 st
8. 3,32 3,32 st
9. 3,19 oo a
10. 3,17 oo a
11. 3,10 2,40 sm
12. 3,07 1,48 m
13. 3,05 oo a
14. 3,01 oo a
15. 2,92 oo a
16. 2,89 oo a
17. 2,80 oo a
18. 2,79 oo a
19. 2,75 oo a
20. 2,72 oo a
21. 2,66 oo a
22. 2,64 oo a
23. 2,53 12,04 a
24, 2,43 oo a
25. 2,42 oo a
26. 2,32 oo a
27. 2,22 oo a
28. 2,20 oo a
29. 1,95 oo a
30. 1,85 oo a
31. 1,65 oo a
32. 1,55 oo a
X4 1,96 oo a
X, 1,69 oo a
X3 1,17 1,20 m
Y 2,39 1,11 m

Tab. 4 Charakteristika karyotypu samca Atrophothele socotrana. Namerané z metafazy II,
tvorenej sesterskymi figirami.
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Obr.7 Analyza meiézy a detekcia Specifickych signalov na pohlavnych chromozomoch metodou
CGH u samca Atropothele socotrana. A — diploténe, Sipka ukazuje na trivalent uprostred fighry (t); B
— diakinéza, Sipka ukazuje na trivalent uprostred figury (t), ¢islami st oznacené chiazmy medzi
chromozémami trivalentu; C — metafaza II, figira s pohlavnymi chromozémami X (Sipky); D —
metafaza I, figura s pohlavnym chromozémom Y. E — neskora profaza I, Sipka oznacena fs ukazuje na
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heteromorfny bivalent (b), mieri na samici signal, $ipka ozna¢ena t ukazuje na trivalent. Meritko 5 (A-
D) popt. 10 um (E).

4.1.2 Theraphosidae

Cyriocosmus perezmilesi
Diploidny pocet samca je 86 chromozomov. Poc¢as mitotickej metafazy je viditeIny jeden par

metacentrickych SCP, ktory je omnoho v&csi, ako ostatné chromozémy (obr. 7 A). Z
morfologického hladiska prevazuji dvojramenné chromozémy nad jednoramennymi (obr. 7
A). Metoda FISH odhalila NOR lokus na jednom pare chromozdémov (obr. 7 B). Preparaty

neobsahovali dostato¢ny pocet figar pre d’alSiu analyzu.
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Obr. 8 Samec Cyriocosmus perezmilesi. A — mitotickd metafaza, Sipky ukazuju na pritomnost
jedného paru SCP; B — detekcia 18S rRNA génov pomocou FISH, trojuholnikové Sipky smeruji na
dva chromozoémy s NOR. Meritko 10 pm.

Neoholothele incei

Diploidny pocet chromozémov u samca bol stanoveny na 77. V diakinéze prvého meiotického
delenia sa nachadza 37 bivalentov spolu s tromi pohlavnymi chromozémami X, ktoré st
lokalizované uprostred jadra a daju sa odliSit’ od ostatnych bivalentov na zaklade Specifického
achiazmatického spravania, tzv. end-to-end parovanie (obr. 9 A). V druhom meiotickom
deleni sa vyskytuji prevazne dvojramenné chromozomy, ale bol pozorovany aj vyskyt dvoch
parov jednoramennych chromozémov (obr. 9 B).

Metddou FISH boli detegovany NOR v termindlnej oblasti dlhych ramien chromozému

submetacentrického paru (obr. 9 C).
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Obr. 9 Priebeh meiézy a detekcia NOR metédou FISH u samca Neoholothele incei. A —
diakinéza, pohlavné chromozéomy X (Sipky); B — spojené sesterské metafazy II, jednoramenné pary
chromozémov ($ipky); C — metafaza II, trojuholnikové Sipky ukazuji na NOR v termindlnej oblasti
dlhého ramena submetacentrického chromozému. Meritko 10 um. Vyrez — submetacentricky
chromozém s NOR v terminalnej oblasti dlhych ramien. Meritko 5 um.

Nhandu chromatus
Diploidnt sadu samca Nhandu chromatus tvori 52 chromozémov, z ¢oho dva st pohlavné

chromozémy X. Pohlavné chromozémy X st stredne velké aZz velké metacentriky. V
pachyténnom §tadiu je u pohlavnych chromozémov viditeI'na slaba pozitivna heteropyknéza a
su asociované na periférii jadra (obr. 10 A). Na protilahlej strane jadra je heteropyknotické
teliesko tvorené SCP (obr. 10 A). V skorom diploténnom §tadiu sa pohlavné chromozémy X
nachadzaji na periférii jadra (obr. 10 B), v priebehu diploténneho Stadia pohlavné
chromozémy X migruji do stredu jadra (obr. 10 C). V oboch pripadoch si pohlavné
chromozoémy izopyknotické a asociujii svojimi koncami, tzv. end — to — end pérovanie.

Pohlavné chromozomy X sa v metafaze Il vyskytuju vo figare, ktorej pocet chromozémov je
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27. Pocet chromozémov v sesterskej figlre, ktora neobsahuje X chromozémy je 25 (obr. 10
D). Karyotyp samca je tvoreny dvojramennymi a jednoramennymi chromozémami (obr. 11).
Karyotyp obsahuje 12 metacentrickych chromozdémovych parov. Pocet submetacentrickych
chromozémovych parov je 6, rovnaky pocet je subtelocentrickych chromozémovych parov a
3 chromozémové pary su akrocentrické. Dizka chromozémovych parov sa znizuje pozvolna
(tab. 5, obr. 11). Frekvencia chiazmat je 1,15. Tato hodnota bola zistend z 8 figir v
diploténnom S§taddiu a v diakinéze. Vo figirach sa vyskytovali predovsetkym bivalenty s

jednou chiazmou, dve chiazmy boli pozorované u 3 — 4 bivalentov.

Priemerna Priemerny
Par.c./ relativna Morfolog.
gonozém chromoz. dizka/ centromer. typ
Y index
St.odchylka

1. 6,71 (+0,095) 1,27 m
2. 6,37 (+0,081) 1,12 m
3. 5,37 (x0,072) 1,78 sm
4. 5,16 (+0,072) 1,59 m
5. 5,05 (+0,064) 2,63 sm
6. 4,77 (+0,063) 1,28 m
7. 4,73 (+0,063) 2,49 sm
8. 4,41 (+0,049) 1,34 m
9. 4,38 (£0,042) 1,38 m
10. 4,02 (£0,041) 1,24 m
11. 3,97 (+0,038) 1,15 m
12. 3,47 (+0,038) 1,54 sm
13. 3,43 (£0,036) 2,41 sm
14. 3,32 (+0,036) oo a
15. 3,12 (+0,031) 3,14 st
16. 3,07 (x0,028) 1,42 m
17. 3,03 (£0,027) 1,79 sm
18. 3,00 (£0,027) 1,27 m
19. 2,95 (+0,023) 4,76 st
20. 2,85 (+0,023) 3,76 st
21. 2,81 (£0,022) 4,09 st
22. 2,47 (£0,022) 3,98 st
23. 2,28 (0,02) 4,23 st
24, 1,76 (+0,018) oo a
25. 1,61 (£0,016) oo a
X1 3,31 (+0,038) 1,21 m
X, 2,58 (+0,057) 1,12 m

Tab. 5 Charakteristika karyotypu samca Nhandu chromatus. Namerané z 5 figlr, tvorenych
dvoma sesterskymi metafazami II.
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Obr. 10 Analyza meidézy samca Nhandu chromatus. A — pachyténne, Sipky ukazuju na pohlavné
chromozémy X, tuéna Sipka ukazuje na SCP; B a C — diploténne, diakinéza, Sipky ukazuju na X; a X,
a ich lokalizacu na periférii (B) a uprostred jadra (C); D — dve sesterské metafazy II. Meritko 5 pm.
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Obr. 11 Diploidny karyogram samca Nhandu chromatus. Zostaveny zo sesterskych metafaz IL
Meritko 10 pum.

Lasiodora striatipes

Bol analyzovany subadultny samec, ktorého pocet chromozomov v diploidnej sade je 46. V
karyotype prevladaju metacentrické pary, ktorych pocet je 13. Styri chromozémové pary su
submetacentrické, 4 subtelocentrické a 3 chromozomové pary su akrocentrické (tab. 6, obr.
12). Karyotyp obsahuje dva metacentrické pohlavné chromozomy X. V mitéze nemozno
odlisit  jednotlivé chromozémy X, v premeiotickej interfaze si fakultativne
heterochromatinizované. V pachyténnom S§tadiu, prvého meiotického delenia st
pozorovatel'né 2 heteropyknotické telieska, jedno je tvorené pohlavnymi chromozdémami X
a druhé SCP (pravdepodobne to vicsie) (obr. 13 A). V diakinéze su pozorovatelné 2 pohlavné

chromozémy X, ktoré su lokalizované priblizne uprostred figury (obr. 13 B). V metafaze II st
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pohlavné chromozémy X izopyknotické a nie su odliSiteI'né od ostatnych chromozémov (obr.
13 D).

Frekvencia chiazmat poc¢as meidzy je pomerne nizka, namerand hodnota 1,07 bola vypocitana
z 8 figar v §tadiu diakinézy. Vo figurach prevazovali bivalenty s jednou chiazmou. Pocet
bivalentov s dvomi chiazmami bol 2 — 3 na figtru.

Metodou FISH bol detegovany NOR v bivalente, tvoreného submetacentrickymi
chromozomami, na koncoch jeho dlhych ramienok (13 E, 13 F). Z analyzovanych figur

mozeme vyvratit’ pritomnost’ NOR na pohlavnych chromozémoch X (obr. 13 F).

o Priemlerné Priemerny
Par.c./ relativna Morfolog.
gonozém | chromoz. dizka/ centromer. typ
ét. odchylka index

1. 7,22 (+0,02) 1,19 m
2. 6,55 (+0,036) 1,39 m
3. 6,25 (+0,027) 1,30 m
4. 5,84 (+0,038) 1,32 m
5. 5,55 (+0,043) 1,35 m
6. 5,4 (+0,04) 2,09 sm
7. 5,2 (+0,039) 1,25 m
8. 5,11 (+0,025) 1,16 m
9. 4,8 (+0,017) 1,32 m
10. 4,66 (+0,034) 2,16 sm
11. 4,6 (+0,033) 1,18 m
12. 4,37 (+0,045) 2,63 sm
13. 4,01 (+0,028) 1,39 m
14. 3,67 (+0,038) 1,29 m
15. 3,52 (+0,023) 2,69 sm
16. 3,3 (+0,019) 4,66 st
17. 3,27 (+0,027) 6,01 st
18. 2,84 (+0,032) 10,87 a
19. 2,7 (£0,027) 4,80 st
20. 2,59 (+0,025) 4,17 st
21. 1,94 (+0,031) 10,98 a
22. 1,88 (+0,027) 10,80 a
X1 2,67 (+0,038) 1,27 m
X, 2,08 (+0,057) 1,30 m

Tab. 6 Charakteristika diploidnej sady samca Lasiodora striatipes. Namerané z 5 figur, tvorenych
dvoma sesterskymi metafazami II.
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Obr. 12 Karyogram samca Lasiodora striatipes. Zostaveny zo sesterskych metafaz IL
Meritko 10 pum.
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Obr. 13 Analyza meiézy a detekcia NOR pomocou FISH u samca Lasiodora striatipes. A —
pachyténne, (tuc¢na Sipka) heteropyknotické teliesko tvorené SCP, (Sipka) heteropyknotické teliesko
tvorené pohlavnymi chromozéomami X; B — diakinéza, $ipky ukazuji na X chromozémy uprostred
figiry; C — neskora metafaza [; D — figlra tvorena dvomi dotykajicimi sa sesterskymi metafazami II;
E — diploténne, FISH, trojuholnikova Sipka: NOR v terminalnych oblastiach ramienok jedného
bivalentu; F — diploténne, trojuholnikova Sipka: NOR v terminalnych oblastiach jedného bivalentu,
klasické $ipky ukazuji na pohlavné chromozémy X. Meritko 10 um.
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Poecilotheria formosa
Kral et al. (2011) uvadza diploidny pocet samca 110 chromozémov, z ¢oho Styri chromozémy

su pohlavné chromozomy X (X;X;X3X4) a SCP. Zastupenie dvojramennych a
jednoramennych chromozomov je takmer rovnaké. Pohlavné chromozdémy su pocas diakinézy
umiestnené uprostred figary, kde paruji achiazmaticky.

Moja analyza bola u daného druhu zamerana na vizualizaciu Specifickych markerov metédou
FISH a analyzu diferencidcie pohlavnych chromozémov metédou CGH. Metdédou FISH bol
vizualizovany NOR v termindlnej oblasti troch bivalentov v metafidze I (obr. 14 A) a pocas
diakinézy (obr. 14 B). NOR sa nevyskytuje na pohlavnych chromozémoch X; — X4 (obr. 14
B).

Dalej bol metédou FISH vizualizovany marker pre histon H3, ktory sa v §tadiu diakinézy
nachadza na troch bivalentoch (obr. 14 C). Marker je v terminalnych oblastiach oboch ramien
chromozémového paru a v terminalnej oblasti jedného ramena zvySnych dvoch bivalentov.
Uprostred figary st pohlavné chromozémy X, na ktorych sa marker nenachadza (obr. 14 C).
Marker pre 5S rRNA sa nachddza na dvoch bivalentoch (obr. 14 D). V porovnani s
predchadzajiicimi markermi je vel'kost klastru podstatne mensia.

Metodou CGH boli vizualizované neSpecifické signaly na jednom alebo oboch koncoch
chromozoémovych pérov, ktoré vznikli zrejme vyviazanim znaéného mnozstva sondy v
oblastiach heterochromatinu a prevazuje u nich viac¢sinou znacenie samc¢ou sondou (obr. 15 A,
C). Znatné mnozstvo neSpecifickych signalov, ktoré vznikli pravdepodobne z rovnakého
dovodu sa vyskytovali v centromerickych oblastiach chromozémov (obr. 15 A, B). Pocas
diakinézy boli pozorované neSpecifické signdly na univalentoch X uprostred figtry (obr. 15
A). Na periférii sa nachadza SCP s terminalnym sam¢im a sami¢im signalom tesne za sebou
(obr. 15 A). Pocas metatazy II, boli pozorované dva pohlavné chromozémy X, jeden s
vel'kym terminalnym ne$pecifickym signadlom a druhy so sam¢im signalom (obr. 15 B). Pocas
metafazy II, v polovici bez X chromozémov, sa nachadzal mensi metacentricky chromozém
so sam¢im signalom (obr. 15 C). V druhej polovici s X chromozémami, tri chromozéomy X

niesli neSpecificky signal (obr. 15 D).
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Obr. 14 Vizualizacia Specifickych markerov metédou FISH u samca Poecilotheria formosa. A —
metafaza I, trojuholnikové Sipky: NOR v termindlnych oblastiach troch chromozémov; B — metafaza
I, trojuholnikové Sipky ukazuji na NOR v terminalnych oblastiach troch bivalentov, $ipky uprostred
figlry smeruji na pohlavné chromozomy X; C — diakinéza, trojuholnikové Sipky: marker pre gény
histonu H3 v terminalnych oblastiach troch bivalentov, Sipky smeruji na pohlavné chromozomy X
uprostred figiry; D — metafaza I, trojuholnikové Sipky: marker pre 5S rRNA, Sipky ukazuju na marker
v terminalnych oblastiach dvoch bivalentov. Meritko 10 pm.
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Obr. 15 Detekcia sam¢ich Specifickych signalov na sam¢ich pohlavnych chromozémoch metédou
CGH u Poecilotheria formosa. A — diakinéza; Sipky ukazuji na tri neSpecifické signdly na
univalentoch X uprostred figary (ns), Sipka na periférii ukazuje na SCP s terminalnym samic¢im (fs 1) a
sam¢im (ms 1) signalom. Chromozoémy rady bivalentov nesu na jednom nebo oboch koncoch velké
bloky(bh), do ktorych sa viac vyvézuje samcia sonda; B — metafaza II, Sipka ns ukazuje na
chromozom X s vel'kym termindlnym neSpecifickym signalom, d’al§i chromozém X nesie samci signal
(ms) a vedla neho je drobny nes$pecificky terminalny signal. Rada chromo6zmov nesie centromerické
nebo telomerické bloky s nespecifickym signalom; C — metafaza II, polovica bez chromozémov X, so
sam¢im signalom v centromerickej oblasti jednoho mensSieho metacentrického chromozému (ms).
Niektoré chromozoémy nesu vel'ké terminalne bloky (bh), do ktorych sa viac viaze samcia sonda; D —
metafaza 1, s chromozomami X, tri chromozémy X nest nespecificky signal (ns). Meritko 10 um.

Poecilotheria vittata
Z rodu Poecilotheria bol analyzovany tiez druh Poecilotheria vittata. Diploidny pocet

chromozdémov u samca je 117. Karyotyp samca je tvoreny priblizne rovnako jednoramennymi
a dvojramennymi chromozémami, dlzka chromozomovych pérov sa zniZuje rovnomerne (obr.

16 A, B). V mitotickej metafaze bol pozorovany SCP (obr. 17 A). V pachyténnom S$tadiu
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prvého meiotického delenia boli pozorované dve pozitivne heteropyknotické telieska, pricom
jedno je tvorené pohlavnymi chromozémami X a druhé SCP (obr. 17 B). V diakinéze bolo
pozorovanych 54 bivalentov a 5 univalentov, tvorenych pohlavnymi chromozémami X, ktoré
sa v danej figure nachadzaja uprostred. Pohlavné chromozémy X; az Xs navzijom
achiazmaticky paruju svojimi koncami, tzv. end — to - end parovanie. S pohlavnymi
chromozémami X asociuji jednym koncom dva heterobivalenty chromozémov (obr. 17 C,
D). Morfologia elementov je dobre viditeIna na obr. 17 D: elementy su tvorené kazdy
jednym dvojramennym a jednoramennym chromozémom. Na elementoch je viditelnd 1
chiazma a oblast’ centroméry. Heterobivalenty asociuji svojimi koncami s chromozémami X,
konce heterobivalentov su tvorené zna¢ne kondenzovanym materidlom. Pocas metafazy II, st
viditeI'né pohlavné chromozomy X na periférii figury, ktoré asociuji oboma svojimi koncami
a su znacne heteropyknotické (obr. 17 E).

C — pruhovanie bolo prevedené u samca aj samice Poecilotheria vittata, u oboch pohlavi
pocas mitotickej metafazy boli u troch parov chromozémov pozorované obrovské bloky
heterochromatinu, ktoré zaujima celé rameno danych chromozémovych parov (obr. 18 A, B).
Metodou FISH boli vizualizované nekteré repetitivne usporiadané gény. NOR sa nachadza v
terminalnych oblastiach dvoch bivalentov (obr. 19 A). Gény pre histony H3 sa nachadzaju v
termindlnej oblasti troch chromozémovych parov na jednom z ramien (obr. 19 B). Metdédou
FISH boli vizualizované aj gény pre 5S rRNA, ktoré sa nachadzaju na oboch koncoch dvoch
bivalentov (obr. 19 C, D).

Sekvencia Casti génu pre histon H3 Poecilotheria vittata, ktora bola pouzitd ako sonda pri
FISH, je z 95, 59 % zhodna so sekvenciou Casti génu pre histon H3 vtaCkara Poecilotheria

subfusca; GenBank: MG 273558.1 (Liiddecke et al. 2017).

Sekvencia useku génu pre histon H3, ktory bol pouzity ako sonda pri FISH u samcov rodu
Poecilotheria:
ACTCTCTGTGCGTGAATGAGCGMAGAGATTGRTGTCTTCKAAGAGGCCA
ACGAGGTAAGCMTCGCTAGCTTCTTGAAGTGCCATGACAGCAGAGCTCT
GGAAACGAAGATCAGTCTTAAAGTCTTGGGCGATTTCTCGGACCAAGCG
CTGGAAAGGTAGTTTCCTGATGAGCAGWTCCGTGGATTTCTGGTAACGA
CGGATCTCACGAAGTGCCACAGTTCCGGGCCTGTAGCGATGAGGTTYTTT
TACGCCTCCAGTGGCACGGGGCACTCTTTCTTGCTGCCTCGTGTCGAGCT

56



Sekvencia Casti génu pre 5S rRNA Poecilotheria vittata, ktora bola pouzita ako sonda pri
FISH, je z 95, 16 % zhodna so sekvenciou casti génu pre 5S rRNA Oxyopes sertatus,
GenBank: AB586890.1 (Suzuki a Kubota 2011).

Sekvencia useku génu pre 5S rRNA, ktory bol pouzity ako sonda pri FISH u samcov rodu
Poecilotheria:
CAGCATCGGGCGCGGTCAGTACCTGGGAGGGTGACCACCTGGGAACAC
CGCGTGCCGTTGGCTTCGCTTCGGTGATCGGAACGAGAACCGGTGCTCT
CAACGTGGTATGGACGTTG

Metodou CGH bola studovana diferenciacia pohlavnych chromozémov u samca Poecilotheria
vittata. PoCas nelplnej mitotickej metafazy boli pozorované dva chromozémy s vyraznym
blokom heterochromatinu na jednom ramene, ktoré obsahovali rézne zastipenie samdcej a
samicej sondy. U jednoho chromozému bola vécSina tohoto tseku znacena samicou sondou a
mala ¢ast slabou sam¢ou sondou, u druhého chromozému to bolo naopak (obr. 20 A). Pocas
mitoticke] metafazy aj meiotickej metafazy I sa objavoval jeden chromozém, ktory niesol
nesSpecificky signdl v centromerickej obasti (obr. 20 A, B; b - bivalent). Po¢as pachyténneho
Stadia boli pozorované dve heteropyknotické telieska, jedno pravdepodobne tvorené
pohlavnymi chromozémami X a druhé SCP. V blizkosti jedného z nich sa nachadza utvar
znaeny samicou sondou (obr. 20 C). Pocas metafazy Il sa chromozémy s vyraznym sami¢im
signdlom nachadzaju vo figure s chromozémami X (obr. 20 C). Metafaze Il s chromozomy Y

neobsahuje chromozémy so $pecifickym sam¢im ani samicim signalom (obr. 20 D).
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Obr. 16 Dva haploidné komplementy samca Poecilotheria vittata. Komplemet neobsahuje pohlavny
chromozém Y (A) a dva pohlavné chromozomy X (B). Zostaveny z dvoch sesterskych metafaz II.
Meritko 10 pm.
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Obr. 17 Analyza mitézy a meiézy u samca Poecilotheria vittata. A — mitotickd metafaza, tuna
Sipka — pravdepodobne chromozémy SCP; B — pachyténne, tuéna Sipka smeruje na heteropyknotické
teliesko tvorené pravdepodobne SCP, S$ipka smeruje na heteropyknotické teliesko tvorené
pravdepodobne pohlavnymi chromozémami X; C — diploténne, $ipky smeruju na univalenty X, Sipky
oznacené neo smeruju na heterobivalenty tvorené neo-pohlavnymi chromozémami X a Y. Konce

59



heterobivalentu asociujice s chromozomami X su sytejSie zfarbené, Co odraza ich vacsiu kondenzaciu;
D - diakinéza, Sipky smeruju na univalenty X, S$ipky oznacené neo smeruju na heterobivalenty tvorené
neo-pohlavnymi chromozémami X a Y; Vyrez: bivalenty tvorené neopohlavnymi chromozémami z
inej diakinézy, znaCenie: ¢ — centromera, ch - chiazma, $ipkami oznaceny chromozém X a Y; E —
metafaza II, figira s pohlavnymi chromozémami X; F — metafaza II, figira s chromozomami Y.
Meritko 5 um okrem vyrezu D (2 um).

7
A i I B I
Obr. 18 C — pruhovanie Poecilotheria vittata. A — mitotickd metafaza, samec, Sipky ukazuji na

vel'ké bloky heterochromatinu; B — mitotickd metafaza, samica, Sipky ukazuju na velké bloky
heterochromatinu. Meritko 10 pm.
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Obr. 19 Vizualizacia Specifickych markerov metédou FISH u samca Poecilotheria vittata. A —
marker pre 18S rRNA, diakinéza, trojuholnikové Sipky ukazuju na dva signdly, kazdy odpoveda
jednému bivalentu s NOR lokusom; B — marker pre histon H3, metafaza II, trojuholnikova Sipka:
lokusy pre H3 v terminalnych oblastiach troch chromozomov; C — marker pre 5S rRNA, mitoticka
metafaza, Sipky ukazuji lokus v terminalnych oblastiach Styroch chromozémov; D — marker pre 5S
rRNA, diakinéza, Sipky ukazuji na dva bivalenty s NOR. Meritko 10 um.
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Obr. 20 Detekcia Specifickych signilov na pohlavnych chromozémoch metédou CGH, samec
Poecilotheria vitata. A — neuplna mitoticka metafiza, dva chromozémy nest bloky heterochromatinu
so sami¢im (fs) a slabym saméim (ms) Specifickym signalom, vo figire je tiezZ chromozom s
nespecifickym centromerickym signalom (b). Vyrezy z metafaze Il s chromozoémami X (a, b, ¢) — tri
vel'ké metacentrické chromozomy s roznym zastupenim samcieho a samicieho signalu na jednom
ramienku; B — pachyténne, v blizkosti jednoho heteropyknotického telieska (tucna $ipka) lezi zvlastne
teliesko so sami¢imi signalmi (fs); C - metafaza Il s pohlavnymi chromozémami X, u troch
chromozémov na jednom ramienku prevazuje samici signdl (fs), vSimnite si tiez chromozom s
nespecifickym signalom v centromerickej oblasti (b); D — metafaza Il s pohlavnym chromozémom Y.
Meritko 10 pm okrem vyrezov v obr. A (meritko 5 um).

Psalmopoeus irminia
Do ¢el'ade Theraphosidae patri i druh Psalmopoeus irminia, ktorého sam¢i diploidny pocet je

82. V karyotype mozeme pozorovat 40 parov chromozémov a 2 pohlavné chromozémy X
(obr. 21). V karyotype prevazuju dvojramenné chromozémy (21 metacentrickych, 9
submetacentrickych. ZvySnych 12 chromozémovych parov st jednoramenné chromozomy, 3

pary su subtelocentrické, ostatné akrocentrické (tab. 7, obr. 21).
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Pocas mitdozy mozeme detegovat’ dva pary metacentrickych SCP priblizne rovnakej velkosti
(obr. 22 A). Jedno SCP je pozitivne heteropyknotické v prvom meiotickom deleni (diploténne
— metafaza I, vid’ obr. 22 B, C, D). Pohlavné chromozémy X su od seba morfologicky
rozlisitelné. Chromozom X patri medzi metacentrické chromozomy a je podstatne vacsi ako
chromozém X5, ktory je submetacentricky (tab. 7, obr. 21). Pozitivna heteropyknéza tychto
chromozomov nie je zjavna vo vSetkych meiotickych etapach. Mozno ich odlisit’ od ostatnych
chromozémov pocas diakinézy, kedy st lokalizované uprostred jadra (obr. 22 B, C). V tejto
faze paruju achiazmaticky svojimi koncami, jedna sa o typicky pripad tzv. end-to-end
parovania.

Frekvencia chiazmat je 1, 09 a bola namerana z 8 figur v diploténnom $tadiu a diakinéze. Vo
figirach sa vyskytovali bivalenty s jednou alebo dvomi chiazmami.

Metodou FISH bol detegovany NOR na konci metacentrického chromozémového paru (obr.
23 C, D).

Metodou CGH boli detegované slabé samicie signaly v centromerickych oblastiach
pohlavnych chromozémov X (obr. 23 A). Vyrazny samici signal sa objavil v termindlnej

oblasti SCP (obr. 23 A, B).
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Par.c./ Priemer,né relativna chromoz. Priemerr_n'l Morfolog. typ
gonozém dlzka/st.odchylka centromer. index

1. 5,14 (+0,264) 1,09 m
2. 4,35 (+0,252) 1,06 m
3. 3,77 (£0,241) 2,38 sm
4. 3,41 (+0,198) 1,19 m
5. 3 (+0,196) 1,43 m
6. 2,84 (+0,187) 1,34 m
7. 2,82 (£0,184) 1,45 m
8. 2,62 (+0,157) oo a

9. 2,53 (+0,155) 1,41 m
10. 2,45 (+0,139) 3,19 st
11. 2,42 (+0,136) 1,87 sm
12. 2,42 (+0,126) 1,52 m
13. 2,4 (+0,125) 1,23 m
14. 2,37 (£0,123) 1,24 m
15. 2,36 (£0,115) 1,84 sm
16. 2,35 (+0,113) oo a

17. 2,34 (+0,097) 1,41 m
18. 2,33 (+0,093) oo a

19. 2,32 (+0,08) 1,54 m
20. 2,28 (+0,076) 2,33 sm
21. 2,27 (+0,067) oo a

22. 2,25 (+0,065) oo a

23. 2,2 (+0,063) oo a

24, 2,2 (+0,063) 6,40 st
25. 2,18 (+0,063) oo a

26. 2,12 (+0,06) 2,21 sm
27. 2,11 (£0,052) 1,12 m
28. 2,1 (+0,048) 1,78 sm
29. 2,1 (+0,047) 1,09 m
30. 2,09 (+0,04) 1,19 m
31. 2,04 (+0,04) 1,40 m
32. 2,04 (+0,039) 1,71 sm
33. 2 (£0,036) 1,83 sm
34. 1,97 (+0,034) 1,22 m
35. 1,9 (+0,034) oo a

36. 1,9 (£0,029) 1,50 m
37. 1,84 (+0,029) 1,46 m
38. 1,78 (+0,026) 6,89 st
39. 1,67 (+0,026) 1,06 m
40. 1,66 (+0,019) oo a

X1 1,95 (+0,038) 1,13 m
X, 1,07 (+0,057) 2,21 sm

Tab. 7 Charakteristika diploidnej sady samca Psalmopoeus irminia. Namerané z 5 metafaz II.
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Obr. 21 Karyogram samca Psalmopoeus irminia. Zostaveny zo sesterskych metafaz II.

Meritko 10 pm.
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Obr. 22 Analyza mitézy a meidzy samca Psalmopoeus irminia. A — mitotickd metafaza, Sipky
ukazuji na chromozémy SCP; B - diploténne, Sipky ukazuji na pohlavné chromozémy X, tu¢né Sipka
ukazuje na SCP; C — diakinéza, Sipky uprostred figiry ukazuji na pohlavné chromozémy X, tucna
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Sipka na periférii figury ukazuje na SCP; D — metafaza I, $ipka ukazuje na SCP; E — spojené sesterské
metafazy II. Meritko 5 um.

Obr. 23 Samec Psalmopoeus irminia, detekcia Specifickych signidlov na pohlavnych
chromozomoch metédou CGH a detekcia NOR metédou FISH. A — diakinéza, CGH, Sipky
ukazuji na dva pohlavné chromozémy X so sami¢im signalom v centromerickej oblasti; tuc¢na Sipka
ukazuje na SCP s vyraznym sami¢im signdlom (fs) v terminalnej oblasti; B — metafaza II, CGH, tu¢na
Sipka ukazuje na SCP s vyraznym sami¢im signalom (fs) v terminalnej oblasti; C — diakinéza, FISH;
trojuholnikové $ipky ukazuji na signaly NOR v termindlnej oblasti bivalentu, Sipky ukazuji na X
chromozémy; D — spojené sesterské metafazy 11, FISH, trojuholnikové Sipky ukazuji na terminalny
NOR na jednom chromozdémovom pare. Vyrez — NOR v terminalnej oblasti ramien metacentrického
chromozému. Meritko 10 um.
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4.2 Entelegynae
4.2.1 Agelenidae

Tegenaria ferruginea

Diploidny pocet samca je 2ng” = 40 chromozomov. V karyotype prevladaju akrocentrické
chromozoémy, ktorych je 39, najvacsi chromozom je metacentricky. Tegenaria ferruginea ma
komplikovany pohlavny chromozomovy systém X;X,;X3XsXsY. U samcov sa vyskytuje
neparovy metacentricky chromozom Y a pat’ akrocentrickych pohlavnych chromozémov X. V
samcej meiodze sa vyskytuju tri univalenty X;, X, a Xs roznej velkosti. Univalenty paruji s
trivalentom, ktory je tvoreny akrocentrickymi chromozémami X4 a Xs a metacentrickym Y
chromozémom (Kral 2007).

Metoda CGH odhalila silné telomerické a centromerické Zltkasté signaly, ktoré vznikli zrejme
vyviazanim zna¢ného mnozstva sam¢ej a samicej sondy v oblastiach heterochromatinu, ktory
sa vyznacuje vySSou kondenziciou (obr. 24 A, B). Metacentricky Y chromozém, nema

Specificky samci signdl, slaby signal v centromerickom heterochromatine vznikol opéat

spoloénym vyviazanim samcej a samicej sondy (obr. 24 A).

Obr. 24 Detekcia Specifickych signalov na pohlavnych chromozomoch metodou CGH. A —
mitotickd metafaza, Sipka ukazuje na metacentricky pohlavny chromozéom Y bez S$pecifického
samcieho signalu; B — metafdza 1. Meritko 10 um.
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4.3 Haplogynae

4.3.1 Filistatidae
Kukulcania aff. hibernalis

Usamca daného druhu bol stanoveny pocet chromozomov 2nc’=25. V karyotype sa
vyskytuje 11 chromozémovych parov, ktoré si dvojramenné a dva pohlavné chromozomy X
aY. Z morfologického hladiska patria vSetky chromozémové pary medzi metacentrické
chromozémy, okrem chromozémového paru ¢. 10, ktory patri medzi submetacentrické
chromozomy (tab. 8, obr. 25). Prvé dva chromozomové pary st omnoho dlhSie ako
nasledujuce, od treticho paru sa dizka chromozémov zniZuje rovnomernejsie (tab. 8).
Pohlavné chromozémy X st taktiez metacentrické, pricom Y chromozom predstavuje maly
element, ktorého presni morfoldégiu nebolo mozné urcit. Pofas samcej profazy a metafazy
I chromozémy X achiazmaticky paruju koncami oboch ramien s Y chromozémom a tvoria tak
trivalent (obr. 26 A). PoCas metafazy I, anafazy I a metafazy II (obr. 26 B, 27 B, D) vykazuju
X chromozomy $pecifickt morfologiu, tym Ze udrzuju svoje ramend pri sebe. Chromozdémy X
spolu taktiez asociuju a vyskytuju sa na periférii figury (obr. 26 B).

Frekvencia chiazmat bola namerand z 5 figar v §tadiu diakinézy. Jej vyslednd hodnota 1,00
znamena, ze sa vyskytovali iba bivalenty s jednou chiazmou.

Metddou FISH bol detegovany termindlny NOR lokus na jednom ramienku stredne velkého
metacentrického chromozdémového paru. V tomto pripade mdZeme vylucit’ jeho pritomnost’
na pohlavnych chromozémoch X a Y(obr. 27 D).

Metdédou CGH bol detegovany pohlavny chromozom Y, ktory bol cely vizualizovany samcou
sondou. Pohlavné chromozémy X st bez Specifického samicieho signalu. Silné naZltnuté
signdly v termindlnych oblastiach jedného alebo oboch ramienok chromozémov vznikli
zrejme vyviazanim zna¢ného mnoZstva samcej a samicej sondy v heterochromatine, ktory sa

vyznacuje vySSou kondenzaciou nez ostatny heterochromatin (obr. 23 A, B, C).
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. Priem,erné Priemerny
Par.c./ relativna Morfolog.
gonozém | chromoz. dizka/ centromer. typ
ét. odchylka index

1. 16,4 (+0,038) 1,38 m
2. 12,86 (+0,015) 1,15 m
3. 9,37 (+0,013) 1,22 m
4. 7,2 (+0,019) 1,19 m
5. 6,85 (+0,023) 1,06 m
6. 6,62 (+0,039) 1,13 m
7. 6,38 (+0,038) 1,10 m
8. 6,27 (+0,022) 1,16 m
9. 5,87 (0,017) 1,11 m
10. 5,67 (+0,022) 1,72 sm
11. 5,14 (+0,028) 1,31 m
X1 5,7 (+0,038) 1,06 m
X5 5,31 (+0,057) 1,17 m
Y 0,34 (+0,002)

Tab. 8 Charakteristika diploidnej sady samca Kukulcania aff. hibernalis. Namerané z 5 figlr,
tvorenych dvoma sesterskymi metafazami I1.
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Obr. 25 Karyogram samca Kukulcania aff. hibernalis. Zostaveny ze dvoch sesterskych metafaz II.
Meritko 10 pum.
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A

Obr. 26 Kukulcania aff. hibernalis, analyza samcej meiozy. A — metafaza I, trivalent predstavuje
achiazmatické parovanie dvoch pohlavnych chromozémov X (oznacené Sipkou) a Y chromozému
(oznaceny Sipkou); anafaza I, Sipka v l'avej polovici anafazy ukazuje na Y chromozom, Sipky v pravej
polovici ukazuju na pohlavné chromozémy X. Meritko 5 pum.
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Obr. 27 Samec Kukulcania aff. hibernalis, detekcia specifickych signali na pohlavnych
chromozomoch metédou CGH a detekcia NOR metodou FISH. A — metafaza I, Sipky X ukazuju
na pohlavné chromozémy X, Sipka Y oznacuje Y chromozom cely vizualizovany samcou sondou; B —
spojené sesterské figury metafazy I, Sipky X smerujii na X chromozémy v jednej sesterskej figlre,
Sipka Y oznacuje Y chromozom cely vizualizovany sam¢ou sondou v druhej polovici; C - metafaza I,
Sipky X ukazuji na pohlavné chromozémy X, Sipka Y oznacuje Y chromozém cely vizualizovany
samc¢ou sondou; D — spojené sesterské figury metafazy II, trojuholnikové Sipky oznacuju pritomnost’
NOR v terminalnej oblasti dlhého ramienka metacentrického chromozomu, Sipky ukazuja na pohlavné
chromozémy X a Y. Meritko 10 um.
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5 Diskusia

Paviky (Araneae) patria medzi zivocCichy, ktorych cytogenetika sa v poslednej dobe zacina
intenzivne Studovat, jednd sa predovsetkym o ich neobvyklé pohlavné chromozoémy
Z cytogenetického hl'adiska st stdle pomerne malo prebadané (Araujo et al. 2012). Ich
ohromné druhové rozmanitosti zodpovedaji rozmanitosti ich karyotypov. Jednotlivé druhy
maju Casto rozne diploidné pocty chromozomov, ich chromozémy sa ¢asto morfologicky lisia.
Ich systémy pohlavnych chromozémov, bez vynimky st tiez velmi komplikované. Moja
praca bola zamerana predovSetkym na analyzu pohlavnych chromozémov a repetitivne
usporiadanych génov. Jednalo sa o 7 druhov mygalomorfnych pavukov z ¢eladi
Theraphosidae a 1 druh z ¢el'adi Barychelidae. Z entelegynnych araneomorfov bol vybrany 1
druh z ¢el'ade Agelenidae, z haplogynnych araneomorfov 1 druh z cel'ade Filistatidae. Ziskané
udaje o karyotypech, pohlavnych chromozoémoch a d’alsie ziskané informacie, by mohli byt

vyznamné pre rekonStrukciu evolucie karyotypov Studovanych skupin pavikov.

Diploidné pocty u paviukov maju vysoku variabilitu. Mygalomorfné paviuky maju
vyssiu diverzitu diploidnych poctov chromozémov ako araneomorfné paviky. Doposial
najvyss$i diploidny pocet bol pozorovany u zdstupcu celade Hexathelidae Macrothele
calpeiana 2n = 132, ktory patri medzi najvyssie poéty vSetkych dodnes prestudovanych
paviukov (Hruba 2017). Z druhov vybranych v diplomovej praci sa najvyssie diploidné pocty
chromozomov vyskytuji u vta€karov rodu Poecilotheria. U samca Poecilotheria vittata
(Theraphosidae; tato praca) je diploidny pocet 2nd=117 chromozémov, kym u samca
Poecilotheria formosa (Theraphosidae; Kral et al. 2011) bol namerany diploidny pocet
chromozomov 2nd=110. Diploidny pocet u P. vittata je doposial’ najvyssi diploidny pocet
u theraphosidnych vtackarov. Vysoky pocet chromozémov stvisi s prevazujlicim zastupenim
akrocentrickych chromozémov oproti pribuznym druhom s niz§im poctom, ¢o naznacuje na
zvySenie diploidného poctu v dosledku rozpadu chromozomov v oblasti centroméry.
Pomerne vysoky diploidny pocet chromozomov bol zisteny u druhov Cyriocosmus
perezmilesi 2nd = 86 a Psalmopoeus irminia 2nd = 82. (Theraphosidae; tato praca). Tieto
udaje zapadaju do predpokladaného rozpitia ancestralnych diplodnych poctov u nadcelade
Avicularioidea (80-90 chromozémov), kam Theraphosidae patria (Kral et. al 2013).
Z mygalomorfnych pavikov boli analyzované aj druhy s niz§im poctom chromozémov
Lasiodora striatipes 2n3 = 46 a Nhandu chromatus 2nd = 52 (Theraphosidae; tato praca), k

zniZeniu 2n doSlo zrejme fiziami chromozémov. U araneomorfného pavika Kukulcania aff-
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hibernalis (Filistatidae; tato praca) bol zisteny tiez nizky podet chromozémov 2nd = 25.
V tomto pripade stanoveny diploidny pocet potvrdzuje doposial zistené¢ informécie
o pritomnosti niz§ich diploidnych poctov chromozémov u araneomorfnych pavukov, na
rozdiel od mygalomorfnych pavikov (Kral 2006; Kral ef al. 2013). Predpoklada sa, ze pavuky
s vysokym diploidnym poc¢tom su bazalne, ¢o karyotypy vtackarov s vysokymi diploidnymi

poctami potvrdzuju (Suzuki 1954).

5.1 Evolucia pohlavnych chromozéomov

Paviky sa vyznacuju velmi zlozitymi systémami pohlavnych chromozdémov.
Charakteristickym znakom pavikov je pritomnost’ mnohopocetnych X chromozémov (Kral et
al. 2013). U pavikov je za povodny systém pohlavnych chromzémov povazovany systém
X1X20 (Suzuki 1954), ktory se ale vyskytuje hojne iba u entelegynnych pavukov (Kral et al.
2010, Kral et al. 2013). U mygalomorfnych pavikov arovnako tak aj u haplogynnych
pavukov je tento systém vzacny (Kral et al. 2006; Kral et al. 2013). Za ancestralny systém
mygalomorfnych pavikov, konkrétne skupiny Avicularioidea je povazovany systém
pohlavnych chromozémov X;X,X3X40 (Kral et al. 2013).

Systém pohlavnych chromozémov X;X,X3X40 bol pozorovany u Poecilotheria formosa
(Theraphosidae). Predpokladd sa, ze pohlavny systém X;X,;X3X40 vznikol duplikéciou
z pohlavného systému X;X;0, a to nondisjunkciou alebo polyploidizaciou (Kral et al. 2010).
Predpoklada sa, Ze pohlavné systémy s viacerymi pohlavnymi chromozémami X nez Styri
pravdepodobne u mygalomorfov vznikli nondisjunkciou poévodného X chromozému
a naslednou diferenciaciou novovzniknutého pohlavného chromozému popr. rozpadmi
chromozémov X (Kral ef al. 2013).

Z vybranych analyzovanych druhov mygalomorfnych pavikov ¢elade Theraphosidae bol
v systémoch tvorenych iba chromozémami X, pocet pohlavnych chromozémov niZsi, nez
v predpokladanom ancestralnom karyotype tejto skupiny (X;X»X3X40).

Pohlavny systém X;X,X30 bol pozorovany u Neoholothele incei (Theraphosidae; tato praca).
Pohlavny systém X;X»X30 pravdepodobne vznikol fiziou pohlavnych chromozémov X zo
systtmu  X;XoX3X40 (Kral et al. 2013). Na rozdiel od mygalomorfnych pavikov,
u entelegynnych pavukov tento odvodeny pohlavny systém vznikal pravdepodobne
nondisjunkciou pohlavnych chromozomov X ze systému X;X,0, ktery je u entelegynov
povazovany za fylogeneticky povodny (Postiglioni & Brum-Zorrilla 1981). Pohlavny systém
X1X5X30 u mygalomorfov, vzniké nezavisle v réznych vetvach. Bol pozorovany napriklad u

vtackarov rodu Euagrus, konkrétne u E. josephus a E. carlos (Hruba 2017).
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U samcov Nhandu chromatus, Lasiodora striatipes a Psalmopoeus irminia sa v karyotype
vyskytovali dva pohlavné chromozémy X. Systém pohlavnych chromozémov X;X,0 bol
pozorovany aj uinych zéastupcov mygalomorfnych pavikov, napriklad u Psalmopoeus
cambridgei a Grammostola rosea z tej istej Celade (Kral et al. 2013), dalej u Cyrtocarenum
cunicularium (Ctenizidae; Kral et al. 2013). Jednou z nich je, Ze pohlavny systém X;X,0
vznikol nondisjunkciou jedného X chromozému a naslednou diferenciaciou druhého X
(Postiglioni a Brum-Zorrilla 1981).

Pomerne zriedkavy, ale veI'mi komplexny systém pohlavnych chromozémov je neopohlavny
systém, ktory bol pozorovany u niektorych araneomorfnych aj mygalomorfnych pavukov.
Neopohlavné chromozémy moézu vznikat' piestavbami medzi stavajicimi pohlavnymi
chromozémami a autozémami, reciprokymi alebo Robertsonovymi translokaciami. (Reza¢ et
al. 2006, Kral 2007, Kral et al. 2013). Systémy neopohlavnych chromozémov
u mygalomorfnych pavikov mézu byt velmi komplikované, okrem pohlavnych
chromozémov X obsahuju aj Y chromozomy.

Velmi zlozity systém pohlavnych chromozémov X;X,X3Y bol v praci objaveny
u Atropothele socotrana, z ¢elade Barychelidae. Z analyzovanych figur bolo mozné urcit
pritomnost’ troch pohlavnych chromozémov X ajeden Y. Pocas neskorej profazy bol
pozorovany trivalent, ktory je zlozeny z dvoch jednoramennych chromozémov X a jedného
metacentrického chromozomu Y. Treti chromozém X tvoril univalent. Pre urcenie
diferenciacie Y chromozému bola pouzitd metoda CGH. Samci signal na Y chromozéme
nebol detegovany. Vel'mi slaby samici signél sa objavil na ramienku jedného chromozému v
zvlastnom heteromorfnom bivalente, ktory bol v neskorej profdze tiez pozorovany. Ak
uvazujeme, ze samici signdl na heteromorfnom bivalente leZi na chromozéme X, mohli by
sme predpokladat, Ze heteromorfny bivalent predstavuje SCP Atropothele socotrana (Sember
et al. in prip.). Je mozZné, ze pohlavny systém X;X,X3Y bol odvodeny od systému pohlavnych
chromozémov XY, ktory bol niajdeny u pribuzného barychelida, Cyphonisia sp.
(Barychelidae). Pre ziskanie podrobnejSej predstavy o pohlavnom systéme Atropothele
socotrana by bolo vhodné ziskat’ d’al'Sie informécie o spravani pohlavnych chromozomov
usamca pocas meiozy, predovSetkym o ich péarovani, napf. elektronovou mikroskopiou.
Rovnako tak, ziskat’ informéacie o pohlavnych chromozdémoch pribuznych druhov.

U  samca Poecilotheria  vittata bol pozorovany zlozity neopohlavny  systém
X1XoX3X4XsX6X7Y1Y2 Na tento systém ukazuju udaje o diploidnom pocte a z meiotického
delenia. Pohlavny systém u samca je tvoreny piatimi pohlavnymi chromozémami X, ktoré

boli pozorované pocas diploténneho Stadia a diakinézy ako univalenty, ktoré spolu asociovali.
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Spolu s pohlavnymi chromozémami X asociuju dva chiazmatické heterobivalenty, u ktorych
predpokladdme, ze kazdy je tvoreny chromozémom X a Y. Samec Poecilotheria vittata, by
mal teda mat devit pohlavnych chromozémov. Sucet poctov pohlavnych chromozémov
apoctu bivalentov v neskorej profaze I, kedy bolo pozorovanych 54 bivalentov dava
diploidny pocet, 117 chromozémov. Pocas metafazy II figura s pohlavnymi chromozémami X
obsahovala 61 chromozomov a sesterska figra s pohlavnymi chromozémami Y obsahovala
56 chromozdémov, ¢o potvrzuje systém X; X, X3XyXsXeX7YY>.

Pocas diakinézy bolo mozné rozlisit morfologiu chromozémov tvoriacich heterobivalenty.
S urcitost'ou sa da tvrdit’, ze kazdy heterobivalent je tvoreny dvojramennym a jednoramennym
chromozémom. Na zdklade parovania tychto chromozomov prostrednictvom chiaziem
a zposobu ich asociacie s univalentami X sa da predpokladat’, ze sa jednd o neopohlavné
chromozémy. Dvojramenné chromozomy bivalentu asociujuce s univalentami X predstavuju
zrejme chromozomy X, jednoramenné chromozomy Y. Hypotéza o vzniku systému
X1 XoX3XuXsXeX7Y Y2 vychadza zpredpokladu, Zze vznikol zo systému X;X,X3X40
pribuzného druhu Poecilotheria formosa, ktory obsahuje Styri metacentrické chromozomy X
(Kral et al. 2013). V prvom kroku muselo pravdepodobne ddjst’ k vzniku pohlavného systému
X1 X2 X3X4Xs5X0 nondisjunkciou pohlavnych chromozémov X. Tymto procesom vznikli
pohlavné chromozomy Xs a Xs. Tato hypotéza predpoklada, ze vSetky pohlavné chromozémy
boli metacentrické. V d’al'Som kroku mohlo dojst’ k rozpadu pohlavného chromozému X na
dva akrocentrické chromozomy. Najskor nastala centricka fuzia medzi jednym
akrocentrickym X chromozémom a jednym akrocentricym chromozémom z autozoémového
paru, za vzniku metacentrického neo-X chromozomu, pricom druhy chromozém
z autozoOmového paru sa diferencoval na neo-Y. Rovnakym spdsobom vznikol dalSi par
neopohlavnych chromozémov X a Y.

Systémy pohlavnych chromozémov, tvorené mnohopocetnymi chromozémami X, sa u
bazadlnych araneomorfov beZne nevyskytuju, a pokial’ ano, jednd sa o odvodeny spOsob
chromozémovej determinacie pohlavi, ktoré vznikli zo systému X;X,Y, ktory je zrejme pro
haplogynné pavuky ancestralny (Paula-Neto et al. 2017), ato degeneraciou a stratou
chromozomu Y. Syst¢ém X;X,Y je u haplogynov omnoho castejsi. Bol najdeny u pavikov
z ¢eladi Drymusidae, Hypochilidae, Filistatidae, Sicariidae a Pholcidae. Tento systém sa
vyznacuje typickou morfologiou a achiasmatickym parovanim pohlavnych chromozdémov
pocas meiozy (Kral et al. 2006). Tento systém sa vyskytoval 1 u Kukulcania aff. hibernalis.
Pocas profizy ametafazy I bol pozorovany trivalent X;X,Y s typickou morfoldgiou

chromozomov, tvoreny dvoma vel’kymi metacentrickymi chromozémami X a vel'mi malym Y
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chromozémov, ktorého morfologiu nebolo mozné urcit, kvoli jeho priliS malej velkosti.
V profaze laz metafaze [ pohlavné chromozémy X konci svojich ramien paruja
achiazmaticky s Y chromozémom. Mechanizmus vzniku dodnes nie je presne zndmy.
Hypotéza o mechanizmu vzniku X;X,Y, ktora vznikla na zaklade pozorovaniiného
haplogynného pavuka, Loxosceles (Sicariidae), tvrdi, ze systém X;X,;Y mohol vzniknut' ako
neopohlavny, a to z pohlavného systému X;X,0. Mechanizmus mal spocivat’ v translokacii
medzi X chromozémami a autozémami (Silva et al. 1988). Ked'Ze je tento pohlavny systém
mozno fylogeneticky pdvodny u haplogynnych pavukov, metodou CGH bol testovany stupen
diferenciacie pohlavného chromozomu Y u samca Kukulcania aff. hibernalis. Metodou CGH
bol detegovany samci signal, ktory pokryval cely pohlavny chromozém Y a predstavuje tak
vysoky stupeii diferencidcie pohlavného chromozému Y.

Neopohlavny systéem X;X,X3X4Xs5Y bol popisany u samca Tegenaria ferruginea. Jedna sa o
systém, ktory je tvoreny tromi univalentami X a jednym trivalentom. Trivalent je tvoreny
dvomi pohlavnymi chromozémami X a jednym Y. Predpoklada sa, ze tento pohlavny systém
pravdepodobne vznikol zo systému X;X,X30 (Kral 2007). Tri univalenty X predstavuji
povodné chromozomy X systému X;X,;X30. Fuziou proto-X z SCP wvznikli pohlavné
chromozémi X4 a Xs. Y chromozom vznikol fuziou proto-Y z SCP a autozomu. Na zaklade
tejto hypotézy by mohol byt novovzniknuty pohlavny chromozém Y po flzii uz aspon
Ciastocne diferencovany. Pre potvrdenie diferenciacie bola pouzitd metéda CGH. Samci
Specificky signdl nebol preukdzany, ¢o ukazuje na velmi nizky stupen diferenciacie
neopohlavného chromozému Y (Sember et al. in prip.).

Typickym znakom mygalomorfnych paviikov s mnohopocetnymi pohlavnymi chromozémami
X je ich achiazmatické pérovanie, tzv. end-to—end parovanie, poCas samce] profazy I.
Pohlavné chromozémy pritom vzdjomne asociuji svojimi koncami (Kral et al. 2013). U
araneomorfnych pavikov bolo achiazmatické parovanie pozorované u haplogynnych pavikov
(Kral et al. 2006). au entelegynnych pavukov. U entelegynnych pavukov sa z parovania
chromozémov koncami vyvinulo paralelné parovanie akrocentrickych pohlavnych
chromozémov, parovanie je nejsilnejsSie v oblastiach centromér (Kral ef al. 2011).

U analyzovanych samcov ¢el'ade Theraphosidae bolo vo vybranych figurach v diploténnom
Stadiu a diakinéze pozorované achiazmatické tzv. end-to-end parovanie. Parovanie bolo
preukdzané u druhov so systémom pohlavnych chromozémov X;X,0, X;X,X30 a rovnako tak
aj u druhov s pohlavnym systémom X;X;X3X40. Pozoruhodny pripad sa vyskytol u samca
Poecilotheria vittata (Theraphosidae), kedy metacentrické pohlavné chromozémy X; — Xs

vzajomne asociovali oboma koncami aj v metafazy II. Tento jav je velmi ojedinely, ked’ze
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achiazmatické parovanie bolo doposial’ viazané na profazu I. Achiazmatické parovanie bolo
pozorované aj u haplogynného samca Kukulcania aff. hibernalis (X;X,Y), kedy metacentrické

X chromozémy paruju s Y mikrochromozémom oboma koncami ramien.

Zlozitost’ systétmu pohlavnych chromozomov u pavikov dokumentuje pritomnost parov
nediferencovanych pohlavnych chromozémov X a Y, tvoriacich tzv. SCP (sex chromosome
pair). Chromozémy X a Y tychto parov maju rovnakii morfolégiu a parujii pozdiz celej dizky
chiazmami, ¢o naznacuje ich nizku diferenciaciu. Metoda C-pruhovania odhalila rovnaké
zastapenie konstitutivneho heterochromatinu na oboch chromozémoch SCP (Kral et al. 2011).
Nizka diferenciacia chromozémov SCP a vyskyt u araneomorfov i mygalomorfov, naznacuju,
ze by mohli predstavovat evolucne poévodné pohlavné chromozémy pavukov.
U mygalomorfov nad¢elade Avicularioidea sa vyskytuju dva pary tychto chromozémov,
druhy par mohol vzniknit' duplikdciou gendmu (Kral et al. 2013). U niektorych zastupcov
vtackarov sa jeden ¢i oba pary vyznacuju Specifickym spravanim v samcej pohlavnej drahe
(predCasna separacia chromatid v spermatogonialnej mitoze, heteropykndza v meioze), takze
je mozné tieto pary cytologicky detegovat. U mygalomorfov bolo zachovanych niekolko
ancestralnych znakov, tykajucich sa SCP. Jednym z nich je, Ze u mygalomorfov st tvorené
vzdy velkymi metacentrickymi chromozémami (Kral et al. 2013). Téato skutocnost’ bola
pozorovana u samca Cyriocosmus perezmilesii (Theraphosidae; tato praca), u ktorého bol
pozorovany jeden par SCP. Z analyzovanej figary bolo moZné ur¢it, Ze sa jedna
o metacentrické chromozoémy. U samca Psalmopoeus irminia sa vyskytovali dva pary
metacentrickych SCP priblizne rovnakej vel'kosti. V samcej meidéze mézu SCP vykazovat
podobné spravanie ako pohlavné chromozémy X. V premeioticke] interfaze a profaze Isu
chromozémy SCP a rovnako tak aj pohlavné chromozémy X, asociované (Kral ef al. 2013).
U Psalmopoeus irminia bolo pocas profazy I pozorované heteropyknotické teliesko tvorené
SCP. Pozitivna heteropyknoza SCP pretrvavala aZz do neskorej profazy I (diploténne —
metafaza 1), ¢o predstavuje oneskorenu kondenzaciu. Rovnaky pocet, dva pary SCP boli
pozorované u pribuzného druhu Psalmopoeus camridgei (Theraphosidae), u ktorého
pretrvavala pozitivna heteropyknéza SCP tiez do neskorej profadzy I (Kral. et al. 2013).
U samcov Nhandu chromatus a Lasiodora striatipes (Theraphosidae; tato praca) bolo pocas
pachyténneho Stadia pozorované heteropyknotické teliesko tvorené SCP. Z morfologie
telieska neni mozné odvodit’ pocet SCP diferencovanych cytologicky ani ich morfologiu.
Heteropyknotické teliesko, tvorené SCP bolo pozorované aj usamca Poecilotheria vittata

(Theraphosidae; tato praca). V mitotickej metafaze bol pozorovany jeden par SCP, ktoré
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patrili medzi vel’ké metacentrické chromozomy, ktoré sa neliSili medzi sebou morfoldgiou ani
vel'kostou. U pribuzného samca Poecilotheria formosa (Theraphosidae) bol pozorovany
rovnako jeden SCP (Kral et al. 2011).

Na urcenie stupiia diferencidcie SCP bola pouzita metdéda CGH. U samca Psalmopoeus
irminia nebol na chromozémoch SCP zisteny Specificky samci signal. Samici signal bol
detegovany v terminalnej oblasti jedného SCP, a to na oboch chromozémoch. Samici signal
by sa mal objavit' v SCP iba na chromozéme X. Pokial’ sa objavuje na oboch chromozémoch
SCP, je diferenciacia chromozoémov X a Y vel'mi nizka: samicia sonda hybridizuje v danom
mieste, ako k chromozomu X, tak aj Y, jeho sekvencia je v danom mieste totozna (alebo
vel'mi podobnd) chromozému X.

U samcov Poecilotheria boli metodou CGH vizualizované vyrazné terminalne bloky
heterochromatinu. U samca Poecilotheria formosa bol pocas diakinézy jeden chromozém X
znaceny samcou sondou v interkaldrnej oblasti, tesne za nim sa nachadzal neSpecificky signal.
V pripade samcieho signdlu sa mohlo jednat o sekvenciu prenesent z chromozému Y.
V metafaze I bol pozorovany bivalent, ktory niesol na jednom konci sam¢i Specificky signal,
na druhom samci signal. Mohlo sa jednat’ o bivalent tvoreny SCP. U samca Poecilotheria
vittata boli v metafazy II s chromozomami X pozorované tri velké metacentrické
chromozomy, v ktorych jednom ramene sa striedali useky sréznou afinitou k samcej
a samicej sondy. Jednd sa zrejme o chromozomy X, pretoze tieto chromozomy chybaju
v metafdzach II bez chromozémov X. Figlry, ktoré boli k dispozicii, neumoziuju urcit,, ¢i sa

detegované signaly nachddzaji na neopohlavnych chromozdémoch alebo univalentoch X.

5.2 Repetitivne usporiadané gény

Informécii o NOR u pavukoch dodnes nie je mnoho. S vyuzivanim metddy fluorescencnej in
situ hybridizéacie, ktora postupne nahrddza metédu vizualizacie dusi¢nanom striebornym,
informdcii stale viac pribuda. Pri detekcii NOR sa u jednotlivych druhov sleduje ich pocet,
vel'kost, pozicia na chromozéme a lokalizdcia na autozoOmoch alebo na pohlavnych
chromozémoch. DoterajSia detekcia NOR bola prevedend prevazne u araneomorfnych
pavukov (Dolejs et al. 2011). U pavikov bolo dodnes v suvislosti s NOR pozorovanych
niekol’ko znakov, ktoré mozno povazovat’ za ancestralne. Medzi n¢ patri pritomnost’ jedného
alebo dvoch parov NOR na jednom alebo dvoch chromozémovych parov aich pozicia
v termindlnej alebo subtermindlnej oblasti chromozému. Tieto znaky st ancestralne
u araneomorfnych arovnako aj mygalomorfnych pavukov, vyskytovali sa u spolocného

predka tychto skupin (Krél ef al. 2013).
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U mygalomorfnych pavikov boli doposial NOR vizualizované u celadi Antrodiaetidae,
Dipluridae, Mecicobothriidae, Nemesiidae a Theraphosidae. V préci boli vizualizované NOR
u niekol’kych mygalomorfnych pavikov celade Theraphosidae. U samca Cyriocosmus
perezmilesi bol NOR detegovany na dvoch chromozémoch. U Neoholothele incei bol NOR
lokalizovany v terminalnej oblasti dlhého ramena submetacentrického chromozému. U samca
Lasiodora striatipes bol detegovany NOR v terminalnej oblasti jedného bivalentu. Rovnaka
lokaliz4dcia bola pozorovand usamca Psalmopoeus irminia. Podla vysledkov mozeme
predpokladat, ze u tychto druhov boli zachované ancestralne znaky NOR. U Poecilotheria
formosa sa vyskytoval NOR na troch bivalentoch, kym u pribuzného P. vittata bol pocet NOR
nizsi, vyskytoval sa na dvoch bivalentoch. Z uvedeného moézeme predpokladat, ze u P.
formosa doslo k zvySeniu z dvoch na tri NOR. Ancestralna pozicia NOR v terminalnej oblasti
bola zachovana aj u P. formosa, u P. vittata nebolo mozné urcit’ presnu lokalizaciu.

Z haplogynnych pavikov bol NOR vizualizovany u druhu Kukulcania aff. hibernalis, ktory sa
nachadzal v termindlnej oblasti ramienka metacentrického chromozémového paru
(Filistatidae; tato praca). U analyzovaného samca bolo mozné vylucit' pritomnost” NOR na
pohlavnych chromozdémoch.

U pavikov existuju 1 pripady, kedy boli NOR pozorované na pohlavnych chromozémoch.
Tato situacia je beznd u haplogynnych pavukov (Kral et al. 2006). U mygalomorfnych
paviukov je tato lokalizacia vzéacna. Zatial' bol tento pripad pozorovany u pavikov rodu
Ischnothele (Ischnotelidae), kde bol NOR lokus lokalizovany na X a Y chromozéme. U rodu
Linothele (Dipluridae) bol lokus vizualizovany len na jednom chromozéme X (Kral et al.
2013). U samca rodu /beresia (Nemesiidae) bol NOR lokus vizualizovany na oboch koncoch
jedného SCP chromozomu. Na homologickom chromozome tento lokus nebol pritomny
a predpoklada sa, Ze doslo k jeho strate (Kral ef al. 2013).

U pavikov sa vyskytuje prevazne nizs$i pocet NOR lokusov. Najvyssi pocet su 10 NOR
lokusov u Wadicosa fidelis (Lycosidae, Forman et al. 2013) a az 13 NOR lokusov
u Larinioides patagiatus a Zygiella atrica (Araneidae) (Pajpach 2018).

V diplomovej praci boli detegované aj gény pre 5S rRNA, a to u samcov rodu Poecilotheria.
U samca P. formosa aj P. vittata sa gény pre 5S rRNA nachéadzali na dvoch bivalentoch.
Signal pripadne i1 lokusy tychto génov, ktoré boli pozorované vo figurach, mali slabSiu kvalitu
a intenzitu ako u sondy pro 18S rDNA. Sekvencie Casti génov P. vittata odpovedali isekom
génov pre 5SS rRNA z 95, 16 % u Oxyopes sertatus (Araneae). Vysledky, ktoré sa tykali
poctu lokusov pre 5S rDNA je mozné porovnat’ iba s hmyzom, u pavikovcov nebol zatial’

tento marker detegovany.
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Autori uvadzaju, ze prislusné lokusy sa nachadzaju na pohlavnych chromozémoch a ich pocet
je jeden alebo dva (Cabral-de-Mello, Martins, et al. 2011; Cabral-de-Mello, Oliveira, et al.
2011; Palacios-Gimenez a Cabral-de-Mello 2015). U samcov rodu Poecilotheria sa gény pre
5S rRNA pravdepodobne na pohlavnych chromozémoch nenachadzajt, tato hypotézu vsak
nie je mozné s urcitostou potvrdit. Tento vysledok nie je prekvapivy, pretoze pohlavné
chromozémy vznikli u hmyzu a pavikov nezavisle.

U pavikov boli gény pre histony metdédou FISH detegované len ojedinele. U vtackarov bol
pozorovany jediny klaster génov pre histon H3 na jednom autozémovom pare v terminalnej
oblasti ramienka u Macrothele sp. a M. calpeiana (Hexathelidae). V mojej diplomovej praci
boli detegované gény pre histon H3 u vtackarov rodu Poecilotheria. U samca Poecilotheria
formosa bol detegovany marker pre gény histonu H3 na troch bivalentoch v termindlnej
oblasti. U samca P. vittata bol marker vizualizovany rovnako.

Sekvencia casti génu pre histon H3 Poecilotheria vittata, odpovedala useku génu pre histon
H3 z 95, 59 % u vtackara Poecilotheria subfusca. Na zéklade porovnani sekvencii génov pre
histon H3 u vtackarov rodu Poecilotheria a taktiez s inymi pavikovcami vyplyva, ze
sekvencie su vel'mi podobné a teda znacne konzervované.

Detekcia génov pre histon H3 bola prevedend aj u d’alSej skupiny pavikov, kde bol
preukdzany rovnako vyssi pocet klastrov pre histon H3. Najmenej tri klastre boli pozorované
u Araneus circe (Araneidae), kym u Araneus ventricosus boli Styri (Araneidae) (Pajpach

2018).

81



6 Zhrnutie

Rad paviky (Araneae) patri medzi najviac diverzifikované skupiny zivo€ichov. Aj napriek
pribudajucemu cytogenetickému zaujmu, su stale malo prebadané. V diplomovej praci boli
vyuzité¢ metody klasickej a molekularnej cytogenetiky pre analyzu pohlavnych chromozémov
a vybranych repetitivne usporiadanych génov u vybranych zastupcov mygalomorfnych,
entelegynnych a z haplogynnych araneomorfov.

Vyuzitim naplanovanych metdd boli v diplomovej praci splnené stanovené ciele. U vybranych
druhov pavukov boli urcené diploidné pocty, morfologia chromozémovych parov a systémy
pohlavnych chromozémov. Stanovené diploidné pocty potvrdili vyskyt vysokého poctu
chromozémov u mygalomorfnych pavikov. Analyza odhalila doteraz najvyssi diploidny
pocet chromozomov u ¢elade Theraphosidae, a to u samca Poecilotheria vittata (2nd=117).
U entelegynnych a haplogynnych pavikov boli diploidné pocty chromozémov podstatne
nizsie.

Jednym z hlavnych cielov bola analyza pohlavnych chromozémov. Pre mygalomorfné
pavuky nadcelade Avicularioidea je charakteristicky vyskyt viacerych pohlavnych
chromozémov X. Zlozitost pohlavnych systémov sa odrdza aj v pritomnosti
nediferencovanych pohlavnych chromozomov X a Y. U niektorych druhov mygalomorfnych
pavukov vSak vznikaji eSte komplexnejSie systémy pohlavnych chromozémov, a to
prestavbami medzi autozémami a pohlavnymi chromozémami, ktorymi vznikaji neopohlavné
chromozémy. Pozoruhodny neopohlavny systém X;X,X3X4Xs5X6X7Y1Y2 bol objaveny u
Poecilotheria vittata (Theraphosiadae). Dalsi neopohlavny systém bol pozorovany u
Atropothele socotrana (Barychelidae).

Dalsim cielom bolo stanovenie diferenciacie pohlavnych chromozémov metédou CGH u
vybranych druhov. Ziskané vysledky u mygalomorfov Psalmopoeus irminia a Poecilotheria
ukazuju na vel'mi nizku diferenciaciu SCP. Niekol’ko chromozémov X u P. vittata obsahuje
rozsiahle bloky heterochromatinu, ktoré sa vizualizuji samicou sondou. U haplogynného
pavuka Kukulcania aff. hibernalis (Filistatidae) (X;X,Y) bol maly metacentricky pohlavny
chromozém Y cely znaeny samcou sondou, ¢o ukazuje na jeho vysoky stupen diferenciécie.
Metdédou FISH boli v diplomovej praci detegované klastre vybranych repetitivne
usporiadanych génov. U vicsiny Studovanych druhov mygalomorfnych a araneomorfnych
pavakov bola stanovend distribicia NOR. Vysledky ukazuju, ze u viacSiny druhov
mygalomorfov, st zachované predpokladané ancestralne znaky NOR. U tychto druhov
mygalomorfnych pavikov sa vyskytoval jeden alebo dva pary NOR na jednom alebo dvoch

paroch chromozomov, a to prevazne v terminalnej oblasti chromozémov. U zastupcov rodu
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Poecilotheria doslo k zvySeniu poctu NOR na tri. U zastupcov rodu Poecilotheria boli tiez
detegované gény pre 5S rRNA a histon H3. Vysledky boli porovnané s d’al§imi pavikmi

a ¢lankonozcami.
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