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Evolution of the karyotype in two spider families, Atypidae and Pholcidae (Araneae)

Summary

From cytogenetic point of view spiders are very diversified group, they exhibit great
diversity in diploid chromosome number from 7 Ariadna lateralis (Segestriidae) up to 128
Cyclocosmia siamensis (Ctenizidae). Till recently karyotypes of almost all spiders were
supposed to consist exclusively of acrocentric chromosomes including X;X;0 sex
chromosome system. However, this idea is based mostly on research of an advanced clade —
entelegyne lineage of araneomorph spiders. Karyotypes of mygalomorph and haplogyne
spiders remain nearly unexplored.

Presented study is focused on cytogenetics of eight representatives of the family
Pholcidae (Araneomorphae, Haplogyne) and Atypus piceus and A. affinis (Mygalomorphae,
fam.Atypidae). Karyotypes, course of meiosis and distribution of nucleolar organizer regions
(NOR) have been investigated in selected pholcid species and in one representative of the
family Sicariidae (Araneomorphae, Haplogyne). Chromosomes of these groups are mostly
biarmed (metacentric or submetacentric) and sex chromosome systems are diversified.
Furthermore, distribution of constitutive heterochromatin and NOR has been analysed in
A. piceus (2n3 = 41,X0) and 4. affinis 2nd = 14,XY).
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1 Uvod

Ttida pavoukovcl (Arachnida) ¢ita 9 500 rodu a piiblizné 100 000 pievazné
suchozemskych druhti. Délime ji na fady: pavouci (Araneae), bi¢natci (Uropygi), bicovcei
(Amplypygi), kratkochvosti (Schizomida), roztoci (Acari), roztoCovci (Ricinulei), sekaci
(Opiliones), solifugy (Solifugae), stirci (Pseudoscorpiones), Stiti (Scorpiones), Stifenky
(Palpigradi) (Cracraft a Donoghue 2004).

Druhym nejpoéetnéj$im (hned po rozto¢ich) je fad pavouci (Araneae). Radime do ngj
109 Celedi ¢itajicich 3 733 rodt a vice nez 40 000 druhii (Platnick 2009). Tento fad dale
¢lenime na tii fylogenetické vétve — sklipkosi (Mesothelae), sklipkani (Mygalomorphae) a
dvouplicni pavouci (Araneomorphae). Zastupci sklipkost se vyznacuji mnoha primitivnimi
znaky jako je segmentace zadecku, dva pary plicnich vaki a pfitomnost ¢tyf pard snovacich
bradavek, které jsou posunuty tésné za vyusténi druhého paru plicnich vaka (Ruppert et al.
2004). Cely infrafad je tvofen jedinou celedi Liphistiidae s 87 druhy (Platnick 2009). O néco
pokrocilejsi nez Mesothelae je druhove pocetnéjsi infratdd mygalomorfnich pavouk, ¢ita
ptes 2 600 druhi fazenych do 15 ¢eledi (Platnick 2009). Nejodvozenéjsi a zaroven druhové
nejpocetnéjsi je infrardd dvouplicnych pavouki, patii do néj vice nez 90 % dosud znamych
druhil. Rozd€lujeme jej na dva vyvojové stupné — na enetelygynni pavouky a na bazalni
araneomorfni pavouky, kam krom¢ haplogynnich pavoukt patii také dve reliktni nadceledi
Hypochiloidea a Austrochilioidea (Coddington a Levi, 1991).

Pavouci jsou z karyotypového hlediska zna¢né diverzifikovanou skupinou, diploidni
pocet chromozomi se pohybuje v Sirokém rozmezi. Mezi pavouky se vyskytuji druhy
s vyhradné jednoramennymi chromozomy (¢ést entelegynnich pavouktl), druhy s riznou
morfologii chromozomi i druhy, u nichz je vétSina nebo vSechny chromozomy dvouramenné
(velka ¢ast haplogynnich pavoukil). Nachdzime také druhy s holokinetickymi chromozomy
(Celedi Dysderidae a Segestridae) (Kral et al. 2006). U vsech druhti jsou v§ak vyvinuty
pohlavni chromozomy. Diky své riiznorodosti jsou praveé systémy pohlavnich chromozomi
jednim z nejzajimavéjsich aspektti pavouci cytogenetiky.

Ackoli jsou pavouci cytogeneticky nejprobadanéjsim fadem pavoukovct, je pocet
karyotypovanych druht nizky — pfiblizn€ 600 druht (Kral, nepublikovana data), navic jsou
data rozlozena zna¢n€ nerovnomeérné, vétsina studii se zaméfuje na nejodvozenéjsi
entelegynni pavouky. Pravé proto jsem se ve své praci soustiedila na dvé celedi, jimz dosud
nebyla vénovéna piilis velka pozornost. Celed tiesavek (Pholcidae) patii mezi bazalni

araneomorfni pavouky. Jedna se tedy o jednu z vyvojové pivodnich celedi dvouplicnych



pavoukl. Mym cilem bylo stanoveni karyotypu Sesti zastupct této ¢eledi spole¢né
s prostudovanim pribéhu meidzy. Velkou pozornost jsem vénovala systému pohlavnich
chromozomt. Toto studium sméfovalo k doplnéni predstav o karyotypové evoluci této Celedi.
Dale jsem se vénovala podrobnéj$imu studiu karyotypt dvou zastupct primitivni skupiny
pavoukl - sklipkankt (Atypidae), jez tvofi spolu s ¢eledémi Antrodiactidae a
Mecicobothriidae nejbazalnéjsi vétev mygalomorfnich pavouki - nadéeled’ Atypoidea. Ve své
praci jsem navazala na jiz znamé informace (Reza¢ et al., 2006), pomoci C pruhovani jsem
zjistovala rozlozeni heterochromatinu, dale jsem studovala polohu nukleolarnich organizatort
jadérka a to jak tradi¢nim stiibienim, tak sofistikovanéj$i metodou fluorescenéni in situ
hybridizace. Tuto molekularn€ cytogenetickou metodu jsem vyuzila také ke stanoveni
distribuce nukleolarnich organizatort jadérka Ctyt zastupcti ¢eledi Pholcidae a jednoho
zastupce dalsi haplogynni ¢eledi Sicariidae Loxosceles rufescens. Zkoumala jsem, jestli by se
nukleolarni organizatory nemohly podilet na parovani pohlavnich chromozomd, tak jako je
tomu u Drosophili melangoster (McKee a Karpen 1990, McKee et al. 1992), také jsem se
zaméfila na mezidruhové rozdily v jejich poctu a distribuci.

Ptesnou predstavu o taxonomickém postaveni skupin studovanych v mé praci podava

obrazek 1.
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Obrizek 1. Schéma fylogeneze pavoukii. Cervené jsou podtrzeny Geledi, na néz se ve své praci zaméfuji.
Pievzato a upraveno z Cracraft a Donoghue 2004.



2 Literarni prehled

2.1 Taxonomie a biologie tFesavek

Ttesavky (Pholcidae) patii spolu s ¢eledi koutnikovitych (Sicariidae) a dalSimi
patnacti ¢eledémi do skupiny haplogynnich pavouki. Ty spolu s nad¢eledémi Hypochiloidea
a Austrochilioidea fadime mezi bazalni araneomorfni pavouky (Coddington a Levi 1991,
Cracraft a Donoghue 2004).

Mezi ttesavky patii 1 038 druhti z 85 roda (Platnick 2009), jedna se o druhové
nejbohatsi ¢eled’ bazalnich araneomorfnich pavoukt. Jsou rozsifeny celosvétove (Jocqué a
Dippenaar-Schoeman 2006). Nejvice tiesavek najdeme v tropech, ziji na temnych mistech,

v jeskynich &i pod kameny, &ast tiesavek je synantropni. V Ceské republice Ziji jenom tii
druhy — tiesavka sekacovita (Pholcus opilionioides), tiesavka velka (Pholcus phalangoides),
(Buchar a Ruzi¢ka 2002) a vzacna zavle¢ena tiesavka Simonova (Psilochorus simoni)
(Ruzic¢ka a Buchar 2008), oba dva posledné jmenované druhy patfi jsou synantropni (Buchar
a Kirka 2001).

Prvni kladistickd analyza ¢eledi zalozena na morfologickych datech byla provedena
Huberem (2000). Podle této prace se celed’ Pholcidae ¢leni na pét skupin: Ninetini,
Holocnemini, Pholcini, Prisculini a americka vétev. Nov¢jsi kladogram ze studie Bruvo-
Madarice (2005) (obr. 2) zahrnujici 31 druhti zaloZeny na 45 morfologickych
charakteristikach a na 4 molekularnich markrech (genech pro 125 rRNA, 16S rRNA, 28S
rRNA a podjednotku I. cytochrom c-oxidazy) Hubertv kladogram dopliiuje a upiesiuje.
Studie potvrzuje dosavadni rozdé€leni ¢eledi s nasledujicimi vyjimkami, Prisculini zahrnuje do
americké vétve, Holocnemini povaZuje za parafyletickou skupinu a postaveni Spermophora
senoculata hodnoti jako izolované a provizorné ji fadi mezi Pholcini.

Tiesavky maji drobné télo (2-10 mm) a neobvykle dlouhé koncetiny az 30 mm.
Vzhledem ponékud piipominaji sekace, pti podrobnéjsim pohledu nalezneme vSak mezi
hlavohrudi a zadeckem tenkou stopku. Maji par plicnich vaka, avSak tracheélni soustava,
ktera se vyskytuje u nekterych jinych skupin pavoukd, jim zcela schazi (Jocqué a Dippenaar-
Schoeman 2006, Ruppert et al. 2004). Stavi si fidké nepravidelné sité, na néz se zaveésuji
koncovymi drapky svych nohou hibetem dolti. NasSe ttesavky, zvlasté pak tiesavka velka, se
obvykle vyskytuji v domech, v chalupach ¢i ve stajich, vSude tam, kde je dostatek tepla.

V mistnostech je nalezneme v rozich stropu (Buchar a Kirka 2001). Tfesavky maji zvlaStni

zplisob obrany pied nepfitelem. KdyzZ se citi v ohroZeni, za¢nou se tfast tak rychle, Ze se



stavaji témef neviditelné a mohou pak z mista ohroZeni rychle utéct (Jackson et al. 1990).

Odtud také pochézi ¢esky nazev celedi Pholcidae. Samicky tiesavek nosi kokon s vajicky

Vv chelicerach az do vylihnuti mlad’at (Buchar a Kiirka 2001).

outgroup
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18 Fholcus opilionoidas Pholcus sp1
22 Quamiana bonamanzs 100 FPhaleus epiftanoides
Qurarmtarra evmiboland Spermophors senoculata -
Sparmophora senacilata -

Obrazek 2. Rekonstrukce fylogeneze celedi Pholcidae. a) striktné konsenzualni strom, b) vétsinoveé
konsenzualni strom. Zkratky kladi: NW =, New world* klad, PH = pholcini, HO = holocnemini,

NI = ninetini.

Pievzato z Bruvo-Madaric et al. 2005.

2.2 Taxonomie a biologie sklipkanki

Sklipkéanci (Atypidae) nélezi do infrafadu Mygalomorphae, jenz obsahuje pies 2 600

druhii rozdélenych do 15 &eledi a 300 rodii. Celed’ sklipkankovitych délime na tfi rody
dohromady obsahujicich 43 druhii (Platnick 2009).

Sklipkédnky miZeme najit na vSech kontinentech vyjma Australie a Jizni Ameriky

(Jocqué a Dippenaar-Schoeman 2006). Vyskytuji se pievazné v mirném pasmu (Buchar a
Kiirka 2001). Na uzemi Ceské republiky Ziji jenom t¥i zastupci mygalomorfnich pavouku a

vSichni jsou z ¢eledi sklipkankovitych: sklipkanek hnédy (Atypus affinis), sklipkanek ¢erny
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(Atypus piceus) a sklipkanek ponticky (Atypus muralis) (Buchar a Rzic¢ka 2002). Najdeme je
na slunnych xerotermnich stanovistich (Buchar a Kirka 2001).

Mygalomorfni pavouci nejsou na rozdil od pavouki araneomorfnich pfilis
morfologicky diverzifikovani, a proto dokonalej$i model jejich fylogeneze ptineslo az pouziti
molekularnich markerd, a to konkrétné genti pro 18S a 28S rRNA. Tato studie tadi atypidy
spolu s ¢eledi Antrodiactidae a Mecicobothriidae do starobylé skupiny Atypoidea, ktera se
oddg¢lila od ostatnich mygalomorfti nejdiive (Hedin a Bond 2006).

Velikost téla sklipkankt se pohybuje mezi 9-30 mm, patii tedy mezi vétsi pavouky
mirného pasma (Jocqué a Dippenaar-Schoeman 2006). Jako vétsina mygalomorfnich pavouki
i sklipkénci si vytvaieji podzemni nory. Tato podzemni obydli, Sirokd az 1 cm a hluboké az
30 cm, Gsti na povrch pavucinovou ,,puncoskou’. Kdyz se po ni prochazi hmyz, vibrace, které
vyvolava, ptildkaji pavouka a ten skrz tenkou sténu zabodne do své obéti dlouhé chelicery.
Kofist poté vtahne dovnitt a vznikly otvor opravi (Foelix 1996, Buchar a Kirka 2001).
Jidelnicek sklipkankti mize byt velmi pestry, patii do né¢j kromé obvyklych cvréki a jiného
hmyzu také zizaly a ¢ervi (Nyffeler et al. 2001, vlastni pozorovani). Na rozdil od vétSiny

pavoukl mirného pasu jsou sklipkanci dlouhovéci, mohou se dozit az sedmi let (Foelix 1996).

2.3 Cytogenetika pavoukt

Pavouci (Araneae) patii s 40 700 druhy mezi nejvétsi zivocisné fady (Platnick 2009).
Piestoze nalezi mezi cytogeneticky nejprobadané;jsi fady pavoukovci, jsou zndmy jenom
karyotypy pfiblizn¢ 600 druht (Kral, nepublikovana data). Aratjo (2005b) uvadi dokonce
jesté vyrazné nizsi pocet znamych karyotypt — 460.

Rad pavoukt délime do ti fylogenetickych vétvi, a to na Mesothelae, Mygalomorphae
a na fylogeneticky nejodvozenéjsi Araneomorphae (Coddington a Levi, 1991). Cytogeneticky
nejprostudovanéjsi skupinou je nejodvozenéjsi a zaroven druhoveé nejpocetnéjsi (téméet 38 000
druhtt) entelygynni vétev araneomorfnich pavoukil (Rezag et al. 2006, Kral et al. 2006). Na
druhové méné bohatou (pies 3 400 druhtl) a starobylejsi skupinu bazalnich araneomorfnich
pavoukl se uz zajem cytogenetikii obraci méné. Dosud bylo karyotypovano pouze 44 druht
ze 12 Celedi, z toho 42 haplogynnich pavoukl a po jednom zastupci z nadceledi

Hypochiloidea a Austrochilioidea (Kral et al. 2006). Jesté méné je prozkoumano zastupcti
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infrafadu Mygalomorphae (2 500 druhii) 1, dosud bylo publikovano pouze 16 karyotypii
(Rezad et al., 2006).

U pavoukil nachdzime obrovskou diverzitu v diploidnich po¢tech chromozomt, a to
od 7 u Ariadna lateralis (Segestriidac) (Suzuki 1954) az do 128 u Cyclocosmia siamensis
(Ctenizidae) (Dulikova a Kral 2007). Uz roku 1954 navrhl Suzuki teorii, podle niz se
v karyotypové evoluci pavoukll vyznamné uplatiuje redukce poctu chromozomi. Tomu
nasveédcuje vysoky pocet chromozomil u primitivnich skupin pavouki - u podiadu
Mesothelae a nové i vysledky studia infratadu Mygalomorphae (Dulikova a Kral 2007,
Dulikova 2009). Araneomorfni pavouci jako nejodvozenéjsi podiad maji chromozomu
nejméne. Pokles poctu chromozomii se projevuje i u jinych odvozenych ¢i specializovanych
skupin zivo€ichti (White 1973). Pocet chromozom u entelegynnich pavoukt se pohybuje
mezi 10 u Uloborus danolius (Ulboridae) (Parida a Sharma 1987) a 49 u Araneus ventricosus
(Araneidae) (Wang et al. 1993). U bazalnich araneomorfnich pavouk je rozsah o trochu
mens$i, a to mezi 7 u Ariadna lateralis (Segestriidae) (Suzuki 1954) az 38 u Austrochilus sp.
(Austrochilidae) (Kral et al. 2006). Variabilita diploidniho po¢tu chromozomii v ramci
jednoho rodu je spiSe nizka (Kral 1994), existuje vSak nékolik vyjimek, kuptikladu celed’
Atypidae (Reza¢ et al. 2006), Pholcidae (Araujo et al. 2008) nebo Scytodidae (Araujo et al.
2005c).

Zatimco u entelygynnich pavouki pfevazuji chromozomy akrocentrické, u pavouki
haplogynnich se nachézeji spise chromozomy metacentrické (Rodriguez-Gill et al. 2002, Kral
et al. 2006). Protoze dvouramenné chromozomy pfevazuji i u mygalomorfnich pavouku
(Reza¢ et al. 2006), mizeme se domnivat, Ze jsou pro pavouky ancestralnim morfologickym
typem (Kral et al. 2006).

U celedi Segestridae a Dysderidae nachdzime holokinetické chromozomy (difiizni
kineticka aktivita je rozprostfena podél celého chromozomu diky nepfitomnosti centromery)
(Diaz a Saez 1966, Benavente a Wettstein 1980, Rodriguez-Gill et al. 2002). Kral (2006)
zjistil pfitomnost holokinetickych chromozom 1 ostatnich celedi nadc¢eledi Dysderoidea a

domniva se, Ze ptitomnost holokinetickych chromozomt je pro tuto nadceled’ ancestralni.

1 Udaje o poétech druhti v jednotlivych tadech a infrafadech byly pievzaty z Platnickova katalogu pavouki
(Platnick, 2009)
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2.3.1 Pohlavni chromozomy pavouki

2.3.1.1 Systémy pohlavnich chromozomu

Systémy pohlavnich chromozomu u pavoukt jsou velmi variabilni a jisté si zaslouzi,
aby se jim vénovala dostate¢na pozornost. Jako ancestralni typ se jevi nejfrekventovanéjsi
systém X1X20 (nula znaci nepfitomnost alozomu Y). Samci nesou dva nehomologické
chromozomy Xia Xz, samice dva pary chromozomt X1X;a X2X> (Hackman 1948, Patau
1948), maji tedy v karyotypu o dva chromozomy vice?. Tento systém byl poprvé objeven u
pokoutnika Agelenopsis naevia (Wallace 1909) a dosud byl nalezen u 77 % studovanych
druht pavouku (Aratjo et al. 2005b). Na tomto misté je tieba znova zminit, ze ptiblizné 90 %
cytogenetickych studii se vénovalo zastupcim entelygynni vétvi araneomorfnich pavoukd,
protoze se vsak jedna o nejodvozenégjsi vétev pavoukll, nemizeme z Castého vyskytu tohoto
typu systému pohlavnich chromozom usuzovat nic o jeho ptivodnosti. Co vSak podporuje
hypotézu o pivodnim systému pohlavnich chromozomu X1X20, je jeho objev i u
nejstarobylejsi skupiny pavoukl Mesothelae neboli sklipkosi (Suzuki 1954). Tento systém
byl nalezen taktéz u jinych skupin zivoc¢icht a to u nékterych lasturnatek, hmyzu a hlista.

V téchto ptipadech vSak nelze tento systém povazovat za ancestralni (White1973).

Dosud si nejsme jisti, jaky je ptivod X1X20 systému pohlavnich chromozom. Existuji
dvé hypotézy o jeho vzniku. Ta starSi hovoti o vzniku X1X20 rozpadem ptivodniho
metacentrického chromozomu X (Patau 1948). Druha piedpoklad4 nondisjunkci X v systému
X0 a nasledné rozriznéni chromozomu X1 a Xz (Postiglioni a Brum-Zorrilla 1981).

Navzdory evolu¢ni stabilité systému X1X20 u n¢kterych druhli pavoukii nachdzime
dalsi systémy pohlavnich chromozomui jako X1X2X30 a X1X2X3X40. Systém X1X2X30 byl
poprvé objeven u Tegenaria domestica (Sokolska 1925). Systém X1 X2X3X40 byl zatim
nalezen jen u tfi druhii (Datta a Chatterjee 1983). Systémy s vice neZ dvéma chromozomy X
se Casto vyskytuji u mygalomorfnich pavoukt (Dulikova 2009). I kdyz klasickymi
cytogenetickymi metodami nelze pivod pohlavnich chromozomt pavoukt odhalit s urcitosti,
predpoklada se, ze systémy X1X2X30 a X1X2X3X40 vznikly nondisjunkci X (Postiglioni a
Brum-Zorrilla 1981). Tato teorie je podpoiena piilezitostnym vyskytem nondisjunkci ve

spermatocytech neékterych pavouki s X1X20 systémem (Suzuki 1954).

2 Toto pravidlo o vét§im po&tu chromozomu X v karyotypu samic mizeme samoziejmé vztahnout i na druhy se

vvvvvv

chromozom Y postradaji.
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Dalsim systémem pohlavnich chromozomil, ktery u pavoukt nalézame, je XO.
Pravdépodobné vznikl v evoluci vicekrat, a to centrickou (Hackmann 1948) ¢i tandemovou
(Bole-Gowda 1950) fuzi gonozomu X1 a Xz. Centrickou fizi vznika dvouramenny
chromozom X, tandemovou fuzi zase gonozom akrocentricky.

Systémy pohlavnich chromozom obsahujici neopohlavni chromozomy nejsou u
pavouku tak ¢asté. Zatim byly nalezeny jenom u nékterych skupin pfevazné primitivnich
araneomorfnich pavoukt (Kral 2006). Piesto bych rada uvedla n¢kolik ptipadu, kde se tyto
mygalomorfnich. Systém X1X2X3Y, jenz vznikl ze systému X1X20 fazi mezi chromozomem
X a autozomem, byl nalezen u skikavek rodu Habronattus a Evarcha (Maddison 1982)3. Déle
bych rada zminila systém X1X2X3XsXsY ptitomny u pokoutnika Malthonica ferruginea, jenz
vznikl zafazenim dvou chromozomovych parti do systému X1X>X30 (Kral 2007). Velmi
zajimavy systém pohlavnich chromozomii X1X>X3X4XsY1Y2Y3Y4 byl nalezen u maloocky
Delena cancerides (Rowell 1985). Vznikl n¢kolika fuzemi mezi X a n¢kolika autozomy.
(2009) u mygalomorfniho pavouka Poecilotheria fasciata, jedna se o systém
K1 X2X3XaX5XeX7XXoX10X11Y1Y2Y3Y 4.

U Atypus affinis (Atypidae) nalezl Reza¢ (2006) systém pohlavnich chromozomii XY,
stejny systém byl nalezen i u haplogynniho pavouka Leptoneta infuscata (Leptonetidae) (Kral
et al. 2006). Tento systém vznikl v obou ptipadech z X0 piestavbami mezi chromozomem Y
a autozomy. Stejny systém byl nalezen i u nékolika dalSich zastupcti haplogynnich pavouki:
Austrochilus sp. (Austrochilidae), v rod¢ Diguetia (Diguetidae). Zde je vSak ptvod tohoto
systému ponékud odlisny. Pravdépodobné vznikl ze systému X1 X2Y (Kral et al. 2006), jenz
nachazime u né€kterych skupin bazéalnich araneomorfnich pavouki. Tento systém pohlavnich
chromozom zahrnujici drobny neopohlavni chromozom Y, byl nalezen u celedi -
Drymusidae, Hypochilidae, Filistatidae, Sicariidae a Pholcidae, coz by naznaCovalo, Ze tento
systém pohlavnich chromozomut by mohl byt pro tyto ¢eledi ancestralni (Kral et al. 2006).
Poprvé systém X1 X2Y objevil Hetzler (1979) u Loxosceles reclusa (Sicariidae) a Kukulcania
hibernalis (Filistatidae). Tento nalez ovSsem publikoval pouze jako abstrakt. Systém X1X2Y
byl dale nalezen kuptikladu u Loxosceles intermedia (Sicariide) a Loxosceles laeta

(Sicariide). Poc¢et chromozomil v karyotypech samcii obou druhti je 23 a skladaji se pouze

3 Byl to vlibec poprvé, kdy byl ndlez Y chromozomu u pavouki publikovany v odborném periodiku ve formé
¢lanku.

14



Z dvouramennych chromozom (Y je submetacentricky). Tento systém pravdépodobné vznikl
ze systému X1X>0 translokaci X na autozom (Silva et al. 1988, Silva et al. 2002).

Druhotné doslo u nékterych zastupct vyse jmenovanych ¢eledi k redukci na systém
XY nebo na X0 pritomny u nékterych pholcida (Kral et al. 2006). Je mozné, Ze i nékteré
haplogynni druhy pavouki, u kterych byl systém pohlavnich chromozom urcen jako X1X:0,
jsou ve skutecnosti X1X2Y. Y chromozom totiz byva zpravidla velmi drobny a miize se

snadno piehlédnout (Kral et al. 2006).

2.3.1.2 Mechanismus parovani pohlavnich chromozomii

Chovani pohlavnich chromozomii samcti pavoukti béhem meiotického dé€leni se od
chovani autozomu odlisuje v nékolika aspektech. Béhem 1. meiotického dé€leni (jiz od
leptotne) vykazuji vSechny pohlavni chromozomy X obvykle pozitivni heteropyknozu. Tato
vyrazngjsi barvitelnost je zplisobena vétsi spiralizaci pohlavniho chromatinu. V anafézi I se
pohlavni chromozomy ¢asto opozd’uji za ostatnimi autozomy. V interkinezi jsou jiz vSechny
chromozomy dekondenzované a heteropykndza pohlavnich chromozomt se znovu objevuje
az v telofazi II (Patau 1948, Suzuki 1954) nebo o néco diive jiz v metafazi Il ¢i v anafézi I1
(Kral et al. 2006). Pohlavni chromozomy samic pavouki nejsou heteropyknotické a béhem
prvniho meiotického déleni vytvaieji klasické bivalenty s chiasmaty stejné jako autozomové
pary (Suzuki 1954, Kral 1994), v novéjsich pracech je 1 u pohlavnich chromozomil samic
nachazend heterochromatizace a s ni spjata vyraznéjsi barvitelnost (Kral 2007).

AZ pouziti transmisni elektronové mikroskopie pomohlo objasnit proces parovani
nehomolognich chromozom X u samcti pavoukil. Bylo nalezeno né€kolik zptsobt
achiasmatického péarovani gonozomu (Kral 1994). Prvni zpiisob konjugace, byl pomoci
modifikovaného synaptonemalniho komplexu, ktery byl nazvan ,,junction lamina®. Od
normalniho syneptonemalniho komplexu se 1i8i skladbou proteinti a ultrastrukturou
(Benavente a Wettstein 1977). Tento zpusob parovani byl nalezen u tii zastupci celedi
Lycosidae a u Polybetes pythagoricus (Sparassidae). U pavoukt z ¢eledi Dysderidae a
Segestridae s holokinetickymi chromozomy spolu pohlavni chromozomy tésné asociuji,
nevytvaii se mezi nimi zadna junction lamina ani jina struktura (Benavente a Wettstein 1980).
Dalsi typ parovani nalezl Benavente (1982) u druhu Tegenaria domestica (Agelenidae), kde
je synapse zabezpecena vybeézky chromatinu. Pravdépodobné bude tento zplisobem synapse

prechodnym typem mezi typem s junction laminou a typem s tésné piiléhajicimi pohlavnimi
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chromozomy. Ziskan4 data naznacuji, Ze mechanismus parovani pohlavnich chromozomu
koresponduje s fylogenetickym postavenim jednotlivych taxond (Benavente et al. 1982, Kral
1994).
pohlavnich chromozomi, zahrnujicich jenom chromozomy X, odliSuje jak strukturou tak i
zpusobem parovani chromozomi. Gonozomy systému X1 XY tvofi v metafazi prvniho
meiotického dé€leni heteropyknoticky trivalent. K jejich asociaci dochédzi uz v premeiotické
interfazi (Silva et al. 2002, Kral et al. 2006). Podobny jev je znam v premeiotické interfazi
entelegynnich pavoukd, u kterych vicecetné chromozomy X asociuji na periférii jadra
(Hackmann 1948). Pti tvorbé trivalentu nedochazi ke vzniku chiasmat. Gonozomy paruji
svymi konci, nicméné strukturdlni detaily parovani jsou zatim nezndmé. Jedna se o zplsob
asociace nazyvany v odborné literatufe ,,end to end“ (White 1973, Kral et al. 2006).
V anafazi I se pak Y pohybuje k jednomu pdlu délici vieténka a chromozomy X, jez jsou
spolu asociované, putuji k druhému polu (Kral et al. 2006).

Mechanismus parovani chromozomil bez tvorby chiasmat samoziejmé nebyl studovan
jenom u pavoukd, ale 1 u mnoha dalSich zivocisnych skupin (Wolf 1994). Jednim
z nejoblibenéjsich modelt pro studium achiasmatického parovani je Drosophila
melanogaster. Byly u ni nalezeny hned dva typy parovani. Achiasmatické autozomové
bivalenty spolu asociuji diky homologiim v euchromatinovych oblastech, zatimco pohlavni
chromozomy paruji diky rDNA (McKee a Karpen 1990, Park a Yamamoto 1995), konkrétné
pomoci mezernikovych repetic (McKee et al. 1992). Podobny zptisob parovani pomoci
vnitinich transkribovanych repetic, jez se nachazi v transkripéni jednotce pro 45S rRNA, byl
nalezen u msice Acyrthosiphon pisum (Mandrioli et al. 1999). Zptisob parovani pomoci rDNA
muze byt Siroce rozsifeny, ptitomnost stiibrem barvitelnych spojeni mezi pohlavnimi
chromozomy béhem meiodzy je totiz fenomén rozsireny u riiznych skupin organismi
(Mandrioli et al. 1999). U savci je parovani pohlavnich chromozomd, jez nesdili Zzadnou
homologii, ¢asto umoznéno diky modifikovanému synaptonemalnimu komplexu (Page et al.

2003, Page et al. 2006).

2.3.2 Difazni stadium

Diverzita pavoukt se odrazi i v rozmanitosti jejich meiotickych procest. Jednou

Z nejznamg;jsich modifikaci mei6zy nalézanou u pavoukt je diftizni stadium. Bylo popsano
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poprvé uz v roce 1925 Wilsonem. Je to specidlni etapa profaze I, pfi niz dochéazi k vyrazné
dekondenzaci chromozom. Po této etapé nasleduje diplotene, jejiz pozdni ¢ast je
charakteristicka opétovnou kondenzaci chromozomu (Ueshima 1979). Vyznam diftzniho
stadia jesté nebyl pIn€ objasnén, ale byl navrhnut model, podle kterého chromozomy méni
organizaci smycek chromatinu z meiotické na organizaci, odpovidajici G2 fazi mitotického
cyklu, ve které jsou dekondenzované chromozomy aktivné transkribovany (Stack a Anderson
2001).

Velmi Casty je vyskyt difizniho stadia u rostlin (Klasterska 1977). Avsak mizeme ho
najit i u zivoc¢isnych skupin, napiiklad u plostic je Castym jevem. Stupeit dekondenzace
chromozom se vsak u jednotlivych druhti li§i (Lanzome a Souza 2006). Také u haplogynnich
pavoukl se vyskytuje difizni stadium riizné délky. Velmi dlouhé je zejména u haplogynnich
pavoukt s holokinetickymi chromozomy. Mize dokonce nahrazovat typickou diplotene a u
nékterych druhti i diakinezi. Autozomové bivalenty byvaji v této etapé siln¢ despiralizovany.
Gonozomy jsou, na rozdil od autonomu, kompaktni a tvofi pozitivné heteropyknotické
télisko, které se obvykle nachazi na okraji jadra (Benavente a Wettstein 1980, Kral et al.
2006).

Ackoli se u haplogynnich pavoukt diftizni stadium vyskytuje u obou pohlavi, u jinych
skupin zivocichtl je béznéjsi jeho vyskyt pouze u pohlavi samiciho, v jehoz pohlavnich
buiikach se diky vysoké transkripcni aktivité vytvaii mnozstvi zdsobnich latek potfebnych pro

vyvijejici se oocyty (Kral et al. 2006).

2.3.3 Karyotypy a pohlavni chromozomy tresavek

Studiu chromozom1 tfesavek (Pholcidae) nebylo zatim vénovano ptili§ mnoho
pozornosti, a to hned z n¢kolika divodut. Jak samotné tfesavky, tak jejich chromozomy jsou
velmi drobné, navic je kviili nesnadné fixaci u nékterych zéastupcti velmi obtizné ziskat
kvalitni chromozomové preparaty (Suzuki 1954, Aragjo et al. 2005a).

Prvni cytogenetickou analyzu zastupce celedi Pholcidae provedl Painter (1914). Pii
studiu Spermophora meridionalis (podle dnesniho nazvoslovi Spermophora senoculata)
zjistil, Ze se jeji karyotyp skldda z malych metacentricky chromozomi, nebyl vSak uZ schopen
zjistit jejich presny pocet v karyotypu. Odhalil jenom pfitomnost dvou chromozomii X.
Dalsim studovanym druhem byl Pholcus crypticolens, u né¢hoz bylo nalezeno 22 autozomi a

dva gonozomy X (Suzuki, 1954). Mezi dalsi studie zabyvajici se tfesavkami patii napiiklad
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prace Cokendolphera z roku 1989 zabyvajici se chromozomy tii rodt Physocyclus (P.
californicus, P. enaulus, P. sp.). U vsech byl nalezen stejny karyotyp 15,X0. Zatim posledni
zvefejnéna studie prinasi karyotypy dvou druhit Mesabolivar brasiliensis a Mesabolivar
cyaneotaeniatus. Oba maji v sam¢im karyotypu 17 chromozomi a systém pohlavnich
chromozomuti X0 (Ramalho et al. 2008).

Dosud bylo karyotypovano 16 zastupct ¢eledi Pholcidae, coZ jsou méné nez 2 %
z celkového poctu druhti této Celedi. Piesto miizeme fict, Ze jsou tfesavky nejprozkoumand;jsi
Celedi bazalnich araneomorfnich pavoukl. Souhrn vSech karyotypovanych druht udava
tabulka 1. Diploidni po¢ty chromozomu u samcti se pohybuji mezi 15 a 32. Prevazuji
metacentrické, piipadn¢ submetacentrické chromozomy. Nachdzime razné systémy
X1X2Y (Oliveira et al. 2007; Ramalho et al. 2008). Kral (2006) se domniva, Ze pravé systém
X1X2Y by mohl byt pro tfesavky, stejné€ jako pro fadu dalSich ¢eledi haplogynnich pavouk,

ancestralni typem systému pohlavnich chromozom1.

2.3.4 Karyotypy a pohlavni chromozomy sklipkankii

Z mygalomorfni ¢eledi sklipkankti (Atypidae) jsou dosud cytogeneticky prozkoumany
pouze Ctyfi druhy, a to Atypus karschi z Japonska (Suzuki 1954) a tii nasi sklipkanci - Atypus
affinis, Atypus muralis, Atypus piceus (Rezac et al., 2006).

Karyogram samce Atypus karschi je tvoten ziejmé 44 malymi akrocentrickymi
chromozomy (idaj o poctu chromozomil je uvaden s rezervou), systém pohlavnich
chromozomti je X1X20 (Suzuki 1954).

Samci Atypus muralis a Atypus piceus maji shodny pocet chromozomti 41, vétSina
postupné se zmenSujicich chromozomil je metacentrickych. Systém pohlavnich chromozomi
je X0. Karyotyp samce Atypus affinis je opravdu unikatni, ma jen 14 dvouramennych
chromozomu. To je viibec nejmensi pocet chromozomtl, jaky byl u mygalomorfnich pavoukt
dosud nalezen. Jedn4 se o velmi odvozeny karyotyp. Systém pohlavnich chromozom tohoto
pavouka je neo-XY, tento systém pohlavnich chromozomu byl u pavoukd, a to jak
mygalomorfnich tak 1 araneomotfnich, nalezen tpIné poprvé. Velikost chromozomi
v karyotypu Atypus affinis se nesnizuje postupné, ale prvni ¢tyfi autozomové pary a také

pohlavni chromozomy jsou vyrazné vétsi nez dva malé autozomové pary. Nejvetsi
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autozomovy par je dokonce 8x vétsi nez par nejmensi, coz nasvédcuje tomu, ze redukce poctu

chromozomtl u Atypus affinis se uskuteénila prostiednictvim fizi (Reza¢ et al., 2006).

druh 2n samec morfologleo autori
chromozomi
Parida a Sharma 1987,
Artema atlanta 32,X1X20 |- Sharma a Parida 1987
27,X0 26M, XM Bole-Gowda 1958
24, X1X20 | 22M, X1X2A Sharma et al. 1959
Crossopriza lyoni 25,X0 - Srivastav a Shukla 1986
23,X0 22M, XM* Parida a Sharma 1987,
Sharma a Parida 1987
Holocnemus caudatus 23,X0 16M, 6SM, XM Kral et al. 2006
Mesabolivar brasiliensis 17,X0 %\I)I/I nebo SM, Ramalho et al. 2008
Mesabolivar cyaneotaeniatus |17,X0 %\I;l/l nebo SM, Ramalho et al. 2008
Mesabolivar luteus 15,X0 14M, XM Aratjo et al. 2005a
Micropholcus fauroti 17,X0 %\')I/l nebo SM, Aratjo et al. 2005a
Pholcus manueli 25,X0 25A az T, XSM Wang et al. 1997
Pholcus crypticolens 24, X1X20  [22M, X1 XA Suzuki 1954
24, X1 X0 |- Rodriguez-Gil et al.
Pholcus phalangioides 2002
25, X1X2Y  |18M, 4SM ,X1M, |Kral et al. 2006
X2SM, YM
Pholcus sp. 26,X1X20 |- Sharma a Parida 1987
Physocyclus californicus 15,X0 14M, XM Cokendolpher 1989
Physocyclus enaulus 15,X0 14M, XM Cokendolpher 1989
Physocyclus globosus 15,X0 6M, 8SM, XM Olivera et al. 2007
Physocyclus sp. 15,X0 14M, XM Cokendolpher 1989
Spermonhora senoculata ?X1X20 M, X1 XoM Painter 1914
permop 25X1X2Y | 22M, XiX2YM | Kral et al. 2006

Tabulka 1. Cytogeneticky charakterizovani Pholcidae. Morfologie chromozomu: A = akrocentrické chr., M

metacentrické chr., SM-submetacentrické chr. a T-telocentrické chr. Uvadény jsou jenom studie, ve kterych byly

karyotypy publikovany poprvé, nebo studie s odlisSnymi vysledky.
Data ptevzata z Oliveira et al. 2007, upraveno a doplnéno.

* Udaje o morfologii chromozomii jsou doplnény ze studie Oliveira et al. 2007, jez potvrdila vysledky
publikované v praci Bole-Gowdy z roku 1958.
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2.4 Jadérko a nukleolarni organizatory jadérka

2.4.1 Struktura jadérka

Jadérko se sklada ze tii hlavnich Casti: fibrilarnich center (,,fibrillar centres, FCs*),
denzni fibrilarni komponenty (,,dense fibrillar component, DFC) a granuldrni komponenta
(,,granular component, GC*) (Swarzacher a Wachtler 1993, Wachtler a Stahl 1993). Cela
struktura jadérka je organizovana kolem specifickych usekti chromozomii obsahujicich
tandemové repetice rDNA. Tyto useky, jez se Casto nachdzeji v sekundarnich konstrikcich
chromozomt, se nazyvaji organizatory jadérka (,,nucleolar organizer region, NOR*) (Scheer
et al. 1993, Swarzacher a Wachtler 1993).

Fibrilarni centra o nizké elektronové hustoté se vétSinou nachazeji v centru jadérka.
Jsou obklopena denzni fibrildrni kompenentou, jez v aktivnich buiikach tvoii rozsdhlou sit’.
Na okraji jadérka se nachédzi granuldrni komponenta, jez na rozdil od piedchozich dvou ¢asti
neni vizualizovatelna pomoci AgNO3 (Swarzacher a Wachtler 1993, Wachtler a Stahl 1993).
Strukturni detaily jadérka jsou rizné v zavislosti na typu bunék a jejich produkei ribozomut
(Wachtler a Stahl 1993).

Thiry a Lafontaine (2005) se domnivaji, Ze krom¢ nejodvozenéjSich amniot maji
eukaryota jadérko slozeno pouze ze dvou ¢asti - z fibrilarni a granularni a Ze rozdéleni
fibrilarniho kompartmentu na FC a DFC bylo umoZznéno zmnoZenim intergenovych
oblasti rDNA.

Kolem jadérka se ¢asto nachazi perinukleolarni chromatin, jeho mnoZstvi je velmi

rozdilné i u blizce piibuznych druhii (Hozak et al. 1993, Wachtler a Stahl 1993).

2.4.2 Funkce jadérka

Uz v Sedesatych letech bylo objeveno, Ze jadérko je mistem biogeneze ribozomti.
Dochazi v ném k transkripci rDNA, k upravam prekurzorové ribozomové RNA (pre-rRNA),
na niz se podili malé jadérkové RNA (,,small nucleolar RNA, snoRNA*) a konecné
Kk pocatecni fazi sestaveni ribozomi (Wachtler a Stahl 1993, Pederson 1998, Gerbi et al.
2003). Ptestoze se uz v roce 1993 Wachtler a Stahl domnivali, Ze je vSeobecné piijimano, ze k
transkripci rDNA dochazi predevsim v DFC, je navzdory intenzivnimu vyzkumu dosud

presna lokalizace mista transkripce rDNA véci diskuze. Za mozna mista transkripce jsou
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povazovana - FC, DFC nebo jejich hrani¢ni oblast (Huang 2002, Raska 2003, Derenziny et al.
2006). V DFC se odehravaji primarni posttranskrip¢ni Gpravy, GC slouzi k nasledujicim
kroktim biogeneze ribozomu (Scheer et al. 1993, Wachtler a Stahl 1993).

Jak ukazuji novéjsi prace, vznik ribozomu neni zdaleka jedinym déjem, jenZz se
Vv jadérku odehrava. Kromé pre-rRNA jsou v jadérku modifikovany také prekurzory malych
jadernych RNA (,,small nuclear RNA, snRNA*) (Gerbi et al. 2003). Pfitomnost
nematurované tRNA spole¢n¢ s RNazou P naznacuje, ze v jadérku dochézi i k ipravam
tohoto typu ribonukleové kyseliny (Pederson 1998, Gerbi et al. 2003).

Dalsi funkci jadérka je biogeneze nékterych ribonukleoproteinovych komplexi jako
je tieba signal rozpoznavajici Castice (,,signal recognition particle, SRP*), jez se podili na
transportu peptidi do endoplasmatického retikula. Nalez telomerazové RNA v jadérku svédci
pro jeho moznou roli v buné¢ném starnuti (Pederson 1998, Olson et al. 2000, Thiry a
Lafontaine 2005). Jadérko by se mohlo podilet také na apoptoze a programované bunééné
smrti (Smetana 2003).

2.4.3 Ribozomova DNA

Ribozomové geny s vyjimkou genu pro 5S rRNA jsou lokalizovany v NOR oblastech,.
Eukaryotni geny pro 18S rRNA (cca 1 800 nt), 5,8S rRNA (cca 160 nt) a 28S rRNA (pfes
4 000 nt) tvoti transkripéni jednotku, jez je piepisovana polymerazou I jako jedna molekula
45S rRNA. Kromé¢ ribozomovych geni obsahuje jesté transkripéni jednotka dveé vnéjsi
ptepisované mezernikové oblasti (,,external transcribed spacer, ETS*) a dva vnitini
prepisované mezerniky (,,internal transcribed spacer, ITS*) ITS 1 a ITS 2 oddélujici kodujici
sekvence. Tato struktura transkripéni jednotky je vysoce konzervovana a podobna u vSech
eukaryot (Hillis a Dixon 1991). Vyse zminéné sedimentacni koeficienty jednotlivych rRNA
jsou vsak typické pro obratlovce a u jinych eukaryot se mohou mirn¢ lisit, kuptikladu u rostlin
je misto 28S rRNA ptitomna mensi 26S rRNA. Ptes tuto rozdilnost ve velikosti je mezi
ribozomovymi geny eukaryot znacnd homologie (Sumner 2003). Jednotlivé transkripcni

jednotky jsou od sebe odd€leny nepiepisovanym intergenovym mezernikem (,,intergenic

rrrrrrr

Stefanovsky 1994, Wang et al. 2003).

Velké mnozstvi kopii ribosomalnich transkripénich jednotek je v genomu fazeno za

sebou ve formé tandemovych repetic (Swarzacher a Wachtler 1993, Wachtler a Stahl 1993)

21



Délka jedné repetice je vsak, pfes konzervovanost rRNA genti mezi riznymi druhy, velmi
variabilni. Pohybuje se od 7 kb u niz8ich eukaryot po 40 kb u savct (Wang et al. 2003). Tato
variabilita je dana jednak rtiznou délkou ITS a ETS mezernika a predevsim raznou délkou
IGS mezernikt. Ty jsou velmi riznorodé, jak délkove tak sekvencéné. Mohou byt dlouhé od 2
kb u Sachromyces cervisiae do 21 kb u savcu (Moss a Stefanovsky 1994, Sumner 2003).
Geny pro 5S rRNA (délka cca 120 nt) nejsou obvykle umistény v oblastech
organizatoru jadérka, ale vytvareji vlastni klastry o stovkach az tisicich kopii. Do jadérka tedy
musi byt 5S rRNA exportovana z jadra a zabudovana do vznikajiciho ribozomu (Pederson a
Politz 2000). Od ostatnich ribozomovych gent se 1isi jesté ve dvou ohledech - nejsou
prepisovany polymerazou I, ale polymerazou III (tedy stejnou polymerdzou, jez ptepisuje
geny pro tRNA) a neobsahuji Zadné ptepisované mezerniky (Swarzacher a Wachtler 1993,

Wachtler a Stahl 1993, Wang et al. 2003).

2.4.3.1 Ribozomova DNA ve fylogenetické analyze

Rozdilnost rychlosti muta¢nich zmén jednotlivych ¢asti transkripéni jednotky rDNA je
podstatou jejiho vyuziti v Sirokém spektru fylogenetickych studii od rekonstrukce fylogeneze
na urovni t¥id az po uroven roda (Hillis a Dixon 1991).
mezi viilbec nejpomaleji se ménici geny, a proto se miize vyuzit pro studium velmi starych
fylogenetickych udalosti z dob prekambria (Hillis a Dixon 1991). Samoziejmé je uzite¢ny i
pro divergence odehravajici se v obdobi paleozoika - od studia fylogeneze ¢lenovcl
(McClintock Turbeville et al. 1991, Giribet a Ribera 2000) po fylogenezi vyssich obratlovctu
(Hedges et al. 1990).

Gen pro 28S rRNA vykazuje rtiznou rychlost vyvoje jednotlivych podjednotek. Proto
se muZe vyuzit ke studiu evolu¢nich udalosti od prekambria ptes paleozoikum a mezozoikum
a pii peclivém vybéru lze nékteré jeji sekvence pouzit pro rekonstrukci evolu¢nich udalosti
kenozoika. Nejcastéji je vSak pouzivan na prvohorni a druhohorni udalosti (Hillis a Dixon
1991). Analyza 28S rRNA genu byla uzita napiiklad u studia fylogeneze drobnych korysi
krunytovek (Jarman et al. 2000). Srovnavani riznych 28S rRNA genti Ize pouzit také pro
odhaleni kryptickych druht, jako napiiklad pii studiu mygalomorfniho pavouka Antrodiaetus
riversi (Starrett a Hedin 2006).
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5S a 5,8S rRNA geny vykazuji podobnou konzervovanost jako 18S rRNA gen, ale
jejich délka neumoziuje jejich vyuziti pro studium fylogeneze béhem delsiho ¢asového
obdobi (Hillis a Dixon 1991). V nékterych piipadech se vSak i tyto kratké rRNA geny ve
fylogenetickych studiich vyuzit daji, zvlasté gen pro 5,8 rRNA (Odorico a Miller 1997).

ITS oblasti mutuji naopak velmi rychle (jen o mélo pomaleji nez mitochondrialni
rDNA) a mohou se tedy pouzit pii zkoumani fylogeneze blizce ptibuznych druhd, které se
oddélily pfed méné nez 50 miliony lety (Hillis a Dixon 1991, Odorico a Miller 1997). Mohou
se také pouzivat jako marker v populacnich genetickych studiich (Hillis a Dixon 1991) nebo
pti identifikaci druhti. Zv1ast’ vyhodné je to u organismii jako jsou kvasinky, jejichz uréovani
podle morfologickych a fyziologickych znaki je velmi naro¢né (Esteve-Zarzoso et al. 1999).

Mitochondrialni rRNA geny jsou pouzivany hlavné na obratlovcich a jejich vysoka
mutacéni rychlost (mnohem vyssi nez u jadernych rRNA genti) umoznuje jejich pouziti pro
fylogenetické udalosti poslednich 20 milionti let (Hillis a Dixon 1991). Stejné jako ITS oblasti
se muze vyuzit pfi rozpoznavani druht, tieba pro potieby forenzni analyzy (Shukla et al.
2001), objevovani kryptickych druht (Starrett a Hedin 2006) nebo je mtizeme pouzit jako
marker pro genetické studie populaci (Brutto et al. 2004).

Pti pouziti genu pro 18S rRNA pro rekonstrukci fylogeneze musime zohlediiovat,
stejné jakou ostatnich ribozomovych gent, nestejné mutacni rychlosti v riiznych mistech
sekvence (,,among-site rate variation®). Velmi vhodné je pro konstrukci fylogenetickych
stroml uzivani pocitatové naro¢né¢ metody maximalni vérohodnosti (,,maximum likelihood
metod*) spolu s tzv. gama rozloZenim, jez bere v ivahu nestejnou mutaéni rychlost na
jednotlivych pozicich (Yang 1996). Na nedostatecnost diive pouzivanych a jednodussich
metod rekonstrukce fylogeneze upozoriiuje Abouheif (1998). Dnes jiz nastésti existuje
mnozstvi softwarovych aplikaci ur€enych pro rekonstrukci fylogeneze jako je PAML 4

(Yang 2007).
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3 Material a metody

3.1 Material

Pavouci byli sbirani mnou ¢i ostatnimi ¢leny nasi laboratote. Nékteré druhy byly
ziskany vyménou ¢i darem - Holocnemus pluchei a Holocnemus hispanicus od doc. RNDr.
Jaromira Hajera, CSc. z Univerzity Jana Evangelisty Purkyné z Usti nad Labem,
Leptopholcus guineensis od Dr. Bernharda A. Hubera z Univerzity v Bonnu a Aliatypus sp. na
ptipravu sondy na rDNA Atypidl od pana Marshala Hedina, Ph.D. ze Statni univerzity v San
Diegu.

U zastupcti ¢eledi Pholcidae byly na ptipravi preparati pouzivany gonady Cerstveé
svle¢enych adultnich samcti nebo gonady samcti subadultnich. Radu exemplatt bylo tedy
nutné dochovat v laboratornich podminkach, tfesavky byly krmeny bezkiidlymi formami
octomilek. Pokud nebylo v subadultnim stadiu mozné rozpoznat pohlavi jedince, bylo nutné
subadultni jedince Casto kontrolovat a co nejdiive po svleku do adultniho stddia pavouka
usmrtit, vypitvat gonady a piipravit preparaty. To proto, ze u nékterych druhti (napt. u
Spermophora senoculata®) konéi vyvojova faze doprovazena meiotickym délenim prekurzort
pohlavnich bunék jiz n¢kolik dnii po dosazeni adultniho stadia. I ptes Casté kontroly a
pomérné velké mnozstvi chovanych jedinct se u jednoho druhu Filistaty insidiatrix
(Filistatidae) nepodatilo vhodné stadium zachytit a nemohl byt tedy do prace zatazen.

U zastupct ¢eledi Atypidae neni mozné rozpoznat pohlavi subadultnich jedinct a
rovnéz meiotické déleni konci velmi brzo po dosazeni dospélosti, navic diky podzemnimu
zpiisobu zivota nejsou mozné pravidelné vizudlni kontroly. Proto byly subadultni jedinci,
ktefi byly krmeni cvrcky (Achaeta domestica, Gryllus assimilis a G. bimaculatus), pro
pfipravu preparati vybirani nahodné. Ukazalo se, ze z celkového mnoZstvi nasbiranych
exemplari sklipkankt bylo jenom minimum sam¢ich jedinct, na n¢které aplikace byly proto
zprvu pouZzivany i preparaty ze samicich gonad, nakonec se vSak podafilo pfipravit i dostatek
preparatll ze samcul.

V tabulce jsou uvedeny lokality sbéru studovanych druhi spolu s pouzitymi

cytogenetickymi metodami.

4 U tohoto druhu je kratka vyvojova faze vhodnd pro piipravu preparatu spojend jesté s velmi malou velikosti
gonad (cca I mm). Z jednoho jedince je tedy mozné pfipravit pouze jeden preparat. Navic bylo nutno material
ziskavat ze zahrani¢i. Kombinace téchto jevu ¢ini studium meiotickych chromozomu tohoto druhu velmi
naro¢nym.
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Zemé

Druh (Celed’) Lokalita sbéru o Pouzité metody
puvodu

Atypus affinis (Atypidae) Sérecké udoli (Praha) |CR FISH, C, S
. . Pterovska hura *

Atypus piceus (Atypidae) (Prerov nad Labem) CR FISH, C

Holocnemus hispanicus

(Pholcidae) Larache= Maroko FISH, K

Holocnemus pluchei . .

(Pholcidae) Catania* Italie FISH, K

Leptopholcus guineensis Basse-Guinée pobliz .

(Pholcidae) Kindia Guinea K

Lo_xos_c_eles rufescens Sede Boger a Yeroham | Izrael FISH

(Sicariidae)

Pholcus opilionoides Jakubcovice n. Odrou CR K

(Pholcidae) Zleby (okr. Kutna Hora)

Pholcus phalangioides Ceské Budgjovice a CR FISH

(Pholcidae) Zleby (okr. Kutna Hora)

Smeringopus sp. nov. 1. Andreba pobliz

(Pholcidae) Ambatondrazaka Madagaskar | K

Smeringopus sp. nov. 2. Bloemfontein JAR K

(Pholcidae) (Oranzsko)

Spermophora senoculata Mitra (Evora) Portugalsko | FISH

(Pholcidae)

Tabulka 2. Seznam studovanych druhi doplnény zkratkami pouzitych metod. FISH — vizualizace
nukleolarnich organizatort jadérka fluorescencni in situ hybridizaci, C - vizualizace konstitutivniho
heterochromatinu C pruhovanim, S — lokalizace NOR transkriéné aktivnich v pedchozi interfazi pomoci
AgNOs, K — priprava klasickych chromozomovych preparatd.

* Jedna se o puvodni lokality sbért, studované exemplate pochazely z chovu ze skleniku Univerzity Jana

Evangelisty Purkyné z Usti nad Labem. Populace Holocnema hispanica je ve skleniku od roku 1998 a H. pluchei

od roku 1995.

3.2 Metody

3.2.1 Priprava chromozomovych preparati

Preparaty byly vyrabény modifikaci roztérové metody (Traut 1976). Ve fyziologickém
roztoku pro motyly rodu Ephestia (Lokwood 1961) byly pavouktim ihned po jejich usmrceni

pod binokularni lupou vypitvany gonady. Ty byly nasledné hypotonizovany 15 min. u

pavouku ¢eledi Pholcidae, 25 min. u ¢eledi Atypidae v 0,075 M roztoku KCI (Lachema).

Nasledovala fixace ve smési methanolu (p.a., Merck nebo p.a, Sigma-Aldrich) a kyseliny
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octové (p.a., Merck) v poméru 3:1. U vétSiny studovanych jedincti byla fixace provadéna
dvakrat (10 minut a 20 minut), u velkych gonéd sklipkank byla pro lepsi odvodnéni
materidlu fixace provadeéna ttikrat (5, 10 a 20 minut). Na vycisténé podlozni sklicko byl
pfenesen maly kousek nafixované gonady a pastérkou byly piidany 2-3 kapky 60% kyseliny
octové. Z tkané€ byla pomoci dvou wolframovych jehel vyrobena suspenze bunék. Poté byl
preparat ihned pfenesen na histologickou ploténku o teploté 40 — 42 °C. Pfi ptipraveé preparatu
urcené¢ho na C pruhovani byla teplota ploténky o 5 —10 °C nizsi, aby se snizilo naruSeni
chromatinu. Kapka suspenze byla pomoci wolframové jehli¢ky roztirana po sklicku téméi do
uplného odpateni, aby se mitotické ¢i meiotické figury rozptylily po povrchu skla. Zbytek
kapky byl ze sklicka sklepnut.

Takto pripravené preparaty byly na druhy den (¢i pozdé&ji) barveny 5 % roztokem
barviva Giemsy (Merck) v Sérensenové fosfatovém pufru (pH 6,8) po dobu 25 minut.
Vybrana skla se nebarvila a byla uskladnéna pro dalsi aplikace (viz déle). Preparaty zvolené
pro aplikaci FISH byly odvodnény ve vzestupné ethanolové fadé (70 %, 80 % a 96 %) a
uskladnény v mrazniéce pii -20 °C. Preparaty na C pruhovani byly uloZzeny do chladnic¢ky
(7-10°C).

Obarvené preparaty byly prohlizeny mikroskopem Olympus BX 50, vybrané figury
slouzici k setaveni karyogramu ¢i dokumentujici prabéh meiotického déleni byly snimany
pomoci CCD kamery DP 71 (program CellD).

Karyogramy byly vytvareny z dobie rozprostienych metafazi I v programu Corel
Photo Paint X3. Délka chromozom byla méfena pomoci programu ImageTool. Métfeni
jednotlivych ramen bylo provadéno od stiedu centromery az ke konci ramene. Morfologie
chromozomu byla ur¢ovana podle Levanovy klasifikace (Levan et al. 1964). Podle této
klasifikace je centromericky index ur¢en pomérem dlouhého a kratkého raménka
chromozomu. Chromozmy jsou v karyotypu sefazeny podle relativni chromozomové délky
(RCD), jez je vypocitavana jako procentualni podil na celkové délce vSech chromozom
Vv diploidni sad¢ (vCetné chromozomi pohlavnich). Kdyz bylo v karyotypu pfitomno vice X
chromozomt, jsou sefazeny dle klesajici velikosti. U pavouku ¢eledi Pholcidae byl

zaznamenavan vyskyt bivalentl s vice nez jednim chiasmatem.
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3.2.2 Vizualizace konstitutivniho heterochromatinu C pruhovanim

Ctyti az pét dni staré neobarvené preparaty, vyrobené vyse popsanou metodou, se
nejprve nechaly hodinu susit pfi teploté 60 °C. Po zchladnuti byly na 30 minut ponotfeny do
0,2M roztoku HCI (Penta) a oplachnuty destilovanou vodou. Nasledovalo dalsi 2 - 3 hodinové
suSeni pii pokojové teploté.

Dale byly preparaty inkubovany v nasyceném roztoku Ba(OH), (Lachema)

(3-5 min., 50 °C) a ihned oplachnuty destilovanou vodou o teploté pfiblizn¢ 33 °C a pak jesté
destilovanou vodou o pokojové teploté, aby se diikladné zabranilo vysrazeni uhli¢itanu
barnatého na sklech. Po 2 - 3 hodinach schnuti byly preparaty inkubovany v 2x SSC o pH 7,0
(70 — 75 min, 60 °C). Nakonec byly preparaty oplachnuty destilovanou vodou o pokojové
teploté.

Dalsi den byly preparaty obarveny 5% roztokem barviva Giemsy v Sorensenove
fostatovém pufru, doba barveni byla prodlouzena na 75 minut. K pozorovani a vyhodnoceni
preparati byly vyuZity stejné pfistroje a software jako v ptipad¢ klasicky obarvenych

preparéatu.

3.2.3 Stribreni

Tato tradi¢ni metoda je vyuzitelna pouze k detekci NORA, jez byly transkribovany
Vv pfedchozi interfazi. Nedochazi pfi ni vlastné k vizualizaci rDNA jako takové, ale
specifickych proteinli asociovanych s oblastmi rDNA. Stiibfeni bylo provadéno podle
protokolu uvedeném v Howel a Black 1980.

Ke stiibfeni byly pouzity standardné ptipravené preparaty obarvené Giemsou. Na skla
byly sklenénou ty¢inkou naneseny 3 kapky dvouprocentni Zelatiny, okyselené 1 ml kyseliny
mravenci, a 6 kapek 50% AgNO3z (Lachema) tak, aby se kapky Zelatiny a dusi¢nanu stfibrného
nedotykaly. Potom byly kapky rychle promichany. Preparat byl zakryt krycim sklem o
rozmérech 25x40 mm a prenesen na histologickou ploténku zahtatou na 50 °C. Preparat byl
na ploténce ponechén, dokud se ptivodni Sedofialova barva nepromeénila v cibulové zlutou
(ptiblizné€ 3 - 4 minuty). Pak byl preparat rychle oplachnut pod proudem vody, ¢imz doslo ke
splachnuti kryciho sklicka spolu s reagujicimi slou¢eninami. Po oschnuti byly preparaty

prohliZeny mikroskopem Olympus BX 50.
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3.2.4 Vizualizace nukleolarnich organizatori jadérka fluorescencni in situ hybribizaci

K detekci rDNA tvorici NORy byla pouzita fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH).
Jeji princip spociva v hybridizaci denaturované vySettované DNA a fluorecencné znacené
sondy. Po odd¢€leni fetézci DNA se navozuji reasociaéni podminky, za nichz se sonda, jez je
pritomna v nadbytku, vaze ke komplementarnim sekvencim neboli hybridizuje s
vysetifovanou DNA. V oblastech komplementarity pak mizeme pozorovat, diky oznaceni
sondy fluorescencnim barvivem, hybridiza¢ni signal.

Aby bylo dosazeno zesileni tohoto signalu, bylo pracovano s nepiimo znac¢enou
sondou. PouZito bylo znaceni biotinem, ktery byl detekovan protilatkou - streptavidinem s
navazanym fluorochromem Cy3.

Na FISH jsem vyuzila sondy hned ze tfi druhti pavoukd, a to z Eresus kollari, Pholcus
phalangoides a Aliatypus sp. Ze samic (pohlavi bylo zvoleno nahodn¢) prvnich dvou druhti
byla DNA izolovana pomoci chloroform/fenol/izoamylalkoholovou extrakci (Graham 1978).
Ze samice Aliatypa byla DNA izolovdna pomoci kitu AquaPure Genomic DNA Isolation Kit
(Bio-Rad, Hercules, USA).

Z celogenomové DNA byl pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) amplifikovan
usek 18S rDNA. Byly pouzity univerzalni primery pro 18S rDNA ¢lenovct 18S-Ins-forward
primer (5" CCTGAGAAACGGCTACCACATC-3") a 18S—Ins-reverse (5 —
GAGTCTCGTTCGTTATCGGA-3") (Generi Biotech, Hradec Kralové, Ceska republika). Na
jednu PCR reakci o celkovém objemu 25 pl bylo pouZito: 10x Ex Taq pufr (2,5 pl) a 5 U/ul
TaKaRa Ex Taq HS DNA polymeraza (0,40 ul), dNTP o koncentraci 2,5 mM (2 pl), 100 ng
templatové DNA, 1,25 pl kazdého z primert o koncentraci 10 pM a do finalniho objemu bylo
doplnéno miliQ H20 (DNA polymeraza, pufr a nukleotidy pochazeji od TaKara, Otsu,
Japonsko). Pocateéni denaturace (3 min, 94 °C) byla nasledovana sérii 30 cykla — denaturace
1 min. 94 °C, nasedani primerti pul minuty 51 °C, prodluzovani fetézce 1 min. 72 °C. Faze
prodluZovani fetézce byla v poslednim cyklu o 9 min. prodlouZena.

Nésledovala elektroforetickd separace v 1% agar6zovém gelu. Produkt PCR reakce
vytvoril prouzek, jenz byl z gelu vyfiznut a extrahovan pomoci kitu QIAquick Gel Extraction
(Qiagen GmbH, Hilden, Némecko). Extrahovana 18S rDNA byla pouzita jako templat pro
dalsi PCR amplifikaci, jejiz produkt byl nasledné naznacen biotin—14—dATP metodou
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nicktranslace pomoci kitu Bionick Labeling System (Invitrogen, Life Technologies Inc., San
Diego, Kalifornie).

Ke znacené sondé (50 ng na preparat) byla piidana DNA z lososich spermii (25 pg na
preparat) (Sigma-Aldrich). Sonda byla precipitovana piidanim Na-acetatu a
ptedchlazeného ethanolu (100%) a centrifugovana (20 min., 13 000 rpm), supernatant byl
odstranén. Ke zbylému peletu byl pfidan predchlazeny ethanol - tentokrat 70% a nésledovala
druhé centrifugace (5 min., 13 000 rpm). Po opétovné centrifugaci (15 min., 13 tis. rpm.) byl
co nejdikladnéji odstranén veskery supernatant. Mikrozkumavka s hybridiza¢ni smési se
nechala vysusit v termomixu pii 37 °C do uplného odpateni ethanolu. Poté byla sonda
rozpusténa ve 100% formamidu (Sigma-Aldrich) pfi teploté 37 °C po dobu 30 min. za tfepani.
Po ptidani 20 % dextransulfatu (5 pl na preparat) byla sonda denaturovana pii 95 °C ptesné 5
minut a ihned pfemisténa na led. Pfed nandSenim na preparaty byla hybridiza¢ni sm¢s jesté
protiepéana a centrifugovana.

Neobarvené preparaty z —20 °C byly odvodnény ve vzestupné alkoholové tade (70%
80% 96% EtOH (Merck)) po jedné minuté. Poté byla skla hodinu zapékana pii 65 °C, aby
mohla byt inkubovana s proteinazou K (Sigma-Aldrich) (5 min., 37 °C) a aby tim bylo
zabranéno vyskytu desek DAPI. Nasledovalo promyvani v kyvetach s 1x PBS, 2x 5 min (37
°C). Tento krok se ukazal relevantni jenom u nékterych druhii pavoukd, a proto byl pozdéji v
nékterych ptipadech vynechavan. Po odstranéni proteinli byla skla inkubovéana s RNazou A
(Sigma-Aldrich). Po naneseni 100 pul na kazdé sklo byly preparaty zakryty krycim sklem a
inkubovany hodinu pti 37 °C. Nasledovalo oplachnuti v kyvetach s 2x SSC, 2x 5 minut. Kvuli
potlaceni nespecifické hybridizace byla skla inkubovéana v 5x Denhardtovym reagens za
tiepani na vodni lazni (30 min., 37 °C). Dale byla skla denaturovana ve 100 ul 70%
formamidu (Sigma-Aldrich), zakryta krycim sklem a vlozena do termomixu ( 3 min. 30
sekund, 68 °C). Po dokonc¢eni denaturace byla okamzité odstranéna kryci sklicka a preparaty
byly vlozeny do pfedchlazeného (-20 °C) 70% ethanolu na 1 minutu, nasledovalo
odvodnovani v 80% a 96% ethanolu (30 sekund).

Po uplném oschnuti skel bylo na kazdé naneseno 10 ul ptedem piipravené a
denaturované hybridiza¢ni smési a skla byla piikryta krycim skli¢kem. Poté byly okraje skel
zalepeny Rubber cementem (Marabu) a nechany pies noc inkubovat ve tm¢ v krabicce
s filtraénim papirem napusténym 2x SSC v termostatu pii 37 °C (délka hybridizace se

pohybovala v rozmezi 17-19 hodin).
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Druhy den byl z preparatti pomoci pinzety odstranén Rubber cement. Nasledovala
série promyvani (prani) v kyvetach umisténych na tfepacich vodnich laznich slouzici
k odstranéni nespecifickych signali. Nejprve byly preparaty promyvany ve tiech kyvetach s
50% formamidem v 2x SSC (po 5 minutach pfi 46 °C). Po promyti v prvni kyveté byla
Z preparatu odstranéna kryci sklicka. Dale byly preparaty promyvany v péti kyvetach s 2x
SSC (v kazdé 2 min. pti 46 °C). Posledni bylo promyvéani ve tfech kyvetach s 0,1x SSC (v
kazdé 5 min. pti 62 °C). Po dikladném oplachu byla skla nechdna minimalné pét minut ve
tmé pti pokojové teploté inkubovat v 4x SSC pufru obsahujicim 0,1% Tween 20 (Gerbu),
(tento krok je mozno bez jakychkoli disledka prodlouzit az na 40 minut).

Dalsim krokem byla detekce sondy. Nejprve byla zablokovana reakce na sklech, a to
pridanim 500 ul 2,5% BSA (Gerbu) na kazdé sklo. Preparaty byly zakryty krycim sklickem a
nechany inkubovat ve tmé 20 min. pii pokojové teploté. Nasledovala inkubace pod krycim
sklem se 100 pl streptavidinu-Cy3 (Jackson Immuno Research Laboratoies) taktéz ve tmé 30
min. pii pokojové teploté. Preparaty byly promyty 3x 3 min. v 4x SSC/0,1 % Tween 2 za
tfepani na vodni 1azni pii 37 °C.

Zesileni signalu bylo dosazeno n¢kolika kroky: zablokovanim reakce pomoci 500 pl
2,5 % BSA, poté ptidanim 50 pl antistreptavidinu (Vector), nasledovala inkubace pod krycim
sklem pfti 37 °C po dobu 20 min. Preparaty byly proprany stejnym zptsobem jako po prvni
inkubaci se streptavidinem-Cy3. Nasledovala dalsi blokace a zesileni signalu pomoci 100 pl
streptavidinu-Cy3, inkubace pod krycim sklem 20 min. pii 37 °C a posledni promyvani.

Dale byly chromozomy podbarveny pomoci DAPI (Sigma-Aldrich) a to nasledovné
(v8echny kroky probihaly za pokojové teploty a pfi tfepani): prvnim krokem bylo promyti v
1% TritonX (Sigma-Aldrich)/2x PBS za tfepani 5 min, barveni 4-5 min v 40 ml - 40 ul DAPI
v 1% TritonX/1x PBS, dalsi promyti 3-5 min. v 1% PhotoFlo (Sigma-Aldrich)/1x PBS a
posledni promyti jednu minutu v PhotoFlo/miliQ vod¢. Preparaty se ponechaly ¢aste¢né
oschnout, poté byly zakdpnuty 20 pl antifadem a zakryty krycim sklickem, aby se mohl
antifade rozprosttit. Pomoci filtra¢niho papiru byla vytlacena prebyte¢nd viskozni tekutina a
okraje kryciho sklicka byly prekryty barevnym lakem na nehty. Po zaschnuti laku byly
preparaty ihned pfipraveny k pozorovani.

Preparaty byly prohlizeny ve fluorescen¢nim mikroskopu Zeiss Axioplan 2
vybaveném piislusnymi sadami fluorescencnich filtri. Cernobilé digitalni fotografie byly
snimany pro kazdou fluorescenéni barvu oddélené digitalni kamerou F-View (Olympus)

se CCD cipem pfi vyuziti softwaru AnalySIS 3.2. Déle byly snimky zpracovavany za vyuziti
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programu Adobe Photoshop CS2. Konkrétné se jednalo o pfifazeni barev ¢ernobilym
snimkim a jejich skladani.

Jak vyroba preparati, tak i jejich pozorovani, probihalo na oddéleni genetiky v
Entomologickém tstavu AV CR v Ceskych Budgjovicich v laboratofi Prof. Frantiska Marece,

pod vedenim RNDr. Magdy Vitkové, Ph.D.
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4 Vysledky

4.1. Karyotypy haplogynnich pavoukii ¢eledi Pholcidae a Sicariidae

4.1.1 Pholcidae - pholcini

Leptopholcus guineensis Millot, 1941

V karyotypu samce nalezneme 17 dvouramennych chromozomd, systém pohlavnich
chromozom je X1X2Y (obr. 3a). Druhy, ¢vrty a paty autozomovy par je tvofen chromozomy
submetacentrickymi, zbytek autozomu je metacentrickych. Xia Y jsou metacentrické, X> ma
submetacentrickou morfologii. Chromozomy miiZeme rozdélit do dvou velikostnich tfid, do
prvni patii tfi autozomové pary a chromozom Xz, do druhé zbyvajici chromozomy véetné
chromozomu Xz, jenz je s RCD 2,82 % nejmensim chromozomem karyotypu. Submetacen-
tricky chromozom Y se velikostné nachazi mezi t¢émito dvéma skupinami, diky niz§imu
stupni kondenzace chromatinu (viz dale) jej vSak fadim ke skupiné menSich chromozomi. Na
koncich dlouhého raménka tietiho a ¢vrtého chromozomovém paru si mizeme povsimnout
vyraznéji probarvenych bloki telomerického heterochromatinu (obr. 3a).

V premeiotické interfazi tvoii pohlavni chromozomy heteropyknotické pohlavni
télisko nachazejici se na periférii jadra. V pachytene je pozitivni heteropykndza gonozomu
velmi slabd, pohlavni télisko je jiz rozpadlé a gonozomy spolu neasociuji (obr. 3b). Nasleduje
difuzni stadium, ve kterém jsou vSechny chromozomy despiralizovany, stupen rozvolnéni
autozomu je mirné vétsi nez u gonozomu. V diplotene a diakinezi jsou gonozomy X a Xz
rozvolnéné, negativné heteropyknotické a asociuji koncovymi ¢astmi svych ramének
s gonozomem Y, ten je kondenzovany stejné€ jako autozomové pary a je izopyknoticky
(obr. 3¢). Behem metafaze I nastdva mirnd kondenzace X chromozomd, stale vSak ziistavaji
negativné heteropyknotické (obr. 3d). V diplotene, diakinezi ani v metafazi I nebyly nalezeny
zadné bivalenty s vice nez jednim chiasmatem (pozorovano bylo 20 figur). V anafazi I jsou
gonozomy izopyknotické. V profazi II jsou vSechny gonozomy pozitivné€ heteropyknotické a
nachdzeji se blizko sebe (obr. 3e), béhem prometafize pozitivni heteropyknozu postupné
ztraci (obr. 3f). V metafazi Il si vSak zachovavaji prometafazni stupenn kondenzace, navic u
nich nedochazi k separaci chromatid, jsou tedy od autozomi dobie odlisitelné (obr. 3g).
Izopyknotické zlstavaji gonozomy az do konce meiotického déleni. Ve vSech etapach

meiotického déleni se gonozomy nachézeji spise na okrajich figur.
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Obrazek 3. Leptopholcus guineensis, karyogram a pribéh meiotického déleni samce.

Sipky na snimcich b az g ukazuji na pohlavni chromozomy, at’ uz separované &i asociované v trivalentu.

a) karyogram samce, sestaveno ze sesterskych metafazi II; b) pachytene; ¢) diplotene-diakineze; d) metafaze I;
e) profaze 11, gonozomy jsou separované, ale nachazeji se blizko sebe na okraji figury; f) sesterské prometafaze
I1, v této etapé je jasné viditelna morfologie gonozomi; g) splynulé sesterské metafaze I1. Méfitko — 10 um.
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Pholcus opilionoides (Schrank, 1781)

Sam¢i karyotyp je tvofen 25 chromozomy, systém pohlavnich chromozomii je stejné
jako u ptedchoziho druhu X1X2Y (obr. 4a). Velikost chromozomt v karyotypu se snizuje
plynule. Pievazuji metacentrické chromozomy, dale jsou pfitomny 3 submetacentrické
autozomalni pary (4., 5. a 6.) a submetacentricky gonozom Y, jenz je chromozomem
nejmensim. Pohlavni chromozom X1 metacentrické morfologie je nejvétsim chromozomem
v karyotypu, Xz velikostné patiici mezi stfedné velké chromozomy je subtelocentricky
(obr. 5a).

Béhem premiotické interfdze pohlavni chromozomy tvoti pozitivné heteropyknotické
telisko nachézejici se na periférii jadra. Pti ptechodu do profaze I je pfitomno nékolik
separovanych heteropyknotickych chromozomd, patrné se jedna o chromozomy pohlavni
(obr. 4b). Pachytennich figur jsem nalezla jenom velmi malé mnozstvi a Zadna z nich nebyla
dobfe rozloZena, predpoklddam, pachytne a diplotene jsou zfejmé z podstatné ¢asti nahrazeny
dlouhym difiznim stadiem (obr. 4c¢). V tomto stadiu jsou pohlavni chromozomy narozdil od
siln¢ despiralizovanych autozomovych bivalenti vyrazn¢ pozitivné heteropyknotické. Tato, 1
kdyzZ o néco slabsi heteropykndza, pretrvava az do diakineze (obr. 4d) a metafaze I (obr. 4e).
V téchto etapach tvoti pohlavni chromozomy trivalent, X1 asociuje s Y pomoci koncovych
oblasti obou ramének, zatimco asociace Xz je zprostiedkovana pouze telomerickymi oblastmi
dlouhého raménka. Vyskyt bivalenti s vice chiasmaty v diplotene, diakinezi a metafazi I byl
velmi nizky. Bivalenty se dvéma chiasmaty jsem nalezla jenom u 2 figur ze 40, to znamena,
Ze se tyto bivalenty u této tfesavky nachazeji jenom s Sprocentni frekvenci. Jeden z téchto
vzacnych ptipadi je zachycen na obrazku 5d. Bivalenty s vice neZ dvéma chiasmaty se u
tohoto druhu viibec nevyskytuji. Dalsi etapy, ve kterych jsou pohlavni chromozomy pozitivné
heteropyknotické, jsou anafaze I, profaze II a anafaze II, tyto etapy meiotického déleni jsou
vSak podstatné krat$i neZ ty z prvni poloviny heterotypického déleni, proto se nepovedlo

vytvofit zadné ilustrativni fotografie.
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Obrazek 4. Pholcus opilionoides, karyogram a pribéh meiotického déleni samce.

a) karyogram samce, sestaveno z nesesterskych metafazi II; b) pfechod z interfaze do profaze, Sipky ukazuji na
gonozomy; c¢) difuzni stddium, Sipky ukazuji na gonozomy tvortici pohlavni télisko; d) diakineze, Sipka miii na
pohlavni trivalent, silna Sipka miii na bivalent se dvéma chiasmaty; e) metafdze I, pohlavni trivalent oznacuje
Sipka. Méfitko — 10 pum.
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Pholcus phalangioides (Fuesslin, 1775)

Karyotyp této tfesavky obsahuje 25 chromozomtl, systém pohlavnich chromozomu je
X1X2Y (obr. 5a). Karyotyp se sklada hlavné z metacentrickych chromozomd, jsou zde vsak
pritomny i chromozomy submetacentrické, konkrétné se jedna o chromozom X; a
chromozomové pary 7 a 11 (Kral et al. 2006).

Chromozomy tohoto druhu podléhaly béhem fluorescenéni in situ hybridizace zna¢né
destrukeci, destabilizace struktury chromatinu byla mnohem vyraznéjsi nez u ostatnich
zkoumanych druhii. Pivodné dobie rozlozené chromozomy se rozpijely, az bylo obtizné
rozlisit jejich hranice. U toho druhu byla také pfitomna nejvyssi nespecifickd hybridizace.

Z téchto dvou divodi byla lokalizace NORU velmi obtizné. Ve figurach diakinezi a

metafazi [ jsem NORYy nalezla na tfech autozomovych bivalentech a na pohlavnim trivalentu
(obr. 5¢). U &vrtiny figur téchto etap byly pozorovatelné nevyrazné hybridizacni signaly jesté
na dalsich dvou bivalentech. Tyto signaly nabyvaly pfiblizné ¢vrtinové intenzity silngjsich
signall. V mitotickych metafazich byly signaly nalezeny v terminélni oblasti jednoho
raménka na sedmi chromozomech na jednom chromozomu byly nalezeny na koncich obou
ramének, z jeho velikosti usuzuji, Ze se jednd o gonozom Xi (obr. 5d). Diky vétsi
heteropyknoze mitotického chromozomu Y, podle niz je snadno identifikovatelny, je zfejmé,
ze se na ném zadny NOR nenachazi. Z lichého poc¢tu hybridiza¢nich signalt 1ze tedy vyvodit,
ze se zbyvajici NOR bude nalézat na gonozomu X». Také v mitotickych figurach se obcas
vyskytovaly dalsi velmi slabé signaly na proménlivém poctu dalSich chromozomii. Nejméné

informativni byly metafaze II, struktura chromozomu byla v této etapé nejvice narusena.

Spermophora senoculata (Dugcs, 1836)

Karyotyp samce je 25, X1X2Y (obr. 5b), velikost chromozomu v karyotypu se snizuje
plynule. VSechny chromozomy tohoto druhu jsou metacentrické (Kral et al. 2006).

V diakinezi a metafazi [ oba chromozomy X pohlavniho trivalentu vykazuji i po
fluorescen¢nim barveni negativni heteropyknozu, zatimco Y chromozom je izopyknicky, to
velmi usnadiiuje identifikaci trivalentu (obr. 5e). Proto mohu i pies pomérné malé mnozstvi
ziskanych figur s jistotou fici, Ze se na Zadném z gonozomu hybridiza¢ni signél nenachazi.
Klastry rDNA byly objeveny na tfech autozomovych bivalentech, jedna se o bivalenty velké
az stfedni velikosti (obr. 5e). Dohromady jsou tedy NORy ptitomny na Sesti chromozomech

(obr. 51). U vSech parii jsou NORy umistény na terminalnim konci jednoho raménka.
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Obriazek 5. Karyogramy samci Pholcus phalangioides a Spermophora senoculata (pfevzato a upraveno

z Kraile et al. 2006) a distribuce NORi na chromozomech obou druhi (vizualizovano pomoci FISH s 18
rDNA sondou. a) karyogram samce P. phalangioides; b) karyogram samce S. senoculata; c) P. phalangioides —
metafaze I, Sipky ukazuji na hybridiza¢ni signaly na bivalentech, Siroka Sipka ukazuje na signal na trivalentu;

d) P. phalangioides — mitoticka metafaze; Sipky sméfuji k terminalné umisténym signalim; ) S. senoculata —
metafaze I, Sipky ukazuji na hybridiza¢ni signaly na bivalentech, trivalent pohlavnich chromozomu (Siroka
Sipka) je bez NORU; f) S. senoculata — metafaze 11, Sipky mifi na hybridiza¢ni signaly na koncich ramen, nejvice
heteropyknoticky utvar je chromozom Y. Métitko — 10 um.
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4.1.2 Pholcidae - holocnemini

Holocnemus hispanicus (Wiehle, 1993)

Karyotyp samce je tvofen 23 dvouramennymi chromozomy, z toho je jenom jeden
chromozom pohlavni (obr. 6). Prvni ¢tyfi autozomové pary jsou submetacentrické, u mensich
chromozomt je ptesné urceni polohy centromery zna¢né naro¢né, avsak krom¢ 10. paru jsou
ziejme vSechny dalsi autozomové pary metacentrické. Také gonozom X, nejvétsi chromozom
Vv karyotypu, je metacentricky. Gonozom X a prvni autozomovy par jsou veétsi nez ostatni
autozomové pary, dale se vSak velikost chromozomi snizuje jiz plynule.

Pozitivni heteropykno6za pohlavniho chromozomu X se objevuje jiz v
premeiotické interfazi, kdy X tvofi pohlavni télisko, vEtsi barvitelnost ziistdva béhem
pachytene (obr. 7a), ve které je pohlavni chromozom rozbalen, az do difiizniho stadia (obr.
7b), ve kterém se znovu formuje pohlavni télisko. Béhem diplotene, diakineze a metafaze |
chromozomy postupné kondenzuji a ramena chromozomu X se ptiklapéji k sob¢ a vytvaii tak
utvar podobny pismenu V (obr. 7c). Ze 30 pozorovanych diplotene — metafazi I jsem nalezla
bivalent se dvéma chiasmaty jenom v jediném piipadé€. V téchto etapach se pozitivni
heteropykno6za chromozomu X objevuje pfiblizné ve 40 % figur, ve zbyvajicich figurach je
gonozom izopyknoticky. Vyrazné&jsi heteropyknoza se objevuje az v anafazi I, pii které se
chromozom X za autozomy opozd’uje a tvofi anafazni mustek (obr. 7d), a je pozorovatelna i
Vv telofazi I (obr. 7e). V nékterych figurach je vétsi barvitelnost chromozomu X naznacena 1
béhem metafaze II. Silné pozitivni heteropyknoza X chromozomu se vyskytuje béhem

anafaze II (obr. 7f).
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Obrazek 6. Holocnemus hispanicus, karyogram samce. Sestaveno ze sesterskych metafazi I1.
Méfitko — 10 pm.
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Obrizek 7. Holocnemus hispanicus, priitbéh meiotického déleni samce. Sipky ukazuji na pohlavni
chromozom X. a) pachytene; b) zac¢atek difazniho stadia; ¢) metafaze I; d) anafaze I s anafaznim mustkem
tvofenym chromozomem X; e) telofaze I; d) sesterské anfaze 1. Métitko — 10 um.
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NORYy byly u Holocnemus hispanicus detekovany pomoci rDNA sondy znacené
biotinem na nejvétsim autozomovém bivalentu a na chromozomu X (obr. 13a, b). V metafazi
prvniho meiotického déleni NOR bivalent ¢astéji zaujimal takové uspotradani, ze se
hybridizac¢ni signaly nachazely na koncich bivalentu (obr. 13a), v nékterych ptipadech jsou
vSak signaly lokalizovany i v oblasti parovani homolognich chromozomt. Konkrétné se
bivalenty s koncovou lokalizaci NORU vyskytovaly v 80 % piipadt (analyzovano bylo 15
figur s jasné patrnou morfologii bivalentu a s ptesnou lokalizaci hybridizaéniho signalu)®.
Celkem se tedy u tohoto druhu nachéazeji 3 NOR chromozomy — 2 homologni metacentrické
chromozomy 1. paru a gonozom X. Hybridizacni signély jsou jak u autozomového paru, tak u

gonozomu, umistény na terminalnim konci jednoho raménka (obr. 13c).

Holocnemus pluchei (Scopoli, 1763)

Diploidni pocet chromozomil samce je 27, systém pohlavnich chromozomi je opét X0
(obr. 8). Velikost chromozomt v karyotypu se snizuje velmi plynule, nejvétsi autozomovy par
(RCD 4,53 %) nedosahuje ani dvojnasobku velikosti paru nejmensiho (RCD 2,65 %). Jediné
chromozom X s RCD 6,82 % se velikostné vyrazngji odliSuje. VSechny chromozomy
Vv karyotypu jsou dvouramenné, v n¢kolika ptipadech se pomér ramen pohybuje od 1,65 do
1,78 (autozomové pary 1, 5, 8, 9), nachazeji se na hranici mezi chromozomy metacentrickymi
a submetacentrickymi. Zbyvajici chromozomové pary a gonozom X jsou metacentrické.

V meiotickém déleni vykazuje chromozom X podobné chovani jako u Holocnemus
hispanicus. Je pozitivné heteropyknoticky od premeiotické interfaze az do difuzniho stadia.
V diplotene, jez je diky ptitomnosti difizniho stadia zkracena, je chromozom X vyrazné
pozitivné heteropyknoticky (obr. 9a), v diakinezi a v n¢kterych piipadech jeste 1 v metafazi I
je vyrazné despiralizovan (obr. 9b). Na konci metafaze I gonozom tvaru V spiralizuje a stava
se 1izopyknotickym az mirn€ pozitivné heteropyknotickym (obr. 9¢). U tohoto druhu nebyly
pozorovany zadné bivalenty s vice neZ jednim chiasmatem (prohlédnuto bylo 30 figur
diplotene, diakinze a met. I). Vyraznéjsi heteropykndza gonozomil se objevuje az v anafazi [
(obr. 9d), ve které dochazi k opozd’ovani chromozomu X. Znovu se odlisné zbarveni
gonozomu vyskytuje v profazi II (obr. 9¢) a pietrvava az do anafaze II (obr. 9f), pozitivni
heteropyknoza v met. Il neni vSak tak silnd jako v jinych etapach homeotypického déleni a

v nékterych figurach (asi 20 %) zcela chybi.

5 Piesna lokalizace mista pfisednuti sondy byla mozn4 zhruba v poloving piipadii kvili znaéné rozvolnéné
struktufe vlaken DNA v oblasti NORu.
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Obrazek. 8 Holocnemus pluchei, karyogram samce. Sestaveno ze sesterskych metafazi II. Métitko — 10 um.

Znacena rDNA sonda hybridizovala se dvéma autozomovymi bivalenty (obr. 13d).
Celkovy pocet NOR chromozom je tedy ¢tyfi. Vzhledem k tomu, Ze se velikost
chromozomt v karyogramu snizuje velmi plynule, je obtizné urcit, o které pary se presné
jedna. Jeden bivalent je o néco vétsi, odhaduji, ze to mize byt 2. az 4. chromozomovy par,
druhy bivalent je tvofen stfedné velkymi chromozomy. Narozdil od situace u Holocnemus
hispanicus byly chromozomy v NOR bivalentech v metafazi I ¢astéji usporadany tak, Ze se
hybridiza¢ni signaly nachézely v oblasti parovani homolognich chromozomd. U vétsiho
bivalentu v 74 % ptipadd, u mensiho bivalentu témét vzdy, v 91 % ptipadd (obr. 13d),
analyzovano bylo 11 figur diakineze a met I. Z metatéazi II a mitotickych metafazi je zfetelné,

ze se NORy nachazeji na konci jednoho raménka (obr. 13e).
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Obrizek 9. Holocnemus pluchei, pritbéh meiotického déleni samce. Sipky ukazuji na gonozom X.

a) diakineze s pozitivné heteropyknotickym gonozomem X; b) ¢asna metafaze I s negativné heteropyknotickym
gonozomem X; ¢) pozdni metafaze | s izopyknotickym X; d) anafaze I; e) profaze II; f) sesterska anafaze II.
Meéfitko — 10 pm.
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Smeringopus sp. nov.1 (Madagaskar)

Karyotyp samce je tvofen 28 chromozomy, z ¢ehoz jsou dva chromozomy pohlavni,
oba v anafazi I samce segreguji ke stejnému pdlu, musi se tedy jednat o dva gonozomy X a
tudiz o typ X1X20 (obr. 10a). V karyotypu se vyskytuji az na jedinou vyjimku
(subtelocentricky chromozom X2) pouze dvouramenné chromozomy. Pfesné urceni polohy
centromery bylo obtizné. V mitotickych metafazich nebyly centromery stejné jako u ostatnich
ttesavek patrné u vsech chromozomti. Rovnéz v metafazich II bylo stanoveni centromery
tézké a to vzhledem k vyskytu vyraznych ohnuky coils, jedna se o nejvyssi stupeil stupen
spiralizace chromatinu (Traut 1991). U chromozomti nejlépe rozlozené figury, vhodné
k sestaveni karyogramu, navic jiz dochazi k separaci chromatid. Velikost chromozomi
Vv karyotypu se snizuje plynule. Nejvétsim chromozomem v karyotypu je metacentricky X1,
jenZ vSak nejvétsi autozomovy par neptevysSuje nijak vyrazné. Subtelocentricky X2 patii mezi
sttedné velké chromozomy.

Pohlavni chromozomy jsou pozitivné heteropyknotické jiz od premeiotické interfaze,
kdy tvofi pohlavni télisko. Béhem piechodu do profaze se télisko rozpada (obr. 10b),
chromozomy vsak zustavaji siln¢ zbarveny. Nasleduje kratké difuzni stadium opét
s viditelnym pohlavnim vackem. V diplotene, diakinezi a v metafazi I (obr. 10c) nebyly
nalezeny zadné bivalenty s vice nez jednim chiasmatem (pozorovéno bylo 15 figur).

V anafézi I jsou pohlavni chromozomy mirné pozitivné heteropyknotické a segreguji pozdéji
nezZ autozomy. V metafazi Il se pohlavni chromozomy nachazeji vétSinou blizko sebe (obr.

10d) a byvaji pozitivné heteropyknotické, stejné jako v anafazi II (obr. 10e).
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Obrizek 10: Smeringopus sp. nov. 1 (Madagaskar), karyogram a pritbéh meiotického déleni samce. Sipky
na snimcich b az e mifi na pohlavni chromozomy. a) karyogram samce, sestaveno ze sesterskych metafazi II;
b) prechod do profaze; c) metafaze I; d) sesterské metafaze II; e) anaféze II, ¢ast figury s pohlavnimi

chromozomy. Métitko — 10 pum.
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Smeringopus sp. nov. 2 (JAR)

Samci karyotyp se sklada stejné jako u pfedchoziho druhu z 28 chromozomda. Systém
pohlavnich chromozomi je také X1X20, v karyotypu tedy nachazime 13 autozomovych para a
dva chromozomy X (obr. 11). V karyotypu se vyskytuji pouze dvouramenné chromozomy.
Ptevazuji chromozomy metacentrické, submetacentrické chromozomové pary nalézame
jenom dva a to par ¢islo 4 a 11. Velikost autozomt v karyotypu se snizuje plynule, pouze
metacentricky chromozom X1 nejvétsi autozomovy par velikostné téméi dvakrat pievysuje.
X2 rovnéz s metacentrickou morfologii patii mezi stfredné velké chromozomy.

Pohlavni chromozomy vykazuji v n¢kterych etapach meiotického déleni pozitivni
heteropyknozu, neni vSak ptili§ vyrazna. Opét se vyskytuje uz v premeiotické interfazi na
pohlavnim vacku, jenz je tvofen gonozomy. Béhem profaze jsou separované pohlavni
chromozomy nejcastéji izopyknické (obr. 12a). V difiznim stadiu je mirna pozitivni
heteropyknoza opét pritomna, mizi vSak uz pted jeho koncem (obr. 12b). Z 30 pozorovanych
diplotene, diakinezi a metafazi I byl bivalent se dvéma chiasmaty nalezen pouze jedenkrat.

V metafézi I se k sobé ramena obou gonozomu ptiklapéji a vytvareji tak atvar tvaru

pismena V, narozdil od chromozomti rodu Holochemus jsou vsak vzdy viditelné vSechny ¢tyfi
chromatidy (obr. 12¢). Mirn¢ vyraznéjsi zbarveni X chromozom se objevuje az v anafazi [
(obr. 12d), gonozomy se za autozomy stejné jako u vSech ostatnich studovanych druhti pti
rozchodu opozd'uji. V profazi Il je slaba pozitivni heteropykno6za pozorovatelna naposled
(obr. 12e). V ostatnich etapach druhého meiotického dé€leni jsou jiz gonozomy izopyknické
(obr. 12f).
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Obrazek 11. Smeringopus sp. nov. 2 (JAR), karyogram samce. Sestaveno ze sesterskych metafazi II.

Metitko — 10 pum.
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Obrazek 12. Smeringopus sp. nov. 2 (JAR), pribéh meiotického déleni samce. a) leptotene, gonozomy
nejsou heteropyknotické; b) konec difuzniho stadia; ¢) metafaze I s izopyknotickymi pohlavnimi chromozomy
(Sipka); d) anafaze I, Sipka ukazuje na opozdéné pohlavni chromozomy; e) pfechod z interkinze do profaze 11
S pozitivné heteropyknotickymi gonozomy (Sipka); f) anafaze II. Méfitko — 10 um.
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4.1.3 Sicariidae

Loxosceles rufescens (Dufour, 1820)

Tento druh byl vybran jako reprezentant haplogynnich pavoukt, kteii nepatii do celedi
Pholcidae, ale disponuje stejné jako vétSina pholcini systémem pohlavnich chromozomu
X1X2Y. V karyotypu samce tohoto zastupce Celedi Sicariidae je 21 chromozomd, systém
pohlavnich chromozomii se sklada ze dvou chromozomil X a neopohlavniho chromozomu Y.
Karyotyp je slozen pouze z dvouramennych chromozomd. (Kral et al. 2006).

Chromozomy tohoto druhu jsou nékolikandsobné vétsi nez chromozomy tresavek,
tomu odpovida také velikost klastri rDNA. Na figurach metafdze I byl nalezen jediny NOR
na pomérné malém bivalentu (obr. 13g). Ani zde se tedy hybridiza¢ni signal nevyskytoval na
pohlavnich chromozomech, respektive na pohlavnim trivalentu. Z mitotickych metafézi je
ziejmé, ze autozomy nenesou NOR pouze na konci jednoho raménka, tak jak tomu bylo u
témet vSech Pholcidy, ale Ze jsou NORy umistény v terminalnich oblastech obou ramének
jednoho z nejmensich autozomovych part (obr. 13f). Celkem jsou tedy v karyotypu piitomny

¢tyfi NORy umisténé na jediném paru homolognich chromozomi.
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Obrazek 13. Holocnemus hispanicus, Holocnemus pluchei a Loxosceles rufescens - distribuce NORu
vizualizovana pomoci FISH. Sipky ukazuji na hybridizaéni signaly na autozomech ¢&i autozomovych
bivalentech, Siroké Sipky na signaly na gonozomech. a) H. hispanicus — metafaze I; b) H. hispanicus — metafaze
I; ¢) H. hispanicus metafaze II; d) H. pluchei — metafaze I; e) H. pluchei — metafaze II; f) L. rufescens —
mitoticka metafaze; g) L. rufescens — metafaze 1. Métitko — 10 pum.
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4.2 Atypidae

Atypus affinis (Eichwald, 1830)

V karyotypu obou pohlavi je pfitomno 14 chromozomu. Systém pohlavnich
chromozom je XY (obr. 14a). Velikost chromozomt se nesnizuje postupng, ale mizeme je
rozdélit do dvou velikostnich tfid: na velké (Etyfi prvni autozomové pary a pohlavni
chromozomy) a na malé (zbyvajici dva autozomové pary). Rozdil mezi témito tfidami je
opravdu vyrazny, nejvétsi autozomovy par je 8x vétsi neZ par nejmensi (Reza¢ et al. 2006).

K vizualizaci konstitutivniho heterochromatinu byla pouzita metoda C pruhovani (obr.
15a). Nejdelsi a nejvyraznéjsi oblast heterochromatinu byla lokalizovéna v subtelomerické
oblasti dlouhého raménka druhého chromozomového péru, v oblasti odpovidajici sekundarni
konstrikei viditelné po klasickém obarveni preparatu. Je zajimavé, Ze tento pruh neni u obou
homolognich chromozomi stejné dlouhy, délka mensSiho pruhu dosahuje zhruba poloviny
velikosti pruhu del$iho. Dal$i vyrazné heterochromatinové bloky se nachézeji
Vv centromerické oblasti 1., 2. a 3. chromozomového parti a na chromozomu X. Na 4. paru je
centromericky pruh také pfitomen, nebyl vSak pfili§ vyrazny. Na malych autozomovych
parech (5. a 6.) nejsou centromerické pruhy patrné. Také na chromozomu Y se centromericky
pruh nenachdazi, avsak je na ném pritomen druhy nejvyrazné€jsi pruh celého karyotypu, a to
V terminalni oblasti dlouhého raménka, naopak v telomerické oblasti kratké raménka neni
heterochromatin pfitomen. Drobounké slabé obarvené pruhy se nachézi také v telomerickych
oblastech vSech chromozomil s vyjimkou chromozomu Y (obr. 15a).

FISH s pouzitim rDNA sondy z Aliatypus sp. odhalila na pachyténnich chromozomech
pfitomnost pouze jediného, o to vSak vyraznéjsSiho rDNA klastru v subtelomerické oblasti
dlouhého raménka chromozomové paru ¢islo 2 (obr. 15¢). Tedy ve stejném misté, kde se
nachazi sekundarni konstrikce a vyrazna oblast heterochromatinu. Na mitotickych metafazich
je patrné, ze jeden ze dvou signali nalézajicich se na homolognich chromozomech je zfetelné
mensi neZ druhy, rozdil v intenzité signalu je vyrazny (obr. 15d).

Pro ovéteni vysledkl fluorescenéni in situ hybridizace byly vybrané neobarvené
chromozomové preparaty pouZity na vizualizaci aktivnich NORU pomoci stiibfeni (obr. 15b).
Opét se potvrdila nestejna velikost nukleolarnich organizatort pfitomnych na homolognich
chromozomech. Navic jsem zjistila, Ze i pies nestejnou velikost byvaji obé oblasti rDNA vzdy
pfepisovany, na preparatech totiz nebyly pozorovany zadné figury, ve kterych by byl
nastfibfen jenom jeden z NORi. Ba dokonce se zda, Ze prave oblast mensiho NORu je

transkribovana vice (obr.15b).
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Atypus piceus (Sulzer, 1776)

Sam¢i karyotyp se sklada ze 41 chromozomi, systém pohlavnich chromozomti je X0
(obr. 14b). Karyotyp je tvofen vyhradné dvouramennymi chromozomy, s vyjimkou
submetacentrického druhého paru jsou vSechny chromozomy metacentrické. V subterminalni
oblasti dlouhého raménka 2. chromozomového paru je vyrazna konstrikce. Gonozom X je
chromozomem nejvétsim, velikost autozomil se snizuje plynule (Reza¢ et al. 2006).

K analyze rozmisténi konstitutivniho heterochromatinu bylo pouzito C pruhovani
(obr.14c). Celkoveé se u tohoto druhu heterochromatinu nalézalo velké mnozstvi. Nejvice
pruhti se vyskytovalo na chromozomu X. V oblasti centromery se nachazi nebarvitelna oblast.
Na obou stranach od ni se nachazeji pomérné dlouhé heterochromatinové pruhy, stejné
vyrazné bloky heterochromatinu se nalézaji i v telomerickych oblastech. Pfi velmi zevrubém
pozorovani lze odhalit i nevyrazny tenky prouzek nachazejici se v jednom rameni asi ve dvou
tietinach vzdalenosti mezi pruhem v okoli centromery a pruhem telomerickym (brano od
centromery). Naopak velmi malym mnozstvim heterochromatinu disponuje nejvetsi
autozomovy par. Kromé nepiili§ vyrazného centromerického pruhu obsahuje pouze jeden
maly heterochromatinovy pruh umistény v jedné tetiné délky jednoho raménka. Na nékterych
figurach se zda, Ze se v telomerické oblasti druhého raménka vyskytuje jesté dalsi
heterochromatinovy pruh, je vSak velmi malo kontrastni. Na druhém nejvétsim autozomovém
paru se nachazi nejdelsi heterochromatinovy pruh v terminalni oblasti dlouhého raménka,

v misté sekundarni konstrikce, viditelné na klasicky obarvenych preparatech. V oblasti
centromery se naléza pouze tenky pruh. Mnohem vyraznéjsi je pruh, jenZ se nachazi

Vv telomerické oblasti kratkého raménka. S vyjimkou prvniho autozomového paru, ktery
telomerické pruhy zcela postrada, jsou na vSech ostatnich chromozomech telomerické pruhy
delsi a vyrazngjsi nez pruhy centromerické® (obr. 14c). Nejzajimavéjsim jevem je v 7.
autozomovém paru piitomnost submetacentrického chromozomu s jedinym, avSak velmi
vyraznym pruhem v telomerické oblasti dlouhého raménka. Tento chromozom se ve vSech
pozorovanych figurach vyskytuje jenom jeden (chromozom jez je s nim v paru ma pruhovaci
vzor je mirné odli$ny) a je napadn€ podobny Y chromozomu Atypus affinis. Dale se

Vv karyotypu nachazi jeden stfedné velky par ¢.11 a dva malé pary ¢. 18, 19 s malym
centromerickym pruhem a nesoumérné velkymi telomerickymi pruhy. Telomericky pruh na

jednom raménku nedosahuje ani poloviny velikosti a kontrastu pruhu pfitomného na druhém

® Na ptiblizné poloviné figur chybi telomerické pruhy (kromé prvni paru autozomi a kratk ého raménka jednoho
chromozomu 7. paru) i na jednom az tfech dalSich chromozomech a to na jednom nebo obou raméncich. Protoze
se vSak vétSinou jedna o chromozomy rizné délky pti¢itdm tento jev spiSe nedokonalé indukci pruht.
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raménku. Pary €. 9, 10, 13, 14 maji velmi slaby centromericky pruh, avSak velmi vyrazné
pruhy v obou telomerickych oblastech.

Hybridizace s rDNA sondou odhalila pfitomnost dvou NOR chromozomt, jedna se o
autozomovy par ¢islo 2. Umisténi hybridizac¢nich signall je v terminalni oblasti dlouhého

raménka. Signaly na obou chromozomech jsou stejné vyrazné (obr. 15e, f).
-
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Obrizek 14. Karyogramy samcii rodu Atypus: a) Atypus affinis, pfevzato a upraveno z Rezace et al. 2006 b)
Atypus piceus, pfevzato a upraveno z Rezace et al. 2006. ¢) A. piceus, karyogram z chromozomu
S heterochromatinem vizualizovanym pomoci C pruhovani. Métitko - 10 um.
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Obrazek 15. Atypus affinis a Atypus piceus — rizné aplikace.a) A. affinis — C pruhovana mit. metafaze,
standartni $ipka ukazuje na mensi heterochromatinovy pruh na chromozomu 2. paru, Siroka Sipka ukazuje na
vétsi heterochroma-tinovy pruh na chromozomu 2. paru; b) A. affinis —mit. metafaze, detekce NORU pomoci
dusi¢nanu stiibrného, opét normalni Sipka ukazuje na oblast mensiho NORu, §irsi Sipka na oblast vétsiho NORu
na chromozomech 2. paru; ¢) A. affinis — pachytene, vizualizace NORu (Sipka) pomoci FISH; d) A. affinis —
mitotickd metafaze, vizualizace NORU pomoci FISH, normalni Sipka ukazuje na mensi NOR, Siroka Sipka na
vétsi NOR; d, e) A. piceus — mitoticka metafaze, vizualizace NOR® (8ipky) pomoci FISH. Métitko - 10 pum.
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5 Diskuze

5.1 Haplogynni pavouci ¢eledi Pholcidae a Sicariidae

5.1.1 Karyotypy

Pavouci jsou z cytogenetického hlediska témér terra incognita. Probadano je ptiblizné
jen 1,5 % vsech druhi (Kral, nepublikovana data). Navic se vétsina udaju tyka nejpocetnéjsi
entelegynni vétve araneomorfnich pavouku. Z druhové méné bohaté skupiny bazalnich
araneomorfnich pavoukd, ¢itajici 3 494 druht (Platnick 2009) bylo dosud karyotypovano
pouze nékolik desitek pavoukll. Konkrétné 42 zastupct 12 ¢eledi haplogynnich pavoukt a po
jednom zastupci nad¢eledi Hypochiloidea a Austrochiloidea (Kral et al. 2006). Proto jsem se
ve své praci zamétila kromée jiného na bazélni araneomorfni pavouky, ptedev§im pak na
tiesavky. Diplodni po¢et chromozomi samci této ¢eledi se pohybuje mezi 15 (Mesabolivar
luteus a rod Physocyclus) a 32 (Artema atlanta), v jejich karyotypech jsou pfitomny velmi
drobné chromozomy, jejichz velikost se obvykle snizuje plynule. Tato pocetna celed’, tvorici
S 1 038 druhy téméf tretinu druhového bohatstvi haplogynnich pavoukt, byla donedédvna
cytogenetiky spiSe opomijena hned z n€kolika divodt. Vzhledem k malé velikosti téla a
gonad mohou poskytnout jen malo tkané pro vyrobu preparatt. Dalsimi faktory, které
znesnadnuji analyzu, jsou mald velikost chromozomu tiesavek (kolem 5 um) a jejich obtizna
Suzuki 1954, Araujo et al. 2005a). V piedlozené praci bylo karyotypovano poprvé dalsich 6
druhii ¢eldi Pholcidae (tab. 3).

Suzuki (1954) popsal vztah mezi poctem chromozom pavouki a jejich
fylogenetickym postavenim a formuloval hypotézu, podle které se karyotypova evoluce
pavouktl odehrava redukei poctu chromozomi. Podle poc¢tu chromozomi rozd¢lil pavouky do
tfi skupin (v té dob€ byly zndmy karyotypy 177 druh@ pavouktl). V prvni jsou pavouci
s diploidnim poc¢tem chromozomil nad 48. Do této skupiny patii nejbazalnéjsi vyvojové linie
jako jsou Mesothelae a mygalomorfni pavouci, druhou skupinu tvoii odvozengjsi pavouci
s poctem chromozomil mezi 34 a 48. Do tieti a nejobsahlejsi skupiny jsou fazeni vyvojoveé
nejpokrocilejsi pavouci s méné nez 34 chromozomy. I ptes nartst poctu karyotypovanych
druhti se Suzukiho hypotéza velmi ¢asto potvrzuje, jako napiiklad u chromozomu sklipkant.
Dulikova (2009) ve své diplomové praci popisuje 11 druhi, z cehoz jenom samci tfi druhti

maji méné nez 60 chromozomil. Piesto se vSak odvazuji tvrdit, Ze haplogynni pavouci do této
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evolucni hypotézy nezapadaji az tak jednoduse. Dosud bylo karyotypovéno celkem 48 druhti
(vCetné této prace) haplogynnich pavoukd, ale zatim jen Drymusa capensis (Kral et al. 2006)
se svymi 37 chromozomy muze byt fazena do prostiedni evolu¢né mirné pokrocilé skupiny.
VSsichni ostatni maji méné€ nez 34 chromozomil a spadaji tudiz podle Suzukiho klasifikace do
nejodvozenéjsi skupiny, coz je ponékud v rozporu s jejich bazalnim postavenim v rdmci
araneomorfnich pavoukt. Naproti tomu v evolu¢né pokrocilejsi skupiné entelegynnich
araneomorfnich pavoukl najdeme Celedi, ve kterych je zastupcti s vice nez 34 chromozomy
dokonce ptevaha, kuptikladu pokoutnikoviti (Agelenidae) (Suzuki 1954, Kral 2007) nebo
malooc¢koviti (Sparassidae) (Suzuki 1954, Rodriguez-Gill et al. 2007). V tomto sméru se jako
naprosto vyjimecna jevi Celed’ Eresidae. Devét jejich zastupcti ma pocty chromozomu vyssi
nez 48 (Forman 2008) a podle Suzukiho klasifikace by tedy mély byt fazeny do
nejprimitivnéj$i skupiny mezi sklipkoSe a sklipkany. U této Celedi by vSak za vysoké pocty
chromozomiti mohl byt zodpovédny naprosto jiny fenomén, a to polyploidizace (Forman
2008).

Tento paradox ma nékolik moznych vysvétleni. Prvni, jez se pfimo samo nabizi, je to,
ze Suzukiho hypotéza je velmi dobfe uplatnitelna na urovni zékladnich evolu¢nich linii
(Mesothelae, Mygalomorphae a Araneomorphae), ale kdyz zkouméame podrobnéji koncové
evoluéni vétve, uz neni trend ke snizovani po¢tu chromozomu tak vyrazny nebo je pfitomen
jenom misty. Nebo mohly v nékterych celedich araneomorfnich pavouki trend ke snizovani
poctu chromozomil zpomalit nebo 1 zvratit jiné evolucni jevy jako je jiZ zminéna
polyploidizace. Dalsi moznosti, pro¢ maji haplogynni pavouci tak mala mnoZstvi
chromozomu, od 7 u Ariadna lateralis (Segestridae, Suzuki 1954) do 37 u Drymusa capensis
(Drymusidae, Kral et al. 2006), je rychlejsi tempo snizovani po¢tu chromozomtl.

Zajimavym aspektem cytogenetiky haplogynnich pavouki je morfologie
chromozom. Zatimco karyotypy entelegynnich pavoukt jsou sloZzeny pifedevsim
z chromozomt akrocentrickych, u haplogynnich pavoukt je morfologie chromozomi
variabilni (Rodriguez-Gil et al. 2002). U nékterych skupin jsou karyotypy
tvoteny holokinetickymi chromozomy (Diaz a Séez 1966, Benavente a Wettstein 1980,
Rodriguez-Gil et al. 2002, Kral et al. 2006). Ve vétsing skupin vsak dominuji dvouramenné
chromozomy (Kral et al. 2006). V karyotypech zastupcii Pholcidae vyrazné pievazuji
chromozomy metacentrické (tab.1). U mnou studovanych druhti se az na dvé vyjimky,
gonozom Xz u Smeringopus sp. nov. 1. (Madagaskar) a Pholcus opilionoides, v souladu
s dosud publikovanymi daty vyskytovaly rovnéz pouze metacentrické a submetacentrické

chromozomy.
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druh 2n samec autori
DIGUETIDAE
Diguetia albolineata 20,XY Kral et al. 2006
Diguetia canities 16,XY Kral et al. 2006
DRYMUSIDAE
Drymusa capensis 37, X1 XY Kral et al. 2006
DYSDERIDAE
9,X0 Diaz a Sdez 1966a 1966b
Dysdera crocota 11,X0 Rodriguez-Gil et al. 2002
13,X0 Kral et al. 2006
FILISTATIDAE
Filistata insidiatrix 33, X1X2Y Kral et al. 2006
Kukulcania hibernalis 24,X1 X0 Rodriguez-Gil et al. 2002
LEPTONETIDAE
Leptoneta infuscata 14, XY Kral et al. 2006
OCHYROCERATIDAE
Ochyrocera sp. 13,X0 Kral et al. 2006
PHOLCIDAE
Artema atlanta 32,X1X:0 gzggma:;fgg:?;: 1323
27,X0 Bole-Gowda 1958
24,X1X20 Sharma et al. 1959
Crossopriza lyoni 25,X0 Srivastava a Shukla 1986
23,X0 Parida a Sharma 1987,
Sharma a Parida 1987
Holocnemus caudatus 23,X0 Kral et al. 2006
Holocnemus hispanicus 23,X0 tato prace
Holocnemus pluchei 27,X0 tato prace
Leptopholcus guineensis 17, X1X2Y tato prace
Mesabolivar brasiliensis 17,X0 Ramalho et al. 2008
Mesabolivar cyaneotaeniatus 17,X0 Ramalho et al. 2008
Mesabolivar luteus 15,X0 Araujo et al. 2005a
Micropholcus fauroti 17,X0 Aratjo et al. 2005a
Pholcus manueli 25,X0 Wang et al. 1997
Pholcus crypticolens 24, X1X,0 Suzuki 1954
Pholcus opilionoides 25,X1X2Y tato prace
Pholcus phalangioides ggé&xjg E?;ﬁegtﬁz%ggt al. 2002
Pholcus sp. 26, X1X,0 Sharma a Parida 1987
Physocyclus californicus 15,X0 Cokendolpher 1989
Physocyclus enaulus 15,X0 Cokendolpher 1989
Physocyclus globosus 15,X0 Oliveira et al. 2007
Physocyclus sp. 15,X0 Cokendolpher 1989
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Spermophora senoculata ? XuX0 Pairnter 1914

25,X1 XY Kral et al. 2006
Smeringopus sp.nov. 1 28, X1X20 tato prace
Smeringopus sp.nov. 2 28, X1X20 tato prace

PLECTREURIDAE
Plectreurys tristis 18, X1X20 Kral et al. 2006
SCYTODIDAE
Scytodes fusca 31,X0 Araujo et al. 2008
Scytodes globula 13,X0 Diaz a Saez 1966a, 1966b
Scytodes itapevi 17,X0 Araujo et al. 2008
Scytodes thoracica 19,X0 Kral et al. 2006
SEGESTRIDAE
Ariadna boesenbergii 9,X0 Rodriguez-Gil et al. 2002
Ariadna lateralis 7,X0 Suzuki 1954
Ariadna mollis 9,X0 Diaz a Saez 1966a, 1966b
Segestria bavarica 14, X1X50 Kral et al. 2006
Segestria florentina ? X1X20 Benavente a Wettstein 1980
Segestria ruficeps 14, X1X20 Diaz a Saez 1966a
Segestria senoculata 14, X1X20 Suzuki 1954
SICARIIDAE
Loxosceles intermedia 23, X1X2Y Silva et al. 2002
Loxosceles laeta 23, X1X2Y Silva 1988
Loxosceles spinulosa 19, X1 X2Y Kral et al. 2006
Loxosceles reclusa 18, X1X20 Tugmon et al. 1990
Loxosceles rufescens 21, X1 XY Kral et al. 2006
TETRABLEMMIDAE

Monoblemma muchmorei 23,X0 Kral et al. 2006

Tabulka 3 : Uplny vy&et viech karyotypovanych druhii haplogynnich pavouki. V tabulce jsou uvedeny
pfevazné jen prace, ve kterych byl karyotyp stanoven poprvé. Pokud byl karyotyp revidovan s odlisSnym
vysledkem, jsou uvedeny i tyto prace. Jestlize je vysledek v revidované studii shodny, neni uveden. V tabulce
chybi karyotyp Loxosceles rufipes, protoze existuje pochybnost o spravném uréeni druhu.

PrestoZze dvouramenné chromozomy tvoii obvykle vice chiasmat neZ jednoramenné
(John 1990), byla frekvence vyskytu vice chiasmat v jednom bivalentu u vS§ech mnou
studovanych druhi tfesavek velmi nizka az zadnd, nikde neptekrocila 5 %. Vice nez dvé
chiasmata na jeden bivalent nebyla zaznamenana v zadném ptipad¢. Podobné také u dvou
dalsich tresavek, Mesabolivar brasiliensis a M. cyaneotaeniatus, byly nalezeny pouze

bivalenty s jednim chiasmatem (Ramalho et al. 2008). Nejjednodussim a nejvice pfimocarym
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vysvétlenim této skutecnosti je mala velikost chromozomt pholcidi. Piesto u dvou druhti
tiesavek bézn¢ nachazime bivalenty se dvéma chiasmaty. U Crossopriza lyoni se dvé
chiasmata vyskytuji ve dvou nejvétsich bivalentech (Oliveira et al. 2007). Zcela vyjimecny je
z tohoto hlediska Mesabolivar luteus, vSechny jeho bivalenty maji kruhovity tvar, svéd¢ici o
ptitomnosti dvou chiasmat (Aratijo et al. 2005a). Ve starSich studiich neni bohuzel pocet
chiasmat zminovan, proto neni mozné vyuzit tento parametr ke srovnani ptibuznosti
cytogeneticky jiz studovanych tfesavek.

Zavérem je mozno shrnout, Ze karyotypy pholcida studovanych v mé praci z dosud
ziskanych dat nijak nevybocuji . Pocty chromozomui samct se pohybovaly od 17 u
Leptopholcus guineensis po 28 u Smeringopus sp. nov. 1 a 2. Velikost chromozom se ve
vSech karyotypech, s vyjimkou Leptopholcus guineensis, kde nachazime dvé velikostni tiidy,
sniZovala postupné. Morfologie chromozomi byla az na dvé vyjimky (viz vyse)
metacentricka ¢i submetacentricka, pocet chiasmat v bivalentech byl nizky. Pocet

cytogeneticky znamych tiesavek se tak rozsifuje na 22 druhii (z celkovych 1 038 druhi).

5.1.2 Evoluce pohlavnich chromozomu

Pro svou neobvyklost a riznorodost se staly systémy pohlavnich chromozom jednim
z nejstudovangjsich aspektii pavouci cytogenetiky. Systém chromozomového urcéeni pohlavi
X1X20 je je diky ¢astému vyskytu (77 % vsech studovanych druhit) (Araujo et al. 2005b) a
predevsim pak kvili pfitomnosti ve starobylych skupinach pavouki jako jsou sklipkosi a
sklipkani, povazovan za pivodni typ (Suzuki 1954). Pfestoze je tento systém pfitomen u
naprosté vétSiny entelegynnich pavoukil, mezi bazalnimi araneomorfy neni ptilis obvykly
(tab. 3). Kromé rodu Segestria s holokinetickymi chromozomy (Suzuki 1954, Diaz a Séez
1966a, Benavente a Wettstein 1980, Kral et al. 2006) jej nachazime jenom u nékolika malo
haplogynnich pavouki se standartnimi chromozomy. Cast&ji se vyskytuji systémy zahrnujici
chromozom Y- XY a X1 X2Y a systém XO.

Systém X1 XY byl prokazan v ¢eledich Drymusidae (1 druh), Filistatidae (1 druh),
Pholcidae (4 druhy) a Sicariidae (4 druhy) (Silva et al. 2002, Kral et al. 2006). Podle Krale
(2006) je tento systém u téchto skupin bazalnich araneomorfnich pavoukt ancestralni. Je
pravdépodobné, Ze mezi dosud studovanymi zastupci téchto celedi bude vice druhti s timto
zajimavym systémem pohlavnich chromozomu. Diky malé velikosti chromozomu Y totiz

mohlo dojit k snadno jeho prehlédnuti (Kral et al. 2006). Konkrétnim piikladem je v Ceské
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republice bézny pavouk tiesavka velka (Pholcus phalangioides), jeho karyotyp Rodriguez-
Gill (2002) stanovil jako 24, X1X20. Kral (2006) vsak nalezl v karyotypu samce o jeden
chromozom vice. JelikoZ se tento chromozom u samic nenachézel a v anatazich samcich
meiotickych bunék byly nalézany sesterské metafaze II s po¢tem chromozomu 13 a 12, bylo
jasné, Ze se jedna o pohlavni chromozom Y. Pfitomnost systému X1X2Y mohu po prohlédnuti
mnoha skel z vice exemplait z riznych ¢eskych lokalit u tohoto druhu rozhodné potvrdit.
Domnivala jsem se, Ze v tomto konkrétnim pfipadé muize byt za rozdilnost karyotypu
zodpovédna odlisna oblast pivodu. Ve studii Rodrigueze-Gilla (2002) pochazely veskeré
exemplafe z Argentiny ¢ili z Neotropt, naSe laboratof studovala tfesavky ceské —
palearktické. Ale prace na populaci tiesavky velké pochdzejici z Brazilie, u které byl objeven
téZ systém X1 X2Y (Sakamoto et al. 2007), tuto moznost minimalizuje a potvrzuje spravnost
nasich vysledki. Pfi studiu dalsi tiesavky - Spermophora senoculata odhalil Kral (2006) dalsi
chybné uréeny systém pohlavnich chromozomu. Painer (1914), jenz tento druh zkoumal
poprvé na materialu z USA, sice nebyl schopen urcit presny pocet chromozomu v karyotypu,
ale systém pohlavnich chromozomi udava jako X1X20. Kral (2006) publikoval karyotyp
tohoto druhu, v¢etné stanoveni systému X1X2Y a velmi prikazné fotografie trivalentu
pohlavnich chromozomi v metafazi prvniho meiotického déleni (exemplare pochazely

z Portugalska). Zatim posledni rozdilné vysledky se tykaji Kukulcania hibernalis
(Filistatidae). U tohoto druhu Hetzler (1979) viibec jako prvni popisuje systém pohlavnich
chromozom X1X2Y u pavouki, jeho prace vySla bohuZel jenom jako abstrakt a nepodava
zadné udaje o celkovém poctu chromozomu. Rodriguez-Gill (2002) nalezl u argentinskych
exemplari karyotyp 24, X1X20. Pfi revizi svych vysledktl po uvetejnéni prace Krale (2006)
objevil v karyotypu populaci z Argentiny také Y chromozom (L. M. Mola, Gstni sdéleni).

J& jsem se setkala béhem studia haplogynnich pavouk se systémem X1 X2Y u péti
druhti: u dvou pfi prvopopisu karyotypu - Leptopholcus guineensis, Pholcus opilionoides
(Pholcidae) a u dalsich tiech druhii pfi detekci NORG - Spermophora senoculata, Pholcus
phalanogioides (Pholcidae) a Loxosceles rufescens (Sicariidae). Ve vSech péti piipadech byl
X1 metacentrické morfologie nejvétsim chromozomem karyotypu. Zbyvajici pohlavni
chromozomy Leptopholcus guineensis a Pholcus opilionoides se od gonozomt ostatnich
s vysledky publikovanymi v Silva et al. 2002, Kral et al. 2006). Metacentricky gonozom X>
L. guineensis je nejmensim chromozomem karyotypu. Je to dosud jediny pfipad u druht se
systémem X1X2Y, kdy je X> mensi velikosti nez chromozom Y. Ten je u tohoto druhu

submetacentricky a velikostné se nachazi za tfetim autozomovym parem. U P.opilionoides je
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Xz subtelocentricky a velikostné se nachazi za Sestym autozomovym parem.
Submetacentricky gonozom Y je chromozomem nejmensim.

Pohlavni chromozomy X2 a Y Loxosceles rufescens, Spermophora senoculata a
Pholcus phalangioides maji dvouramennou morfologii, Y je nejmensim chromozomem
karyotypu (Kral et al. 2006). Dvouramenna morfologie pohlavnich chromozomi a obdobna
velikost velikost gonozomu Y byla nalezena také u dalSich zastupct ¢eledi Sicariidae —
Loxosceles intermedia a L. laeta (Silva 1988, Silva et al. 2002). Ze srovnani karyotypu vSech
druhti se systémem X1 X.Y (tato prace, Silva et al. 2002, Kral et al. 2006) vyplynulo, ze u P.
opilionoides a P. phalanogioides neni velikostni skok mezi nejmensim autozomovym parem a
chromozomem Y zdaleka tak vyrazny jako u ostatnich haplogynnich pavouki se systémem
X1X2Y, kde je drobounky Y chromozom az nékolikanasobné mensi.

Béhem diplotene, diakineze a metataze I tvofi gonozomy trivalent. Pfi jeho tvorbé
nedochazi ke vzniku chiasmat, ale gonozomy paruji svymi konci ,,end to end* typem
parovani. Tento typ parovani byl popsan poprvé u nekterych zastupcti hmyzu (White 1973)
Stejny typ parovani pohlavnich chromozom se vyskytuje 1 u sklipkant (Dulikovéa 2009).
Metacentrické chromozomy X asociuji s Y obéma svymi konci za tvorby smycek (obr. 13g)
Submetacentricky gonozom X> Pholcus phalanogioides a subtelocentricky X2 P. opilionoides
asociuji s ostatnimi gonozomy pouze koncem dlouhého raménka (obr. 4¢)

Béhem meiotického déleni se mnou studované druhy se systémem X1 X.Y liSily ve
spiralizaci a heteropyknoze pohlavnich chromozomu. U Leptopholcus guineensis jsou
chromozomy X béhem diplotene a diakineze vyrazné despiralizovany a jsou jenom velmi
slabé obarvené. V metafazi [ chromozomy X vice spiralizuji, stdle v§ak nedosahuji spiralizace
a barvitelnosti autozomil, chromozom Y je ve vSech tfech fazich izopyknoticky. V anafazi |
jsou vSechny pohlavni chromozomy izopyknotické, ale je mozné je od autozomi rozeznat
zpozdénym rozchodem k péliim déliciho vieténka. Behem homeotypického déleni jsou
gonozomy pozitivné heteropyknotické jen v profazi 11, po zbytek meiotického déleni jsou
1zopyknotické. Podobné byla negativni heteropykn6za chromozomil X pozorovatelna
v diakinezi a metafazi I u Spermophora senoculata, a to po obarveni chromozomi DAPI pti
FISH s rDNA sondou. Heteropyknoza gonozomu S. senoculata je podobna L. guineensis i ve
zbylych etapach meiotického déleni (J. Musilova, tstni sdéleni). Naopak pohlavni
chromozomy P. opilionoides a P. phalanogioides vykazuji po vétsinu meiotického déleni
pozitivni heteropyknozu. Podle této vEtsi barvitelnosti jsou od autozomit odlisitelné v

pachytene, v difiznim stadiu, ve vétSin€ figur i v diplotene, diakinezi a metafézi I, dale ve
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vSech figurach v anafazi [ a v profazi I, v metafazi II opét ve vétSin€ figur a ve vSech
anafazich II. V zadné etapé meiotického déleni nejsou gonozomy negativné heteropyknotické.

Podle rozdilné morfologie X, chromozomu a odliSnostem v heteropyknoze gonozomu
béhem meitoického déleni miizeme tedy tiesavky se systémem X1 X2Y rozdélit do dvou
skupin. Do prvni by patfila S. senoculata a L. guineensis, do druhé P. phalangioides a P.
opilionoides. L. guineensis tvoti diky svému pomérné velkému chromozomu Y pojitko mezi
ob¢&ma skupinami. To by mohlo pomoci vyiesit izolované postaveni S. senoculata a podpofit
jeji dosud provizorni zafazeni mezi pholciny (Bruvo-Madaric et al. 2005).

U Smeringopus sp. nov. 1 (Madagaskar) a u Smeringopus sp. nov. 2 (JAR) se
systémem X1X20 jsou stejné jako u mnou studovanych druhil se systémem X1 X2Y gonozomy
X1 opét nejveétsimi chromozomy karyotypu. Je mozné, Ze si u t€chto druhii gonozomy X
vyvinuly né¢jakou méné¢ stabilni formu asociace, 1 kdyz neparuji svymi konci, protoze po
témet vSechny etapy meiotického déleni lezi blizko sebe.

U obou studovanych druhi se systémem X0 (Holocnemus hispanicus, H. pluchei) byl
chromozom X opét nejvétsim chromozomem karyotypu. Stejna situace byla nalezena u vSech
zatim studovanych tfesavek s jedinym pohlavnim chromozomem X. Veskeré dosud
publikované prace, v€etné¢ mych vysledkd, se také shoduji v metacentrické morfologii
chromozomu X (Bole-Gowda 1958, Cokendolpher 1989, Araujo et al. 2005, Kral et al. 2006,
Oliveira et al. 2007, Ramalho et al. 2008).

Jak uz se zminuji vyse, Kral (2006) se domniva, Ze systém pohlavnich chromozomt
X1X2Y je u pholcidi a dalsich haplogynnich ¢eledi ptivodni. Pritomnost dalsich systémt XY
a X0 vysvétluje zjednodusenim ancestralniho systému v pritbéhu evoluce. Podle tohoto autora
mohla pfeména systému X1X2Y na jednodussi systémy probihat podle schématu na obrazku
16. Prvnim krokem této konverze by byla pericentricka inverze X2, nasledovana by byla
pericentrickou inverzi gonozomu Xi, coz by vedlo k hypotetickému systému X1X2Y
s akrocentrickymi chromozomy X. Robertsonovou translokaci by doslo k fizi obou X a
vzniku systému XY, jenZ zatim sice nebyl nalezen u pholcidd, ale u jinych haplogynnich
¢eledich jiz ano. Poslednim krokem by byla ztrata degenerovaného gonozomu Y za vzniku
systému XO0.

Do tohoto jednoduchého vysvétleni evoluce pohlavnich chromozomii nezapada objev
systému X1X20 u dvou druhti rodu Smeringopus ’. To viak nutné neznamena, ze by predstava

o konverzi systému X1X2Y na X0 nebyla spravna. V podstaté existuji dva zplsoby, jak tyto

M

proto t€émto studiim nebyla ptikladana az tak velka dtlezitost.
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vysledky do hypotézy o evoluci gonozomi zahrnout. Prvni zptisob je piredpokladat, ze systém
X1X2Y je ptvodni jenom pro skupinu pholcini. A u holocnemind, do nichz patii H.
hispanicus a H. pluchei se systémem X0, by byl ancestralnim typem chromozomového ur¢eni
pohlavi systém X1X20 stejné jako u entelegynnich pavoukii. Takovato moznost by vSak
ignorovala zna¢nou podobnost systému X1X2Y u pholcint a dalSich skupin bazalnich
araneomorfu.

Druhy a pravdépodobné tedy spravnéjsi zptisob je nalezeni alternativniho zptisobu
konverze systému X1X2Y na X0, ktery by uvazoval i vznik systému X1X20 ze systému
X1X2Y, takovéto alternativni schéma konverze je zachyceno na obrazku 17. Jak uz bylo
fe¢eno, asociace gonozomu v systému X1X2Y neni zprostfedkovana chiasmaty, v evoluci tedy
muze dochazet k disociaci gonozomt a pfipadnym ztrdtdm znacné jednoduseji nez pii
chiasmatickém parovani. Nejprve mohlo dojit ke ztraté¢ chromozomu Y, jenz byl tvofen
pfevazné heterochromatinem, a ktery vlastné chromozomy X ,,drzi“ v trivalentu. Poté mohlo
zacit dochazet k pfenosu materidlu z gonozomu Xz na Xi. Nasledovala by pericentricka
inverze Xz a dalsi pfenos materialu, jenz by v kone¢ném dusledku vedl ke ztraté zbytku X a
tim ke vzniku systému XO0. Je pravdépodobné, Ze prave takto se evoluce pohlavnich
chromozomtl odehravala ve skupiné holocneminti a mozna i v nékterych dalsich skupinach

haplogynnich pavouki.

a b C d @

RN.HOOY

Obriazek 16. Konverze systému X1X2Y na X0. a) Spermophora senoculata (X1X2Y); b) Pholcus phalangioides
(X1X2Y); ¢) hypoteticky X1X,Y systém s akrocentrickymi chromozomy; d) Diguetia albolineata (XY), €)
Holocnemus caudatus (X0). Prevzato z Krale et al. 2006.

a b c d

NN 0.0
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Obrazek 17. Alternativni zpiisob konverze systému X1X2Y na XO0. a) Leptopholcus guineensis (X1X2Y); b)
Smeringopus sp. nov. 2 (JAR) (X1X20); ¢) Smeringopus sp. nov. 1 (Madagaskar) (X1X20); d) Holocnemus
hispanicus (X0).

Celkem se tedy u tfesavek nachdzeji tii typy systému pohlavnich chromozomd,
pravdépodobné ancestralni X1 X2Y, X1X20 a nejjodvozenéjsi X0. U vSech mnou studovanych
druht, se vSemi tfemi typy systémt pohlavnich chromozomti, byl chromozom X1
metacentricky a nejveétsi chromozom celého karyotypu. Stejna situace je u vSech ostatnich
haplogynnich pavouki se syst¢émem X0 (Bole-Gowda 1958, Cokendolpher 1989, Aratjo et
al. 2005, Kral et al. 2006, Oliveira et al. 2007, Ramalho et al. 2008). U pholcidi jsou ve
vSech systémech pohlavnich chromozomil gonozomy asponi v nékterych etapach meiotického
déleni heteropyknotické a u vSech druhti byla pfitomna opozdéna segregace gonozomil

V anafazi L.

5.1.3 Distribuce nukleolarnich organizatora jadérka

O distribuci NOR1 na chromozomech pavoukt existuje minimum udaji, navic
veskeré dosud publikované vysledky byly ziskdny pomoci stiibfeni, které nevizualizuje
oblasti bez transkrip¢ni aktivity. U entelegynnich araneomorfnich pavouki je znama pozice
NORIi jen n€kolika druhti. U tfech zastupct rodu Polybetes (Sparassidae) se vyskytuji
Vv telomerické oblasti dvou autozomovych part (Rodriguez-Gil et al. 2007). Nejveétsi tii
autozomové pary nesou NOR u neotropického pavouka Nephilengys cruentata
(Tetragnathidae) (Aratjo et. al. 2005b). Dva pary NOR chromozomu se nachazi u Tricca
lutetiana a Arctosa lamperti (Lycosidae) (Dolej$ 2008). U nékolika dalSich druhd je poloha
NORi detekovana neptimo tak jako u Lycosa georgicola (Lycosidae), kde dva autozomové
pary asociuji s jadérkem (Wise 1983). Zajimavé;jsi jsou vysledky stiibfeni u bazalnich
araneomorfnich pavouki. U nékterych druhti se systémem pohlavnich chromozomi X0 byly
nalezeny NORy nejenom na autozomech, ale také na pohlavnim chromozomu. U Crossopriza
lyoni (Pholcidae) se nachazi kromé ¢ty NOR autozomti i NOR gonozom X (Oliveira et al.
2007). U Dysdera crocata lezi chromozom X vzdy v blizkosti jadérka (Benavente a Wettstein
1980), vyskyt NORu na tomto gonozomu byl potvrzen pomoci stiibfeni Kralem (2006). Déle
byl X chromozom s NORem u haplogynnich pavoukti nalezen u Monoblemma muchmorei

(Tetrablemmidae), Ochyrocera sp. (Ochyroceratidae) (Kral et. al. 2006). U druhi Scytodes
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thoracica (Scytodidae) a Leptoneta infuscata (Leptonetidae) sice nebyl NOR pomoci stiibieni
vizualizovan, ale byla pozorovana asociace chromozomu X s nukleolem (Kral et. al. 2006).

Rozhodla jsem se tedy ve vizualizaci NOR haplogynnich pavoukt pokracovat, abych
1épe zmapovala jejich vyskyt u haplogynnich druht se systémem X0 a hlavné abych ziskala
udaje o poloze NORU u haplogynnich druhii se sytémem X1 X.Y. Je totiz mozné, Ze by Se na
nepiili§ obvyklém zplisobu parovani gonozomi v tomto systému mohly NORYy podilet, tak
jako je tomu u Drosophili melangoster (McKee a Karpen 1990, McKee et al. 1992) a dalsich
druhti organisma (Mandrioli et al. 1999). Pro detekci NOR jsem pouzila sofistikovanéjsi
zpusob detekce pomoci metody FISH, ta byla na pavouc¢ich chromozomech realizovana ¢leny
laboratote cytogenetiky pavoukovct Pfirodovédecké fakulty UK Praha, viibec poprvé.

Vizualizace NOR1 byla provadéna u samct Ctyf zastupcti ¢eledi Pholcidae a u jednoho
zastupce Celedi Sicariidae. Konkrétné se jednalo o druhy s ancestralnim systémem X1X2Y -
Spermophora senoculata, Pholcus phalangioides (Pholcidae — pholcini) a Loxosceles
rufescens (Sicariidae) a druhy s odvozenym systémem X0 - Holocnemus hispanicus, H.
pluchei (Pholcidae — holocnemini). Nejprve byla pouzivana sonda ze samice Pholcus
phalangioides, ale zjistili jsme, Ze pfi pouziti této sondy na chromozomy stejného druhu
vznika natolik vysoké pozadi tvoiené nespecificky hybridizovanou sondou, ze byly vysledky
nepouzitelné. Také u dal$ich druht tiesavek bylo pii pouziti sondy z P. phalangioides pozadi
tvofené nespecificky hybridizovanou sondou vyssi, proto jsem nakonec pouzivala sondu
vyrobenou ze samice Eresus kollari (Eresidae).

U nékterych druhi se NORy vyskytovaly na pohlavnich chromozomech. Pfitomnost
jednoho NORu v terminalni oblasti jednoho raménka chromozomu X byla zjisténa u
Holocnemus hispanicus. Dale byly NORy na pohlavnich chromozomech objeveny také u
jednoho zastupce s ptivodnim systémem pohlavnich chromozomu Pholcus phalangioides. U
této tfesavky byly nalezeny na obou chromozomech X, a to u X1 na koncich obou ramének, u
X2 pouze na konci jednoho raménka. U zbyvajicich tfech druhti byly NORy nalezeny pouze
na autozomech. Poc¢et NOR autozomi ve skupiné zkoumanych druhii se pohyboval v rozmezi
od dvou do Sesti. U vSech druhti se NOR oblasti nachazely na koncich ramének, ve vétSiné
ptipadl se na autozomech ¢i gonozomech vyskytoval pouze jeden NOR. Pouze v karyotypu
Loxosceles rufescens byl jediny par autozomi s NORy, které byly na koncich obou ramének,
podobné u X2 Pholcus phalangioides se nachazeji NORy a koncich obou ramének

Jediny Pholcus phalangioies se od ostatnich zkoumanych druhti odliSoval vysokym
poctem NORU, nachazime u n¢j Sest NORU na autozomech a dalsi tfi NORy na pohlavnich

chromozomech X. ProtoZe je takto vysoky po€et NORi mezi pavouky naprosto vyjimecny,

63



predpokladam, Ze je tento stav odvozeny a k namnoZzeni NORi doslo bud’ nerovnomérnym
crossing overem nebo genovou duplikaci a naslednou translokaci, tak jako k tomu dochazi u
nékterych ryb s vysokym poc¢tem NORG (Vicari et al. 2003). U ostatnich zkoumanych druht
s puvodnim systémem X1X2Y se NORy na pohlavnich chromozomech nevyskytuji. Je tedy
pravdépodobné, Ze u P. phalangioies doslo k jejich pfenosu na gonozomy az druhotné.

Moznost, ze se NORy na pohlavnich chromozomech pavouki se systémem X1 X2Y
podileji na asociaci gonozomu v trivalentu tedy nemtizu vzhledem K vyskytu NORu v oblasti
parovani u P. phalangioies vyloucit. Protoze v§ak dosud byly NORy na gonozomech
nalezeny jenom u jedin¢ho druhu s typem X1 X2Y (a to jenom na chromozomech X, navic u
druhu s vyjimeéné vysokym poctem NORU) nepovazuji ji za piili§ pravdépodobnou.
KaZdopadné neni pfitomnost NORU na gonozomech pro jejich asociaci a vznik trivalentu
nezbytna.

Zajimavy je pomérné Casty vyskyt NORU na gonozomech haplogynnich pavoukt
s odvozenymi systémy pohlavnich chromozomid. NORy byly nalezeny u zhruba poloviny
zkoumanych zastupcu se systémem X0 (vlastni vysledky, Kral et al. 2006, Olivera et al.
2007). K vysvétleni pficiny preferencniho umisténi NOR oblasti na X chromozomech by bylo

vsak potfeba hlubsiho vyzkumu.

5.2 Mygalomorfni pavouci ¢eledi Atypidae

Dosud byly cytogeneticky zkoumani jenom Ctyii zastupci sklipkanti, z toho tf1 druhy
zijici v Ceské republice - Atypus affinis, A. muralis a A. piceus (Reza¢ et al., 2006). Protoze
jejich zakladni cytogeneticka analyza odhalila nékolik zajimavosti, byl vybran A. piceus jako
zastupce druhu s 41 chromozomy a Atypus affinis s odvozengjsim karyotypem slozenym
Z pouhych 14 chromozomt pro podrobnéjsi studium karyotypu. Pomoci C pruhovani bylo
zjiStovano rozlozeni heterochromatinu a metoda FISH byla pouzita pro vizualizaci NORd. U
Atypus affinis byly vysledky FISH ovéfovany jesté stiibfenim.

Jak uz bylo zjisténo ptede mnou Suzukim (1954), jenz stanovil karyotyp ¢tvrtého
cytogeneticky prozkoumaného druhu Atypus karschi, je velmi problematické zachytit u samct
sklipkank stadia, ve kterych se v gonadach odehrava meiotické déleni. Zda se, ze
k meiotickému déleni progenitord pohlavnich bunék dochazi ve velmi kratkém obdobi

subadultniho stadia. Meiotické déleni je u dospélcti jiz ukonceno a rozpoznani subadultniho

samce od samice je téméf nemozné. Proto jsem subadultni jedince na ptipravu preparatii
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vybirala nahodné. Ukézalo se, Ze v populacich sklipkankti panuje nerovnovéha v poméru
pohlavi. V dosti velkém vzorku populace A. affinis i A. piceus se nachazi jenom minimum
samctl.

Pomoci C pruhovani bylo v genomu Atypus piceus nalezeno velké mnozstvi
konstitutivniho heterochromatinu (az 20 % chromatinu), pfitomnost takového mnozstvi neni u
pavoukt viibec obvyklé (Kral, ustni sdéleni). U vétSiny chromozomt tohoto druhu se Siroké a
vyrazné C pruhy se nachazely v oblasti telomer, o néco uzsi v oblasti centromer a na
nekterych chromozomech se nachazely i tenké intersticialni pruhy. Obzvlasté mnozstvi
heterochromatinu A. piceus vynikne ve srovnani s A. affinis, jenz obsahuje konstitutivniho
heterochromatinu mnohem mén¢. Oba druhy se liSily 1 distribuci heterochromatinu, u A.
affinis se vyrazné&jsi pruhy nachazely v oblasti centromer, v oblasti telomer se nachazely
pouze uzké a nevyrazné prouzky. Spolecnym znakem obou druhti byl vyskyt nejdelsiho
heterochromatinového pruhu v sekundarni konstrikci dlouhého raménka 2. autozomového
paru. U A. piceus byla §ifka pruhti na obou chromozomech shodna, u A. affinis se sitka
heterochromatinové oblasti na homolognich chromozomech 2. paru podstatné lisila. Ve vSech
figurach byla na jednom chromozomu zhruba dvakrat vétsi nez na druhém.

Vizualizace NOR1 ¢eledi Atypidae byla problematicka, s chromozomy samct obou
druhli nehybridizovala ani jedna ze dvou 18S rDNA sond, jez jsme pouZivali na chromozomy
tiesavek, ani sonda ze samice Pholcus phalangioides ani sonda ptipravena ze samice Eresus
kollari (Eresidae). Pro vyrobu sondy jsme tedy museli ziskat pfibuznéjsi druh. Po negativnich
zkusenostech s pouzitim sondy z Pholcus phalangoides na chromozomové preparaty ze
stejného ¢i ptibuznych druht, jsme upustili do pfipravy sondy ze tfetiho druhu rodu Atypus
Zijiciho na izemi Ceské republiky. Misto ného jsme zvolili méné piibuzny americky druh
Aliatypus sp. z ¢eledi Antrodiaetidae, jeZ je povazovana za sesterskou skupinu celedi
Atypidae.

NORYy se u obou druhti nachazeji v sekundarni konstrikci dlouhého raménka
chromozomového paru ¢. 2. Zatimco intenzita hybridiza¢niho signalu A. piceus je na obou
homolognich chromozomech stejna, u druhu A. affinis je vzdy na jednom chromozomu
intenzita signalu podstatné vétsi.

Tento pozoruhodny rozdil, jenZ byl zaznamenan jak pti C pruhovani, tak pii
vizualizici NORU pomoci FISH u A. affinis jsem se rozhodla dale analyzovat stiibfenim. Na
vSech figurach jsou koloidnim stfibrem obarveny sekundarni konstrikce na obou

chromozomech, obé NOR oblasti jsou tedy v interfazi transkribovany. Po stiibfeni je opét
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viditelny zhruba dvojnasobny rozdil ve velikosti vizualizované oblasti, navic mensi NOR je
zbarven o néco vyraznégji, coz znac¢i vyssi miru jeho transkripce.

Oblasti C pruhti obou druhti rodu Atypus piiblizné kolokalizuji s oblastmi
hybridiza¢nich signala 18S rDNA sondy, u A.affinis je stiibfenim potrvzeno, Ze oblast C
pruhti kolokalizuje s oblasti aktivni rDNA. To by znamenalo, Ze u téchto druht nejsou C
pruhy tvoreny konstitutivnim heterochromatinem. Tento jev byl nalezen i u nékolika dalSich
druhti organismii (Sumner 1990).

Pti analyze karyotypt dvou zastupct Celedi Atypidae jsem piisla na nékolik dalSich
velmi zajimavych skute¢nosti. U A. piceus (XO0) byl nalezen chromozom podobné velikosti a
pruhovaciho vzoru jako u gonozomu Y A. affinis. Studium prubéhu meiotického déleni by
jestli se nejedna o neopohlavni chromozom. DalSim nélezem je rozdilna §itka C pruhti
v sekundarni konstrikci chromozomii 2. part u A. affinis, ale jesté piekvapivéjsi je
kolokalizace téchto pruhti s oblasti aktivni rDNA a to jak u A. affinis tak u A. piceus. Dalsim
interesantnim vysledkem, ktery mozné neni na prvni pohled zfejmy, je vyrazna fylogeneticka
vzdalenost mezi atypidy a araneomorfni pavouky, plynouci z nepouzitelnosti 18S rDNA
sondy jak z haplogynniho, tak z entelegynniho araneomorfniho pavouka pro analyzu NORU
atypidt. Pfitom mutacni rychlost tohoto tiseku rDNA vétSinou dovoluje jeho vyuziti i pro

velmi staré udalosti z obdobi prekambria (Hillis a Dixon 1991).
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6 Souhrn

Pavouci jsou z cytogenetického hlediska prozkoumani zna¢né nerovnomérné, vétsina
studii se zabyva nejodvozengjsi skupinou entelegynnich araneomorfnich pavoukt. Pravé
proto se piedkladana prace vénuje méné probadanym skupinam haplogynnich a
mygalomorfnich pavoukl. Konkrétné se zaméiuje predevsim na zastupce dvou celedi
Pholcidae (Haplogynae) a Atypidae (Mygalomorphae). Haplogynni pavouci patii spolu
se dvéma reliktnimi nad¢eld'mi Hypochiloidea a Austrochilioidea mezi bazalni araneomofni
pavouky, ktefi jsou povazovani za sesterskou linii entelegynnich araneomorfnich pavouk, jez
je odvozengjsi a pocetngjsi. Celed Atypidae patii do nadéeledi Atypoidea, jeZ je povaZzovéana
za bazalni skupinu infratddu Mygalomorphae.

Pomoci klasickych cytogenetickych metod jsem sestavila karyogram Sesti druhi
pholcidi a analyzovala prib¢h jejich meiotického dé€leni. Fluorescenéni in situ hybridizaci
jsem detekovala polohu nukleolarnich organizatorti jadérka na chromozomech ¢tyfech
zastupcu Celedi Pholcidae a Loxosceles rufescens (Sicariidae). Podrobnéji jsem studovala
karyotypy dvou sklipkanku zijicich na naSem tzemi Atypus piceus (41,X0) a A. affinis
(14,XY). Pomoci C pruhovani jsem zjistila rozloZeni heterochromatinu a pomoci FISH a
sttibfeni distribuci nukleolarnich organizétora jadérka.

Diploidni po¢ty chromozomi se u tfesavek pohybuji mezi 17 a 28. V karyotypech
vyrazné prevazuji dvouramenné tzn. metacentrické ¢i submetacentrické chromozomy.
Pohlavni chromozomy samcti jsou po vétSinu meiotického déleni heteropyknotické a daji se
tak od autozomt snadno odlisit. U zkoumanych druhii se vyskytuji tfi typy systémi pohlav-
nich chromozomtl, pravdépodobné ancestralni typ X1X2Y, dale X1X20 a X0. Na zakladé
ziskanych dat jsem navrhla nové alternativni schéma konverze systému X1X2Y na XO.

Tiesavky maji az na jedinou vyjimku, Pholcus phalangioides, spise nizsi po¢et NOR1,
od dvou do Sesti, které se nachazeji vzdy v terminélnich oblastech chromozomu. U dvou
druhti jsem NORYy objevila také na pohlavnich chromozomech a to na chromozomu X
Holocnemus hispanicus se systémem pohlavnich chromozomi X0 a na obou chromozomech
X P. phalangioides se systémem X1X2Y. U dalSich dvou druht s timto ancestralnim
systémem pohlavnich chromozomil se NORy vyskytuji pouze na autozomech a tedy nemohou
hrét roli v zvlastnim zpiisobu asociace pohlavnich chromozomil v trivalentu.

U obou Atypidl se nachazi jediny chromozomovy par nesouci NOR, v obou piipadech

se jedna o sekundarni konstrikci dlouhého raménka autozomového paru ¢. 2. U Atypus piceus
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bylo narozdil od A. affinis nalezeno nezvyklé mnozstvi heterochromatinu. Zajimava je rovnéz
kolokalizace C pruhti s oblasti aktivné transkribované rDNA u A. affinis.

Ptredpokladané cile diplomové prace byly splnény, prace ptispéla k pochopeni evoluce
pohlavnich chromozomii a karyotypt haplogynnich pavoukt a doplnila poznatky o

karyotypech A. piceus a A. affinis.
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