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Abstrakt

Araneoidea je nadceledi entelegynnich pavoukti s obrovskou druhovou diverzitou. Cela
nadceled je vSak velmi konzervativni, co se pozorovaného karyotypu tyce. Pravdépodobné
ancestralnim stavem celé skupiny je v pfipadé¢ samci 24 akrocentrickych chromozomi
s chromozomovym systémem urceni pohlavi X;X>0. Cilem této prace bylo zmapovat
karyotypovou diverzitu dvou celedi — Araneidae a Mimetidae. VéEtSina studovanych druht
odpovida svym karyotypem ancestralnimu stavu. V rameci téchto ¢eledi bylo vSak u nékterych
zéastupcll pozorovano skokové zvyseni poctu chromozomil, u Araneidae az 2nd = 52, v piipadé
Mimetidae az na 2nd = 57. Coz piedstavuje viibec nejvyssi pozorovany pocet u Entelegynae.
Zvysené 2n je doprovazeno i zvySovanim poctu pohlavnich chromozomi, vedouci az k
X1X2X3X40 u Araneidae, respektive k XiX>X3XsXs5XeX70 u Mimetidae. Jako mozny
mechanismus zvySovani po¢tu chromozomui navrhuji polyploidii. Tato hypotéza je v praci
testovana pomoci méfeni velikosti genomu za pouZiti pritokové cytometrie a fluorescencni in
situ hybridizace se sondami pro 18S rRNA a 5S rRNA geny. Pro jeden druh byla
optimalizovdna sonda také pro U2 snRNA gen. U velké ¢asti studovanych druhti byly tyto
techniky pouzity viibec poprvé. V piipadé ¢eledi Mimetidae se podatilo odhalit zatim nejvétsi
genomy v ramci Entelegynae. VSechny sledované parametry sice nedosahovaly oc¢ekavanych
dvojnasobnych hodnot mezi zastupci druhd s ancestralnim, respektive zvySenym poctem
chromozomt, nékteré znich vSak podporuji polyploidni hypotézu. JelikoZ pohlavni
chromozomy jsou ¢asto vnimany jako zabrana polyploidnich udalosti, jsou pavouci se svymi
unikatnimi systémy chromozomadlniho urceni pohlavi idedlni skupinou pro studium vztahu
polyploidie a pohlavnich chromozomu. Polyploidie byla v recentni dobé prokazéna u jedné
z pavoucich celedi a je mozné, Ze se v budoucnu povede ziskat podporu pro tento scénaf i u

dalSich pavoucich skupin.

Klicova slova: pohlavni chromozomy, karyotypova evoluce, fluorescencni in situ hybridizace,

prutokova cytometrie, polyploidie, pavouk



Abstract

The Araneoidea superfamily is a diverse clade of spiders with a great species diversity.
The whole superfamily displays considerable conservativeness of observed karyotypes. Most
likely ancestral karyotype in males is 24 acrocentric chromosomes with XX sex determination
system. The goal of this study is to explore the karyotype diversity of two araneoid families —
Araneidae and Mimetidae. The majority of studied species exhibit the ancestral karyotype. In
some species of the aformentioned families was observed sudden increase in chromosome
numbers, up to 2n = 52 in Araneidae and up to 2nd = 57 in Mimetidae. The latter number is
the highest chromosome count observed in Entelegynae so far. Increase in 2n goes hand in hand
with increase in sex chromosome numbers, leading up to X;X>X3X40 system in Araneidae and
up to X1XoX3X4X5X6X70 in Mimetidae. I suggest polyploidy as a possible mechanism of the
increase. To test this hypothesis, I measured the size of the genome using flow cytometry and
used fluorescence in situ hybridization for the detection of 18S rRNA and 5S rRNA genes. For
one species, probe for U2 snRNA gene was also optimized as part of this thesis. In many species
studied, these techniques were used for the first time ever. In the case of the family Mimetidae,
the largest genomes in Entelegynae so far were measured. Even though all the measured
parameters didn’t reach the expected double values between the species with ancestral and
increased chromosome number, some of them support the polyploid hypothesis. Sex
chromosomes are sometimes seen as an obstacle to polyploid events, spiders with their unique
sex chromosome systems are thus ideal group for studying the relationship between polyploidy
and sex chromosomes. Polyploidy was recently confirmed in one of the spider families and it

is quite possible it could get more support in other spider groups in the future.

Key words: sex chromosomes, karyotype evolution, fluorescent in situ hybridization, flow

cytometry, polyploidy, spider
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1. Uvod

Pavouci (Araneae) jsou kosmopolitné se vyskytujici skupinou ¢lenovct a zaroven
souCasn¢ nejpocetnéjSim z tfindcti fadli pavoukovcl (Arachnida). Krom diverzity
druhové vykazuji také znaCnou diverzitu ve velikostech genomi a také diverzitu
karyotypu a to zejména morfologie chromozomii a jejich poctu systému urceni pohlavi.
Tato geneticka diverzita z nich ¢ini idealni modelovou skupinu pro studium evoluce
karyotypt a evolu¢nich fenoméni, diky kterym vysoké rozmanitost vznikla.

Jednim ztakovych jevil je i1 polyploidie (v zahrani¢ni literatuie Casto oznaCovana
zkratkou WGD — whole genome duplication), tedy jev, pii kterém je v genomu pocet
chromozomovych sad vyssi nez dvé. Dlouhou dobu byl tento fenomén spojovan hlavné
s evoluci rostlin, v posledni dobé¢ se ale objevuje stale vice praci a diikazii o polyploidizaci
u rtiznych zivocisnych linii a to v€etné pavouk (Kral et al., 2019).

Hlavnim pfedmétem z4jmu této prace jsou dv€ celedi znadCeledi Araneoidea —
Mimetidae a Araneidae. Celd nadceled Araneoidea je karyotypové pomérné
konzervativni a pravdépodobnym ancestradlnim karyotypem je konstituce 2nd =
24,X,X20 —tedy 11 autozomovych pari a dva nehomologni pohlavni chromozomy X (X
a Xz), pficemz vSechny chromozomy maji akrocentrickou morfologii. U nékterych
zastupcl Araneidae doSlo k pomérmné znaénému zvyseni celkového poctu chromozomi
(Suzuki, 1954; Matsumoto, 1977; Filip Pajpach - diplomova prace, 2018). Chromozomy
celedi Mimetidae jsou aZ na jeden druh rodu Ero zcela neprostudovany (Spider

Cytogenetic Database, 2020).



2. Cile prace

Cilem této prace je ziskat a rozsifit cytogeneticka data zastupcii dvou celedi nadceledi
Araneoidea - Mimetidae a Araneidae a navrhnout mozné mechanismy hrajici roli v
pribéhu jejich karyotypové evoluce. Vzhledem ke zjisténim moznych polyploidizacnich
udalosti u téchto skupin byla zvySena pozornost vénovana testovani polyploidizacnich
hypotéz u vybranych modelovych druhi a to metodami klasické a molekularni
cytogenetiky a porovnanim velikosti genomd.

Dil¢imi cili prace je:

- Vyuzitim klasickych barvicich technik zjistit pocty a morfologii chromozomu
vcetné urceni systémi pohlavni determinace u dosud nestudovanych zastupct
celedi.

- Za pouziti techniky fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH) zjistit zakladni
trendy distribuce nejpouzivangjSich molekuldrné cytogenetickych markeri -
gent pro rRNA (rDNA).

- Objasnit chromozomové zmény, které se podilely na evoluci a diverzifikaci
karyotypu dvou modelovych skupin, kde na zéklad¢ publikovanych i mnou
ziskanych dat bylo mozZno ptedpokladat polyploidizacni udalosti a to za

pouziti FISH sond a méfeni velikosti genomu.



3. Literarni prehled

3.1. Systematika a diverzita pavouku

Pavouci (Araneae) jsou druhové nejpocetnéj$im fadem tiidy pavoukovct. Podle
aktudlnich informaci zahrnuje tento fad ptes 48600 popsanych druhtl a toto ¢islo se stale
rozrusta (World Spider Catalogue, 2020). Stejny zdroj zaroven uvadi 128 popsanych
Celedi, ale lze predpokladat, ze se i toto ¢islo bude jesté ménit, vzhledem k neroziesené
fylogenezi n&kterych skupin. Rad Araneae se déli do dvou podiadii — Mesothelae a
Opisthothelae. Mesothelae (sklipkos$i) zahrnuji jedinou ¢eled’ Liphistiidae (sklipkoSoviti).
Tato bazalni skupina pavouklli mad zachovanou segmentaci abdomenu a Ctyfi pary
snovacich bradavek, vSichni zastupci skupiny jsou endemity vychodni Asie (Xin et al.,
2015). Jedna se o reliktni skupinu Citajici 137 druhd (World Spider Catalog, 2020).
Opisthotelae se dale déli na Mygalomorphae (sklipkani) a Araneomorphae (dvouplicni
pavouci). Toto postaveni podporuji uz rané kladistické prace (Platnick et al., 1976),
zaloZené vS$ak Cisté na morfologickych charakteristikach, zejména na orientaci chelicer a
poctu plicnich vakl. Evoluéné pokrocilejsi Araneomorphae se pak tradi¢né d€li na
Haplogynae a Entelegynae podle komplexity stavby kopula¢niho ustroji (Platnick et al.,
1991). Vice nez 80% druhové diverzity pavoukl pak nélezi do skupiny Enetelegynae,
kde nejpocetné;si linie jsou: RTA clade a Araneoidea. K rozieSeni pavouci systematiky
se fenotypovych, respektive morfologickych dat vyuziva pomérné Casto, jako ptiklad
muze slouzit struktura reprodukénich organti, shrnuto naptiklad v Michalik et al. (2014),
v dnes$ni dob€ piirozené zaznamendvaji pristupy zalozené na metodach molekularni
fylogeneze. Haplogynae jakozto sesterskou skupinu k Entelegynae nepodporuji relativné
nedavné transkriptomické studie (Garrison et al., 2016) a misto toho jako sesterskou tadi

skupinu Leptonetidae. Toto postaveni z&asti podporuje i Wheeler et al. (2017), ackoliv



monofylie Leptonetidae nebyla v této studii potvrzena a jako sesterskd skupina
k Entelegynae je zde podle autorti spolecnd skupina zahrnujici ¢ast Leptonetidae a
Austrochiloidea. Prace Wheeler et al. (2017) je zatim jednou z nejrozsédhlejSich
recentnich praci studujici fylogenezi pavouki na nékolika cilovych genech. Tym pracoval
s datasetem 932 druhii spadajicich do 115 ¢eledi. Cela analyza byla vyhotovena s pomoci
6 genu - tiech mitochondridlnich a tfech jadernych. Prace Fernandez et al., (2018) a
Kulkarni et al., (2020) jsou zalozené hlavné na fylogenomickych piistupech.

Hlavnim pfedmétem zajmu této prace je nadCeled” Araneoidea, ktera byla po dlouhou
dobu tazena spole¢n¢ s Deinopoidea do spole¢né skupiny Orbiculariae, tedy pavoukut
tvoticich si primarné sit¢ kruhového tvaru. Monofylie této skupiny je vSak v dnesni dobé
prakticky vyvracena, jelikoz ji nepodporuje naprostd vétSina recentnich molekularné
fylogenetickych praci (Wheeler et al., 2017; Garrison et al., 2016; Kulkarni et al., 2020).
Ohledn¢ postaveni Araneoidea vici Nicodamoidea, Deinopoidea a RTA kladu se stale
vedou diskuse. Podle vétsi ¢asti recentnich praci je Araneoidea sesterskou skupinou
skupiny Nicodamoidea (Wheeler et al., 2017; Dimitrov et al., 2017; Fernandez et al.,
2018). Wheeler vSak zmifluje, Ze tato topologie ma v jejich praci pomérné nizkou
podporu. Podle Kulkarni et al. (2020) je Araneoidea sesterskou skupinou spole¢né linie
vSech 3 ostatnich zminénych skupin, na jejich bazi pfitom stoji Nicodamoidea a
Deinopoidea a RTA jsou vzajemné sesterské.

Samotnd nadceled’ Araneoidea je extrémné diverzifikovanou skupinou (viz.
Obrazek 1) a zahrnuje zhruba néco kolem 25% soucasné pavouci diverzity (Dimitrov et
al., 2017). Vzhledem k jeji obrovské rozmanitosti zde vztahy mezi jednotlivymi ¢eledémi
nebudou rozebrany dopodrobna, jelikoZ st€Zejnim tématem této prace jsou pouze dvé jeji
¢eledi — Araneidae a Mimetidae. Ramcové ji vSak Ize definovat jako entelegynni pavouky
tvofici si sité, z dalSich pocetnych skupin se sem fadi napiiklad: Theridiidae
(snovackoviti), Tetragnathidae (Celistnatkoviti) ¢i Lyniphiidae (plachetnatkoviti), které

jsou notoricky znamou soucasti ceské araneofauny (Kirka et al., 2015).
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Obrazek 1 — dva rtizné pohledy na fylogenezi skupiny Araneoidea; (A) Fernandez et al.
(2018) (B) Kulkarni et al. (2020)

3.1.1. Biologie a systematika Araneidae

Araneidae - Kfizékoviti jsou kosmopolitné rozsifenou a co do poctu druhti tieti
nejpocetnéjsi Celedi pavouki, Citajici ptfes 3000 druhit a 178 rodd (World Spider
Catalogue, 2020). Svij anglicky nazev - orb-weavers nesou podle charakteristickych
kulatych siti, které¢ vyuzivaji k lovu potravy. Velmi casty je zde také pomérné vyrazny
sexualni dimorfismus, kde samice jsou podstatné vétsi nez samci (Hormiga et al., 2000).
V nékterych ptipadech je tak vyrazny, Ze mlize znesnadiiovat taxonomickou identifikaci
(Magalhaes et al., 2017). I pfesto, Ze je tato Celed’ notoricky zndma i mezi laickou
vetejnosti, je mnozstvi znamych cytogenetickych i molekuldrné fylogenetickych dat stale
velmi nizké.

Fylogeneze skupiny ziistadva dodnes problematické a z velké Casti nevyjasnéna.
Nejnovejsi  fylogenetickd studie Scharff et al. (2020), provedena na dvou
mitochondrialnich (COI a 16S rRNA) a tfech jadernych genech (28S rRNA, 18S rRNA,
histon H3), poskytuje zakladni ¢lenéni pro tuto skupinu. Autoii ve studii vymezuji 3
monofyletické linie se silnou podporou — I. Zygiellinae na samotné bazi celé celedi (v

souladu s pfedeslymi studiemi — naptiklad Gregori€ et al., 2015), II. Nephilinae + rod

Araneoidea




Paraplectanoides a 1II. kcelé této skupiné sesterskd skupina pracovné autory
pojmenovana jako ARA clade zahrnujici vS§echny ostatni kiizadkovité. Zde se vSak situace
dale komplikuje, jelikoz vnitini fylogeneze mnoha roda zlstavd nejasna. Zvlasté
fylogeneze rodu Araneus, ktery je hlavnim predmétem zajmu této prace, je neroziesena a
rod je ocividné polyfyleticky. Autofi poukazuji, ze k uspokojivé analyze by bylo potieba
vice fylogenomickych dat, pii velikosti Celedi je to vSak v dohledné dobé prakticky

nemozné.

3.1.2. Biologie a systematika Mimetidae

Mimetidae — ostnikoviti jsou mensi skupinou araneoidnich pavoukd, ¢itajici podle
nejnovejsich dat 8 rodi zahrnujicich zhruba 154 druhii (World Spider Catalogue, 2020).
Ostnici jsou potravni specialisté, jedna se totiz o skupinu pfevazné araneofagnich
pavouku. K lovu své kofisti netkaji sité, naopak napadaji jiné pavouky v jejich sitich, kde
vyuzivaji agresivnich (Peckhamovskych) mimikri. Svym pohybem vytvari vibrace na
siti, ¢imz imituji potencialni chycenou kofist, v nékterych ptipadech dokonce napodobuyji
namlouvaci ritudly lovenych pavoukt (Jackson a Whitehouse, 1986). Z tohoto chovéani je
také odvozen jejich anglicky nazev ,,pirate spiders®. Podle studie Kloock (2001) jsou
nejCastejs$i kofisti ostnikli pavouci z Celedi Theridiidae (snovackoviti) a jako castou
potravu je zminuji i1 jiné prace (Jackson a Whitehouse, 1986). Jejich ¢esky ndzev —
,o0stnici® je odvozen od vyraznych trnil, kterymi jsou pokryty tibie a metatarsy jejich
koncetin, obzvlasté ptfedni dva pary. Tyto trny tvofii jakysi ,.kos* slouZici k chyceni a
udrzeni kofisti (Jackson a Whitehouse, 1986; Harms a Harvey, 2009) (viz. Obrazek 2).
Historicky bylo debatovano zatfazeni Mimetidae do nadceledi Palpimanoidea

(Coddingtonaraujo, 2005), s ¢eledi Palpimanidae je poji araneofagni zpusob Zivota,

Obrazek 2 — Ostnik drzici
lapenou kofist, prvni tii
pary nohou pokryté
ostny, tvori jakysi ko§
slouzici k imobilizaci
koftisti (Jackson a
Whitehouse, 1986)




vSechny recentni fylogenetické studie se ale shoduji na zatazeni Mimetidae jako skupiny
sesterské ke spoleéné skupiné Arkyidae a Tetragnathidae (Wheeler et al., 2017;
Benavides et al., 2017). Benavides et al. (2017) je také prvni rozsahlou studii zkoumajici
vnitini fylogenezi skupiny na zékladé molekularnich dat (dva jaderné ribozomalni geny -
18S a 28S rDNA, dva mitochondridlni ribozomalni geny 12S a 16S rDNA a déle pak
histon H3 a 1. podjednotka cytochrom ¢ oxidazy — CO1) viz. Obrazek 3. Autofi ziskali
podporu pro monofylii rodt Gelanor, Ero, Anansi a Australomimetus. Monofylie rodu
Mimetus se autorum nepodafiila dokézat zadnym analytickym pfistupem, upozoriuji vsak,

ze nékteré veétsi linie v ramci rodu vychazely konzistentné 1 pii pouziti riznych ptistupa.
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Qutgroups

* Galnor covissquus 1574 _ECU

Obrazek 3 — Vnitini fylogeneze ¢eledi Mimetidae vyhotovena na zakladé Bayesianské
analyzy 6 genu (18S, 28S, 128, 16S, H3, CO1) zahrnuto je 7 z 8 rodd — jedince rodu Arocha
se nepodafilo nasbirat a tudiz v analyze chybi. Cerné hvézdi¢ky znaci posteriorni
pravdépodobnost mezi 0.95 a 1.00. (Benavides et al., 2017)



3.2. Cytogenetika pavoukii

Krom druhové diverzity jsou pavouci také charakteristicti obrovskou
cytogenetickou komplexitou. Za evolu¢né piivodni se u nich povazuje vysoky pocet
chromozomii (Suzuki, 1954). Vysoké pocty chromozomi lze najit jak u Mesothelae (2nd
= 80-96) (Suzuki, 1954), tak u Mygalomorphae (2nd = 14-128) (Kral et al., 2013).
V karyotypové evoluci Araneomorphae pak dochdzelo spiSe kredukci poctu
chromozomu oproti vyse zminénym skupindm (Kral et al., 2006). U Haplogynae je rozsah
po¢tu chromozomi na prvni pohled obrovsky - 2nd = 9-152. Tento rozsah je vSak
zpusoben ptitomnosti polyploidni ¢eledi Caponiidae, pro kterou jsou typické obrovskeé
genomy a vysoké diploidni poéty chromozomi (2nd = 55-152) (Kral et al., 2019).
Vyjimecnou skupinou je také Celed” Dysderoidea, ktera je Caponiidae blizce pfibuzna
(moznd se jednd i o vnitini skupinu Caponiidae) a u které se vyvinuly holokinetické
chromozomy (Kral et al., 2006; Diaz et al., 2010; Kral et al., 2019). U zbylych celedi
Haplogynae je rozsah po¢tu chromozomi typicky niz$i (2nd = 9-33) a morfologicky jde
vétSinou o malé submeta- ¢i metacentriky (Kral et al., 2006, Kral et al., 2019; Paula-Neto
etal., 2017; Araujo et al., 2020).

Entelegynae jsou karyotypové pomérné konzervativni skupinou (2nd = 10-52),
obecny trend v karyotypové evoluci této skupiny je snizovani diploidniho poctu
chromozomti (Stahlavsky et al., 2020). Primémy diploidni pocet chromozomii je
v ptipadé této skupiny 2nd = 27 a morfologicky jde v naprosté vétsing piipadi o
chromozomy jednoramenné, akrocentrické s vzacnym vyskytem chromozomu
dvouramennych (Kotinkova a Kral, 2013; St’éhlavsky et al., 2020; Spider Cytogenetic
Database, 2020). V takovém ptipad¢ jde Casto o chromozomy vzniklé centrickou fuzi,
kde dochazi k takzvanému ,,all or nothing* fenoménu, kdy sfizuji vSechny akrocentriky
v daném karyotypu (Rowell, 1990; Gorlova et al., 1997; Kral et al., 2011; Stavale et al.,
2011). Tento fenomén se vyskytuje 1 u zastupcti v této praci studované celedi Araneidae.
Byl pozorovan u nékterych zastupci rodi Zygiella a Larinioides a je dopodrobna
rozebran v diplomové praci F. Pajpacha (2018). Vyjimec¢nou situaci je zména morfologie
chromozomll pomoci pericentrickych inverzi (Stavale et al., 2010).

Za puvodni stav u Entelegynae byva povazovano 42 chromozomu (Kral et al.
2006), v jednotlivych skupinach pak dochazi k redukci poctti chromozomi pti zachovani

jejich akrocentrické morfologie (Suzuki, 1954). MoZznymi mechanismy téchto redukci
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mohou byt tandemové fize postupné translokace nebo centrické fuze nasledované inverzi

(Stahlavsky et al., 2020).

3.2.1. Pohlavni chromozomy pavoukii

Dalsi pozoruhodnou kapitolou pavouci cytogenetiky jsou chromozomové systémy
uréeni pohlavi. Ancestralnim je s nejvétsi pravdépodobnosti Xi1X20 systém (Suzuki,
1954), coz je specificky systém samci heterogametie kde samci maji konstituci
pohlavnich chromozomti X;X> a samice X;1X1X>X>a 0 znamena absenci chromozomu Y.
Tento systém se vSak v evoluci mnoha skupin modifikoval, naptiklad u Mygalomorphae
muzeme u samctl najit az 13 rtiznych X chromozomi. Ke zméndm poctu pohlavnich
chromozoml dochazelo mnoha riznymi zptsoby jako jsou rozpady ¢i fuze chromozomti,
v tvahu pfipadaji 1 nondisjunkce pohlavnich chromozomii (Kotfinkovéd a Kral, 2013;
Araujo et al., 2012). Pozorovany byly i fuze X chromozomi s autozomy vytvarejici tzv.
neopohlavni chromozomy (Maddison, 1982; Kral, 2007). Pfredpokladanou fuzi dvou X
chromozoml vznikl u nékterych skupin X0 systém a u dalSich skupin se také objevuje
chromozom Y, Syst¢tm X;X:Y je dlouhodobé konzervovan a je pravdépodobné
ancestralnim stavem pro nékolik ¢eledi Haplogynae (Kral et al., 2006; Kral et al., 2020).
Y se dale objevuje u skupin s neopohlavnimi chromozomy, jelikoz po fuzi gonozomu s
autozomem vznikd chromozom Y pravé z ptivodniho homologniho autozomu (Kral,
2007; Kral et al., 2013; Maddison et al., 2013).

Mimo pfitomnosti diferencovanych pohlavnich chromozom Kral et al. (2011)
pfedpokladaji také pfitomnost morfologicky uniformniho paru XY (CSCP — cryptic sex
chromosome pair) na zakladé specifického chovani v sami¢i meioze a ultrastrukturnich
studii sam¢i meiozy (Kral, 2007; Krél et al., 2011). Molekularné cytogenetické analyzy
predpokladaji jeho nizkou miru diferenciace (Sember et al., 2020). Tento chromozomovy
par je detekovatelny pomoci specifického chovani v premeiotickém déleni u sklipkanti
(Kral et al., 2011; Kral et al., 2013). Ackoliv podle nékterych piedstav by se mohl
vyskytovat u vSech pavouki, u skupiny Entelegynae se jej nepodafilo konvencnimi
metodami odlisit.

Rozmanité systémy urCeni pohlavi lze nalézt hlavné u Mygalomorphae a
Haplogynae. Entelegynae jsou v tomto ohledu stejné jako v celkovém rozsahu poctu

chromozomil pomérné konzervativni skupinou a u vétsiny se vyskytuje X;Xo0 systém. U
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nékterych skupin se vSak vyskytuje 1 X0 a systémy X;XoX30 a pomérné vzacné i
X1X2X3X40, oba zminéné pravdépodobné vznikly nondisjunkci (Kofinkova a Kral,
2013), review vSech popsanych pohlavnich systémt pavoukii a diskuse o moznych
mechanismech jejich vzniku je zpracovana v Araujo et al., (2012).

Presny mechanismus determinace pohlavi u pavoukil stale neni znam
(Cordellier et al., 2020), je proto dualezité podrobit dalSimu vyzkumu sekvence
identifikované na pohlavnich chromozomech, které se s rozvojem sekvenacnich a

bioinformatickych pfistupti teprve recentné dafi identifikovat (Bechsgaard et al., 2019).

3.3. Polyploidie u pavouki a ostatnich Zivo€icht

Polyploidie je fenomén znamy uz od pocatku prvni poloviny 20. stoleti —
naptiklad DeVries (1915), Muller (1925). Polyploidie se v literatufe nejcasteji déli podle
puvodu na dva zékladni typy — autopolyploidie vznikla duplikaci jednoho ptivodniho
genomu a allopolyploidie vznikla kombinaci dvou nebo vice geneticky divergentnich
genomt (napf. po hybridizaci). Vzhledem k vyskytu nadpocetnych chromozomovych sad
je fixace polyploidnich linii problematicka, jelikoz musi byt zajiStény spravné
mechanismy rozchodu chromozoml v meioze. Dalsi pifekdzkou mize byt jina davka
genové exprese a epigeneticka nestabilita duplikovanych sad (Comai, 2005).

Mimo své negativni implikace s sebou vSak polyploidie pfinasi i urcité vyhody.
Piikladem muZe byt heterozni efekt polyploidnich hybridl a vétsi bunécna i1 télesna
velikost v disledku vyssiho obsahu DNA (Edger a Pires, 2009). Nejzasadnéjsi je vSak
genova redundance, jelikoz nadbytecné kopie genii vzniklé polyploidizaci mohou
mutovat bez zasadniho vlivu na zivotaschopnost organismu (Van De Peer et al., 2017).
Po duplikaci mohou nastat tii zakladni scéndfe — 1) jeden z genii nahromadénim
Skodlivych mutaci zcela =ztrati svou funkci, pfipadné dojde kjeho deleci -
nonfunkcionalizace 2) jeden z duplikovanych gent ziska novou, evolu¢né vyhodnou
funkci - neofunkcionalizace 3) funkce pivodniho genu se rozdé€li mezi oba vzniklé
paralogy a zachovany jsou oba — subfunkcionalizace (Lynch a Connery, 2000). O retenci
gent po polyploidizaci a jejich mechanismech toho zatim vime pomérne€ malo, velka ¢ast
studii zabyvajicich se timto tématem je provedena na rostlinnych modelech. Studie
Roulin et al., (2013) provadéna na ptikladu Glycine max (s6ja lustinatd) ukazuje, ze

rychlost s jakou dojde k subfunkcionalizaci gentit muze pfispivat k retenci vzniklych
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paralogt, jelikoz rozdéleni funkce genu mezi obé kopie vyvolava selekéni tlak pro
zachovani obou kopii. Autofi dodéavaji, Ze subfunkcionalizace se jako proces znacné
urychli, pokud probihd na urovni genové exprese oproti modelu, ktery pocitd s jejim
vznikem skrz mutace. Tato studie také ukazuje, Ze subfunkcionalizace je pravdépodobné
nejcastéj$i scénai a muze byt predbéznym krokem pro neofunkcionalizaci, kterd je
pomérné vzacna a evolucné se jedna o pomaly proces. K podobnym zavéram dosli i He
a Zhang (2005).

Geneticka plasticita mohla polyploidnim liniim pomoci se adaptovat na ménici se
prostiedi a dikazem toho by teoreticky mohla byt mozna Casova spojitost nekterych
paleopolyploidnich a extinkénich udalosti (Van De Peer et al., 2017) (viz. Obrazek 4).
Stale nové dikazy o polyploidnich udéalostech ndm pfindsi moderni sekvenacni metody
umoznujici rychlou sekvenaci celych genomt a transkriptomii.

Védci, kteti se této problematice vénovali si také velmi brzy vSimli, ze je
polyploidie vyrazné cast€js$i u rostlin nez u zivoc€ichl. Tato problematika je ve vétSim
rozsahu blize rozebrana v Mable (2004) a byla také predmétem mé bakalaiské prace —
(Kotz, 2017). Do dnesni doby bylo formulovano nékolik hypotéz snazicich se rozdil ve
frekvenci vyskytu mezi rostlinnymi a zivo¢iSnymi taxony vysvétlit. Vibec poprvé se
problematice frekvence vyskytu polyploidie u riznych skupin organismt vénoval Muller
ve své praci z roku 1925 a tvrdil, ze polyploidie narusi proces determinace pohlavi u
zivocicht, jejichZ pohlavi zavisi na poméru gonozomu ku autozomiim, jak je to naptiklad
u Drosophila. Toto samotné tvrzeni je sice spravné, systém determinace pohlavi
zavisejici na poméru X:A vSak neni u ZivoCichii Casty. Dalsi autofi navazujici na
Mullerovu praci navrhovali, Ze polyploidie naruSuje kompenzaci genové davky na
pohlavnich chromozomech (Orr, 1990), toto by mélo byt ddno hlavné degeneraci
alozomu u heterogametickych jedincii daného pohlavi. Obé hypotézy jsou pro
problematiku této prace alespon z €asti relevantni a to pravé kvili unikdtnimu systému
pohlavnich chromozomi a determinace pohlavi, ktery mizeme u pavouki najit. Jak
ukazuji studie Kral, (2007) a Kral et al. (2011), existuji modifikace v sami¢i meidze
pavoukl, které zabranuji vyméné genetické informace mezi jednotlivymi gonozomy.
Tento mechanismus podle autorti pravdépodobné umoznil vznik pohlavnich systému
X1X2X30 a X1X2X3X40. Chromozomy jsou v pribéhu profaze I inaktivovany a tento
mechanismus tedy zabranuje rekombinaci mezi homeologickymi chromozomy a
podporuje tim jejich vzdjemnou diverzifikaci. Tento mechanismus tedy poméha

zabezpecCovat spravné parovani pohlavnich chromozomi béhem meiozy a potencialné tim
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usnadnit pfipadnou polyploidizaci.
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Obrazek 4 — Polyploidiza¢ni udélosti v ramci zivociSnych taxond (Van De Peer et al., 2017)

Dnes je uz dobie znamo, Ze polyploidie sehrala v evoluci zivo¢ichli vyznamnou
polyploidni udalost star$i, jelikoZ po polyploidizaci dochazi v genomu k zdsadnim
pfestavbam a mnohdy k delecim duplikovanych tseki (review v Kotz — bakalaiska prace,
2017). V ptipadé obratlovci jsou paleopolyploidiza¢ni udalosti zdokumentovany a
vSeobecné pfijimany jako platné evolucni hypotézy jiz né€kolik desetileti, od doby, kdy
Susumu Ohno vroce 1970 publikoval svou knihu o genové duplikaci. V evoluci
obratlovct dnes reflektujeme dvé paleopolyploidni udéalosti na po¢atku vyvoje obratlovcli
— obecné znamé jako 2R hypotéza. Dalsi pak byly detekovany u kostnatych ryb Teleostei
a v linii lososovitych ryb — Salmonidae (Van De Peer et al., 2017). Dalsi ptiklady
polyploidnich obratlov€ich taxonit mohou byt jeseteti, dale pak nékteré skupiny plazli a
obojzivelniki (Otto a Whitton, 2000; Vasil’ev, 2008). Debata dodnes probihé také kolem
hlodavce Tympanoctomys barrerae, ktery ma nejvétsi genom ze vSech savcui. Jelikoz
vykazuje zhruba dvojnasobny pocet chromozomt i velikost genomu oproti nejblizSimu
pfibuznému, byl Gallardo et al. (2006) klasifikovan jako allotetraploid. Tento zavér
potvrzuji i Sudrez-Villota et al. (2012), ktefi genom zminéného druhu testovali pomoci
CGH.

V ptipad¢ bezobratlych jsou dolozeny piipady recentni polyploidie u korysiu
(Yacobi, 2006), hmyzu (Tsutsui et al., 2008; Milani et al., 2009) i dalSich skupin,
vzhledem k obrovské diverzit€ téchto skupin je vSak mnozstvi znamych cytogenetickych
dat o nich nedostacujici pro to, abychom si mohli ud¢€lat skutecny obraz o vyskytu

polyploidie napfi¢ jednotlivymi skupinami (Gregory a Mable, 2005). Prvni dobie
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dolozenou paleopolyploidni udalosti v rdmci bezobratlych taxont 1ze najit v praci Flot et
al. (2013), slo vSak o skupinu tiidy pijavenky z kmene viinikl, kterd je velmi atypicka
kompletni absenci pohlavniho rozmnozovani a meiozy.

V ptipad¢ samotného podkmene klepitkatcti pak studiem paralognich sekvenci
hox gent bylo zjisténo, ze k polyploidizaci doslo ve vétvi zahrnujici vSechny tii v dnesni
dobé¢ zijici rody ostrorepd, tedy skupiné sesterské pavoukovcim (Kenny et al., 2016).
Tato udalost je podle autorti nejméné 135 miliont let stard. Nejnovéjsi studie provedena
Nong et al. (2020), prorovnavajici pocet kopii a klastrii jednotlivych hox a parahox gent
a dale také nekterych microRNA usekti ukazuje, Ze u linie ostrorept doslo az k tfem
kolim polyploidizace a Ze k nekterym dosSlo nejspis jest¢ v linii spolecného piedka
hrotnatcii a pavoukovcl. S hox geny pracovali také Schwager et al. (2017), ktefi
komparativni genomickou analyzou snovacky Parasteatoda tepidariorum a Stira
Centruroides sculpturatus zjistili, ze sdili spolecnou polyploidiza¢ni udalost, starou
pravdépodobné cca 450 milionu let a sdilenou tedy celym kladem Arachnopulmonata
(Scorpiones, Araneae, Amblypygi, Uropygi, Schizomida). Konzervace jednotlivych
klastri a mira pozorované syntenie paralognich sekvenci ukazuji pravé na polyploidizaci,
kterou navic podporuji i rozdily v expresi jednotlivych paralogii, které naznacuji, ze
v jejich vyvoji doslo k neo-, ¢i subfunkcionalizaci. Dal§im zajimavym pozorovanim je
specifickd situace u rozto¢e Haemaphysalis longicornis, kde partenogeneticka
metapopulace normalné diploidniho druhu vykazuje triploidni karyotyp (Chen et al.,
2014). Na moznou polyploidii u sekact v rdmci skupiny Laniatores poukazuje Schneider
et al., (2009) ackoliv neni jasné, zda ke zménam poctu chromozoml nedoslo skrze
rozpady a nasledné piestavby.

Krél et al. (2013) spekulovali o mozné polyploidii uvniti skupiny sklipkanii -
Mygalomorphae. Studie Kral et al. (2019) pak prokazala polyploidizaci haplogynnich
pavoukt celedi Caponiidae, jelikoZz pocCty chromozomii u téchto pavouktu zdaleka
pievySuji pocty u jim nejbliZe pfibuznych skupin a velikost jejich genomu je vySsi nez u
vSech ostatnich pavoukd.

S posledni zminénou studii tak vyvstava otdzka, jak polyploidizace ovliviiuje
velikost genomu. V souvislosti s velikosti genomu se nejcastéji pouziva C-hodnota, ktera
udavéa obsah DNA v pikogramech v nezreplikovaném haploidnim jadie. Ackoliv by se
dalo teoreticky predpokladat, ze by velikost genomu polyploidniho organismu
odpovidala zhruba pfislusnému nasobku velikosti diploidniho ptfedka v ptipadé

autopolyploidie, ¢i souctu velikosti mateiskych genomt v piipad¢ allopolyploidie,
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dochdzi po polyploidiza¢ni udalosti v genomu k vyznamnym piestavbam a delecim
v procesu ktery se oznacuje jako zpétna diploidizace (Wolfe, 2001). Studie Leitch a
Bennett (2004) ukazuje, Ze u krytosemennych rostlin po polyploidizaci dochazi Castéji
k snizeni obsahu DNA oproti diploidnimu pfedkovi nez ke zvySeni. Toto snizovani se

obecné oznacuje jako genomicky downsizing.

3.4. Polyploidie a dynamika molekularnich markeri

Jak bylo jiz zminéno vyse, po polyploidii dochazi k reorganizaci genomu a
mechanismy a povaha probéhlych piestaveb se daji odvozovat sledovanim vhodnych
genetickych markerti. Pocet a lokalizace jednotlivych gent ¢i genetickych klastri miize
byt zasadn¢ odlisny od diploidniho piedka. Jednim z takovych markerti jsou nukleolarni
organizatory jadérka (NOR). NOR jsou ¢asti chromozom obsahujici tandemové repetice
genll pro TRNA (rDNA) — 28S, 5.8S, 18S rRNA, které jsou zdkladnimi stavebnimi
jednotkami eukaryotickych ribozomu. Organizace tandemovych repetic je napiic
eukaryotickymi organizmy velmi konzervovana (viz. Obrazek 5) a prepisované jednotky
jsou vzajemné oddéleny NTS jednotkami (non-transcribed spacer). Velkou podjednotku
ribozomu dale tvofi 5S rRNA. Gen ktery ji koduje, ale neni soucasti NOR a nachazi se
Casto v jiné oblasti genomu, ve srovnani s NOR je kodujici oblast tohoto genu je mensi a
vyskytuje se v niz§im poctu tandemovych repetic (D’Hont, 2005). V ptipad¢ ¢loveka jsou
NOR situovany na kratkych raméncich akrocentrickych chromozomii.

Né&které NOR béhem interfaze tvoii strukturu zvanou jadérko. To nasledné zanika
behem profaze a v telofazi se znovu formuje (McStay, 2016). Jadérek v samotném jadru
muze byt nékolik a jsou to mista, kde probihd pfepis rDNA do pre-rRNA, kterad je
nasledné sestfihem obsazenych spacerti preménéna na hotovou rRNA, ktera se podili na
stavbé ribozomalnich podjednotek. NOR se mohou vyskytovat i na pohlavnich
chromozomech, coz je pozorovatelné hned u n¢kolika skupin pavoukt (Kral et al., 2011).
Jejich pfitomnost pak také mulze napomahat spravnému parovani pohlavnich
chromozomu (Stitou et al., 1997; McKee a Karpent, 1990).

U pavoukd je také zndmy piipad nartstu v poctu NOR v dasledku ektopickych
rekombinaci u slid’dka Wadicosa fidelis az na deset loci (Forman et al., 2013). VétSina
dosud studovanych entelegynnich pavoukt ma vSak niz8i pocet NOR (1-4) (Rinc@o et al.

2017; Stahlavsky, 2020). I pies relativné velky rozsah poétu NOR je jejich poloha u
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Entelegynae velmi konzervativni a je omezena na distalni (vzdéalenéjsi od centromery)
konec dlouhého raménka (Forman et al., 2013). NOR na pohlavnich chromozomech byly
u Entelegynae dosud detekovany pouze stiibfenim (viz. nize) a to u Tetragnathidae (Kral
et al., 2011) a Nephilinae (Araujo et al., 2015). U Haplogynae jsou oproti tomu NOR na
pohlavnich chromozomech castéjsi (Kral, 2006). Zajimava situace je i u sklipkani kdy
NOR mohou zabirat vétSinu raménka (Kral et al., 2013).

Goodpasture a Bloom (1975) zjistili, Ze diky specifickym proteiniim vyskytujicim
se v oblasti jadérka je mozno tyto struktury specificky barvit dusi¢nanem stfibrnym
(AgNO3). Protokol pro bézné cytogenetické pouziti pak nasledné¢ zdokonalili Howell a
Black (1980). Fontana ve své studii (1994) vyuzil barveni AgNOs pro identifikaci NOR
u polyploidnich linii jeseterd. Ryby jsou zde rozdéleny do dvou skupin podle poctu
chromozomli — druhy se 120 chromozomy a druhy s 240-250 chromozomy. Druha
zminénd skupina pfitom vykazovala dvakrat vétsi pocet NOR nez skupina s méné

chromosomy (8:4).

rDNA array
I il || SENNARA | Sl -
5.8S <
288 - S -
JETS ITS2 ITS1 5ETS

Obrazek 5 — schéma NOR repetic u cloveka, sekvence je ve stejné podobé konzervovana u

vsech eukaryot. ITS a ETS jsou internal a external trasncribed spacers, cela transkripcni

jednotka je prepisovana vcelku polymerazou I a v jadérku dale editovana (McStay, 2016)

Zajimavym jevem je v tomto kontextu také takzvana nukleolarni dominance, kdy

epigeneticky dochézi k silencingu kopii NOR z jednoho matefského genomu u hybridfi —
allopolyploidii. Tento jev byl pozorovan napiiklad u allotetraploidni linie Arabidopsis
thaliana x Cardaminopsis arenosa ve studii Chen et al. (1998). Studie Reeder a Roan
(1984) popisuje tento jev také u hybridd Xenopus laevis x Xenopus borealis, kde
dochazelo k silencingu rRNA gent Xenopus borealis, jelikoz v promotoru téchto geni se
u Xenopus laevis nachéazelo vic enhancerii vazajicich transkripéni faktory.

Pro vizualizaci NOR ¢i 5S rDNA je vhodna technika fluorescenc¢ni in situ hybridizace —
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FISH. Tuto metodu pro identifikaci poctu signalit u pfedpokladanych diploidnich a
polyploidnich linii pouzil napt. D’Hont (2005). Ackoliv bylo v této studii objeveno u
polyploidnich linii vice repetic, nez u jejich diploidnich ptibuznych, byl zde podle autora
trend k redukci nékterych lokusi.

Studie Qin et al. (2010), provadéna na kodujici oblasti 5S rDNA genu a pfilehlé
NTS sekvenci (nontranscribed spacer) ukazuje, ze u tetraploidnich hybridt Carassius
auratus red Var X Megalobrama amblycephala se ze Ctytech parentalnich typti 5S rDNA
objevuji u tetraploidni linie tf1, jeden je deletovan a dale se objevuje novy typ, liSici se
v sekvenci NTS. Autofi se domnivaji, Ze takovéto prestavby mohou allopolyploidnimu
druhu pomahat v uspésné divergenci od parentalnich druhti a mohou napomahat jeho
fertilite.

Jak geny pro NOR, tak 5S rDNA, jsou spolu s geny pro histony a podjednotky
RNA spliceozomil (snRNA) vhodné a nejéastéji vyuzivané cytogenetické markery. Kvili
jejich ¢astému uspotradani v mnoha po sob¢ jdoucich repeticich, se jejich klastry mnohem
snaze vizualizuji kvili sile pozorovaného signélu pfi aplikaci FISH. Jejich pouziti pro
studii evoluce Zivo€isnych karyotypl 1ze dolozit hned nékolika studiemi (napf. Cabral-

de-Mello et al., 2011; Utsunomia et al., 2014; Sochorova et al., 2018)
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4. Material a metodika

4.1. Seznam studovanych druhi

V této praci bylo analyzovano 16 druht Celedi Araneidae, u 12 znich byly
stanoveny zakladni karyotypové vlastnosti, u 4 druhti viibec poprvé, u ostatnich druhti
byl karyotyp revidovan, ptipadné doplnén o molekularni data. U 8 druht byl zméten
pomér pohlavnich chromozomii. Velikost genomu byla zméfena u 9 zastupc rodu
Araneus, z toho u 8 poprveé. V praci jsem déle analyzoval 8 druhti ¢eledi Mimetidae, u 6

z nich jsem stanovil zékladni karyotypové vlastnosti, z toho u vSech druhti viibec poprvé.
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U 7 druhti ¢eledi byla zméfena velikost genomu, jedna se o prvni data o velikosti genomu

této ¢eledi vubec - viz. Tabulka 1.

Studovany druh

| Lokalita

| Provedené techniky

Araneidae

Araniella cucurbitina

CR (Lednice)

KA, FISH (18S)

Eriophora sp.

Austrélie (Hornsby park)

KA, FISH (18S)

Gibbaranea bituberculata

Severni Makedonie
(Katlanovo)

KA, FISH (18S)

Cyclosa conica

Italie (Foresta di Mercadante)

KA, FISH (18S)

Nuctenea umbratica

CR (Veseli n. LuZnici)

KA, FISH (18S)

Severni Makedonie

3inga sp- (Katlanovo) KA
Araneus diadematus CR (Pardubice) KA, CB, FCM
Araneus marmoreus CR (Lednice) KA, FISH (18S)
Araneus quadratus CR (Suchdol n. Odrou) FCM
Araneus nordmanni CR (Horslzf\/aK;/;Sa), Finsko FCM
Araneus saevus CR (Horska Kvilda) FCM
Araneus alsine CR (Horska Kvilda) FCM

Araneus uyemurai

Japonsko (Utatsu)

KA, CB, FISH (18S), FCM

Araneus angulatus

Albénie (Butrint), CR
(Kokofinsko)

KA, FISH (18S,5S), FCM

Araneus ventricosus

Japonsko (Tokio)

KA, CB, FISH (18S), FCM

Araneus grossus

Severni Makedonie
(Katlanovo)

KA, FCM

Mimetidae

Ero aphana CR (Praha; Velvary) KA, FISH (18S,5S,U2), FCM
Ero tuberculata CR (Praha) KA, FCM

Ero cambridgei Sevzr(r;;ll\: :cl)(sg)o ne FCM

Ero sp. JAR (Bloemfontein) FCM

Mimetus laevigatus Turecko KA, FCM

Mimetus sp. Namibie (Etosha) KA, FISH (18S,55)
Mimetus sp. JAR (Bloemfontein) KA, FISH (18S, 5S), FCM
Mimetus sp. USA KA, FISH (18S), FCM

Tabulka 1 — seznam studovanych druhi, jejich lokalit a aplikovanych metod; KA —
karyotypova analyza, CB — C- banding, FISH — fluorescen¢ni in situ hybridizace, FCM —
pritokova cytometrie (flow cytometry)

4.2. SloZeni pouzitych roztoki

- Fyziologicky roztok Ephesita (Lockwood, 1961): 0.15M NaCl; 5.6mM KCl, 2.4mM

NaHCO3; 3mM CaCly;
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pH=7.0

- Hypotonizacni roztok: 0,075 M KCI (Sigma Aldrich)

- Giemsa barvici roztok: 5% Giemsa (Merck) v modifikovaném Serensenové pufru
(0.033M KH2PO4; 0.013M Na2HPO4 - 12H20; pH = 6.8)

- 2x SSC puftr: 0.3M NacCl; 0.03M C6H507Na3. 2H20; pH=7.0

- Blokaéni roztok bovine serum albumin (BSA, frakce IV, GmbH): 2,5% BSA ve 4x SSC
- 5x Denhartovo reagens: 0,1% (v/v) Ficoll (typ 400); 0,1% (v/v) polyvinylpyrolidin;
0,1% (v/v) BSA

- 1x PBS puft: 0.015M NacCl, 0.015 M KCl, 0.015M KH2PO4, 0.015M Na;HPO4. 12 H2O;
pH=7.3

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

- Fluormix: 0.25mM dATP; 0.25mM dCTP; 0.25mM dGTP; 0.17mM dTTP;

0.2mM znacenych dUTP (biotin-16-UTP, Sigma Aldrich) - znacené biotinem

- 1x TAE elektroforezni pufr: 40 mM Trizma Base (Sigma-Aldrich), 20 mM kys.octova,
1 mM EDTA (pH= 8.3)

- Otto pufr I: RNaza (50 pg/ml), 0.1 M monohydrat kyseliny citronové, 0.5 % (v/v)
Tween 20, doplnit H2O do 200 ml, ptidavek barviva DAPI/PI (4 pg/ml), filtrovat ptes
0.22 pum filtr

- Otto pufr II: RNaza (50 pg/ml), 0.4M NaHPO4 .12H>0O, doplnit HO do 200 ml,
ptidavek barviva DAPI/PI (4 pg/ml), filtrovat pfes 0.22 pm filtr

Seznam pouzitych komerc¢nich kith:

DNeasy (Qiagen)

PPP mix (Top Bio)

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
Qubit dsDNA BR Assay Kit (ThermoFisher Scientific)
BioNick Labeling system (Invitrogen)

4.3. Piiprava chromozomovych preparatu

Pro ptipravu chromozomovych preparatii byly ve vétsin€ ptipada pouzity samci

gonady, v nékterych piipadech také srdce a stfevo nebo vajecniky. Pavouk se pred
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samotnou pitvou imobilizoval umisténim do -20°C, vétSinou po dobu 3-5 minut podle
velikosti jedince. Cela pitva nasledné probiha pod stereomikroskopem. Hlavohrud’ se
propichne entomologickym Spendlikem a pomoci néj se pavouk zafixuje v pitevni misce
vyplnéné voskem a zalité¢ piedchlazenym fyziologickym roztokem typu Ephesita. Dalsi
Spendlik je poté pouzit k fixaci zadecku a nasledn€ je pomoci pitevnich ntizek pieruSena
stopka mezi nim a hlavohrudi. Zadecek je nésledné rozstfizen a pomoci pinzet jsou
opatrn€¢ vypreparovany pozadované organy, které jsou ihned pfeneseny do misky
s hypotonickym roztokem. V pfipadé¢ malé velikosti pavouka je mozné prenést cely
rozstfizeny abdomen. Hypotonizace pak probiha 14-25 minut v zavislosti na velikosti
tkan¢. Po hypotonizaci se tkan pfenasi do fixdze Ethanol (p.a. Sigma Aldrich) + kyselina
octova (glacial, Sigma Aldrich) (3:1). Fixuje se po dobu 10 minut, poté je tkan pfenesena
do cerstvé fixaze, kde se fixuje dalSich 20 minut, ptipadné déle. V ptipadé preparatii pro
C-pruhovani bylo pouzito fixativum methanol (p.a., Sigma Aldrich) + kyselina octova
(3:1). Kousek tkan¢ je pak pienesen pomoci pinzety na Cisté podlozni sklicko a nasledné
zakapnut 3-5 kapkami 60% kyseliny octové. Tkan je poté rozmélnéna pomoci sklenénych
tyCinek zakoncenych wolframovym dratkem. Preparit je nasledné pienesen na
histologickou ploténku predehiatou na 40°C (teplota snizena na 35°C v ptipad¢ preparati
pro C pruhovani), kde je pomoci tyCinek s dratkem kapka roztirdna dokud se témér
nevypaii, zbyla kapka obsahujici vesmés pouze necistoty je poté ze sklicka oklepnuta.
Sklo je nasledné bud’ dehydrovano ve vzestupné alkoholové tadé (70%,80% a 96%
ethanol, vZdy 1 minuta) a po oschnuti uskladnéno v (-80°C) pro pozdé&jsi pouziti nebo

barveno v Giemsa barvicim roztoku (27 minut, RT).

4.4. C — pruhovani

Metoda C-pruhovéani patii mezi selektivni pruhovaci techniky a byla poprvé
vyvinuta a pouZzita Pardue a Gall (1970) na mySich chromozomech. V principu metoda
pusobenim zdsady umoziuje silnéjsi barvitelnost konstitutivniho heterochromatinu pti
nasledném barveni preparati. Bé&hem bunécného cyklu je pro useky konstitutivniho
heterochromatinu charakteristick4 ¢asna kondenzace a pozdni replikace (Lui et al., 2012),
v oblastech jeho vyskytu se také ¢asto nachazi satelitni DNA a tseky jsou transkripéné
umlceny.

Skla v této praci byla zpracovana podle nésledujiciho protokolu: Preparaty jsou
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kvtli tzv. ,,agingu’ umisténa na jednu hodinu do inkubétoru pfi teploté 60°C. Skla jsou
nasledné po dobu 45 minut inkubovana v 0,1 N HCI, kde dojde k rozvolnéni chromatinu.
Skla jsou nasledné omyta destilovanou vodou a 2,5 hodiny ponechana schnout. Nasledn¢
se pripravi nasyceny roztok Ba(OH)> v deionizované H>O, ktery se rozlije do kyvet
umisténych ve vodni lazni (50°C). Na hladin¢ se obvykle vysrazi povlak Ba(OH),, ktery
je nutno z hladiny odstranit tamponem buniny. Poté jsou do roztoku vlozena skla na 3-5
minuty. Preparaty jsou ndsledné omyty v teplé (37°C) destilované vod¢ pro dokonalé
odstranéni povlaku Ba(OH),. Skla jsou poté opét ponechdna schnout po dobu 2,5 hodiny.
Skla jsou poté na 75 minut umisténa do 2xSSC (60°C), kde dochézi k rekonstituci
chromatinu a po nasledném promyti destilovanou vodou a oschnuti je mozno je barvit
Giemsa barvicim roztokem. Oproti standardnimu barveni se skla po C-pruhovani musi

barvit delsi dobu (75 minut, RT).

4.5. Vyhodnoceni preparati

Skla barvena Giemsou a skla s C-pruhovanim byla pozorovana a vybrané figury
byly foceny na mikroskopu Olympus BX50, vybaveném digitalni kamerou Olympus
DP71, pod imerznim objektivem planAPO 100x. Fotky byly snimény pomoci programu
Olympus Cell"D. Chromozomy byly proméfeny rucnim modem programu ImagelJ
(LOCI, University of Wisconsin). Ke stanoveni poméru pohlavnich chromozomi bylo
pouzito minimalné 5 diakinezi/metafazi I. Morfologie chromozomt byla stanovena na
zaklad¢ pozorovani metafazi II. Karyogramy byly konstruovany u vybranych druhi

pomoci programu CorelIDRAW 2020 (Corel Corporation).

4.6. Fluorescencéni in situ hybridizace — FISH

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) predstavuje jednu z klicovych
cytogenetickych metod, umoznujici vizualizaci konkrétnich sekvenci na
chromozomovém preparatu. V této praci byly pouzity biotinem znacené sondy pro
sekvence kodujici geny organizované v repeticich (18S rRNA, 5S rRNA, U2 snRNA).
Postup prace zahrnoval izolaci celogenomové DNA, PCR amplifikaci cilovych usekl a
jejich kontrolni sekvenaci, znaceni sond biotinem a samotnou FISH. Pro pfipravu 18S

rDNA sondy byl pouZit fragment rutinn€ pouzivany na pavouky kolegy z nasi laboratote
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ze stepnika Gandanameno sp., ktery jsem déle naznacil. Zbylé sondy jsem pfipravil de

novo z gDNA cilovych nebo jim blizce ptibuznych druht.

4.6.1. Priprava sond

4.6.1.1. Izolace DNA

Vzorky pavouci tkdné€ pro izolaci DNA byly po pitvé skladovany v 96% EtOH.
Genomova DNA byla izolovana pomoci sady DNeasy Blood & Tissue Kits (QIAGEN).
Ze vzorku bylo odebrano <25 mg tkén¢ (vétSinou nohy) a byla vlozena do sterilni
mikrozkumavky a rozstfihdna na mensi kousky. Zkumavka byla nasledn¢ umisténa do
termoblocku (37°C) s otevienym vickem, aby doslo k uplnému odpateni ethanolu, ktery
muze blokovat lysis. Ke tkani bylo nasledn¢ ptidano 180 ul ATL pufru a 20 ul proteinasy
K (20mg/ml). Cela smés se pak nechala inkubovat pti 56°C na michacim termoblocku
(Eppendorf) dokud se tkai Gplné€ nerozlozila. Poté bylo pfidano 200 pl AL pufru a smés
byla inkubovana po dalSich 10 minut (56°C). Po ukonc¢eni inkubace se ke vzorku ptidalo
200 pl 96% ethanolu a cela smés byla prenesena do filtraéni kolonky (DNeasy mini spin
column), kolonka byla umisténa do 2 ml sbérné zkumavky a centrifugovana pti 6000 g
po dobu 1 minuty. Sbérnad zkumavka je nasledné vyhozena a nahrazena ¢istou, na kolonku
je nasledné naneseno 500 pl AW1 pufru a vzorek je znovu centrifugovan pii 6000 g po
dobu 1 minuty. Sbérna zkumavka je vyhozena a nahrazena cistou, na kolonku se nanese
500 pul AW2 pufru a vzorek je centrifugovan pii 14000 g po dobu 1 minuty. Sbérna
zkumavka je nasledné vyhozena a nahrazena sterilni mikrozkumavkou a na kolonku je
naneseno 200 pl elu¢niho AE pufru a vzorek je centrifugovan pii 6000 g po dobu 1
minuty. Tim dochazi keluci izolované DNA. Kbvalita izolované DNA byla
elektroforeticky ovéfena na 1-2% agarosovém gelu. Koncentrace DNA byla prométena

na fluorimetru Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific).
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4.6.1.2. Priprava sond a jejich znaceni

Idedlni
Marker Zdroj gDNA Primery a jejich sekvence teplota Reference
nasedani
F: CGAGCGCTTTTATTAGACCA o
18S rRNA | Gandanameno sp. R: GGTTCACCTACGGAAACCTT 56°C Forman et al.
(2013)
F: GCCAACGTCCATACCAYGYTGA o
5SrRNA | Araneus grossus R: AAGCCAACGNCACGYGGT 56°C Hladova
(2015)
F:GCCAACGTCCATACCAYGYTGA .
5STRNA | Ero aphana R: AAGCCAACGNCACGYGGT >6"C THladova
(2015)
F: ATCGCTTCTCGGCCTTATG o
U2 snRNA | Ero aphana R: TCCCGGCGGTACTGCAATA 56°C Bueno et al.
(2013)
F: TANGCACGYTCNCCNCGGAT Entomologicky
H3 Ero aphana - 5 v
R: ATGGCNCGTACNAARCARAC ustav AV CR
28S rRNA | Ero aphana F: GACCCGTCTTGAAACACGGA _ Whiting et al.
R: TCGGAAGGAACCAGCTACTA (1997)
55 FRNA Araneus F: GCCAACGTCCATACCAYGYTGA _ Hladova
marmoreus R: AAGCCAACGNCACGYGGT (2015)

Tabulka 2 — tabulka pouzitych sond pro FISH, zdroj gDNA udéava druh pavouka, jehoz DNA

Vv v

byla pouzita pro znacici PCR a pfipravu sondy, ¢ervené vyznacené jsou neuspésne testované
sety primerq, které nebyly pouzity kvuli nedostatku produktu na kontrolnim gelu

Pro ptipravu novych sond bylo pouZito existujicich primerti, designovanych
v jinych pracech. Izolovana celogenomovd DNA byla pouZita jako templat pro PCR
reakci (viz. Tabulka 2). PCR reakce byla pfipravovana standardné na 25 pl (viz. Tabulka
3). Pro amplifikaci byl pouZivan LifeECO Thermal Cycler (BIOER). Po probéhnuti
reakce bylo zPCR produktu odebrano 1-3 pl vzorku, ktery byl nanesen na 1-2%
agarosovy gel pro kontrolni vizualizaci pribéhu reakce. Optimalni podminky PCR reakce
byly testovany pii gradientu annealingové teploty 51°C - 60°C, v n¢kterych ptipadech
také ptfidanim PCR enhanceru (TopBio) ¢i DMSO4 (TopBio). Pii pozitivnim vysledku
byl nésledné zbyly objem nanesen na gel a cilovy produkt byl purifikovan vyfiznutim.
Ptipadné, pokud na kontrolnim gelu nebyly patrné jiné prouzky kromé piedpokladaného
cilového produktu, byl fragment purifikovan pfimo z PCR reakce. Purifikace byla v obou

pfipadech provadéna kolonkovou metodou na Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
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System (Promega) podle nasledujiciho protokolu — k PCR produktu bylo ptidano stejné
mnozstvi Membrane Binding Solution, v pfipadé¢ vyfezavani produktu z gelu bylo
pfidano zhruba 150 pl tohoto roztoku a gel byl inkubovan pifi 60°C v tiepacim
termoblocku, dokud nedoslo k uplnému rozpusténi. Protokol je nasledné stejny jak pro
PCR produkt, tak pro izolaci fragmentu z gelu. Smés je pfenesena na filtr kolonky
umisténé ve sbérné zkumavce. Vzorek je néasledné centrifugovan po dobu 1 minuty pfi
14000 g. Protekla kapalina ze sbérné zkumavky se nasledné vyprazdni a do zkumavky se
vrati kolonka na kterou se nanese 700 ul Membrane Wash Solution k promyti vzorku.
Vzorek se opét centrifuguje po dobu 1 minuty pii 20000 g a protekla kapalina ze sbérné
zkumavky se opét vyprazdni. Promyvani se nasledn¢ opakuje s 500 pl Membrane Wash
Solution za stejnych podminek. Sbérna zkumavka je nésledné opét vypradzdnéna a po
vraceni kolonky do zkumavky se jesté jednou centrifuguje 1 minutu pti 14000 aby doslo
k vylouceni zbylého promyvaciho roztoku. Sbérnd zkumavka je nakonec vyhozena a
kolonka se umisti do ¢isté 1,5 ml zkumavky a je na ni naneseno 50 pl Nuclease-free water
a vzorek je opét zcentrifugovan po dobu 1 minuty pfi 20000 g. Kolonka je nésledné
vyhozena a ve zkumavce je ptecistény vzorek.

Sondy byly znaceny biotinem. Pro znaceni kratSich fragmentti bylo pouzito PCR
znaceni, delsi fragmenty (18S rDNA sonda) byla znac¢ena pomoci Nick translace, pti které
se mimo inkorporace biotinu také $t€pi DNA na kratsi fragmenty vhodné pro FISH.

Izolovand DNA byla pouzita jako templat pro znacici PCR reakci. Ta byla
provadéna se dvéma druhy polymeraz — LA DNA Polymerases Mix (TopBio) a Tag DNA
polymerdza Unis (TopBio) podle protokolu v Tabulce 4, kazdd z polymeraz byla
dodéavéana s komerénim pufrem. Jako sonda byla nasledné pouzita ta, kterd méla lepsi
vysledek na kontrolnim agarosovém gelu. Fragment pro 18S rDNA byl pfedptipraven
kolegy a laskavé darovan k oznaceni. VSechny sondy pfipravované v ramci této praci
byly po optimalizaci pfipravovany podle stejného teplotniho profilu — pocatecni
denaturace 5 minut (95°C), nasledné 40 cykla: denaturace 70 s (95°C), annealing 30 s
(56°C), elongace 240 s (72°C) (podle zkuSenosti mych kolegl, je pro inkorporaci
znacenych nukleotiddi dulezité prodlouZit ¢as), na konci posledniho cyklu zavére¢na

elongace 10 minut (72°C).
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PPP Master
Mix 12,5 ul
gDNA 2 ul
F primer 1l
R primer 1l
H20 8,5 ul
Celkem 25 ul
Tabulka 3 — protokol provadéné PCR reakce
Primer F 2 ul
Primer R 2 ul
Fluormix 2,5 ul
Polymeraza 0,1 ul
Pufr 5ul
gDNA 3l
H20 35,4 ul
Celkem 50 ul

Tabulka 4 — protokol provadéné znacici PCR reakce

Sonda pro 18S rDNA byla znacena biotin-14-ATP pomoci Nick translace kitem
BioNick™ (Invitrogen). 1 ug templatové DNA bylo smichano s enzym mixem, mixem
nukleotidi a pufrem a doplnén do objemu 45 ul H>O dle instrukei vyrobce. Smés byla
nasledn¢ inkubovéana v termocykleru pii teploté¢ 16°C. Po jedné hodiné byla reakce
pozastavena (vlozenim na led) a 1 ul vzorku bylo elektroforeticky zkontrolovano. Prib¢h
reakce indikovalo §tépeni fragmentu na kratsi ¢asti, které se na gelu zobrazovalo jako
smear. V piipad¢ nedostate¢ného nastépeni reakce pokracovala opét pii 16°C. V piipade
dosaZeni cilené velikosti smearu (rozsah mezi 100 a 400 bp) byla reakce zastavena

pfidanim Sul stop bufferu. Ideélni ¢as znaeni se pohyboval mezi 1-1,5 hodinou.

4.6.1.3. Sekvenace

Vzorky pro sekvenaci byly po zméfeni koncentrace pfipraveny pro sekvenaci.
Kazdy vzorek pro sekvenaci se piipravoval na celkovy objem 8 pul — 1 pl ptisluSného
primeru v 5 uM koncentraci, templatova DNA v koncentraci Sng/100pb. Podle potieby
se pak vzorek na konecny objem 8 ul doplnil PCR vodou. Kazdy fragment byl

sekvenovan z obou sméru.
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Samotna sekvenace byla provadéna na zakdzku v Laboratofi sekvenace DNA
v centru BIOCEV (Vestec). Ptistroj pouzity pro sekvenaci byl MiSeq [llumina. Kontrola
kvality a uprava hotovych sekvenci byly provadény pomoci softwaru BioEdit, homologie
pak byla studovana pomoci Nucleotide BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) na
strankach amerického NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Vysledna sekvence U2 snRNA sondy ptipravené z gDNA Ero aphana byla nésledujici:

TATCGCTTCTCGGCCTTATGGGCTAAGATCAAAGTGTAGTATCTGTTCTTATCAGCT
TGACTTCTGATACGGTGTTCATTGAACGCCTTCGATTGTCAACTAATTTTTGAACAC
AGGCTTGCGGTCTGGAATTCATTCCGCCCTCGCCACGGGTTGGCCCGCTATTGCAGT
ACCGCCGGGA

Tato sekvence se shoduje z83% s NCBI Reference Sequence: XR 004760607.1 -
Stegodyphus dumicola U2 spliceosomal RNA (LOC118203633) (Liu et al., 2019) a je
181 bp velka.

V ptipad¢ sekvence 5S rRNA sondy piipravené z gDNA Ero aphana se nepodatilo
sekvenovat produkt reverse primeru, sekvence forward primeru je nasledujici:

ATCACGAAGTCAGCATCATCGGGCGCGGTTAGTACTTGGGAGGGTGACCACCTGGG
AACACCGCGTGCCGTTGGCTTA

Tato sekvence se z 93% shoduje s NCBI Reference Sequence: XR 004756721.1 —
Stegodyphus dumicola 5S ribosomal RNA (LOC118180724) (Liu et al., 2019) a je 78 bp
velka.

V ptipadé sekvence 5S rRNA sondy z gDNA Araneus grossus se stejné€ jako u E.aphana
nepodafilo ziskat smysluplnou sekvenci v reverse sméru. Sekvence forward primeru je
nasledujici:

GCAGCATCGGGCGCGGTCAGTACTTGGGAGAGGTGACCACCTGGGAACACCGCGT
GCCGTTGGCTTA

Tato sekvence se z 97% shoduje s NCBI Reference Sequence: XR 004756721.1 -
Stegodyphus dumicola 5S ribosomal RNA (LOC118180724) (Liu et al., 2019) a je 67 bp

velka.

4.6.1.4. FISH

Pro FISH se miiZze vyuzivat bud’ pfimo ¢i nepfimo znacené sondy. Pro piimé

znaeni se vyuzivd nukleotidi, na které je pfimo navadzan fluorochrom, v ptipadé
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nepiimého znaceni je sonda znacena nefluorescencni molekulou, kterd je detekovéana
protilatkou konjugovanou s fluorochromem. V praci jsem pouzival sondy znacené
biotinem, ktery byl detekovan streptavidinem konjugovanym s Cy3 a pomoci
imunochemické reakce s antistreptavidinem-biotinem a  opctovnou  aplikaci
streptavidinu-Cy3 se tento signal jest¢ dale zesilil. FISH v této préci jsou délany podle
nasledujiciho protokolu.

Hybridiza¢ni sm¢s se ptipravuje smichanim sondy (10ng na sklo pro 18S rDNA a
50ng na sklo pro ostatni markery) s kompetitorovou DNA — tedy sonikovanou DNA
izolovanou z lososich spermii (Sigma Aldrich) (10 pg/l) 2,5 pl na jedno sklo. V dal§im
kroku je sonda s kompetitorem procisténa ethanolovou precipitaci, smichanim s 3M
acetatem sodnym (Top Bio) (10% pivodniho objemu) a pfedchlazenym 96% ethanolem
(250% ptvodniho objemu). Cela smés je ndsledn€ umisténa do -80°C po dobu nejméné
1 hodiny, béhem které dojde k precipitaci DNA. Nasledné je smés centrifugovana pfi
20000 g po dobu 20 minut se zapnutym chlazenim. Po centrifugaci je odstranén
supernatant a pro odstranéni zbytkovych soli je pfidan ptedchlazeny (-20°C) 70% Ethanol
a zkumavka je centrifugovana opét pii 20000 g do dobu 15 minut se zapnutym chlazenim.
Po centrifugaci je znovu odstranén supernatant a na dné zkumavky by mé¢l byt viditelny
pelet vysrazené DNA. Zkumavka je umisténa s otevienym vickem do termbloku (37°C)
dokud se neodpaii zbytky ethanolu. Pelet procisténé DNA je nasledné rozpuStén
v deionizovaném formamidu (Sigma Aldrich) (5ul na sklo) po dobu 30 minut (37°C). Po
uplynuti této doby je ke smési piidan 20% dextran sulfat (5ul na sklo) ptfedehtaty na 37°C
a cela smés je prenesena do vodni 1dzn€ (90°C) a denaturovana po dobu 5 minut. Smés je
nasledné skokove podchlazena na ledové tfisti po dobu 3 minut. Smés je tim nasledné
pfipravena pro aplikaci na denaturované preparaty.

Pokud byla skla barvena Giemsou a pozorovana pod imerzi, jsou nejdiive odmyta
oplachem v xylenu (Penta), nasledn€ minutovym oplachem v lékafském benzinu (Penta)
a poté v methanoloctové fixazi. Pro samotnou ptipravu preparatii na FISH jsou skla
odvodnéna v ethanolové fadé (70%, 80%, 96% - 1 minuta) a po jejich oschnuti umisténa
na 1 hodinu do termoboxu (60°C) pro tzv. aging, ktery zlepsuje pfilnuti figur k podkladu.
Pro odstranéni RNA, kterd by v piipadé sond pro kodujici sekvence mohla zptisobit
nezadouci pozadi, je nasledné na sklo aplikovano 100 pl smési RNazy A (2ul RNaza A
(c= 10mg/ml) + 10ul 20xSSC + 88ul H20), sklo je nasledné ptikryto krycim sklickem a
inkubovano ve vlhké komiirce (uzaviratelna krabicka vlhcend 2xSSC) pti 37°C po dobu

1 hodiny. Nasledn¢ jsou skla promyta po dobu 2x5min v 2xSSC (37°C, tfepani ve vodni
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lazni). Skla jsou nésledné promyvana v kyveté s 5x Denhartovym reagens po dobu 30
minut (37°C, tfepani ve vodni lazni). Skla jsou nasledné denaturovana. Po aplikaci 100ul
deionizovaného 70% formamidu je na podlozni sklo umisténo kryci sklicko a sklo je
umisténo na predehtaty termoblok (68°C) po dobu 3 minut. Skla jsou nasledné vyndana,
kryci sklicka odstranéna a skla okamzit¢ zchlazena v kyveté s predchlazenym 70%
ethanolem, skla jsou nasledné¢ dokoncenim ethanolové tady (80%, 96%) dehydrovéana
ponechana uschnout. Po jejich uschnuti je na né naneseno 10ul hybridiza¢ni smési a sklo
je zakryto krycim sklem (24x32 mm) a okraje zalepeny modelaiskym rubber cementem
aby bylo zabranéno vysychani. Skla jsou ndsledn¢ umisténa do vlhké komitrky a
inkubovéna pfes noc v termostatu (37°C).

Ve druhém dnu je ze skel odstranén rubber cement a kryci sklo a dochézi
k odmyvani nespecifickych signali. Nejprve promytim v 50 % formamidu v 2x SSC
(opakovano trikrat v ¢erstvém roztoku po dobu 5 min, pii 46°C) , nésledn¢ pétkrat po
dobu 2 min v 2x SSC (46°C) a tfikrat po dobu 5 min v 0,1xSSC (62°C). Vsechny tyto
kroky probihaji v kyvetach ve ttepaci vodni ldzni. Poté jsou preparaty promyvany po
dobu 5 minut v 4xSSC/0,1Tween 20 ve tmé (RT).

Naésledné dochazi k detekci sondy. Na kazdé sklo je aplikovano 500ul bloka¢niho
roztoku (2,5% BSA v 4xSSC), skla jsou zakryta krycim sklem a dana do vlhké komiirky
a inkubovana po dobu 20 minut ve tmé a pokojové teploté (RT). Kryci skla jsou nasledné
odstranéna na kazdé sklo je aplikovano 100pl smési Cy3-streptavidinu v BSA, ktera
detekuje biotin, znovu jsou zakryta krycim sklem a inkubovana ve vlhké komitrce po
dobu 20 minut ve tmé a pokojové teploté (RT). Skla jsou po tomto kroku promyta tiikrat
po dobu 3 minut v 4xSSC/0,1Tween 20 (37°C) ve tiepaci vodni ladzni. Signal je
v nasledujicich krocich zesilovdn navazovanim antistreptavidinu konjugovaného s
biotinem (Biot-As) na jiZ pfitomné molekuly streptavidinu a naslednou opétovnou
aplikaci Cy3-streptavidinu na nové pritomné molekuly biotinu. Na kazdé sklo je znovu
aplikovano 500ul blokacniho roztoku pro zablokovani nespecifickych vazebnych mist,
skla jsou zakryta krycim sklem a déna do vlhké komurky a inkubovéana po dobu 10-20
minut ve tm¢ (RT). Nasledn¢ je na kazdé sklo naneseno 50ul smési antistreptavidinu
konjugovaného s biotinem v BSA, skla jsou zakryta krycim sklem a inkubovana ve vlhké
komiirce po dobu 20 minut ve tmé& (37°C). Preparaty jsou poté promyvany v
4xSSC/0,1Tween jak je popsano vySe. Na kazdé sklo je poté opét aplikovano 500pul
bloka¢niho roztoku, skla jsou zakryta krycim sklem a dana do vlhké komurky a

inkubovéna po dobu 20 minut ve tm¢ (37°C). Po odstranéni krycich skel je na kazdé sklo
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naneseno 100pul smési Cy3-streptavidinu v BSA, znovu jsou zakryta krycim sklem a
inkubovéna ve vlhké komtrce po dobu 20 minut ve tmé (37°C). Preparaty jsou poté znovu
ttikrat promyvany po dobu 5 minut v 4xSSC/0,1Tween 20 ve tmé (37°C) ve vodni lazni
se zapnutym tfepanim.

Skla jsou poté v nekolika nasledujicich krocich podbarvena DAPI. VSechny
nasledujici kroky probihaji za tmy v pokojové teploté. Nejprve jsou skla po dobu 5 minut
ponotena do kyvety s 1% TritonX (Sigma Aldrich) v 1x PBS, nasledné jsou pienesena na
8 minut do DAPI barviciho roztoku (0,005% DAPI v 1% TritonX/1x PBS), nasledné
pfenesena na 2-5 minut do 1% PhotoFlo (Kodak)/1xPBS a v poslednim kroku na 1 minutu
do 1% PhotoFlo/H>O. Po vyjmuti z posledni kyvety se skla nechaji zlehka oschnout a je
na kazdé naneseno 25 pl antifade DABCO. Skla jsou zakryta krycimi sklicky (24x40 mm)
a po rovnomémém rozprostteni DABCO pod krycim sklem se okraje kryciho skla
zalakuji lakem na nehty, aby preparat nevysychal. Po zatuhnuti laku jsou skla pfipravena

k pozorovani.

4.7. Priitokova cytometrie

Pro méfeni velikosti genomu byly pouzity vzorky pavouci tkané ulozené
v deepfreezu (-80°C). Nejcastéji Slo o nohy, ¢i celou hlavohrud’ daného druhu. Pritokova
cytometrie byla realizovana pomoci dvou fluorecsencnich barviv - propidium jodid (PI)
a 4',6-diamidin-2-fenylindol (DAPI). zatimco PI interaguje s DNA nespecificky, DAPI je
znam¢ preferenénim barvenim AT bohatSich usekli. Hodnoty z PI byly pouzity ke
stanoveni velikosti genomu. Konfrontace hodnot z obou barviv mi umoznila stanovit
celkovy pomér bazi v genomech studovanych pavoukt.

Pro ptipravu byl pouZit stejny protokol jako v Kral et al. (2019), ktery postupoval
podle plivodniho protokolu Otto (1990). Ke kousku pavouciho téla byl ptidan
odpovidajici kus cerstvého listu jednoho zrostlinnych standardd - Pisum sativum
,Ctirad® (2C = 8.018 pg, GC = 41.77%) pro Mimetidae a Bellis perenis (2C=3.159 pg,
GC = 39.54%) v ptipad¢ Araneidae; méfeni byla provadéna v Laboratofi pritokové
cytometrie na Masarykové univerzit¢ v Brné, genomické parametry referencnich
standardil byly pfevzaty z Smarda et al., (2019). Standard s pavouéi tkani byly poté
zality pufrem Otto 1 a rozsekdny Ziletkou. Vznikld suspenze byla piefiltrovana pies

0.2 pm nylonovy filtr a poté smichdna s pufrem Otto II (obsahujicim DAPI nebo PI).
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Smés byla poté umisténa pro inkubaci na led do tmy zhruba na 20 minut. Samotné méfeni
bylo provadéno na dvou cytometrech, pro kazdy fluorochrom zvlast — Sysmex Partec
GmbH CyFlow ML (DAPI) a CyFlow SL (PI). Pro kazdé méfeni bylo méteno 5000 jader.
Vysledky byly zpracovany pomoci softwaru FloMax®, dodavanym spolecnosti Sysmex
Partec GmbH.

Naméiend hodnota se nasledné vyndsobila 2C hodnotou pftislusného standardu,
vznikla hodnota je pak vyslednou hodnotou pro dané méteni velikosti genomu méteného
jedince. Metodika vypoctu velikosti genomu a obsahu bazi byla pouzita stejna jako v
doposud jediné praci zabyvajici se témito charakteristikami u pavoukd. Kdy byl kazdy
jedinec stejného pohlavi a druhu méten opakované (2-3x dle velikosti téla, na kazdém
fluorochormu). Smérodatna odchylka a primér odraZejici velikost genomu pro druh a
pohlavi byla stanovena z jednotlivych méteni (replikanti). Pro kalkulaci poméra bazi byl
pouzit algoritmus odvozeny od Barow a Meister (2002) automatizovany v piedpfipravené
tabulce (Smarda et al., 2008). Pro kalkulaci GC% v genomu byly pouZity primérmé
hodnoty ze vSech méfeni. Pomér obsahu bazi byl stanoven podle nésledujiciho vypoctu:
Nejdiive je potteba spocitat tzv. dye factor (DF) podle vzorce 1. Nasledné je tato hodnota
dosazena do vzorce 2 a spole¢né s dosazenim znamych hodnot poméru bazi pouzitého
standardu a vazebné délky pro pouzité barvivo (DAPI, n=4) dostaneme vysledek AT
obsahu, tuto hodnotu pfevedeme na procenta a odectenim od 100 ziskdme procentualni

hodnotu GC zastoupeni. Protokol pro vypocet pievzat od Smarda et al. (2008).

DF sample | reference ratio with base specific dye

sample =

sample | reference ratio with base unspecific dye

Vzorec 1 — vypocet DF
f(AT;ample) - DFs*ample X f(A Z—Leference) = 0 =

(1 - ATmmple)ATmmple _ Dme . % (1 - A]—:’eiference)AZ”Zference — O
1-AT" v 1- AT"

sample reference

Vzorec 2 — vypocet zastoupeni AT bazi v méfeném vzorku n je vazebna délka, tedy
pocet za sebou jdoucich bazi stejného typu (AT ¢i GC) potiebnych k navdzani
specifického barviva. Pro DAPI je to v tomto piipadé n = 4.
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5. Vysledky
5.1. Cytogeneticka analyza karyotypu
5.1.1. Araneidae

Araniella cucurbitina

Diploidni pocet chromozom je 24 v piipad¢ samctli, autozomovych part je 11, systém
pohlavnich chromozomt je X;X>0 (viz. Obrazek 29 v podkapitole 5.2.1.). Pomér
pohlavnich chromozomii je 1:0,905 £ 0,084 (méfeno na péti diakinezich/metafazich I —
n=5). VSechny chromozomy vykazuji akrocentrickou morfologii. Cely karyotyp vcetné
poméru pohlavnich chromozomii byl vyhodnocovan ze skel, na kterych byla provedena

18S rRNA FISH.
Eriophora sp.

Diploidni pocet chromozom je 24 v piipad¢ samct, autozomovych part je 11, systém
pohlavnich chromozomi je X;X20 (viz. Obrazek 6, fig. A) a vSechny chromozomy
vykazuji akrocentrickou morfologii (viz. Obrazek 6, fig. C). Na pozorovanych figurach
jsou pohlavni chromozomy izopyknotické. Pomér pohlavnich chromozomi je 1:0,785 +

0,064 (méfeno na péti diakinezich/metaféazich I).
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Obrazek 6 — Eriophora sp. samec — chromozomové figury, (A) diakineze — je patrnych 11
autozomovych parti a chromozomy X1 a X2 oznacené Sipkou; (B) anafaze Il — na obrazku
patrné ¢tyfi sesterské figury, ve dvou spodnich je patrnych 11 chromozomi, dvé figury nad
nimi obsahuji kazda po 13 chromozomech — tento pattern prokazuje segregaci pohlavnich
chromozomt do poloviny tvofenych gamet; (C) metafaze Il — je patrnych 24 chromozomi
s akrocentrickou morfologii, tvofici v této fazi tvar pismene ,,V*. Mé&fitko u vSech figur je 10
pm.

Gibbaranea bituberculata

Diploidni pocet chromozomi je 24 v pfipad€ samct, autozomovych part je 11, systém
pohlavnich chromozomu je X;X>0 (viz. Obrazek 7, fig. C) a vSechny chromozomy
vykazuji akrocentrickou morfologii (viz. Obrazek 7, fig. A). Od zygotene po konec
pachytene jsou pohlavni chromozomy pozitivné heteropyknotické (viz. Obrazek 7, fig.
B). Pomér pohlavnich chromozomt je 1:0,929 + 0,063 (n=5). Pro tento druh byl

zpracovan karyogram (viz. Obrazek 8).
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Obrazek 7 — Gibbarenea bituberculata samec — chromozomové figury, (A) metafaze II — je
patrych 24 chromozomt s akrocentrickou morfologii, Sipka ukazuje na pravdépodobny par
pohlavnich chromozomi, ktery je odlisSny svym parovénim; (B) zygotene — pohlavni
chromozomy jsou viditéln¢ heteropyknotické, v této fazi stale jesté nesparované; (C) metafaze
I —je patrnych 11 autozomalnich pard a parujici chromozomy X; a X,. Métitko u vsech figur
je 10 um.
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Obrazek 8 — Gibbarenea bituberculata samec — karyogram sestaveny ze spermatogonialni
prometafaze, vSechny chromozomy jsou akrocentrické, pohlavni chromozomy jsou dva - X
a Xz, chromozomy jsou sefazené sestupné podle velikosti, ktera plynule mirné klesa.
Meéfitko je 10 pm.

Cyclosa conica

Diploidni pocet chromozom je 24 v piipad¢ samct, autozomovych part je 11, systém
pohlavnich chromozomu je X;X20 (viz. Obrazek 9, fig. A) a vSechny chromozomy
pravdépodobné vykazuji akrocentrickou morfologii. Béhem pachytene neni zietelna
pozitivni heteropykndza pohlavnich chromozomt (viz. Obrazek 9, fig. D). Pozitivné
heteropyknoticky sex vesicle je vSak pozorovatelny v priibéhu diakineze az do metafaze

I (viz. Obrazek 9, fig. A a B). Kviili nedostatku kvalitnich figur nebyl méfen jejich pomér.
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Obrazek 9 — Cyclosa conica samec — chromozomové figury, (A) diakineze/metafaze 1 —
pozorovatelnych 11 autozomalnich pard, Sipka ukazuje na sex vesicle tvofeny pohlavnimi
chromozomy (B) metafdze I — figura je nizké kvality ptesto je viditelnych pravdépodobné 11
autozomalnich parti a sparované pohlavni chromozomy (C) spermatogonialni metafaze —
v prostiedku figury je piekryv, figura v§ak ukazuje 24 chromozomi akrocentrické morfologie.
(D) pachytene — na figufe neni zfetelna heteropyknoza pohlavnich chromozomii. Méfitko u
vSech figur je 10 pm

Nuctenea umbratica
Diploidni poc¢et chromozomi je 24 v pfipad€ samct, autozomovych parti je 11, systém
pohlavnich chromozomi je X;X20 (viz. Obrazek 10, fig. A) a vSechny chromozomy

vykazuji akrocentrickou morfologii (viz. Obrazek 10, fig. B). Pomér pohlavnich

chromozomt je 1:0,905 + 0,052 (n=5).
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Obrazek 10 — Nuctenea umbratica samec — chromozomové figury, (A) diakineze —
pozorovatelnych 11 autozomalnich part, Sipkou jsou oznacené pohlavni chromozomy; (B)
metafaze II — dvé sesterské figury, chromozomy jsou v nich zastoupeny v poméru 13:11
(horni:spodni), Sipkou jsou oznaceny pohlavni chromozomy vykazujici lehce odlisnou
spiralizaci. Méfitko u vSech figur je 10 um.

Singa sp. — Severni Makedonie

Diploidni pocet chromozomt je 24 v pripadé samct (viz. Obrazek 11, fig. A),
autozomovych pard je 11, systém pohlavnich chromozoml je X;X>0 a vSechny
chromozomy jsou pravdépodobné akrocentrické morfologie. Pohlavni chromozomy jsou
heteropyknotické béhem pachytene a jsou odlisitelné az do diakineze (viz. Obrazek 11,
fig. B). Vzhledem k nizké kvalité skel nelze métit poméry pohlavnich chromozomti ani s

naprostou jistotou urcit jejich morfologii.
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Obrazek 11 — Singa sp. (Severni Makedonie) samec — chromozomové figury (A) metafaze I
— je patrnych 12 chromozomovych part, Sipka oznaCena hvézdiCkou ukazuje na
predpokladanou pozici pohlavnich chromozomt, vzhledem k nizké kvalité figury jde vSak
pouze o odhad (B) diakineze — jednotlivé autozomalni pary od sebe jsou tézko rozliitelné,
Sipka ukazuje sex vesicle tvofeny pohlavnimi chromozomy. Méfitko u vSech figur je 10 pm.

Araneus diadematus

Diploidni pocet chromozom je 24 v piipad¢ samcti, autozomovych part je 11, systém
pohlavnich chromozoml je X;X20 a vSechny chromozomy vykazuji akrocentrickou
morfologii. Karyotyp byl stanoven pouze ze skel, na kterych bylo vyhotoveno C-
pruhovani (viz. Obrazek 15, fig. A, podkapitola ,,C — pruhovani®).

Araneus marmoreus

Diploidni pocet chromozomt je 24 v pripadé samcti (viz. Obrazek 12, fig. A),
autozomovych pard je 11, systém pohlavnich chromozomi je X;X>0 a vSechny
chromozomy vykazuji akrocentrickou morfologii (viz. Obrazek 12, fig. C). Pohlavni
chromozomy spolu v pritbéhu pachytene paruji (viz. Obrazek 12, fig. B) a jsou diky
pozitivni heteropyknoze odlisitelné az do diakineze. Pomér pohlavnich chromozomt je

1:0,935 £ 0,097 (n=5).
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Obrazek 12 — Araneus marmoreus samec — chromozomové figury, (A) diakineze/metafaze 1
—je patrnych 11 autozomovych pari a heteropyknotické paralelné parujici chromozomy X; a
X> oznacené Sipkou; (B) pachytene, Sipka ukazuje par pohlavni chromozomy v tésné asociaci
; (C) metafaze 11 — je patrnych 24 chromozomu s akrocentrickou morfologii, tvofici v této fazi
tvar pismene ,,V*“. Méfitko u vSech figur je 10 um.

Araneus uyemurai

Diploidni poc¢et chromozomi je 45 v pfipad€ samct, autozomovych parti je 21, systém
pohlavnich chromozomil je X1X>X30 (viz. Obrazek 13, fig. A) a vSechny chromozomy
vykazuji akrocentrickou morfologii (viz. Obrazek 13, fig. C). Pomér pohlavnich

chromozomt je 1:0,533 £ 0,073 :0,451 + 0,056 (n=10).
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Obrazek 13 — Araneus uyemurai samec — chromozomové figury, (A) diakineze/metafaze I —
je patrnych 21 autozomovych parQ, Sipkou oznacené pohlavni chromozomy X;X>X3 paruji
spoleén¢ v centromerické oblasti (B) pachytene - Sipka ukazuje sex vesicle
heteropyknotickych pohlavnich chromozomu, které nejde v této fazi o sebe odlisit (C)
metafaze Il — je patrnych 45 chromozomu s akrocentrickou morfologii, Sipka ukazuje na
skupinu tfi pohlavnich chromozomt. Méfitko u vSech figur je 10 pm

Araneus ventricosus

Diploidni pocet chromozom je 49 v piipadé samcti, autozomovych part je 23, systém
pohlavnich chromozomil je X1X>X30 (viz. Obrazek 14, fig. A) a vSechny chromozomy
jsou akrocentrické morfologie (viz. Obrazek 14, fig. B). Pomér pohlavnich chromozomu
je 1:0,591 £ 0,059 :0,503 = 0,051 (n=10). Pro tento druh byl sestaven karyogram (viz.

Obrazek 15), na kterém je patrné postupné zmensovani velikosti autozomalnich part.
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Obrazek 14 — Araneus ventricosus samec — chromozomové figury, (A) diakineze/metafaze 1
— je patrnych 23 autozomalnich pard, Sipkou oznacené pohlavni chromozomy X;X>X3 paruji
spole¢né ve vzajemné centromerické orientaci (B) metafaze II — je patrnych kompletnich 49
cbromozomi akrocentrické morfologie. Méritko u vSech figur je 10 um
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Obrazek 15 — Araneus ventricosus samec — karyogram sestaveny z mitotické
spermatogonialni metafaze. Autozomalnich pard je 23, pohlavni chromozomy jsou tii - X1,
X2 a X3. VSechny chromozomy jsou akrocentrické morfologie a jsou setazené
sestupné podle velikosti. Mé&fitko je 10 pm.
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Araneus angulatus

Diploidni pocet chromozom je 52 v pfipad¢ samcti, autozomovych part je 24, systém
pohlavnich chromozomi je X1X2X3X40 (viz. Obrazek 16, fig. A) a vSechny chromozomy
vykazuji akrocentrickou morfologii (viz. Obrazek 16, fig. C). Pomér pohlavnich

chromozomt je 1:0,759 £ 0,105 :0,655 + 0,103 :0,534 + 0,057 (n=5).

C

Obrazek 16 — Araneus angulatus samec — chromozomové figury, (A) diakineze/metafaze I —
je patrnych 24 autozomovych pard, Sipkou oznac¢ené pohlavni chromozomy X;X>X3X4 paruji
spolecné na okraji figury (B) anafaze II — ¢tyfi sesterské figury, u hornich dvou je patrnych 24
chromozomi, dvé figury pod nimi jich obsahuji 28 a ¢tyfi pohlavni chromozomy jsou diky
mimé pozitivni heteropyknéze viditelné zhruba v jejich stfedech (C) metafaze 11 — dvé
prolinajici se sesterské figury, je patrnych 52 chromozomii s akrocentrickou morfologii.
Meéritko u vsech figur je 10 pm.

45



Araneus grossus

Pro tento druh byla pozorovana pouze skla z jednoho exemplare sami¢iho pohlavi. Na
samiCich preparatech se Casto vyskytuji mitotické figury, vtomto piipadé byla
pozorovana i samici meioza, figury se vSak nachazely v tzv. ,,difuznim stadiu“. Nebylo
mozné s jistotou odlisit pohlavni chromozomy. Pocet je tudiz orienta¢ni. Karyotyp by
mohl zahrnovat az 28 parii chromozomi (viz. Obrazek 17, fig A). Pohlavni chromozomy

jsou po hypotonizaci izopyknotické v pribchu pachytene (viz. Obrazek 17, fig. B).

Obrazek 17 — Araneus grossus samice — chromozomové figury, (A) diplotene — difuzni
stadium, patrné 28 chromozomovych pard (pfipadné pohlavnich chromozomt), pohlavni
chromozomy nicméné nelze odlisit (B) pachytene — pohlavni chromozomy jsou izopyknotické
a nejdou odlisit od ostatnich. Méfitko u vSech figur je 10 pm.

5.1.1.1. C — pruhovani

Araneus diadematus

Na zpracovanych sklech byla bohuzel kvalita provedeného C-pruhovéani nizkd a na
vétsing figur nebyl pattern pfilis patrny. Ze skel el stanovit piedpokladany karyotyp 2nd
= 24, XiX20, silngjsi zabarveni bylo pozorovatelné v nékterych centromerickych
oblastech (viz. Obrazek 18, fig. A), detailn€jsi pattern byl pozorovatelny u jedné
nekompletni figury (viz. Obréazek 18, fig. B).
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Obrazek 18 — Araneus diadematus samec — chromozomové figury, C - pruhovani, (A) dvé
kompletni diakineze vedle sebe, Sipky ukazuji na odhadovanou pozici pohlavnich
chromozomt (B) nekompletni figura pravdépodobné metafaze 1 postradajici 2 pary
chromozoml vcetn¢ pohlavnich — na chromozomech je pozorovatelny pattern
heterochromatinu. Méfitko u vSech figur je 10 pm.

Araneus uyemurai

Na figurach jsou patrné pozitivné heteropyknotické useky heterochromatinu, predevsim

/

v centromerickych oblastech (viz. Obrazek 19).
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Obrazek 19 — Araneus uyemurai samec — chromozomova figura, C - pruhovani, samci
diakineze/metafaze I, na chromozomech je pozorovatelny pattern heterochromatinovych
blokd, Sipka ukazuje na pravdépodobnou skupinu tii pohlavnich chromozomut X. Mé¢titko je
10 pm.

Araneus ventricosus

Na figurach jsou patrné bloky konstitutivniho heterochromatinu v centromerickych

oblastech, neni pozorovan vyrazn€jsi blok heterochromatinu v jinych oblastech

chromozom (viz. Obrazek 20).

/ £ 5Bk

Obrazek 20 — Araneus ventricosus samec — chromozomova figura, C - pruhovani, samci
diakineze/metafaze I, na chromozomech je pozorovatelnd pozitivni heteropyknoéza centromer
a heterochromatinizovanych tiseki. Sipka ukazuje na skupinu t¥ pohlavnich chromozomi X.
Mefitko je 10 pm.

5.1.2. Mimetidae

Ero aphana
Diploidni poc¢et chromozomi je 24 v pfipadé samct, autozomovych part je 11, systém

pohlavnich chromozomi je X;X>0 (viz. Obrazek 21, fig. A) a vSechny chromozomy

vykazuji akrocentrickou morfologii (viz. Obrazek 21, fig B). Pohlavni chromozomy
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vykazuji vyS$§i miru spiralizace a jsou nejmensimi chromozomy v karyotypu, z tohoto
divodu u vétSiny figur tézko meéfitelna velikost. Metafaze II vSak ukazuji, Ze je
morfologie celého karyotypu akrocentricka. V piipadé tohoto druhu byl sestaven
karyogram (viz. Obrazek 22). Z néj je patrné, Ze se velikost chromozomovych part

pozvolna snizuje.

A

Obrazek 21 — Ero aphana samec — chromozomové figury, (A) metafaze I — 11 autozomalnich
pard, Sipka oznacuje pohlavni chromozomy X; a X, (B) metafaze Il — figura obsahuje
pravdépodobné vsech 24 chromozomu, které jsou akrocentrické morfologie, pohlavni
chromozomy jsou izopyknotické a jsou oznaceny Sipkou. Métitko u vSech figur je 10 um.
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Obrazek 22 — Ero aphana samec — karyogram sestaveny z meiotické metafaze 11, vSechny
chromozomy jsou akrocentrické, pohlavni chromozomy jsou dva - X a X2, chromozomy
jsou setazené sestupné podle velikosti, ktera plynule klesa. Mékitko je 10 um.

Ero tuberculata

Na samic¢i mitoze tohoto druhu je patrnych 26 chromozomt pravdépodobné akrocentrické

morfologie (viz. Obrazek 23). V disledku nedostatku meiotickych figur u samct pro
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tento druh je tato figura jedind vhodnd pro potieby cytogenetické analyzy. Tento pocet
vSak odpovida predpokladanému schématu 11 autozomdlnich péart s pohlavnim

systémem X;X>0.

Obrazek 23 — Ero tuberculata samice — chromozomova figura, mitoticka metafaze, zietelnych
26 chromozomi pravdépodobné akrocentrické morfologie. Métitko je 10 um.

Mimetus laevigatus

Diploidni pocet chromozomil je 39 v pfipadé samci, autozomovych part je 18 (viz.
Obrazek 24, fig. A), systém pohlavnich chromozomii X;X>X30. VSechny chromozomy
jsou akrocentrické morfologie (viz. Obrazek 24, fig. B). V ptipadé tohoto druhu byl
pozorovan heterozygot pro translokaci jednoho z chromozomt, formujici v meioze I
trivalent (Obréazek 25, fig. A), morfologie sfizovaného chromozomu nebyla z dostupnych
figur zcela zietelna. Karyotyp tohoto druhu je tedy 2nd = 39, X1X2X30 (potvrzen u dvou
jedinctl, v pfipadé jedince s translokaci 2nd = 38, X;X2X30 (viz. Obrazek 25). Pohlavni
chromozomy vykazovaly siln¢ pozitivni heteropyknozu v pachytene, v pozd¢jsich

stadiich meiozy byly naopak silné€ podspiralizované (viz. Obrazek 25, fig. C).
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Obrazek 24 — Mimetus laevigatus samec — chromozomové figury, (A) metafaze I — patrnych
18 autozomalnich part, Sipka ukazuje na skupinu tii pohlavnich chromozomt X (B)
spermatogonialni mitoza — metafaze — je pozorovatelnych vsech 39 chromozomti, pohlavni
chromozomy nelze odlisit Métitko u vSech figur je 10 um.

51



Obrazek 25 — Mimetus laevigatus samec — jedinec s translokaci dvou auzozomalnich
chromozomu — chromozomové figury, (A) diakineze/metafaze I — patrnych 18 autozomalnich
pard, dlouha Sipka ukazuje na skupinu tfi pohlavnich chromozomi X, kratsi Sipka ukazuje na
fuzovany chromozom (B) pachytene, patrné pozitivni heteropyknoza pohlavnich chromozomu
(oznacenych Sipkou) a centromer autozomdlnich parG (C) metafaze Il — patrnych 37
chromozomt, v§echny akrocentrické morfologie. Métitko u vSech figur je 10 pm.

Mimetus sp. (Namibie)
Diploidni pocet chromozomi je 57 v ptipadé samci, autozomovych paru je 26 (viz.
Obrazek 26, fig. A), systém pohlavnich chromozoml X;X>X3X4Xs0. VSechny

chromozomy jsou pravdépodobné akrocentrické morfologie (viz. Obrazek 26, fig. B).
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Obrazek 26 — Mimetus sp. Namibie samec — chromozomové figury, (A) metafaze [ — patrnych
26 autozomalnich pard, Sipka ukazuje na skupinu péti pohlavnich chromozomtu X (B)
metafdze Il — pravdépodobné¢ kompletni figura obsahujici vSech 57 chromozomu
akrocentrické morfologie. Métitko u vSech figur je 10 um.

Mimetus sp. (Jihoafricka republika)

Diploidni pocet chromozomi je 57 v pfipadé samci, autozomovych para je 25 (viz.
Obréazek 27, fig. A), systém pohlavnich chromozomi X;X>X3X4X5X6X70. VSechny
chromozomy jsou pravdépodobné akrocentrické morfologie (viz. Obrazek 27, fig. C).
Pohlavni chromozomy jsou béhem pachytene heteropyknotické a asociuji spolu na okraji

figur (viz. Obrazek 27, fig. B).
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Obrazek 27 — Mimetus sp. JAR samec — chromozomové figury, (A) metafaze | — patrnych 26
autozomalnich part, Sipka ukazuje na skupinu sedmi pohlavnich chromozomi X (B)
pachytene se zietelnou pozitivni heteropyknozou pohlavnich chromozomt (C) metafaze II —
pravdépodobné kompletni figura obsahujici vSech 57 chromozomii akrocentrické morfologie.
Meéfitko u vSech figur je 10 pm.

Mimetus sp. (USA)
V ptipadé¢ tohoto druhu byl studovéan jeden jedinec samiciho pohlavi. Na mitotickych

figurach je patrnych 20 chromozomi (viz. Obrazek 28). VSechny pravdépodobné

akrocentrické morfologie. Pohlavni chromozomy nelze z pozorovanych figur odlisit.
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Obrazek 28 — Mimetus sp. USA samice — chromozomové figury, (A) mitotickd metafanéze
(B) mitoticka metafaze, ob¢ figury jsou v jiném stadiu kondenzace, z ¢ehoZz plynou velikostni
rozdily u jednotlivych figur. Méfitko u vSech figur je 10 pm.
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5.2. Metody molekularni analyzy
5.2.1. FISH

Araneidae
18S rRNA

Araniella cucurbitina

Byly pozorovany signaly na 6 autozomdlnich parech a jednom z chromozomi X (viz.
Obrazek 29, fig. A). VsSechny signadly vychazeji z distalnich casti q ramének

akrocentrickych chromozomu (viz. Obrazek 29, fig. B). Na nékterych chromozomech se

zda byt signal heteromorfni — tedy vychazejici pouze z jedné chromatidy.

Obrazek 29 — Araniella cucurbitina samec — 18S rDNA FISH, (A) diakineze/metafaze 1 —
dlouhd Sipka ukazuje na par pohlavnich chromozomi, z nichz jeden nese signal, zbylé Sipky
ukazuji na pary chromozomi nesouci signal (B) metafaze Il — je patrnych vSech 13
chromozomi nesoucich signal v distalni ¢asti, dlouha Sipka oznacena hvézdickou oznaduje
pravdépodobnou lokalizaci X chromozomu nesouciho signal, nelze vSak urcit s jistotou, zbylé
Sipky ukazuji na chromozomy nesouci signal. Kratké Sipky bez vyplné u obou figur oznacuji
chromozomy nesouci heteromorfni signaly. Métitko u vsech figur je 10 um.

Eriophora sp.

Byly pozorovany signaly na 6 autozomalnich parech, vSechny signdly jsou v distalni ¢asti

q raménka akrocentrikli (viz. Obrazek 30).
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Obrazek 30 — Eriophora sp. samec — 18S rDNA FISH, pozdni metafaze I — dlouha Sipka
ukazuje na par pohlavnich chromozomd, zbylé Sipky ukazuji na segregujici bivalenty nesouci
signaly v distalnich oblastech. Méfitko je 10 pm.

Gibbaranea bituberculata

Byly pozorovany signaly na 5 autozomadlnich parech (viz. Obrazek 31), signal se
v piipad¢ jednoho paru zda byt heteromorfni, mize se vSak jednat pouze o artefakt
zplisobeny slabSim signdlem vychéazejicim zjednoho z dlouhych ramének. VétSina
signalll prokazateln¢ vychazi z distalni ¢asti dlouhych ramének. Pohlavni chromozomy

signal nenesou.
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Obrazek 31 — Gibbaranea bituberculata samec — 18S rDNA FISH, metafaze I — dlouha Sipka
ukazuje na par pohlavnich chromozomt, zbylé Sipky ukazuji na pary chromozomti nesouci
signal. Sipka bez vyplné€ oznacuje chromozomy nesouci heteromorfni signal. Méfitko je 10
pum.

Nuctenea umbratica

Byly pozorovany signaly na 4 autozomalnich pérech (viz. Obrazek 32, fig. A). VSechny
signaly vychdzeji z distalni oblasti q ramének. (viz. Obrazek 32, fig. B)
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Obrazek 32 — Nuctenea umbratica samec — 18S rDNA FISH (A) metafaze I — dlouha Sipka
ukazuje na par pohlavnich chromozomt, zbylé¢ Sipky ukazuji na pary chromozomu nesouci
signal (B) nekompletni figura metafaze Il — chromozomy nesouci signal jej maji na koncich
dlouhého raménka (celkem 8 chromozomu oznac¢enych Sipkou). Méfitko u vSech figur je 10

Araneus marmoreus

Byly pozorovany signaly na 5 autozomalnich parech (viz. Obrazek 33), nékteré signaly
se opét stejné jako u Aranmiella cucurbitina a Gibbaranea bituberculata zdaji byt
heteromorfni, mize se vSak jednat o artefakt zptisobeny nedostatecnou silou signélu.

Signaly vychazeji z distalni oblasti q ramének. Pohlavni chromozomy jsou bez signalu.
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Obrazek 33 — Araneus marmoreus samec — 18S rDNA FISH (A) metafaze I — dlouha Sipka
ukazuje na par pohlavnich chromozomu, zbylé Sipky ukazuji na pary chromozomu nesouci
signal (B) metafaze I — dlouha Sipka ukazuje na par pohlavnich chromozomi, zbylé Sipky
ukazuji na pary chromozomu nesouci signal. Kratké Sipky bez vyplné€ u obou figur oznacuji
chromozomy nesouci heteromorfni signal. Métitko u vSech figur je 10 um.

Araneus uyemurai

Signaly jsou na 2 autozomalnich parech. Pohlavni chromozomy signal nenesly.
(viz. Obrazek 34, fig. A), pocet signalii podporuje 1 pozorovani pachytennich figur, kde
je patrno, Ze minimalné jeden lokus je na distalnim konci q raménka (viz. Obrazek 34,

fig. B) druhy lokus je v termindlni oblasti chromozomu.
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Obrazek 34 — Araneus uyemurai samec — 18S rDNA FISH (A) dvé diakineze, dlouhé Sipky
ukazuji domnélou polohu trojice pohlavnich chromozomt, zbylé Sipky ukazuji na pary
chromozomi nesouci signdl v koncovych oblastech chromozomti (B) v horni ¢asti ¢asna
pachytene — 2 signaly uvnitf jadra, horni signal umistén na distalni ¢asti q raménka, pod nim
je nekompletni diakineze — dlouha Sipka ukazuje na pohlavni chromozomy, zbylé Sipky
ukazuji na pary chromozomii nesouci signal. Métitko u vSech figur je 10 um.

Araneus ventricosus

V ptipadé tohoto druhu byl pozorovan NOR pouze na jednom z autozomalnich parti (viz.

Obrazek 35, fig. A). Signdly vychazely z distalnich konct dlouhych ramének (viz.

Obrazek 35, fig. B). Pohlavni chromozomy signal nenesou.
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Obrazek 35 — Araneus ventricosus samec — 18S rDNA FISH (A) metafaze I — dlouha Sipka
oznacuje skupinu pohlavnich chromozomii, mala Sipka ukazuje na par chromozomu nesouci
signal. (B) metafaze II — Sipky oznacuji chromozomy nesouci signal. Méfitko vSech figur je
10 pm.

Araneus angulatus

V ptipadé tohoto druhu se figury Casto prolinaly, ¢i nebyly kompletni. Pozorovano bylo
s nejvetsi pravdépodobnosti 7 autozomalnich loci (viz. Obrazek 36). Nekteré ze signala
jsou pozorovatelné na distalnich koncich dlouhych ramének, u dvou loci se nepodarila

poloha spolehlivé urcit. Pohlavni chromozomy signal nenesou.
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Obrazek 36 — Araneus angulatus samec — 18S rDNA FISH, dvé metafaze I — dlouhé Sipky
oznacuji skupinu pohlavnich chromozomii, zbylé Sipky ukazuji na pary chromozomu nesouci
signal. Méftitko je 10 pm.

5S rRNA

Araneus angulatus
Preparat mél siln€j$i fluorescen¢ni pozadi, tato sonda je stale v procesu optimalizace.

Bylo detekovéano pravdépodobné 6 signali, 5 na autozomalnich péarech a jeden signal na

chromozomu X (viz. Obrazek 37).
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Obrazek 37 — Araneus angulatus samec — 5S rDNA FISH, diakineze/metafaze I — dlouha Sipka
ukazuje na skupinu pohlavnich chromozomt, zbylé¢ Sipky ukazuji na pary chromozomu
nesouci signal. M¢éfitko je 10 um.

Mimetidae
Ero aphana

18S rRNA

Byly detekovany signaly na 5 parech autozomil, na dvou pdrech vychazi signaly
z distalnich konct dlouhych ramének, v ptipadé dvou loci se pfesnou polohu signalu
nepodafilo ur¢it a u jednoho paru s nejintenzivngj$Simi signaly se nachdzi signal
pravdépodobné na obou koncich chromozomu (viz. Obrazek 38). Pohlavni chromozomy

signal nenesly.
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Obrazek 38 — Ero aphana samec — 18S rDNA FISH (A) metafaze I — dlouha Sipka ukazuje na
Xi1X> bez signalu, zbylé Sipky ukazuji na pary chromozomi nesouci signal. (B) diakineze -
dlouhd Sipka ukazuje na par pohlavnich chromozomu, zbylé Sipky ukazuji na pary
chromozomi nesouci signal M¢titko je 10 um.

5S rRNA

Byl detekovan 1 signdl, lokalizovany na pohlavnim chromozomu (viz. Obrazek 39),

patrné jde o signal lokalizovany pobliz centromerické oblasti chromozomu.

»

A B

Obrazek 39 — Ero aphana samec — 5S rDNA FISH (A) metafaze [ — Sipka ukazuje na pohlavni
chromozomy, z nichz jeden nese signal. (B) diakineze/metafaze I - Sipka ukazuje na pohlavni
chromozomy, jeden z nich nesouci signal. Méfitko je u vSech figur 10 um.

U2 snRNA

Byly detekovany 2 signaly na autozomalnich parech (viz. Obrazek 40, fig. A), jeden ze
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signalll vychazi z subtermindlni ¢asti chromozomu, poloha druhého lokusu nebyla

spolehlivé stanovena (viz. Obrazek 40, fig. B).

Obrazek 40 — Ero aphana samec — U2 snRNA FISH (A) metafaze I — dlouhd Sipka ukazuje
na par pohlavnich chromozomd, kratsi Sipky oznacuji autozomalni bivalenty nesouci signal.
(B) pachytene — dlouha Sipka ukazuje na pozitivné heteropyknoticky sex vesicle tvoreny X
chromozomy, krat$i Sipky oznacuji signaly vychazejici z autozomalnich pard. Métitko je u
vsech figur 10 um.

Mimetus sp. (Namibie)
18S rRNA

Byly detekovany 2 loci, jeden vychazejici z opticky nejvétsiho z chromozomt X, druhy

detekovany lokus vychazel z autozomalnich paru (viz. Obrazek 41).
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Obrazek 41 — Mimetus sp. Namibie samec — 18S rDNA FISH (A) nekompletni metafaze I
(chybi jeden autozomalni par) — dlouha Sipka ukazuje na skupinu pohlavnich chromozomd,
jeden z pohlavnich chromozoml nese signal oznaceny kratsi Sipkou, zbyla kratka Sipka
ukazuje na jeden autozomalni par nesouci signal. (B) metafaze I — dlouhd Sipka ukazuje na
skupinu pohlavnich chromozomt, jeden z pohlavnich chromozomu nese signdl oznaceny
kratsi Sipkou, zbyla kratka Sipka ukazuje na jeden autozomalni par nesouci signal. Méfitko je
10 pm.

5S rRNA

Pozorované figury byly nizké kvality a mély vysoké fluorescencéni pozadi, byly

pozorovany 4 pravdépodobné autozomalni signaly (viz. Obrazek 42).
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Obrazek 42 - Mimetus sp. Namibie samec — 5S rDNA FISH, metafaze II — Sipky ukazuji na
pary chromozomt nesouci signal, Sipka oznacena hvézdickou ukazuje na mozny signal, mtze
se vSak jednat o artefakt kvuli rozsifeni signalu ze sousedniho chromozomu. Méfitko je 10
pum.

Mimetus sp. (JAR)
18S rRNA

Signaly vychdzeji pouze ze skupiny pohlavnich chromozomu (viz. Obrazek 43), pfesny
pocet chromozomi X nesoucich NOR nelze z pozorovanych figur urcit s jistotou.

Pravdépodobné se jednd o 2 nebo 3 gonozomy.
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Obrazek 43 — Mimetus sp. JAR samec — 18S rDNA FISH, Casna metafaze I - figura je
kompletni, dva bivalenty ve spodni Casti figury se prekryvaji (ozna¢ené hvézdickou), Sipka
ukazuje na skupinu pohlavnich chromozomu, ze kterych vychazi signal. Méfitko je 10 pm.

5S rRNA

Byly detekovany 4 loci na autozomalnich parech (viz. Obrazek 44, fig. A). Z polohy

centromer lze usuzovat distalni polohu vétSiny z nich (viz. Obrazek 44, fig. B).
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Obrazek 44 — Mimetus sp. JAR samec — 5S rDNA FISH (A) pachytene— dlouha Sipka ukazuje
na pozitivn¢ heteropyknotickou skupinu pohlavnich chromozomt, krat$i Sipky oznacuji
signaly na autozomech, centromery jsou intenzivnéji podbarveny DAPI (B) pozdni
pachytene— dlouha Sipka ukazuje na pozitivné heteropyknotickou skupinu pohlavnich
chromozomd, kratsi Sipky oznacuji signdly na autozomech.U obou figur je patrna pozitivni
heteropyknoza centromer. Méfitko je u vSech figur 10 pm.

Mimetus sp. (USA)
18S rRNA

V ptipad¢ tohoto druhu byla dostupna pouze skla zjedince samiciho pohlavi,
vyhodnocovany tedy byly mitotické¢ figury, ze kterych nejdou rozliSit pohlavni
chromozomy ani poloha centromery. Signél byl detekovany na 2 parech. Ob¢ loci se

nechazely v terminélnich oblastech chromozomu (viz. Obrazek 45).
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Obrazek 45 — Mimetus sp. USA samice — 18S rDNA FISH (A) mitoticka metafaze — Sipkami
jsou oznaceny 4 signaly (B) mitotickd metafaze — Sipkami oznaceny 4 signaly. Méfitko je u
vSech figur 10 um.

5.2.2 Priitokova cytometrie

Metoda pritokové cytometrie byla pouzita u k méfeni velikosti genomu a
stanoveni poméru bazi v genomu. Pro kazdé méfeni byl vzorek pfipraven s dvéma
riznymi fluorescen¢nimi barvivy PI a DAPI. PI byl pouZit pro samotné méfeni velikosti
genomu, jelikoz latka funguje jako interkalacni c¢inidlo a jeji vazba na DNA neni
ovlivnéna slozenim bazi. DAPI se preferencné vaze na AT (adenin-thymin) bohaté tseky

a bylo proto pouzito pro stanoveni poméru GC a AT bazi studovaného druhu.

Araneidae

Souhrnna data pro jednotlivé druhy lze najit viz. Tabulka 5. Primérna velikost genomu
métenych zastupct samciho pohlavi byla 2C = 6,038 pg. Pomér bazi byl vychylen ve
prospéch AT part (rozsah 60,663-62,423%). Primérny pomér bazi byl 61,476 % AT.
Jediny méfeny jedinec samiciho pohlavi — 4. grossus je pouze pro rdmcové porovnani
s ostatnimi daty (kvili rozdilnému poctu pohlavnich chromozomti u samct a samic).

Grafické znazornéni métenych dat 1ze vidét na Obrazku 46.
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Obrazek 46 — box plot métenych velikosti genomu rodu Araneus, v§ichni méfeni jedinci byli
samciho pohlavi az na A. grossus — bod oznaceny hvézdickou, kde byl jediny méfeny jedinec
samiciho pohlavi. RtiZzovou barvou znazornéné kiizky jsou odlehlé hodnoty (outliers) — tedy
hodnoty nizsi nez Qi - 1,5 x IQR, pod popisky druhti jsou vyplnéné znamé hodnoty poctu
chromozomd, po¢ty chromozomil u A.nordmanni a A.saevus ptrevzaty od Filip Pajpach (2018).

Mimetidae

Souhrnné data pro jednotlivé druhy Ize najit viz. Tabulka 5. Primé&rna velikost genomu
métenych zastupcii sami¢iho pohlavi byla 2C = 13,072 pg. Primérna velikost genomu
meéfenych zastupc samciho pohlavi byla 2C = 12,684 pg. Primérny pomér bazi byl
60,296 %: 39,704 % (AT:GC). Vétsina méfenych jedinci byla samiciho pohlavi,
v ptipad€ Ero cambridgei a Ero sp. JAR $§lo o jedince sam¢iho pohlavi a kvili rozdilné
konstituci pohlavnich chromozomt oproti samicim jsou data pouze pro hrubé porovnani.
Grafické znazornéni dat viz. Obrazek 47. V ptipadé zastupci této celedi byl v mnoha
pripadech pouzit jeden jedince na jednu sérii PI/DAPI méteni, kviili malé velikosti

hlavohrudi téchto pavouk a jejich hor$i dostupnosti.
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Obrazek 47 — box plot méfenych velikosti genomu ¢eledi Mimetidae, méfeni jedinci byli
samiciho pohlavi az na dva druhy oznacené hvézdickou Ero cambridgei a Ero sp. JAR. U
druhii, u nichz neni viditelny box plot bylo provedeno pouze jedno méteni. Pod jmenovkami
danych druhti jsou doplnény zndmé informace o poctu chromozom?.
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Pocet

Taxon méfenych Pocet replikantt
Araneidae jedinct PI/DAPI 2C (pg) SD (%) GC% AT% |Standard

Araneus

diadematus 36 6/6 5,846 0,177 38,363 | 61,637 BP
Araneus quadratus 3@ 6/6 5,989 0,322 38,409 61,591 BP
Araneus nordmanni pXCa 4/4 6,315 0,251 39,337 60,663 BP
Araneus alsine 167 2/2 6,059 0,018 38,896 | 61,104 BP
Araneus uyemurai 16 3/3 5,7 0,22 38,972 61,028 BP
Araneus angulatus 3@ 7/7 6,14 0,597 37,577 62,423 BP
Araneus ventricosus 267 3/3 6,037 0,056 38,467 61,533 BP
Araneus saevus 16 2/2 6,22 0,215 38,629 61,371 BP
Araneus grossus 1@ 1/1 6,49 - 38,068 61,932 BP
Mimetidae

Ero aphana 4@ 4/4 11,968 0,955 39,36 60,64 PS
Ero tuberculata 1@ 2/2 14,738 0,137 41,443 58,557 PS
Mimetus laevigatus 1@ 2/2 13,242 0,618 41,043 58,957 PS
Mimetus sp. JAR 19 2/2 14,844 0,266 40,29 59,71 PS
Mimetus sp. USA 19 1/1 10,571 - 38,057 | 61,943 PS
Ero cambridgei 167 1/1 12,635 - 39,341 | 60,659 PS
Ero sp. JAR 167 1/1 12,732 - 38,391 | 61,609 PS

Tabulka 5 — tabulka velikosti genomu métenych druhtl, 2C — priimérna hodnota velikosti genomu dan¢ho druhu
v pikogramech SD — smérodatna odchylka, BP — Bellis perennis (sedmikraska chudobka), PS — Pisum sativum

(hrach sety)
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6. Diskuse

6.1. Shrnuti provedenych pozorovani

V réamci této prace byl studovan karyotyp 18 druhti pavouki patiicich do nadceledi
Araneoidea. Z 12 studovanych druhti ¢eledi Araneidae byl karyotyp u 4 druhti stanoven
vibec poprvé. Pro ¢eled Mimetidae bylo vSech 6 druhi zkoumano vibec poprvé. U
celkem 12 druhti byl determinovan poc¢et NOR pomoci 18S rDNA FISH. 5S rDNA FISH
byla detekovana u 4 druhi a u jednoho druhu byla tato technika pouzita i pro detekci U2
snRNA genu. V ramci prace bylo dale provedeno méfeni velikosti genomu 16 druhti

pavouku, v ptipade 15 druht poprvé.

6.2. Trendy evoluce karyotypu nadceledi Araneoidea

Ackoliv mohou cytogeneticka data piinést zasadni poznatky pro evoluci pavouki
jako takovych, je mnozstvi ziskanych dat vzhledem k celkové diverzit¢ skupiny stale
velmi nizké. Studie Araujo et al. (2017) ukazuje, ze v dobé vydani tohoto ¢lanku stale
chybéla jakdkoliv cytogeneticka data u 44 pavoucich celedi. V dobé psani této prace chybi
pii srovnani dat ze Spider Cytogenetic Database (2020) s daty z World Spider Catalog
(2020) data dokonce u 49 c¢eledi. Prace jako Kral et al. (2006; 2013) vSak ukazuji, ze i s
omezenym datasetem lze s pomoci cytogenetickych dat ziskat podporu pro urcité
fylogenetické scénare, coz plati zejména pro bazalni skupiny pavoukd, kde je vé&tsi
diverzita podtu i morfologie chromozomi. Stahlavsky et al. (2020) viak ukazuji, Ze s
pomoci cytogenetickych dat je mozné ziskat podporu pro urcité fylogenetické scénare i u
tak konzervativni skupiny jako jsou Entelegynae.

Entelegynni pavouci jsou karyotypové pomérné konzervativni skupinou s
primérnym poctem chromozomi 2nd = 27 a nejCastéji jednoramennymi,
akrocentrickymi chromozomy (Kofinkové a Kral, 2013). Pfredpokladanym ancestralnim
stavem je pro Entelegynae 2nd =42, X1 X0 (Krél et al., 2011). Jednim z hlavnich trendt
jejich karyotypové evoluce je snizovani diploidniho poctu chromozomu pii zachovani
akrocentrické morfologie (Hackman, 1948; Suzuki, 1954; St’éhlavsky et al., 2020). Tato

hypotéza vychéazi z vyssiho vyskytu vétSich poctii chromozomii u bazalnich skupin
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Enetelegynae a také z faktu, Ze akrocentrické chromozomy se nemohou jednoduse
rozpadnout. Pfi prostém rozpadu by vznikl acentricky fragment, ktery by se kviili absenci
centromery nenapojil na mikrotubuly béhem bunécéného déleni a doslo by k jeho deleci
(Schubert a Lysak, 2011; Stahlavsky et al., 2020).

Prace Araujo et al. (2015) ukazuje, Ze karyotyp 2nd = 24, X;Xz0 je nejéastéjsim
pozorovanym u péti celedi nadceledi Araneoidea — Araneidae, Linyphiidae, Nephilidae,
Nesticidae, Tetragnathidae. V piipadé Theridiidae je nejéast&j$im karyotypem 2nd = 22,
X1X20, ackoliv karyotyp 2nd = 24, X;Xz0 je také u n&kterych zastupcti pfitomen. Araujo
et al. (2015) proto navrhuji, Ze by 2nd = 24, X;X20 mohl byt ancestralnim karyotypem
celé nadceledi Araneoidea. Autofi vSak poznamenavaji, Ze je toto tvrzeni potieba podlozit
pozorovanim 1 u zbylych celedi této skupiny. Pozorovanad data v této praci u celedi
Araneidae i Mimetidae se zdaji byt v souladu s touto hypotézou. Fylogeneze podle
Araneoidea, urceni ancestralniho poc¢tu nadceledi by tedy mélo predchézet definitivni
urceni ancestralniho poctu pravé u ¢eledi Theridiidae. Redukce poctu chromozomt pii
zachovani akrocentrické morfologie se vyskytuje nezavisle u vétSiny entelegynnich
¢eledi. Mechanismus neni zcela zndm, pravdépodobn¢ se mohlo jednat o tandemové fuze
(Kofinkova a Kral, 2013).

Co se samotné ¢eledi Araneidae tyce, studie Araujo et al. (2011) ukazuje, ze ze 62
studovanych druhi této Celedi jich 50 vykazuje nasledujici karyotyp 2nd = 24, X;X>0,
vSechny chromozomy akrocentrické morfologie. Tento karyotyp byl nejcastéjSim u
studovanych zastupct této ¢eledi i v této praci. Z 12 druhti této ¢eledi studovanych v této
praci byl tento karyotyp pozorovan u 8 druhti (Jmenovité Slo o C. conica, G.
bituberculata, Singa sp., Eriophora sp., N. umbratica, Araniella cucurbitina, a dva
zastupce rodu Araneus - A. diadematus, A. marmoreus. Toto pozorovani v ramci 7
riznych rodl této Celedi potvrzuje konzervativni povahu karyotypu u celé skupiny.
Zvysené pocty chromozomu u 4 zastupct rodu Araneus (A. uyemurai, A. ventricosus, A.
angulatus, A. grossus) lze tedy chapat jednozna¢né jako odvozeny stav. Totéz plati i pro
zvySeni po€tu chromozomu oproti zdkladnimu karyotypu u rodu Mimetus. Mozné
mechanismy odpovédné za zvysSeni po¢tu chromozomt budou diskutovany pozdéji (viz.
podkapitola 6.3.)

U celedi Mimetidae je diky rozfeSené fylogenezi jednotlivych rodd v préaci
Benavides et al., (2017) moZno pozorované karyotypy konfrontovat se skutecnou evoluci

Celedi. Nejbazaln€jsim rodem ze vSech studovanych je rod Ero. Klasicka cytogeneticka

76



analyza Ero aphana odhalila nejcastéj$i pozorovany karyotyp v ramci araneoidnich
pavoukil - 2nd = 24, X1X20, stejny karyotyp je piedpokladan i u Ero tuberculata, v
piipadé tohoto druhu se vSak podatilo chytit pouze jeden exemplai samiciho pohlavi. Na
provedenych preparatech byla pozorovéna mitoza se zietelnymi 26 chromozomy. Toto
¢islo by odpovidalo karyotypu 2nd = 24, X;X20 samciho pohlavi. Podle fylogenetické
topologie ziskané v Benavides et al. (2017) se dé pfedpokladat, Ze by se stejny karyotyp
mohl vyskytovat i u zastupct rodu Gelanor. Je tedy jist¢ zadouci budouci karyotypova
analyza tohoto a dalSich prozatim nekaryotypovanych rodi celedi Mimetidae. Nejvetsi
ptekazkou v tomto ohledu je pomérné nesnadnd dostupnost mnoha zastupct této celedi.
Ackoliv kvalita nékterych preparatii nebyla vzdy dostatecnd pro naprosto spolehlivé
stanoveni vSech morfologickych charakteristik, zdd se, Ze vSechny studované druhy
vykazovaly ryze akrocentrické karyotypy. PIné& akrocentricky karyotyp 2nd' = 24, X;1X>0,

1ze tedy povazovat za typicky a konzervovany pro zastupce obou studovanych celedi.

6.3. Specifika karyotypové diverzifikace ¢eledi Araneidae a Mimetidae

U nékterych rodt Araneidae je pozorovatelny trend vedouci ke zméné domnélého
ancestralniho poctu. Araujo et al., (2011) ukazuji, Ze prostfednictvim centrické flize miize
dojit k fuzi dvou parti chromozomi a tim ke vzniku karyotypu 2nd = 22, X;X20. Tento
fenomén je podle autorti pozorovatelny i v ramci vnitrodruhové variability a ukazuje, Ze
centrické fize jsou v rdmci skupiny pomérné ¢astou chromozomalni prestavbou. Ve vétsi
mife pak k centrickym fuzim dochazi i u dalSich rodi ktizakl jako jsou Zygiella,
Larinioides a Cyclosa — jak ukazuje magisterska prace Filipa Pajpacha (2018), dochazi u
téchto zivocichl k tzv. fenoménu ,,all or nothing (Rowell, 1990), kdy sfuzuji vSechny
chromozomové¢ pary v daném karyotypu, €asto véetné pohlavnich chromozomi a tvofti
pak pii uplné saturaci fuizemi karyotyp 2nd = 13, X0 jako napiiklad u Cyclosa fuliginata.
U mnou studovanych druhli jsem na podobny fenomén nenarazil, coZ svéd¢i o jeho
relativni vzacnosti.

Dal$im pozorovatelnym evoluénim trendem u kiizékovitych pavoukl je
zvySovani poctu chromozomt a to konkrétné v ptipadé€ nékterych zastupcii rodu Araneus.
U dvou zéastupct rodu — 4. diadematus, A. marmoreus byl pozorovan karyotyp 2nd' = 24,
X1X20. Pozorovani u A. diadematus se shoduje s Hackman (1948), kde byl karyotyp
tohoto druhu poprvé popsan. U zbyvajicich zastupct rodu Araneus byl pozorovan nartst

poctu chromozomi — v piipadé A. uyemurai byl pocet 2nd' = 45, X1X2X30, v piipadé 4.
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ventricosus byl pocet 2nd = 49, X1X>X30 a shoduje se s poétem v Youju et al. (1993). V
piipad€ A. angulatus pak byl pozorovan karyotyp 2nd = 52, X1X>X3X40 a neshoduje se
s Hackman (1948), ktery navrhoval pro druh 2nd = 24, X;X»0. K tomuto pozorovani je
vsak tieba pristupovat s ur¢itou obezietnosti vzhledem ke stafi studie a moznosti zamény
za jiny druh. U A. grossus byly ziskany preparaty pouze z jednoho jedince samiciho
pohlavi, pozorovanim meiotickych figur nebylo mozné stanovit pfesny pocet
chromozomt, pozorovany pocet se vSak pohyboval kolem 28 bivalenti a pocet
chromozomil tohoto druhu by se tak mohl pohybovat kolem 2nd = 52 pozorovanych u
dalsich dvou zéastupcii tohoto rodu. Diploidni pocet A. angulatus 2n3 = 52 je stejny jako
u druhu A. circe pozorovaného Filipem Pajpachem v jeho diplomové praci (2018) a je
nejvy$$im diploidnim pocétem pozorovanym u araneidnich pavouki. Tento fakt také
nejspiSe ukazuje na blizkou ptibuznost obou druhi, které jsou i po morfologické strance
poctem chromozomtl jsou na poméry ¢eledi pomérné robustni zvifata a u v§ech se v urcité
formeé vyskytuje par hrbolkli na abdomenu, u nékterych druhii jako naptiklad 4. grossus
velmi prominentni.

Vzajemné fylogenetické postaveni A. uyemurai a A. ventricosus vici dalSim
zastupctim rodu se zvySenym poctem chromozomil A. angulatus a A. circe by pak mohlo
pomoci zoodpovédet otazku, zda jsou niz$i polty u A. uyemurai a A. ventricosus
dasledkem redukce po polyploidizaci, nebo piechodovym stavem mezi ancestralnim
karyotypem 2nd = 24, X1X»0 a situaci u 4. angulatus a A. circe. Zde v$ak situaci zna¢né
komplikuje pravé nerozieSena fylogeneze celého rodu Araneus, jelikoz rod jako takovy
je ocividné polyfyleticky (Scharff et al., 2020).

V ptipadé€ rodu Mimetus byly studovéany 3 druhy z riznych geografickych oblasti
—z Namibie, Jihoafrické republiky a USA. Na preparatech exemplafii z Namibie je patrny
karyotyp 2nd = 57, XiXoX3X4Xs0, v piipadé populace z Jihoafrické republiky je
karyotyp nasledujici - 2nd = 57, X1X2X3X4X5X6X70. Pocet chromozomt 2nd = 57 je
nejvysSim dosud pozorovanym poctem u entelegynnich pavoukil. Zastupce z USA by
podle fylogenetického stromu v Benavides et al. (2017) m¢l byt pravdépodobné
nejodvozenéjsim studovanym zastupcem tohoto rodu a pozoruhodné vykazuje pouze 20
chromozomu v ptripad¢ sami¢i mitozy, ma tedy niz$i pocet chromozomil nez studovani
zastupci rodu Ero, jejichz karyotyp 2nd = 24, X1 X0 je patrné stejné jako u celé nadéeledi
Araneoidea ancestralnim stavem. V ptipadé celedi Mimetidae tedy pravdépodobné doslo

v prubéhu evoluce ke zvySeni poctu chromozomt a nasledné k jeho opétovnému sniZeni.
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akrocentrické morfologie.

Vzhledem k akrocentrické morfologii chromozomu u vSech studovanych druht
obou ¢eledi zahrnutych v této studii a to véetné druhi se zvySenym poctem chromozomi
oproti nejéast&ji pozorovanému karyotypu 2nd = 24, X;X20 jsou pro mechanismus
zvySovani poctu chromozoml mozné dva scénéfe. Jednim z nich by mohla byt
pericentrickd inverze, diky které by vznikl meta- ¢i submetacentricky chromozom. Po
nasledném rozpadu v centromerické oblasti by tedy vznikly dva nové akrocentrické
chromozomy (viz. Obrazek 48). K tomuto jevu by vsSak muselo dojit u vSech
chromozomovych part daného druhu naraz. Takovy scénaf je z cytogenetického hlediska
velmi nepravdépodobny. Studie Stavale et al., (2018) na pavoucich ¢eledi Theridiidae
(snovackoviti) vSak doklada, Ze by nemusel byt nemozny. Podle autor je u téchto
pavoukt pravdépodobny ancestralni karyotyp skupiny 2nd = 24, X;X20, pfiCemz
chromozomy jsou akro- ¢i telocentrické morfologie. U druhu Argyrodes elevatus je viak
karyotyp 2nd = 21, X0, pii¢emz viechny chromozomy jsou meta- ¢i submetacentrické
morfologie. Autofi navrhuji jako mozny scénat vzniku centrickou fuzi plivodnich dvou
chromozoml X a v pfipadé autozomu pravé prestavby pomoci pericentrické inverze.
Vzhledem k absenci prechodovych karyotypi (obsahujicich zaroven jedno- i
dvouramenné chromozomy) u dalSich doposud studovanych zéstupct rodu Argyrodes je
mozné, Ze tato zména nastala velmi rychle. Pajpach ve své diplomové praci (2018)
predpokladé vliv sami¢iho meitického tahu, ktery by mohl ve urychlovat fixaci jinych
centrickych fizi a vysvétlovat pravidlo ,,all or nothing® (Rowell, 1990). Je spiSe
spekulativni otdzkou, zda by meioticky tah mohl ovlivnit i fixaci invertovanych
chromozoml a nésledné i fixaci produktl centrického rozpadu.

Po pericentrické inverzi nasledované centrickym rozpadem je druhou moznou
variantou polyploidizace. Nondisjunkci ¢i interspecifickou hybridizaci v piipadé
allopolyploidie by doSlo ke zdvojndsobeni poctu chromozomi pii zachovani jejich
morfologie. Vzhledem k pozorovani sloZitych systémi urceni pohlavi s vét§im poctem
chromozom X, nez u ancestralniho systému X;X20 v rdmci riiznych pavoucich skupin
je pomérné dobte predstavitelné, Ze polyploidizace by nenarusovala proces determinace
pohlavi a nemuselo by tedy dochézet k deleci duplikovanych pohlavnich chromozomd.
V piipad€ nékterych zastupcti celedi Araneidae 1 zastupcti celedi Mimetidae neodpovidaji
pocty chromozomil piesné dvojnasobku plvodniho karyotypu. Takova situace vSak

vzhledem ke stafi skupin neni nikterak ptekvapivd, vysSi pocet chromozomu je
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vysvétlitelny bud'to vice koly polyploidizace s néslednou redukci poctu chromozomii, a
nebo nondisjunkci jednotlivych chromozomii po probéhlé polyploidizaci. Vzhledem k
tomu, ze se pocet chromozomt pohybuje spiSe kolem dvojnasobku ancestralniho poctu,
je podle mého soudu v piipadé polyploidniho scénatre pravdépodobnéjsi druhd zminéna
varianta a to jak u ¢eledi Araneidae, tak u ¢eledi Mimetidae.

Nézory na stafi celedi Araneidae se mezi autory lisi, podle Fernandez et al. (2018)
doslo k oddéleni celedi od spolecného piedka zhruba mezi 125-115 miliony let. Scharff
et al. (2020) datovali stari skupiny na piiblizn¢ 145 miliont let. Stafi rodu Araneus se
kvtli prozatim nerozieSené polyfylii rodu nepodafilo zjistit.

Vsechny rody celedi Mimetidae studované v Benavides et al. (2017) byly podle
autortt pfitomny v pozdni kiidé a kjejich diversifikaci dochdzelo hlavné v obdobi
paleogénu, v ptipadé rodu Ero dokonce ptimo v pozdni kiid¢. Z uvedenych informaci
vyplyva, ze pokud doslo v ramci ¢eledi k polyploidni udalosti na po¢atku divergence rodu

Mimetus, byla by tato udalost nejméné 66 miliont let stara.

‘)4 —>=->z

Obrazek 48 — schéma mozného vzniku dvou chromozomi akrocentrické morfologie
z puvodniho akrocentrického chromozomu, v prvnim kroku by muselo dojit k pericentrické
inverzi, kterd by pfesunula centromerickou oblast blize stfedu chromozomu, rozpadem
v centromerické oblasti by pak mohly vzniknout dva telo-/akrocentrické chromozomy

6.4. Evoluce pohlavnich chromozomi
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Systém pohlavnich chromozomil X1X>0 je povaZzovan za ancestralni pro v§echny
pavouky (Suzuki, 1954) i pro Entelegynae (Kral et al., 2011). Ancestrdlni je
pravdépodobné 1 pro Araneoida (Araujo et al., 2015; tato prace). Pomér pohlavnich
chromozomu byl v této praci zméten u 5 druhti ¢eledi Araneidae vykazujicich karyotyp
2nd =24, X1X20. Primé&rny pomér byl v piipadé t&€chto druhii 1:0,91, oba gonozomy jsou
si tedy celkovou délkou velmi podobné. U druhu A. angulatus byl pozorovan pro
Entelegynae neobvykly systém pohlavnich chromozom X;X>X3X40 (tato prace). Jedna
se o situaci, kterd je u Entelegynae nalézana zcela vyjimecné (Araujo et al., 2012). V
ptipadé¢ druhu A. angulatus byl naméfeny pomér gonozomi 1:0,759:0,655:0,534.
Vyrazné vétsi X byl nalezen u druhil s odvozenym systémem X1X2X30 - A. ventricosus
(1:0,59:0,503) a A. uyemurai (1:0,533:0,451). X; by v tomto ptipad€ teoreticky mohl
odpovidat velikostné¢ dvéma chromozomim X druhu A. angulatus a mohl vzniknout
jejich fazi pii redukei polyploidniho karyotypu nebo by za scénare, ze karyotyp u A.
angulatus je odvozenéjsi mohl naopak byt prekurzorem pro jejich rozpad. Vysledky z C
- pruhovani neodhalily u A. ventricosus ani u A. uyemurai uprostied X; interkalarni blok
konstitutivniho heterochromatinu, ktery by mohl byt zbytkem po ptipadné fuzi, coz vSak
vzhledem k celkové drobnym blokim heterochromatinu u kiizdkti a moznosti delece
centromerické oblasti pfed samotnou fuzi, neni silnym argumentem. Ani pro jednu z vyse
nastinénych variant se v této praci nepodafilo najit pfesvédcivé dikazy a vyfeSeni této
naptiklad na mapovani genl na jednotlivych chromozomech X.

X1X2 byl pravdépodobné vychozim stavem 1 pro celed Mimetidae, nebot byl
pozorovan u rodu Ero, ktery byl ze studovanych rodi fylogeneticky bazalnéjsi. I zde je
zvySovani 2n doprovazeno narGstem poctu pohlavnich chromozomi — u Mimetus
laevigatus byl pozorovany systém X1X2X30, u Mimetus sp. Namibie pak X1X>X3X4Xs0
a v pripadé Mimetus sp. JAR dokonce X1X2X3X4X5X6X70. Doposud nejvysSim poctem
diferencovanych pohlavnich chromozomi u Entelegynae byl stav X1 X>X3X40 (Araujo et
al., 2012), vétsi pocty pohlavnich chromozomil 1ze nalézt u Entelegynae jen v piipade
neopohlavnich systému, naptiklad u australské maloocky Delena cancerides (Sharp a
Rowell, 2007), kde se vramci druhu vyskytuje zna¢na karyotypova diverzita a u
nékterych populaci byl pozorovan az systém XiX>X3X4XsY1Y2Y3Ys a velmi sloZité
zpusoby meiotického parovani chromozomi. Nepocitaje tyto atypické ptipady, je stav
X1XoX3X4Xs5X6X70 nejvys§im pozorovanym poctem pohlavnich chromozoml u

Entelegynae. Diverzitu poc¢tu pohlavnich chromozoml v rdmci rodu Mimetus nelze
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vysvétlit pouze duplikaci pfi polyploidizaci, ale ptedpokladdme, Ze se uplatiovaly v
evoluci pohlavnich chromozom i dalsi prestavby. O komplexnosti téchto systému svédci
1 dynamika rDNA clusterti v ramci ¢eledi (viz. podkapitola 6.5.). Co se povahy ptestaveb
tyCe, mohlo se jednat jak o rozpady pohlavnich chromozomi, tak o dil¢i nondisjunkce
jednotlivych X. Nondisjunkce pohlavnich chromozomt jsou u pavoukt ptedpokladany, i
kdyz spolehlivé dikazy o jejich prubéhu zatim chybi (Araujo et al., 2012; Kofinkova a
Kral, 2013).

6.5. Organizace rRNA genii

U celedi Araneidae byla provedena 18S rRNA FISH k detekci NOR u 8 druht.
Provadéna byla také na A.grossus a C. conica, ale bohuzel nebyly ziskdny publikovatelné
vysledky. Nejcastéji se hodnoty pohybovaly mezi 4-6 loci na autozomalnich pérech, v
ptipadé¢ Araniella cucurbitina byl signal pozorovan i na jednom z pohlavnich
chromozomu. Filip Pajpach (2018) pro tuto sondu detekoval 5 loci na autozomalnich
parech pro A. diadematus a A. quadratus, v ptipadé A. saevus a A. nordmanni pak bylo
detekovano po 4 loci.

Data o po¢tech NOR jsou v ramci Entelegynae omezena zejména na zastupce
RTA-clade a jedinym publikovanym zastupcem skupiny Araneoidea je snovacka rodu
Argyrodes (cf. convivans), u které byly detekovany 4 loci (Stahlavsky et al., 2020). I kdyz
zastupci RTA-clade mohou mit 1 vyrazn€ zvétSené pocty NOR (Forman et al 2013),
obvykle;jsi jsou pro né nizsi poéty kolem 1-4 loci (Rincio et al. 2017; St'ahlavsky, 2020).
Zda se tedy, ze relativné vysoky pocet NOR kolem 5 loci u zastupct Celedi Araneidae
zjiStény v této praci, by mohl piedstavovat obvyklou situaci u Araneoidea s 24
chromozomy. To potvrzuji i mnou ziskana data pro ostnika Ero aphana. 1 ptes relativné
velky pocet signall je jejich poloha na chromozomu vzhledem k centromete velmi
konzervativni. Jak naznacuji data ziskana u ostatnich Entelegynae (Stahlavsky et al.
2020) je typickou oblasti pro NOR u této skupiny distalni konec dlouhého (q) raménka
akrocentrickych chromozomt a data ziskand v této praci jsou s tim ve zjevném souladu.
Mirné zvySeni poctu loci na 7 v ptipad€ A. angulatus by svym poctem teoreticky mohlo
odpovidat stavu po prob&hlé polyploidizaci. V ptipad€ 4. uyemurai pak byly pozorovany
2 loci a v ptipadé 4. ventricosus pouhy 1 lokus a tato pozorovani by naznacovala, Ze by
s ptipadnou redukci poctu 2n dochazelo i k redukei poctu NOR.

U celedi Mimetidae byla 18S rRNA FISH k detekci NOR provedena u 4 druhi.
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Neékolikrat byla provadéna 1 u Mimetus laevigatus, avSak v ptipadé tohoto druhu se
nepodafilo pozorovat zadné signdly. V ptipadé¢ Ero aphana byly pozorovany signdly
vychézejici z 5 autozomalnich parii, u dvou zastupcii rodu Mimetus pak byla pozorovana
spiSe tendence k akumulaci klastri pro tento gen na pohlavnich chromozomech. V
ptipad¢ zastupce Mimetus sp. USA pak byly pozorovany signdly vychazejici ze 4
chromozomt. Vzhledem k tomu, Ze u tohoto druhu nebyla stanovena konstituce
pohlavnich chromozomt, neni mozné spolehlivé odhadnout souvislost vyvoje poctu
klastrii pro tento gen s ostatnimi zastupci rodu. Se zvysujicim se po¢tem chromozomt Ize
vSak v ptipadé této Celedi pozorovat spiSe redukci poc¢tu kopii NOR.

Signal pro 18s rRNA vychazejici z pohlavnich chromozomt byl v této praci
detekovan u nékterych zastupcli obou studovanych Celedi. U Araneidae byl pozorovan
signal vychézejici z jednoho z chromozomt X u Araniella cucurbitina V ptipadé dvou
africkych zéstupct rodu Mimetus se signal pro 18s rDNA vyskytoval pouze na jednom
autozomalnim paru u jedince z Namibie a v pfipad¢ jedince z JAR pak veskeré
pozorované signaly vychéazely ze skupiny pohlavnich chromozomil. Pfesny pocet
chromozoml nesouci klastr genti pro 18s rRNA vSak nesel spolehlivé urcit. Pfitomnost
NOR na pohlavnich chromozomech byla zaznamenana naptiklad ve studii Kral et al.,
(2006), tato pozorovani se vSak tykala predevS§im haplogynnich pavouki. U
entelegynnich pavoukil byly NOR na pohlavnich chromozomech v dostupnych pracech
pozorovany vyjimecné a to konkrétn€ u skupiny Tetragnathidae (Kral et al., 2011) a v
ramci Celedi Araneidae pak u jedné jeji podceledi - Nephilinae (Araujo et al., 2015). Obé
prace pouzivaly vizualizace NOR pomoci stiibfeni. Akumulace NOR na pohlavnich
chromozomech byla prokazana naptiklad u ryb rodu Hoplias ve studii Cioffi et al. (2010).

Jedno z 18S rDNA loci u Araniella cucurbitina se zdalo byt heteromorfni
(nachazejici se pouze na jednom z dlouhych ramének daného chromozomu), tento jev uz
u pavoukl byl zaznamenan ve studii Rincdo et al. (2017), autofi to v tomto piipadé
vysvétluji moznym nerovnomérnym crossing overem, ktery by vedl k akumulaci repetic
pouze na jednom homologu. Toto vysvétleni podle mého ndzoru neddva smysl, jelikoz
by se v takovém pftipad¢ signal vyskytoval pouze na jednom chromozomu daného
bivalentu a ne na jedné ze sesterskych chromatid. PravdépodobnéjSim mechanismem se
zde zda byt SCE (sister chromatid exchange), tedy aberace, pfi které dochazi k vyméné
genetického materialu mezi sesterskymi chromatidami. Pons a Gillespie (2003) uvadéji
nerovnomérnou SCE jako jeden z moznych mechanismil expanze satelitni DNA u

nekterych zastupct Celedi Tetragnathidae (Celistnatkoviti). Miize se také jednat pouze o
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artefakt zplisobeny nedostatecnou silou signalu na jedné ze sesterskych chromatid.
Heteromorfii signalu pozoroval v ptipad¢ nékterych méfeni i1 Filip Pajpach v diplomové
praci (2018).

5S rRNA sonda byla u Araneidae aplikovana pouze u A. angulatus. Provadéna byla
také u A. marmoreus, nicméné nebyly ziskany spolehlivé vysledky. V ptipadé A.
angulatus bylo pozorovano pro tuto sondu pravdépodobnych 5 signili — 4 na
autozomalnich parech a 1 na jednom z chromozomu X. V diplomov¢é praci F. Pajpacha
(2018) byl pozorovan 1 lokus u 4. quadratus (2nd = 24, X1X20) a vy$si pocet u druhti se
zvySenym 2n. VSechny signaly podle autora vychézely pravdépodobné z autozomalnich
bivalenti. Autor se vSak zminuje, Ze sonda nebyla prozatim ide4ln¢ optimalizovana a
figury mély zna¢né fluorescencni pozadi. Podobné¢ tomu bylo 1 u sondy vytvorené v této
praci. Sondu bude proto v budoucnu nutné optimalizovat a ziskat data obzvlasté pro druhy
s ancestralnim karyotypem 2nd = 24, X;X30. Predb&Zné se da fici, Ze u zastupci se
zvySenym pocétem chromozomil jsou pozorovany vyssi pocty signall, nez u
pfedpokladanych diploidnich pifibuznych, coz by mohlo podporovat polyploidiza¢ni
hypotézu.

U celedi Mimetidae byla 5S sonda detekovana u 3 druht. Zatimco v ptipadé 18S
rRNA genil bylo pozorovano u Ero aphana vétsi mnozstvi autozomalnich signdlti a u
zastupct rodu Mimetus spiSe akumulace téchto clusterti na pohlavnich chromozomech,
byla v ptipadé 5S rRNA genl zaznamenéana opacna tendence. V ptipadé Ero aphana byl
pozorovan pouze 1 signal vychazejici z jednoho z chromozomt X. V piipadé zastupcti
rodu Mimetus bylo pozorovano 2 loci u Mimetus sp. Namibie a 4 loci u Mimetus sp. JAR.
Signaly velmi pravdépodobné vychazely pouze z autozomi. Oproti Ero tedy doslo u rodu
Mimetus spiSe k translokaci sekvenci mezi autozomy a chromozomy X. Pro potieby
testovani polyploide se tedy nejedna o vhodny marker pro tento rod. Tendence k lokaci
gend pro oba typy rRNA gent na pohlavnich chromozomech u celedi Mimedidae je
nicméné¢ pozoruhodna.

Vzhledem k tomu, Ze se u obou ¢eledi nepodafilo ani v jednom piipade osekvenovat
5S rDNA sondu z reverse sméru, je ziejmé, Ze bude v budoucnu potieba navrhnout jiny
set primert.

Posledni mnou aplikovany molekularné cytogeneticky marker genu pro U2 snRNA
nebyl na pavoucich dosud publikovan. vzhledem ke své subterminalni pozici na
chromozomu by mohl byt v budoucnu vhodnym markerem pro testovani polyploidie v

¢eledi Mimetidae.

84



6.6. Velikost genomu

Stejné jako u cytogenetickych dat, vzhledem k velikosti skupiny, nebyla velikost
pavoukl doposud uspokojiveé studovana. Prvni souhrnnéjsi praci tohoto druhu je studie
Gregory a Shorthouse (2003) studujici velikost genomu 115 druhti pavouki v ramci 19
¢eledi pomoci Feulgenovy denzitometrie. V ramci studie byli méteni také 3 zastupci rodu
Araneus — A. diadematus, A. marmoreus a Araneus sp. (pravdépodobné A4. corticarius).
Nameétend 2C hodnota A.diadematus byla 2C = 5,14 pg. V této praci byla primérna
naméfend hodnota pro A.diadematus 2C = 5,846 pg. Vzhledem k rozdilné pouzité metode
méieni i1 rozdilnym standardiim si dovoluji tvrdit, Ze hodnoty jsou v ptiblizném souladu.
Priimérné velikost genomu ve studii Gregory a Shorthouse (2003) byla zhruba 2C = 5,8
pg. Primérné velikosti genomli naméfené v této praci jsou 2C = 6,045 pg pro celed
Araneidae a 2C = 13,035 pg pro ¢eled’ Mimetidae. Nejvetsi namefené pavoudi genomy
jsou u polyploidni ¢eledi Caponiidae ve studii Kral et al., 2019, kde nejvyssi pozorovana
hodnota byla cca 2C = 48,5 pg. Ackoliv se této hodnoté v této praci studované druhy
zdaleka neblizi, maji zastupci ¢eledi Mimetidae obzvlasté v porovnani s dalSimi ¢eledémi
skupiny Entelegynae pomérn¢ velké genomy. Pfi srovnani se vSemi publikovanymi daty
(Gregory a Shorthouse, 2003; Rasch a Connelly, 2005) jsou méfeni u Mimetidae v této
praci dokonce nejvétsimi genomy z celé skupiny Entelegynae.

U méfenych druhti se zvySenym poctem chromozomil nebyly naméteny signifikantni
narusty velikosti genomu oproti druhtim s karyotypem 2nd = 24, X;X>0. To plati jak pro
zastupce Araneidae, tak pro zastupce Mimetidae. V piipadé druhu Mimetus sp. USA,
ktery by mél podle dostupnych fylogenetickych dat byt nejodvozengjsi byl vSak
pozorovan nizky poéet chromozomi 2n% = 20. S pfihlédnutim k systému uréeni pohlavi
u pavoukt jako takovych lze tedy piirozené predpokladat, ze pocet pro sam¢i pohlavi
bude jesté¢ niz8i. Velikost genomu tohoto druhu byla nejniz§i ze vSech meéfenych
mimetidud a jeji hodnota 2C = 10,571 pg je o 2,464 pg pod primérem celé skupiny (tato
prace). V evoluci rodu Mimetus tedy u odvozenéjSich skupin pravdépodobné doslo
k urcité redukci genetického materialu oproti ostatnim zastupcim rodu. Velikost genomu
Mimetus sp. USA odpovidd zhruba 75% priméru velikosti genomu ostatnich
studovanych zéastupcti rodu Mimetus.

Tato studie jako jedna z mala pfinési informace o poméru bazi AT a GC v genomu

pavouku. Studované druhy maji pomér bazi vychylen ve prospéch AT part (60,96%), coz
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je v souladu s daty publikovanymi o genomech haplogynnich pavoukt (Krél et al., 2019)
1 s daty z celogenomovych projekti (Sanggaard et al., 2014). AT bohats$i genomy jsou

zaroven typické pro vétSinu zvitat (Vinogradov, 1998).

7. Zavér

V ramci této prace bylo studovano za pouziti riznych technik 24 druht pavoukt
celedi Araneidae a Mimetidae. Obé celedi patii do skupiny Araneoidea, ktera je typicka
spiSe nizkym poctem akrocentrickych chromozomil, nejéast&ji 2nd = 24, X;X20. Tento
stav je velmi pravdépodobné ancestralni i pro obé studované cCeledi a v této praci
pozorovanad data tuto skute¢nost podporuji. U nékterych zdstupci obou celedi bylo
pozorovano zvyseni poc¢tu chromozomd a to véetné chromozomu pohlavnich. Pocty se u
vétSiny zastupct se zvySenym 2n pohybovaly kolem pftiblizné dvojndsobné hodnoty.
Nejen z tohoto divodu uvazuji jako mozny mechanismus zvySeni poctu chromozomil
polyploidii. Pozorované pocty neodpovidaji pfesnému dvojnasobku ancestralniho poctu,
predpokladam tedy, ze po ptipadné polyploidizaci dochéazelo k dalsim, individudlnim
chromozomovym pfestavbam mozna i nondisjunkcim jednotlivych chromozomii.

Nastinéna polyploidizaéni hypotéza byla testovdna detekei tfech rlznych
molekularné cytogenetickych markerti pomoci FISH. Ackoliv dvé ze tii pouzitych sond
stale nejsou plné€ optimalizované pro pouZiti na studovanych druzich, ukazuji vysledky
z FISH vyrazné zmény dynamiky studovanych markeri mezi druhy s ancestralnim a
odvozenym karyotypem. V piipadé¢ Mimetidae byla pozorovana pomérn€ vyrazna
akumulace studovanych genti na pohlavnich chromozomech, coz u Entelegynae
z prozatim dostupnych dat neni bézny jev. V piipadé€ rodu Araneus pravdépodobné doslo
ke zvyseni poctu 18S rDNA i 5S rDNA Kklastri se zvySenim poctu chromozomu a
v piipad¢é 18S rDNA gent pak k nasledné redukci. K potvrzeni tohoto scénare by vSak
byla Zadouci dostate¢né zpracovana fylogeneze rodu.

Meéteni velikosti genomu neodhalilo vyrazné zvétSeni u druhli s vy$§im poctem
chromozomu ani u jedné Celedi. Pozorovdna vSak byla redukce velikosti genomu u
odvozen¢ho zéastupce rodu Mimetus. Tato redukce byla navic doprovazena vyraznou
redukci poétu chromozomu oproti ostatnim zastupcim ¢eledi (2ny = 20). Méfené
genomy byly mirné AT bohat§i a méfeny pomér AT/GC bazi byl podobny jako u dosud
studovanych pavouk.

Ackoliv o polyploidii u pavoukli az donedavna chybély piesvédCivé dikazy, je
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zfejmé, ze sehréla roli v evoluci této skupiny. Vzhledem k enormni diverzité skupiny je
mozné, Ze s pribyvajicimi molekuldrnimi a cytogenetickymi daty bude odhalena probéhla
polyploidni udalosti i u dalSich linii. Rozmanitost pavoucich systému urceni pohlavi také
ukazuje, ze jsou pavouci pomérné snasenlivi ke zménam poctu pohlavnich chromozomi
a tudiz pokud bychom se drzeli hypotézy, Ze pohlavni chromozomy jsou alespon ¢aste¢né
zodpovédné za nizs$i vyskyt polyploidie u zivoc€ichii, nemusela by pravé u pavouki

predstavovat polyploidizace v teoretické roviné takovy problém.
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