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Summary

Karyotype analysis of selected species from araclthorders Amblypygi and Uropygi
Whip spiders (Amblypygi) and whip scorpions (Uropygepresent relict arachnid orders
which has been found already at Upper Carbonifestiega. Although cytogenetic data
from amblypygids and uropygids might be importantgconstruct karyotype evolution of
arachnids, cytogenetics of these orders is almokhawn. Presented study is aimed in
analysis of karyotype and meiosis in 16 specie8mblypygi and 4 species of Uropygi.
Both groups are characterized by considerable rahdgloid chromosome numbers

(2n = 24 — 86 in Amblypygi and 36 - 66 in Uropygfnalysed species does not exhibit
morfologically differentiated sex chromosomes. Biffntiation of sex chromosomes on
molecular level was revealed in amblypydraraphrynus mexicanus by comparative
genome hybridization. Obtained data indicate XY/X¥&x chromosome system in this
species. Comparison of karyotype data indicatesatezh of chromosome numbers during
evolution of both orders. In Amblypygi, this redect was accompanied by increase
of number of biarmed chromosomes. This trend isapgiarent in Uropygi. Karyotypes of
most analysed amblypygids and uropygids are alswackerized by low amount of
heterochromatin. Most studied species exhibit twairsp (Amblypygi) or three pairs
(Uropygi) of nucleolar organizer regions. Meiosis chiasmatic with one, two or
exceptionally three chiasmata per bivalent. Prophasof all analysed species is

characterized by presence of a diffuse stage.

Key words: Amblypygi, Arachnida, diffuse stage, fluorescentatu hybridization,
heterochromatin, chiasma, chromosome, karyotyp&sise nucleolar organizer region,

sex chromosomes, Uropygi
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Slovnik pojmi a seznam zkratek

A - akrocentricky chromozom, Levanova klasifikace

BSA - howzi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumipejfein se Sirokym
vyuzitim v mol. biologickych laboratach, mj. i jako blokator mnoha reakci (blokuje véIn
vazebna mista reaktdnt

C pruh — vizualizovany usek konstitutivnhiho heterochromadti

CGH - (z angl. comparative genomic hybridization), oglet pouzivané pro odhaleni
rozdili mezi d¥ma genomy, sondou jsou&gelogenomové DNA

DAPI — 4',6-diamidino-2-phenylindol; fluoresa#ni barvivo vazici se na DNA
(prednosti na AT pary)

Denhardtovo ¢inidlo - blokéator nespecifického nasednuti sondy neboptgzmatickych
proteim

DFC - denzni fibrilarni komponenta jadérka

dNTP — snes ¢ty deoxyribonukleosidtrifosfat(dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
Entelegynni pavouci- evolwene nejpokrailejSi skupina pavouk do niz pat vétSina
celedi. Skupina je definovana podle derdi samiiho kopul&niho organu

ETS - (z angl. external transcribed spacer) - mezerrnilnskrigni jednotce rRNA

FC - fibrilarni centra jadérka

FISH — Fluorescegni in situ hybridizace

GC - granularni komponenta jadérka

GISH — genomovan situ hybridizace, metoda pouzivana pro odhaleni rézdézi d¥ma
genomy, sondou je jedna celogenomova DNA

Heteropykndza— odliSna barvitelnost chromozamebo jejich Usek Muze se jednat o
pozitivni (material se barvi vice nez ostatni choaomy) nebo negativni heteropyknézu
(jednéan se o materal ktery se barvi gneaz ostatni chromozomy)

IGS - (z angl.intergenic spacer) - mezernik v transkripjednotce rRNA

ITS - (z angl. internal transcribed spacemezernik v transkrimi jednotce rRNA

M - metacentricky chromozom, Levanova klasifikace

NOR — (z angl. nucleolus organizer region) - nukledl@myanizator jadérka ast
chromozomu, v niz se nachazi geny pro rRNA (krger pro 5S rRNA)

PBS- pufr obsahujici NaCl, K#PQ,, NaoHPO,.12H,0

PCR - polymerazov&etézova reakce, metoda amplifikace DNA

rDNA — Useky DNA, které koduji geny pro ribozomalni RNA

SM - submetacentricky chromozom, Levanova klasifikace

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

ST - subtelocentricky chromozom, Levanova klasifikac

Taq polymeraza- DNA polymeraza izolovana z termofilni baktefiger mus aquaticus
pro ttely metody PCR



Obsah

R U Ao o OO PPP U PPPPPRUPTR 8
I R O 11 o - Lo = P PEUR USSP 9
2. Literarni PFENIEd..........oueeiiiiieiii e 10
2.1 Taxonomie a biologie dmvci radi Amblypygi a Uropygi........ccevvvevvveeeeneee. 10
2.2 Cytogenetika PAVOUKOBIC . ........uuuuueeneeiiiiii s s seeevebenenenenenenenene 16
2.2.1 Z&akladni charakteristiky karyotypavoukove@ ...............ccccvvveeeennn. 16
2.2.2 Distribuce NOR a konstutitivniho heterochrima........................ 20
2.2.3 PHDEN MEIOZY ... 30
2.2.4 Pohlavni CNrOMOZOMY .........uuuuueses e eeeeeeeeeseeseesnessesessnssssenenenene 31
2.3 Cytogenetika amblypygidnich a uropygidnickolici................ccoevvvveveennnne.. 33
3. Materi@l @ MELOAY .......coeiiiiiiiiii et e e e e e e e e e 34
L MALETIAL ...t 34
G T |V = o0 Y 37
3.2.1 Hprava chromozomovych prepalat.........ccccccceeeeeivviveeneenenn. 37
3.2.2 Vizualizace konstitutivniho heteramhatinu pomoci
C-PrunOVaANI ..o 40
3.2.3 Analyza obsahu pdrazi pomoci fluoresceéniho pruhovani
PPUNOVANT .....coiiiiiiiiitceeeem e e e e e 41
3.2.4 Vizualizace NOR pomoci dirgnu stibrného ..o, 42
3.2.5 Vizualizace NOR pomoCi IDNA FISH . .vvvviviiiiiiiiiiiiiiiiinnns 42
3.2.6 Detekce pohlavnich chromozomomoci CGH ..........ccccoee.. a7
ANYSIEAKY ...t 52
4.1 Karyotypy amblypygidnich &0V ..........coooeevviiiiiiiieee, 52
4.2 Karyotypy uropygidnich BOVC...........uuueemenmiiinennneneses e ssenes 85
4.2 Paet a distribuce rekombinaci v genomu ..........cccccceeeeeeeiiiiinnnnnnn. 94
5. DISKUZE. ...ttt ettt e et e e et s s et e e ts e st e e s nnenneaeaeas 95
5.1 KAlYOtYPY ..oeeeeeiiiiieeeeee ittt ss ettt e e e e e e tta s e e e e e e e ee s nnnanes 95
5.2 Distribuce heterochromatinu a nukleolarnichaargatot ................ 103
5.3 Piibéh meidzy a distribuce rekombinaci v genomu ..................... 106
5.4 Detekce pohlavnich chromozdm............ccccoviiiiiiiiiiiiiiienie e, 108
B. SOUNIML ...ttt e e e e e e s 112

7. SEZNAM [IEEIATUIY.....eeveiiiiiiiieeiieiieietiieieeebeebe e e eeeneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseees 114



1. Uvod

Cytogenetickému vyzkumu bezobratlych Ziwthi se v posledni dab vénuje
zvySena pozornost, ovsem v ramci kmethenovdi (Arthropoda) se &Sina badatdl
orientuje na hmyz. Ostatni skupinglenovdi jsou z cytogenetického hlediska
prozkoumany mnohem mé&ncoz plati i proiidu pavoukové (Arachnida). FestoZe je
tomu jiz vice nez sto let kdy byl popsan prvni kayp pavoukové (Carnoy 1885),
cytogeneticka data jsou dosud znamialigné jen u 1100 druln (J. Krél, osobni sideni).
Je to tedy jen maly zlomek z celkovéhaifpo97 000 druh pavoukové (Harvey 2002).
Karyotypy jednotlivych fadi pavoukov@ nejsou navic prozkoumany rovneme.
NejintenzivrEji byli dosud studovani pavouci, kde se uvadi 6afy&typovanych druh(J.
Kral, osobni séeni), coz jsou ale pouhé 2% z celkové druhovérdityepavouki. DalSimi
rady s relativa vysokymi pdty studovanych druh jsou akariformni a parazitiformni
roztasi, sekai, Stiri a Stirci. U ostatnich skupin pavoukdvinformace o karyotypech du
zcela chybi, nebo jsou ztr& nekompletni (dosud mame Udaje u 7 Z2dd pavoukova).
Dosud ziskané udaje nazog vysoky rozsah diploidnich pti chromozomi u
pavoukovd (4 - 175) (Oliver & Nelson 1967, Shanahan 1983bhlediska morfologie
jsou karyotypy ¥tSiny pavoukovié tvoreny standardnimi monocentrickymi chromozomy
s lokalizovanou centromerou &pazuji chromozomy dvouramenné. U pavounkdeledi
Dysderoidea (Kréét al. 2006), akariformnich rozté (Oliver 1977) a Stir celedi Buthidae
(Shanahan 1989a) jsou vSak karyotypyévry holocentrickymi chromozomy, u kterych se
nachazi material vazici mikrotubulglatino eténka na &sSin¢ povrchu chromozomu.
Podobr jako u hmyzu je i u pavoukoworelka rozmanitost ve #gobu uéeni pohlavi. U
nekterych skupin nebyly nalezeny pohlavni chromozdgtiyi, Stirenky) (Shanahan 1989b,

Kral et al 2008), u jinych se naopak vyskytuji slozité systgmohlavnich chromozoin
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(nap. pavouci)(Kral 1994). U akariformnich a parazitifmich roztéu jsou velmicasté
raizné formy partenogeneze (Oliver 1967, 1971, 19¥7predloZzené praci jsem se
soustedil na béovce radi Amblypygi a Uropygi, jejichz cytogenetika je thk

neprozkoumana.

1.1 Cile prace

M& prace je zastena na evoluci zakladnich chromozomovych charatileri
u dvouiadi pavoukové@, Amblypygi a Uropygi. Cytogenetik&dhto skupin je prakticky
nezndma. Byl sledovan @et a morfologie chromozaim pohlavni chromozomy,
konstitutivni heterochromatin, pet a poloha nukleolarnich organizdtgadérka (NOR),
praibéh meiotického deni a frekvence a distribuce rekombinaci v genodiskané Udaje
umozni rekonstruovat zakladni rysy karyotypové eeeltchto fadi. Studium karyotypu
téchto skupin je vyznamné i z tohdubdu, Ze se jevi vestSine fylogenetickych schémat
(a to i na zaklagl molekularg fylogenetickych analyz) jako néjpuzrgjSi pavoukim
(Weygoldt & Paulus 1979, Shultz 1990). Karyotypyw@aki jsou velmi rozmanité¢asto
zahrnuji slozité systémy pohlavnich chromozofKral 1994). Neni tedy lehké stanovit
jejich primitivni (ancestralni) karyotyp. Jednoumbpznosti, jak danou problematikesit,
je prozkoumat a porovnat karyotypyilmuznych skupin, kterymi jsou v tomtdipack
raiznéfady btovai véetre amblypygidi a uropygidi. V diplomové praci jsem navazal na
svou bakalgskou praci, ve které jsem popsal sarkaryotypy amblypygidnich bovci

Charinus neocaledonicus (Charinidae) ®amon medius (Phrynichidae).



2. Literarni prehled
2.1 Taxonomie a biologie Wovaa Fada Amblypygi a Uropyagi

Amblypygidni a uropygidni Bovci pati do tidy pavoukové (Arachnida), ktera se
v sowasnosti ¥tSinou ¢leni do 13tradi zahrnujicich dohromady 97 000 déufHarvey,
2002). Druho¥ nejpaetnjSimi rady pavoukovi jsou pavouci (Araneae) (41 700 dayih
(Platnick 2010) a akariformni (Acariformes) a paimni roztaii (Parasitiformes)
(dohromady 48000 drdfy (Harvey 2002). Amblypygidni a uropygidni cbivci pati
naopak mezi malo diverzifikované reliktffidy. Tyto skupiny jsou znamy jiz od svrchniho
karbonu (Scudder 1884, Weygoldt 2000).

Amblypygi a Uropygi tvei spoleéné s dalSimradem biovca (Schizomida)
a pavouky (Araneae) tzv. tetrapulmonatnitev pavoukové. Témto skupindm jsou
spole&né dva pary plicnich vék(alespa primérre), dvowlankové (subchelatni) chelicery
a zvlastni stavba mikrotuhiul biciku spermii (struktura 9+3 narozdil od stavby 9&2,je
mezi ziva@ichy nejobvyklejsi) (Scharff & Enghoff 2005). MeZetrapulmonata se¢kdy
fadi takeé rozteovci (Ricinulei) a vyhynulyad Trigonotarbida (Seldest al. 1991).

Nazory na postaveni jednotlivyckadi v ramci tetrapulmonatni éwe
pavokuva@ nejsou jednotné. Podle jedné z hypotéz (Obr. @) amblypygidi fibuzrgjSi
pavoukim nez ostatnim bovcaim (Weygoldt & Paulus 1979) a tkios nimi skupinu
ozna&ovanou také jako LabellatéPetrunkevitch 1955). /odem tohotoclenéni jsou
spoleéné znaky pavouk a amblypygid, konkrét Uzka stopka mezi hlavohrudi a
zade€kem, dolbe vyvinuty savy Zaludek a tité morfologické podobnosti v oblasti Ustniho
ustroji. Druh& hypotéza (Obr. 1b) povazuje amblygyogza sesterskou skupintadi
Uropygi a Schizomida (Shultz 1990). Spolué¢mito fady pak tvéi skupinu btovci

(Pedipalpi), kterou spojuje podobna morfologie pathp uzmisobenych k lovu (loupezivé
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pedipalpy), modifikovany prvni par ki&ych korcetin (tykadlovité konetiny se
smyslovou funkci) a uchovavani vagk ve vajéném v&ku. V sowkasnosti neni mozno
rozhodnout mezi aima hypotézami, a to ani na zakiacholekularg fylogenetickych

analyz (Wheeler & Hayashi 1998, Girilattal. 2002).

v s

Pseudoscorpiones

Scorpiones
Uropygi
Amblygyi
Araneae
Palpigradi
Solifugae
Opiliones
Ricinulei
Acari
Opiliones
Scorpiones
Solifugae
Ricinulei
Acari
Palpigradi
Araneae
Amblygyi
Uropygi
Schizomida

— Pseudoscorpiones

Haplocnemata

Labellata I

Haplocnemata Novogenuata Pedipalpi

Cryptoperculata l “1—1
Acaromorpha | Tetrapulmonata
Holotracheata —|—I

Megoperculata

Megoperculata  Apulmonata

| Dromopoda Micrura

Lipoctena

a b

Obr.1: Systematické&leréni fadu pavoukowut, jak jej prezentujia Weygoldt a Paulus
(1979) ab Schultz (1990). Zvyrazmeé linie nazné&uji shodu mezi obma verzemi
kladograni. Sipky ukazuji postaveni diskutovanytddi v ramci tetrapulmonatniswe

pavoukovd. Kladogramy nezobrazujicleréni rozta@t (Acari) na akariformni,
parazitiformni a opilioakariformni rozte. Revzato z Harvey 2002.
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Dulezité ovSem je, Ze ¢bschémata naznaji blizkou gibuznostradi bicoval s pavouky, a
proto miZze byt poznani karyotypové evolueettto skupin dlezité pro pochopeni vzniku a
vyvoje rekterych chromozomovych charakteristik u pavinuk

Amblypygidni b&ovci sec¢leni do dvou poiddi: Paleoamblypygi a Euamblypygi
(Weygoldt 1996a, 1996b). Piddl Paleoamblypygi zahrnuje pouggled’ Paracharontidae
s jedinym zastupcerRaracharon caecus. Podad Euamblypygi obsahuje zbylécééledi:
Charinidae, Charontidae, Phrynidae a Phrynichidéda.fylogeneticky nejfvodrgjsi
skupinu amblypygitl je povaZovanaceled Paracharontidae a vramci padu
Euamblypygi ¢eled” Charinidae (Weygoldt 1996a) (Obr. 2). Podle jinyahtofi se
amblypygidi ¢leni na pulvilatni (Charinidae a Charontidae) ahdf@ini (Phrynidae a
Phrynichidae) (Quintero 1986 in Weygoldt 2000) naklac piitomnosti nebo
negitomnosti zachytnych chloupkna kr&ivych kortetinach. Dosud bylo popsano 17
rodi a 165 recentnich driahamblypygidnich kiovci (Harvey 2002, M. Seiter, osobni
sckleni).

Uropygidni btovci predstavuji uniform@si fad s jedinouceledi Thelyphonidae
(Lucas 1835), ktera zahrnuje 16 #icgke 107 druhy (Haupt & Song 1996, Harvey 2002).

Amblypygidni a uropygidni Bovci maji fadu spolénych charakteristik, které se
tykaji predevSim morfologiedkterych kortetin a zfisobu Zivota. Jedna se o tropické nebo
subtropické pavoukovce zijici v oblastech s vysokelnkosti vzduchu, zejména
v tropickych destnych pralesechékteré odoljsi druhy vSak obyvaji i takové biotopy
jako jsou pou#t nebo savany. Amblypygidi byli nejdale na severlereni nafeckém
ostrov Rhodos a na jihu v Jihoafrické republice (Weyg@d®00). Uropygidi byli nejdale
na severu nalezeni vTexasu a na jihu na ostlMzi v Oceéanii (Harvey 2002).

Charakteristickymi znaky vSechcbivci jsou mohutné loupezivé pedipalpy digaie
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Obr.2: Systematickécleneéni fadu Amblypygi (Weygoldt 1996a, 1996b).feRzato
z Harvey 2002.

cetnymi trny, jimiz tito pavoukovci uchvacuji svowoiist. U amblypygid jsou pedipalpy
n¢kdy az extrémé prodlouzené a vakterych gipadech se diky jejich délce daciur
pohlavi daného jedince. Druhym typickym znakeniobci je tykadlovity prvni par
kr&ivych kortetin, ktery v piibéhu evoluce ziskal hmatovou funkci. Podle zviastavisy
prvniho paru dostaly tyto skupiny své jménoc¢obci. U amblypygid se koncoveélanky

téchto korgetin druhot@ rozlenily do mnoha (u &kterych druli i vice nez 100¥lanki
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(Weygoldt 2000). Na rozdil od amblypygigsou tyto koketiny u uropygid a schizomid
znatelrg kratSi. Od amblypygitl se ftady Uropygi a Schizomida liSi také tim, Zze maji
podlouhlé &lo, které neni tolik dorzoventraireplostlé. Jejich zad&ek je navic zakafen
dlouhym ¢lankovanym hiikem. Do jeho baze Usti ze zé&Ke Zlazy produkujici sis
tvorenou alifatickymi nasycenymi monokarboxylovymi kigsami jako nap. kyselinami
octovou a kaprylovou (Eisneat al. 1961). Nkdy je sekret obohacen j&Sb ketony,
alkoholy a estery (Haupt al. 1988, 1993). Tuto pachnouci &rjsou schopni uropygidi
vystiiknout na potencialniho predatora a tim ho odradimozného Gtoku. Amblypygidni
bicovci maji naopak élo spiSe Siroké neZz dlouhé a daleko vyizdorzoventralg
zplosglé. Diky tomu mohou zalézat déznych Skvir, a proto se obvykle vyskytuji pod
kameny a &rou stroni nebo v jeskynich. Uropygidnidavci se radi zahrabavaji do zé¢m
kde si tvdgi nory a tizné chodhiky.

U oboutadi se jedna o nmi dravce. Strategie jejich lovu je takova, Ze negp
nehnu¢ vyckavaji a poté kisst uchvati rychlym vypadem robustnich pedipalpcoBci
nemaji jedové Zlazy jako napvétSina pavoul, proto je pro uchvaceni Keti
nejdilezitéjSi sila pedipalp. Kisti se obyejn¢ stdva hmyz (najklad na&ni motyli),
mohutrgjSi druhy dokazi ulovit i drobné obratlovce. Ochotprijimaji i usmrcenou
potravu. Po nasyceni dokaepit bez pisunu potravy azdgkolik tydna (Weygoldt 2000).

Bicovci obvykle ziji soliters, kazdy jedinec si brani své teritorium (stro¥ast
jeskyré apod.) ped ostatnimi fisluSniky svého druhu. Setkani dvou jedimize vést
k agresivnimu chovani, které u samaekdy vyudsti v druho¥ specificky ritualizovany
souboj. Jeho delem je primaré pouze vyjaséni dominantni a submisivni role obou
soupeétd. U rekterych bEovci byl vSak pozorovan i kanibalismus (Weygoldt 2000).

Urciteho stupl sociality dosahli jen amblypygidni dmivci Damon diadema
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(Phrynichidae) &hrynus marginemaculatus (Phrynidae), jejichz jedinci se &bs sdruzuji
do skupin(Rayor & Taylor 2006).

Noc je pro biovce vyznamna i z hlediska ighi. Biovci jsou gonochoristi
s nepilis vyraznym (kkdy az €Zko postehnutelnym) pohlavnim dimorfismem. WtSiny
druhi je pormér pohlavi 1:1. Vyjimkami jsou amblypygidi drihCharinus acosta
(Quintero 1983) z Kuby #ecké populace druhCGharinus ioanniticus (Kritscher 1959),
které se vyznalji thelytokni partenogenezi (de Armas 2000). OphdZe u vSechrada
bicovci ne@imé, a to pomoci spermatofio(Alexander 1962a,b; Klingel 1963, Weygoldt
1969 in Weygoldt 1999b). Beéni je charakterizovano dlouhymi drukospecifickymi
zasnubnimi tanci (Weygoldt 1999b). Sa&ka klade vajtka nékolik tydna az n&siai po
oplozeni a poté je nosi ve vapEm véku na ventralni stranzade€ku. Po tech ngsicich
se vylihnou tzv. praenymfy, které sgemisti z BiSni na libetni stranu zad&u matky a
tam setrvaji do dalSiho sviékani. Nakonec matkustipa z&inaji zit samostatn
(Weygoldt 2000).

Amblypygidni btovci se na rozdil od ostatnich pavoukios vyjimkou samiek
mygalomorfnich pavoul svlékaji i po dosazeni dadpsti. Pro uropygidni Bovce tato
charakteristika neplati. Pro olbi@dy je ovSem spoteé, Ze se jedna o dlouhdeé
pavoukovce. Délka Zivota neni @tSiny druli zndma, amblypygidni &bvci se mohou

v laboratornich podminkach dozit az deseti let (Yot 2000).
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2.2 Cytogenetika pavoukové

2.2.1 Z&kladni charakteristiky karyotypu pavoukovai

V ramci tidy pavoukové bylo cytogeneticky prozkoumandilplizné jen 1100
druhi z celkového pé&u 97000 drub. Jednotlivé fddy pavoukove jsou navic
prozkoumany velmi nerovnadmeé. Nejvice druli (piiblizné 600) bylo dosud studovano u
pavoulki (J. Kral, osobni sdeni), tento poet je v3ak stale velmi nizky. Udaje o dal3ich

fadech, u nichZ se cytogenetické studie prélyadhrnuje nasledujici tabulka (Tab. 1).

Karyotypy pavoukovci: zakladni Udaje
D|pIc3|dn| Pocet Celkovy
‘. pocet . <
Rad . karyotypovanych pocet
chromozomi o o
o druht druha
samai
Pavouci (Araneae) 7-128 cca 600 41 719
Roztogi
(Parasitiformes) 6-32 cca 167
48 181
Roztodi
(Acariformes) 4-26 cca 173
stirci 10-74 cca 60 3239
(Pseudoscorpiones)
Sek&i (Opiliones) 10 - 109 cca 90 6 000
Stiii (Scorpiones) 5-175 77 1750
Stirenky (Palpigradi) 14 - 18 2 78

Tab. 1. Patty karyotypovanych druh a rozsahy diploidnich @t u riznych skupin
pavoukovd.

16



Z tabulky 1 je patrné, Ze se pavoukoveéiSinou vyznauji velkym rozsahem
diploidnich pd@ta chromozoni. Vyjimku tvori fady akariformnich a parazitiformnich
roztata a Stirenky, kde je rozsah diploidnich¢po maly. Sodasré se jedna o skupiny
roztate Harpyrhynchus brevis (2n = 4) (Oliver & Nelson 1967), nejvySSi u Stieodacus
novaehollandiae (2n = 175) (Shanahan 1989b).

Z hlediska morfologie chromozamjsou karyotypy ¥tSiny pavoukové tvoreny
standardnimi monocentrickymi chromozomy s lokalemmwu centromerou, fevazuji
chromozomy dvouramenné. Pouze u pavouokdeledi Dysderoidea (Krédt al. 2006),
akariformnich roztdi (Oliver 1977) a Stir ¢eledi Buthidae (Shanahan 1989a) jsou
karyotypy tvadeny chromozomy holocentrickymi.

U pavouki se diploidni péty chromozoni pohybuji v rozpti od 7 @Ariadna
lateralis, Segestriidae) (Suzuki 1954) do 128y¢locosmia siamensis, Ctenizidae)
(Dulikova & Kral 2007) (Tab. 1). Drtivou &Sinu prozkoumanych dradhpredstavuji
zastupci tzv. entelegynniétve araneomorfnich pavoaikktera je druho¥ nejpaetns]si
skupinou fadu Rez& et al. 2006). Ostatni skupiny - bazalnétwe araneomorfnich
pavouki (haplogynni a paleokribelatni pavouci), sklipk@viygalomorphae) a sklipkosi
(Mesothelae) jsou z cytogenetického hlediska promkény velmi malo Rez& et al.
2006, Kralet al. 2007, Araujoet al. 2008). Obean plati, Ze pavouci skupin Mesothelae a
Mygalomorphae, kié se vyznauji fadou plesiomorfnich znékmaji vyssi diploidni piy
chromozoni (Suzuki 1954). Karyotypy entelegynnich pavbujsou tvdeny az na
vyjimKky jen akrocentrickymi chromozomy (Sharngh al. 1959). U ostatnich skupin
naopak pevazuji chromozomy metacentrické nebo submetackatiiKral et al. 2006).

Vyjimkami u entelegynnich pavotikjsou nap. malodka Heteropoda sexpunctata
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(Sparassidae) (Bole — Gowda 1952) nebizak Aranea dumetorum (Araneidae)
(Hackman 1948) v jejichz karyotypech je patrriéyaha dvouramennych chromoziom
Vzhledem k tomu Ze diploidni pet chromozom je u €chto pavoul polovicni oproti
piibuznym drukim s akrocentrickymi chromozomy, je velmi pr&pddobné, Ze jejich
karyotyp byl odvozen sérii translokaci Robertsorntypa (Kral 1994).

U roztati bylo karyotypovano zatim 167 drulfddu Parasitiformes a 173 dfuh
fadu Acariformes (Oliver 1977, Norta al. 1993) (Tab. 1).Parazitiformni roztéi maji
chromozomy monocentrické aétginou jednoramenné, akariformni radtomaji
chromozomy holocentrické. Diploidni §y jsou u obouradi nizké (Tab. 1). Bktefi
zastupci panénika (Oribatida) vznikli pravépodobré polyploidizaci, jejich karyotypy
jsou totiz tvédeny 36 chromozomy (u dalSich paméki byly nalezeny pouze karyotypy
tvofené 16 nebo 18 chromozomy) (Oliver 1967).

Velké rozgti diploidnich pdéti chromozomi nachazime u  Stitk
(Pseudoscorpiones), u nichz bylo dosud karyotypovéimruba 60 druh z deseticeledi
(Stahlavsky 2006) (Tab. 1). Diploidni @y chromozomi se pohybuji od 10
u Allochthonius buanensis (Chthoniidae) (Lee & Seo 1995) do 74 lLasiochernes
cretonatus (Chernetidae) (@hlavskyet al. 2005). Karyotypy #t3iny druti jsou tvdeny
dvouramennymi chromozomy. Zastoupeni jednotlivyarfologickych tyg chromozoni
v karyotypech se vSak z&r& meéni i v ramci jednoho rodu. ifkladem niize byt rod
Roncus (Neobisiidae), v jehoz karyotypové evoluci sehr&iejme dialezitou roli
Robertsonovy translokace a rozpad metacentrickybhoncozoni na akrocentriky
(Troiano 1990, 1997). Weledi Chthoniidae (@hlavsky & Kral 2004) se na zmach
karyotypu podilely prawipodobré centrické a tandemové flze a pericentrické invelze

obouceledi je evoluce karyotypu doprovazena redukciidigbo p@&tu chromozon.
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U sek&t se diploidni péty pohybuji mezi 10 Sabacon makinoi,
Sabaconidge Paraumbogrella pumilio a Systenocentrus japonicus, Sclerosomatidag
(Tsurusaki 1982a, 1989, 1993) a 1@difiosoma spelacum, Gonyleptidae) (Oliveirat al.
2000) (Tab. 1). V fipact Goniosoma spelaeum byly nalezenytizné p@ty chromozon, a
to vrozmezi od 92 dol109 chromozinPaity chromozon kolisaly i v rdmci jeding.
pravéEpodobré u sekéi ancestralni (Schneider al. 2009). Karyotypovano bylorplizné
90 druhi, pokud zahrneme i nepublikovana data (TsurusaBv R0V karyotypech seké
pievaZzuji ot dvouramenné chromozomy. Vyjimku #odva druhy, Sro rubens
(Sironidae) (Juberthie 1956)@addo agilis (Caddidae) (Tsurusaki 1986b), kd&wazuji
chromozomy akrocentrickéle zajimave, Ze u sekakolisa ¢asto pget a morfologie
chromozoni iv ramci jednoho druhu.Rinou tohoto jevu rize byt mald pohyblivost
sek&u, kteri ¢asto tvdi izolované populace. Ty se pak vyvijeji samostaisi se svymi
karyotypy (Tsurusaki & Cokendolpher 1990). U sgkéyly navic popsany i nadpetné
(B) chromozomy (Tsurusaki 2007). Byly objeveny fiklad u druhuPsathyropus tenuipes
(Tsurusaki 1993; Gorlov & Tsurusaki 2000a,b; Tsakig Shimada 2004).

U Stii (Scorpiones) bylo zatim karyotypovano 77 dr§Bchneideret al.
2009a) (Tab. 1). Ziskana data naana velké rozdily v chromozomovych
charakteristikach mezi dwma hlavnimi evoltnimi wtvemi této skupiny pavoukovc Z
prvni wtve bylo karyologicky prozkoumano &ledi: Bothriuridae, luridae, Chactidae,
Euscorpiidae, Liochelidae, Scorpionidae, Urodacida¥aejovidae a z druh&tve jeji
jediné ¢eled” Buthidae. Diploidni p&ty se pohybuji od 5Tjtyus bahiensis, Buthidae;
Schneideret al. 2009b) do 175 chromosam(Urodacus novaehollandiae, Urodacidae;

Shanahan 1989b). Zatimco karyotypytstieledi Buthidae sestavaji z nizSihotpo(2n =
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5 - 28) holocentrickych chromozam(White 1973, Shanahan 1989a), pro druhou
vyvojovou \tev je charakteristicky vysSi pet monocentrickych chromoza@n{29 — 175)

a zn&na variabilita karyotypu, dokonce i mezi populacgednoho druhu (Shanahan
1989a, Shanahan & Hayman 1990).

Pionyrska studie karyotypiadu Stirenek (Palpigradi) byla provedena na dvou
zastupcich rodieukoenenia, E. spelaea a E. mirabilis (Kral et al. 2008) Oba druhy se
vyzna&uji nizkym pd@tem monocentrickych chromozdmKaryotyp druhuE. spelaea se
sklada z 18 a karyotypg. mirabilis ze 14 chromozoth Chromozomy &chto druli jsou
drobné a prawipodobré akrocentricke.

Karyotypy zbylych pti fadi pavoukové nebyly dosud studovany nebo jen velmi
fragmentarg. Informace o cytogenetice pavoukéysou tedy znéné omezené, zatim neni

mozneé vypracovat schéma jejich karyotypove evoluce.

Nasledujici charakteristiky karyotypu nebudou péolyr rovnondrné. V souladu

s vysledky mé prace budeékterym z nich ¥novana ¥tSi pozornost.

2.2.2 Distribuce NOR a konstitutivhiho heterochroménu

Chromozomy jsou tv@ny materialem, ktery se sklada z DNA, proieandalSich
slozek (RNA). Tento material je oztmvan jako chromatin a na zakkadircitych
rozdilnych charakteristik se dateni na euchromatin a heterochromatin (Sumner 2003)
Euchromatin se sl&bbarvi jadernymi barvivy, obsahujetsinu transkribovanych gén
ajen malo repetitivnich sekvenci (B&lk et al. 1977). Heterochromatin je naopak

geneticky inaktivni, vice spiralizovan (barvi saitu intenziviji jadernymi barvivy),

20



prevazuji v gm rizné typy stedre a vysoce repetitivnich DNA, replikuje se pégd S-
fazi nez euchromatin (John 1988) d@z®m umtovat ilehlé geny v euchromatinu (tzv.
pozicni efekt) (Karpen 1994, Weiler & Wakimoto 1995). tefechromatin byl poprvé
definovan Heitzem (1928). Brown (1966) rekid heterochromatin na dva strukturn
i funkené velmi rozdilné typy - fakultativni a konstitutivheterochromatin.

V piipads fakultativniho heterochromatinu jsou chromozomyamgejich Useky
heterochromatinické jen v tité tkani nebo ontogenetické fazi nebo jen u jednpbhlavi,
jinak se chovaji jako euchromatinie®ena euchromatinu na fakultativni heterochromatin
(heterochromatinizace) je navozovana epigenetickpidae se v dané podsbdédit po
mnoho bui¢nych dleni. MiZze se jednat ndiklad o heterochromatinizaci jednoho
chromozomu ufitého paru. Fakultativni heterochromatin souwasto s determinaci
pohlavi, byva vazan na pohlavnimi chromozomy. Klagn pripadem je Barrovcelisko,
které vznika inaktivaci jednoho chromozomu X (Lyb®61) nebo heterochromatinizace
pohlavnich chromozoinv profazi | reprimujici jejich moznou rekombingdiablonka &
Lamb 1990).

Konstitutivni heterochromatin je na rozdil od faktivniho spiralizovan trvale na
obou homologickych chromozomech a liSi se se&wemn skladbou navazanych protéin
od euchromatinu. Konstitutivni heterochromatin af¥erevykazuje Zzadnou nebo jen velmi
malou transkripni aktivitu. Restoze v heterochromatinu obvykle nedochazi keskrgrci,
byl tento jev popsan wekterych rostlin (Nagl & Schmitt 1985) a obratldv{/arley et al.
1980, Sperlinget al. 1987). U rady transkripi vSak neni jasna jejich funkce.
V heterochromatinuDrosophilla melanogaster byly dokonce identifikovany protein-
kodujici sekvence specifické pro konstitutivni hetdromatin. U dchto sekvenci

nedochazi k jejich expresi porgmosu z heterochromatinu do euchromatinu (Lohe &
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Hilliker 1995, Weiler & Wakimoto 1995). V konstiiuhim heterochromatinu nedochazi
dale k rekombinacim (John 1988, Sumner 1990). Tehtomatin je mozné vizualizovat
urcitymi metodami, napklad C-pruhovanim (Pardue & Gal 1970, Sumner 1972)
Heterochromatin rive ve specifickych ifjpadech zastupovat synaptonemalni komplex
a chiazmata ipparovani a segregaci chromozonv meiéze. Fkladem mohou byt
sameci Drosophilla melanogaster, ktefi se vyznauji achiazmatickou meidzou. Jejich
pohlavni chromozomy X a Y paruji pouze v heteronmtinovych Usecich zvanych
collochory, které se nachéazeji v nukleolarnich oiggtorech (NOR; nucleolar organizer
region) a umoiuji homologni parovani jinak nehomolognich chromooX a Y
prostednictvim mnohonasobnych kopii 240 bp dlouhych eekiy v IGS (intergenic
spacer) (Hawley & Theurkauf 1993, Irick 1994, Lo&eHilliker 1995). Existuji také
dukazy, Ze se heterochromatin asociovany s centramsggodili na kohezi mitotickych
chromozoni az do anafaze (Licat al. 1986; Sumner 1991). Tyto Useky obsahuji vysokou
koncentraci enzymu topoizomerazy Il, ktery seizen podilet na separacichto
heterochromatinovych Usék anafazi (Sumner 1996).

Bloky konstitutivniho heterochromatinu se na chraomech nenachazeji zcela
nadhodr, ale jsou ¥tSinou lokalizovany v centromerach a telomerachng€ieutivni
heterochromatin je row: c¢asto asociovan s nukleolarnimi organizatory, které
pravéEpodobrg pomaha chranit ied nezadoucimi rekombinacemi (tzv. bodyguard
hypotéza) (Hsu 1975). Nukleolarni organizatory adytei asociované bloky
heterochromatinu se€asto nachézeji na kratkych raménkach subtelocknthic nebo
akrocentrickych chromozaim Heterochromatin G¥e byt lokalizovan také interstici&n
tedy uvnit ramene chromozomu. Intersticialni bloky heteroohatnu setasto nachazeji

u hmyzu a rostlin s velkymi chromozomy (Sumner 20@oky heterochromatinu jsou
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zna&n¢ variabilni sodasti genomu, jez se mohou liSit svou délkou v radrahu ci
populace nebo dokonce i u téhoz jedince v ramcu g@mologickych chromozom
Podobnou variabilitu nachazime u konstitutivnihéehechromatini i na urovni sekvenci
(Sumner 1990).

Bloky konstitutivniho heterochromatinu je moZnéudlizovat pomoci C-pruhovani
(Pardue & Gal 1970, Sumner 1972). Tato metoda bylanuta jako vedlejSi produkt
technik hybridizacen situ. Pruhy jsoutasto lokalizovany v centromerickych oblastech -
odtud prameni nazev metody. Vkterych gipadech ovS8em C-pruhovanim neni mozné
bloky konstitutivniho heterochromatinu zachytitegtoZze dané oblasti vykazuji znamky
heterochromatinu — néjlad u kvasinek zw/odu malé velikosti chromozaim(Grunstein
1998) nebo u telomerickych blokDrosophila (Crydermanet al. 1999). V rdmci jednoho
druhu nejsou obvykle pozorovany velké odchylky lkaeem mnozstvi heterochromatinu
v karyotypu. U @iznych drulia (které mohou byt i velmifjiouzné) se vsak jiz ite jednat
0 zn&né odchylky (White 1973, Sumner 1990). Ke ztrAeterochromatinu fize dojit
nagiklad @i centrické fazi, kdy se ztrati kratkd raménka akerdrickych chromozotn
tvoren& heterochromatinem (Pegtyal. 2004).

VétSina  segmeiit  konstitutivnino  heterochromatinu  obsahuje na  dozdi
od euchromatinu a fakultativnino heterochromatiraelk& mnozstvi vysoce repetitivni
(satelitni) DNA. Jedna se o DNA, kter& pentrifugaci v hustotnim gradientu CsClitvo
odctleny (satelitni) pik (Beridze 1986). Tyto sekveseemohou liSit ve svém slozeni (AT-
nebo GC-bohat€), v délce aghw opakovani repetic (Beridze 1986, Sumner 199GznRR
obsah bazi se da vyuzit pro blizSi charakterizatérochromatinu pomoci kombinace AT
(DAPI, chinakrin) a GC-specifickych fluorochrdnfchromomycin A mithramycin). Tato

metoda se nazyva fluores¢ain pruhovani (Sumner 1990, Sola 1992).
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Konstitutivni heterochromatin iie byt v kterych gipadech tvéen pouze
stredre repetitivnimi sekvencemi a mohou se &m akumulovat transponovatelné
elementy (Ananievet al. 1998b, Dimitri & Junakowi 1999, CSHL/WUGSC/PEB
Arabidopsis Sequencing Consortium 2000). Vlastnosti konstinitio heterochromatinu
nezavisi na fitomnosti utité specifické sekvence. Pro konstitutivni heterootatin je
specifickd modifikace jednoho z nukleatiqmetylace cytosinu na pozici 5) kterda se
uplatiuje pi jeho kondenzaci. Vysoky stupdéto metylace byl nalezen v satelitni DNA
mnoha drufi rostlin a save (Beridze 1986, CSHL/WUGSC/PE& abidopsis Sequencing
Consortium 2000). Pro konstitutivni heterochromaji dale typick4 fitomnost
specifickych proteifi nebo modifikaci uiitych proteiri. Charakteristickym znakem
heterochromatinu je hypoacetylace histonu H4 uino@Belyev et al. 1997),Drosophila
(Turner et al. 1992) a sauc (Jeppesenet al. 1992), ktera je spojena s inaktivaci
transkripce. Pro heterochromatin je typick&gmnost proteinu HP1 (heterochromatinovy
protein 1) a jemu podobnych protéjncoz bylo potvrzeno u celéady organism
(Eissenberg & Elgin 2000). HP1 a podobné proteibgatiuji na svém N-konci tzv.
chromodomeénu (chromosome organization modifier dojnE&issenberg & Elgin 2000),
pomoci které se vazou na histon H3, pokud je medyl$ na lysinu v pozici 9 (Bannister
et al. 2001, Lachneret al. 2001), coz je histonova modifikace, ktera je ep@js inaktivaci
transkripce. Koncentrace HP1 v heterochromatinu pjavégpodobre spjata s jeho
fosforylaci (Eissenberef al. 1994).

Nékteré organismy jako n#ép Skrkavky (Nematoda) (Mulleret al. 1996),
klanonozci (Copepoda) (Beerman 1977) nebo slizngddkgkai et al. 1995) eliminuji
heterochromatin ze svych htknbéhemcasného stadia ontogeneze, heterochromatin u nich

ziejme¢ nema zadnou funkci v somatickychnliach. Nejlépe je tento jev prostudovan
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u parazitickych hlistic, kde dochazi¢asném vyvojovém stadiu u somatickych &un
k fragmentaci chromozoim pricemz je ¥tSina heterochromatinu ztracena (h&® - 90%
u Parascaris univalens) (Muller et al. 1996). U dvoukidléeho hmyzu (Diptera) byvahem
polytenizace heterochromatin podreplikovan (Joh&81%Reuter & Spierer 1992, Karpen
1994, Weiler & Wakimoto 1995).

Jak jiz bylo zmigno, konstitutivni heterochromatin jéasto asociovan
s misty na chromozomech, kter4 se nazyvaji nukieioldrganizatory protoze obsahuji
tandemové repetice rDNA, okolo nichZz se v telofarganizuje jadérko (nukleolus)
(Scheeret al. 1993, Swarzacher & Wachtler 1993). Na chromozomnjsol tato mista
viditelna jako sekundarni konstrikce (Sumner 2008)interfaznich jadrech vytv&
heterochromatincasto kolem jadérka kondenzované bloky, tzv. chientra. Prvni
soubornou praci o strukie jadérka publikoval jiz Leydig (1852). V Sedesétyletech
minulého stoleti bylo objeveno, Ze jadérko je nmsty/ntézy ribozomalni RNA (Peregt
al. 1961, Perry 1962, Edstrém 1961). DochazémwvSak nejen k transkripci rDNA, ale i
k upravam prekurzorové ribozomové RNA (pre-rRNA3, miz se podili malé jadérkové
RNA (,small nucleolar RNA, snoRNA") a odehrava stezaké pdateni faze sestaveni
ribozomi (Wachtler & Stahl 1993, Pederson 1998, Getlai. 2003).

Jadérko ma po#mn¢ slozitou strukturu, je td@no temi hlavnimi ¢astmi
charakterizovanymi na zaklagozorovani v elektronovém mikroskopu. Jedna sevo t
fibrilarni centra (. fibrillar centres”, FCs), husio fibrilarni c¢ast (,dense fibrillar
component”, DFC) a granulartést (,granular component“, GC) (Swarzacher & Waahtl
1993, Wachtler & Stahl 1993). Centralsast jadérka tvi vétSinou fibrilarni centra
o nizké elektronové hustotTato centra jsou twena rDNA a proteiny, meziéd pati

i RNA polymeraza 1. Fibrilarni centra jsou obklopemustou fibrilarnicasti, jez je
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v aktivnich buikach tvdena rozsahlou siti. Tutot'spredstavujirettzce rRNA asociované
jeSt s templatem a dale specifické proteiny a snoRNA. d¥raji jadérka se nachazi
granularni ¢ast, kter4 obsahuje pre-ribozomowdstice pesunuté z mista syntézy
a nachazejici se wzném stadiu maturace. Bylo prokazano, Ze zatimcBRLC se
odehravaji primarni posttranskéi Upravy, GC slouZi k nasledné biogenezi ribozom
(Scheert al. 1993, Wachtler & Stahl 1993). Stale je ovSem nejdehkalizace transkripce
rRNA v ramci jadérka. Jako moZna mista jsou ¢amadna FC, DFC nebo jejich hréni
oblast (Huang 2002, Raska 2003, Derenzingl. 2006). FC i DFC je moZné vizualizovat
pomoci AgNQ, granularnic¢ést se touto metodou vSak nezvyrazni (Swarzacher &
Wachtler 1993, Wachtler & Stahl 1993). Jadérko jétSimou obklopeno tzv.
perinukleolarnim chromatinem, jehoZz mnoZzstvi S&emlisit i u velmi gibuznych drub
(Hozaket al. 1993, Wachtler & Stahl 1993).

V posledni dob se ukazuje, Ze jadérko ma krérbiogeneze ribozotni jine
funkce. Dochéazi zde n#flad k modifikacim prekurzdr malych jadernych RNA (small
nuclear RNA, snRNA) (Gerlet al. 2003) a zejm¢ také k apravam pre-tRNA, nebse
zde vyskytuje prekurzorova tRNA a RNaza P (Pedet€998, Gerbet al. 2003). Jadérko
je ztejm¢ také mistem biogeneze signal rozpoznavagstice (signal recognition particle,
SRP), kter& se podili na kotrarglan transportu vybranych protéin
do endoplazmatického retikula. V jadérku byla natez i telomerdazovd RNA, coz
nazn&uje roli jadérka v butném starnuti (Pederson 1998, Olss#ral. 2000, Thiry &
Lafontaine 2005). Nukleolus taky slouzi jako depm padu proteid Ucinkujicich
vregulaci buaéného cyklu. Jedna hypotéza tvrdi, Ze se tyto prgtemohou
shroma#@’ovat jedir¢ zde, protoZze vSude jinde vime maji ®jakou funkci (Bachant &

Elledge 1999). Alternativni teoriefgpoklada ze tyto proteiny maji v nukleolgjakou
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funkci (Visintin & Amon 2000). Podle Smetany (2008) se jadérko mohlo podilet také
na programovaneé baéné smrti.

Oblast nukleolarniho organizéatoru je tgna velkym mnozstvim kopii gérpro
rRNA fazenych za sebou ve foknmandemovych repetic (Swarzacher & Wachtler 1993,
Wachtler & Stahl 1993). Ret repetic nize byt u fiznych organisrin velice odliSny (100 —
10 000 kopii). Jedna transkéi jednotka rRNA se sklada z gepro 18S, 5,8S a 28S
rRNA jdoucich za sebou v tomtoiali, které je konzervované u vSech eukaryot (Hllis
Dixon 1991) (Obr. 3). Sasasti transkripni jednotky jsou jes$tdva vrEjSi prepisované
mezerniky (ETS, external transcribed spacer) awividni prepisované mezerniky (ITS;
internal transcribed spacer), které od sebelogickddujici oblasti. Transkrimi jednotky
jsou od sebe odteny nepepisovanymi intergenovymi mezerniky (IGS, intergeni
spacer), které obsahuji ini¢i@ misto transkripce a regdld oblasti (Moss & Stefanovsky
1994, Wanget al. 2003). Transkripni jednotka je fepisovana RNA polymerazou | jako
jedna molekula 45S a jeji stasti (az na vyjimky — viz Adane al. 1992) neni gen pro 5S
rRNA, ktery se v klastrech nachazi v jigésti genomu, obvykle na jinych chromozomech.
5S rRNA je pepisovana RNA polymerazou lll. Jeji transknp jednotky neobsahuji
zadné mezerniky (Swarzacher & Wachtler 1993, Wact&l Stahl 1993, Wangt al.
2003). 5S rRNA je nakonec dopravovana do jadérkaistu syntézy ribozomu pomoci
proteinu velké ribozomalni podjednotky L5 (Peder&iRolitz 2000).

V ramci eukaryotnich organignmse mohou sedimerttiai koeficienty jednotlivych
gemi rRNA od sebe mimlisit, presto se vyznaiji znatnou homologii (Sumner 2003).
Naproti tomu se tive u fiznych organisiin znané liSit délka jednotlivych repetic

(Wang 2003).
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Tandemova opakovani rRNA genu
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rTranskript‘:ni jednotka IGS
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':}:I e = ]:
185 58S 285
O Promotor

O VnéjSi prepisované mezerniky (ETS)

O rRNA kédujici sekvence

B Vnitini prepisované mezerniky (ITS1 a ITS2)
O Mezigenovy mezernik (IGS)

Obr. 3: Schéma rDNA transkrimi jednotky a jeji tandemové ugpdani u vySSich
eukaryotPrevzato z Raska 2003 a upraveno.

To je zpisobeno variabilitou v ETS a ITS #gdevsim v IGS (Moss & Stefanovsky 1994,
Sumner 2003). Jednotlivé Useky transkmip jednotky maji iznou mutani rychlost,
nejpomaleji mutuje gen pro 18S rRNA (famezi nejpomaleji mutujici genyikec). Je
proto hojreé vyuzivan ve fylogenetickych analyzach (Hillis &@in 1991).

Nukleolarni organizatory se mohou ob&amachéazet naiznych mistech
v ramci chromozomuCasto se vyskytuji pobliz koficchromozon, mohou byt viak
i intersticialni. Tvorba konstrikce ¥¢hto misteh &hem mitézy nize byt zgisobena
zvlastni stavbou této oblasti nebo jeji nedostada spiralizaci. NOR jsou transkeéim
aktivni i v profazi, proto kondenzuji pogdnez zbytek chromatinu. V prometafazi se
jadérko rozpada stejnjako jadernd membrana. S@asré ustava transkripce rRNA
v dasledku fosforylace transkidpiho faktoru SL1 (Sheer & Hock, 1991; Medidgaal.,

2001). Jadérko se znovu formuje az v telofazi,hoj®@tovnému vzniku je zapitebi
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transkripce rRNA v oblasti nukleolarniho organizat¢Dundret al. 2000; Medineet al.
2000).

Nukleolarni organizatory se daji zviditelnit porhatibieni dusitnanem
sttibrnym (AgNG)) (Howel & Black 1980, Sumner 1990), speitifjSi je pouZziti metody
FISH. Metoda gtbieni totiz odhali jen ty nukleolarni organizatoryené byly aktivni
v predchozi interfazi (Milleret al. 1976). Nedochazitpni k vizualizaci vlastni rDNA,
ale zvyrazni se specifické proteiny asociované lastimi rDNA, napiklad transkrigni
faktory (UBF, SL1) a jednai vice podjednotek RNA polymerazy |. Tyto proteitotiz
zistavaji asociovany s NOR &feem mitozy (Sumner 2003).

U pavoukové nebyla zatim distribuce konstutitivniho heterochatinu
témet viibec studovana. U pavoibyla ukita data ziskana jen v rdmaikterych skupin.

C - pruhovani odhalilo u&sSiny druhi konstitutivni heterochromatin v oblasti centromery
(Rodriguez-Gilet al. 2007), mén se vyskytuji bloky heterochromatinu na telomerach
(Rowell 1985, Datta & Chatterjee 1988, Rowell 199Abaujo et al. 2005a). Interkalarni
heterochromatin je vzacny (Araujet al. 2008). Konstitutivni heterochromatin byl
studovan i u &kterych sek& (Tsurusaki 2007), stir(Shanahan 1989b, Schneidstral.
2009b)a stireneKKral et al. 2008) kde ma podobnou distribuci.

Distribuce NOR byla studovana zatim jen d&kterych pavoul, Stiri a Stirenek.
U pavouki se jednalo celkem o 20 diularaneomorfnich pavouk Poloha NOR byla
obvykle termindlni s vyjimkoudkterych bazalnich araneomarKral et al. 2006, Oliveira
et al. 2007, Araujoet al. 2008). Karyotypy #tSiny analyzovanych entelegynnich pavibuk
obsahovaly dva pary NOR, uckierych druli byly nalezeny dokonce tandemoveée
duplikace NOR (Dolejset al. prijato). U rekterych bazalnich araneomorf se NOR

nachazely i na pohlavnich chromozomekia( et al. 2006; Oliveira et al. 2004). obou
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prostudovanych Stirenek byl nalezen pouze jedinyNfAR (Kral et al. 2008). Jeden par

NOR byl nalezen i u stir(Schneider & Cella 2010).

2.2.3 Priabéh meidzy

Vramci tidy pavoukové ma \tSina druli standardni mibéh meidzy.
U nekterych skupin se vSak v profazi | vyskytujicieeé odchylky. Mezi & pati
achiazmatickd meiéza a difuzni stadium. Achiazrkdtianei6za se u gonochofist
vyskytuje pouze u heterogametického pohlavi (Cémstn 1961). U této modifikace
nedochazi ke tvotbchiasmat, a tedy ani ke crossing overu. V celédgr@a metafazi | je
zachovano paralelni parovani homdalod¥i tvorbé déliciho weténka se homologsadi
tak, Ze pary sesterskych chromatid jsou orientovikaolyno k ose diciho weténka
(Serrano 1981). V ramci pavoukdvtbyla achiazmaticka meidéza nalezena uistaledi
Buthidae (Shanahan 1986) a SiitRhthoniidae (8ahlavsky & Kral 2004).

Difazni stadium je zvlasStni etapa profaze | popganaroce 1925 Wilsonem. Dnes
je jiz vnimana jako samostatna faze, vyskytuje &8inou mezi pachytene a diplotene
(MacGregor, 1993). Tato odchylka od standardnih@bdiru meidzy byla nalezena
u nekterych rostlin i Ziveicha (Klasterska, 1977;tBhlavskyet al 2006; Sember, 2007).
V ramci pavoukove byla popsana jen whkterych akariformnich rozt@, sek&u, Stirki,
pavouk: a Stirenek (G&hlavskyet al., 2006; Kralet al. 2006, 2008). U &kterych pavouk
s holocentrickymi chromozomy tato etapa nahrazdjelotene, gkdy dokonce i diakinezi
(Benavente & Wettstein 1980, Rodriguez &idl. 2002, Krélet al. 2006).

Difazni stadium je charakterizovano #Zngm zwtSenim jader a despiralizaci
bivalenti az téndi na aroveé interfazniho jadra. (Moses 1968, Wettstein & SotEd71,

Westergard & Wettstein 1972, Gillies 1975). Tytadkteristiky naznaiji, Zze v tomto
30



stadiu dochazi k vysoké metabolické ak@viKlasterskd 1977). Vzhledem ktomu, Ze
difazni stadium bylo nalezentasgji u samic nez u sanmi¢c dochazi zde pra¥godobré

k syntéze Zivin pro vyvijejici se va&ko. Vyvoj spermatocyit vtomto snéru neni tolik
narany (Benavente & Wettstein 1980).¢éMeré studie nazwiaji, Ze by difazni stadium
mohlo byt ekvivalentem £faze (Stack & Anderson 2001). Dekondenzace v diftz
stadiu se ovSem nemusi tykat vSech bivalenPokud jsou fitomny pohlavni
chromozomy, tvti v difdznim stadiu naopak kompaktni, pozitivineteropyknotické

télisko lezici u pavoukc¢asto na periferii jadra (Kr&k al. 2006).

2.2.4 Pohlavni chromozomy

Geny determinujici pohlavi jsou fady Ziva@&ichu a malého procenta rostlin
umisgény na pohlavnich chromozomech (Henking 1981, Mc@la®02, Wilson 1905).
Tyto chromozomy vznikly &Sinou diferenciaci ¢kterého autozomoveho péaru (Muller
1964, Ohno 1967), a to mnohokrat nezavisle n&.ddiechanismus jejich vzniku zahrnuje
supresi crossing-overu mezi &@ba homologickymi chromozomy v udledku
chromozomovych aberaci (Charlesworth & Charleswd®h8, Charlesworth 1996, Brown
et al. 1998, Clark & Wall 1996), ktera je nasledovanaveekni a strukturni diferenciaci
alozomu v dsledku rkolika riznych proces (Mullerova rohatka, geneticky hitch-hiking,
expanze heterochromatinu) (Clark & Wall 1996). Vigkpsti na tom, v jaké fazi evoluce
pohlavnich chromozotndany organizmus zachytimejaeme v jeho karyotypu pozorovat
bud” homomorfni pohlavni chromozomy, které gegiejsou morfologicky diferencované
nebo jiz heteromorfni pohlavni chromozomy, kteréa odliSit ve s¥telném mikroskopu
na zéaklad morfologie. V raném stadiu evoluce se daji pohlashmomozomy detekovat

jen na molekularni arovni.
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Pavoukovci jsou podolénjako hmyz z hlediska #igohi determinace
pohlavi velmi rozmanita skupina. Uékierych skupin nebyly pohlavni chromozomy
nalzeny wibec (Stfi, Stirenky) (Schneidegt al. 2009a, Kralet al 2008), jiné skupiny jsou
zase naopak charakteristické svymi sloZitymi sygté@uhlavnich chromozoén (nag.
pavouci) (Kral 1994)Rady rozt@a se zaséasto vyznauji partenogenezi (Oliver 1977).

U pavouki je Zejme pavodnim systémem chromozomovéhdani pohlavi systém
X1X20, kde 0 znamena absenci gonozomu Y u fafdackman 1948). Tento systém se
nachazi jiz u nejprimitivgjSich pavoult (Suzuki 1954) a je zaroias pavouk negasgjsi
(77% studovanych drufy (Aradjo et al. 2005). V Ziv@iSnértiSi je vzacny, vyskytuje se
druhotrgé u rekterych lasturnatek, hlistic a&kterych skupin hmyzu. Sekundémznikaji u
pavouki systémy s vysSim gtem chromozor X, a to pravdpodobr nondisjunkcemi
(Brum — Zorilla & Postiglioni 1981, Datta & Chatjee 1988). FUzemi chromozdnX; a
X2 vznikd u pavouk systém XO0. U &kterych pavoui byly objeveny i neopohlavni
systemy, které vznikaji ipstavbami mezi autozomy a stavajicimi pohlavnimi
chromozomy, po nichz dojde k&areni autozoni do systému pohlavnich chromozibm
V téchto systémech se objevuje u pavibujnak vzacny pohlavni chromozom Y
(Maddison 1982, Rowell 1985)tiRladem niize byt systém XXoX3X4XsY1Y2Y3Y 4, ktery
byl nalezen u &kterych ras malotky Delena cancerides (Sparassidae) (Rowell 1985).

U Stirki se obvykle vyskytuji systémyXY/ QXX a X0/ XX, ptipadré ojedirsle
nepohlavni systémy (8hlavsky et al. 2006a). U ¥tSiny sekdd se vyskytuje
chromozomové weni pohlavi 3XY/@XX (Tsurusaki, 1982a, 1985a,b; Tsurusaki &
Holmberg 1986, Tsurusaki & Cokendolpher 1990). idajty a mezi pavoukovci ojedity
je vyskyt systému ZZ/ZW u dvou draitsek&a c¢eledi Phalangiidae, konkrétmu Mitopus

morio (Tsurusaki & Cokendolpher 1990)Caliellus aspersus (Tsurusaki 2007).
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V ramci parazitiformnich roztg se pohlavni chromozomy vyskytuji u gadu
Ixodida, ot se jedna o systémyXY/ QXX (Kahn 1964) nebe?X0/2XX (Oliver 1977).
U nekterych australskych zastupacodu Amblyomma byl nalezen neopohlavni systém
IXXY 12X1X1XoX,. U podddu Gamasida je velmiiasta haplodiploidie a thelytokie
(Oliver 1977).

U akariformnich roztti byly pohlavni chromozomy nalezeny jen daeledi
Acarididae, a to systémyXY/@XX (Norton et al. 1993) adX0/9XX (Oliver 1977).

Casty je vyskyt haplodiploidie a thelytokie (OlivE967, 1971).

2.3 Cytogenetika amblypygidnich a uropygidnich kiovci

O cytogeneticgadi Amblypygi a Uropygi neni dosud v podstaiic znamo. Jediné
publikované prace se tykaji uropygidnictédsici. Udaje tykajici se druhThelyphonus
sepiaris (Millot & Tuzet 1934) a Typopeltis crucifer (Warren 1939) jsou zdaé
nekompletni. Karyotyp prvniho druhu byl péfdevidovan aradre popsan Kasturim &
Parthasarathym (1957). Tito atitmalezli u sam& karyotyp tvdeny 44 chromozomy
véetrg pohlavnich chromozoinX a Y.

Ve své bakai&ké praci jsem analyzoval karyotypy dvou drudmblypygidnich
bicovci. Karyotyp samceDamon medius (Phrynichidae) byl tvien 66 autozomy
a karyotyp samceCharinus neocaledonicus (Charinidae) 74 autozomy. Morfologicky
diferencované pohlavni chromozomy nebyly naleze®gniber, 2007). U druhDamon
medius byla studovana jeSt sekvence telomerickych repetic a jejich distribuce
v karyotypu, a to pomoci telomerické fluorestignin situ hybridizace. Tato analyza
odhalila (TTAGG) motiv, ktery je povazovan za ancestraln¢élenovai (Vitkova et al,

2005).
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3. Material a metodika
3.1. Material

Ve své praci se zabyvam studiem karyotypu 18 wramblypygidi a 4 druhy
uropygidi. Krom¢ amblypygidi ¢eledi Paracharontidae jsou zastoupeny vSedahgdi
téchto dvouradi. U radu Amblypygi byla karyotypovanatgina rodi. Exemplée byly
ziskany bd’ darem od chovatiél nebo specialigt zabyvajicich se danymi skupinami.
Jedince drui Acantophrynus coronatus, Paraphrynus azteca a P. mexicanus jsme ziskali
piimym odchytem na expedici v Mexiku¢ervnu 2009. Kompletni seznam studovanych
druhi véetrg lokalit a pouzitych cytogenetickych metod shrnligbulka 2.

Bicovci byli chovani v dostate¢ velkych plastovych krabkach s vhodnym
substratem. Substrat byl tem sngsi raseliny a pisku. Do teraria bylégano také suché
listi a rekolik kusi kary jako ukryt. U amblypygid byly kusy kKiry umisény vertikalrg,
jinak by se tato zvata nemohla uggSne svlékat. Substrat bylo nutné pravideln
zavlktovat, jednd se o vihkomilné organismy. Krmivem bgbvykle usmrceni c¥ci
(druhyAchaeta domestica, Gryllus assimilis, G. bimaculatus), zavijei Ephestia kuehniella
nebo kousky matnych ¢ervi (larvy potemnik rodu Tenebrio). NejmensSi nymfy byly
krmeny bezkidlymi formami octomilkyDrosophila melanogaster ¢i vétSim, avsak pomalu
se pohybujicim druhend). hydei. Bi¢ovci byli chovani v termostatu nastaveném né dv
periody stidajicimi se po 12 hodinach. Denni rezim byl chemakovan teplotou 27° C a

sporym os¥tlenim ¢ervené LED diody), ntni teplotou 24 °C.
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Amblypyqgi

Celed i < Patet Pouzité
Celed Druh Lokalita skru (skeratel) jedinai metody
Charinidae Charinus australianus (P. Weygoldt) 31 P
Charinus neocal edoni cus* Hora Mqunt Coghis, blizko Noumea, NO\/% 5.0 3|Ag, F
Kaledonie (P. Weygoldt)
Sarax of. brachydactylus ostrov Cebu, Filipiny (S. Huber) d1 K
. . : K, Ag,
Charontidae | Charon grayi ostrov Negros, Filipiny (M. Seiter) d2%2 CGH
Phrynidae | Acantophrynuscoronatus | Anenecuilco, stat Morelos, Mexiko d1 |KC
(Gilberto Varo de la Rosa, J. Kral)
Heterophrynus Altagracia de Orituco, Venezuela (V.
: S 31 P
cheiracanthus Sejna)
stanice Univerzity V Mexico City, polib
Los Tuxtlas u nssta Catemaco, stat K, C, Ag,
Paraphrynus aztecus Veracruz, Mexiko (A. Sember, J. Kral, d3 FISH
Arthuro Garcia Goméz)
jeskyre Juxtlahuaca u vsi Colotlipa, okol
. meésta Chilpancingo, stat Guerrero, Mexika, _ K, GISH,
Paraphrynus mexicanus (A. Sember, J. Kral Gilberto Varo de la | © 29 4| 'can
Rosa, Arthuro Garcia Goméz , Fernand@
Villagomez)
Phrynus whitel @u_apmqwl, severd od mesta Liberia (V. 22:9 1K Ag
Sejna)
Phrynichidae | Damon diadema Tanzéanie (M. Seiter) g2 P
Damon medius* Ziguinchor, Senegal (S. Huber) d5 4K
Togo (M. Seiter) Jd1 |K
Euphrynichus amanica z chovu (Tanzénie) 41 P
Euphrynichus bacilifer 7 chovu (Afrika) (M. Seiter) 41 K
Prynichus ceylonicus Cejlon (V. Sejna) 43,91 | K, C, Ag
Phrynichus dhofarensis 2 chovu (Omén) (P. Weygoldt) 32 K, C, Ag
Phrynichus orientalis Thajsko (M. Seiter) 34 |P
Uropygi
. L . Lo pobliZz nésta Buon Ma Thuot,Vietnam,
Thelyphonidag Ginosigma schimkewitschi blizko hranice s Kambodzou (P. Nguyen 431 |K,C,Ag
Hypoctonus cf. gastrostictus | z chovu (Malajsie) (OReh&k) 42 |K
Typopdtis crucifer Tchaj-wan (S. Huber) 1 |P
Typopeltis guangxiensis provincie GuangxiCina (P. Grabowitz) d i; ? K’CC(’;;:‘ 9
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Tabulka 2. Seznam studovanych diiyHokalit a pouzitych metod.

P — stanoveni @tu chromozon, studium gbéhu meidzy, K — sestaveni karyotypu,
studium mbéhu meiotického &eni, C — vizualizace konstitutivniho heterochroimat
metodou C-pruhovani, Ag — detekce nukleolarnichaoiatofi pomoci AgNQ, F —
fluorescerni pruhovani, FISH — vizualizace nukleolarnich oiigatoi pomoci rDNA
FISH, CGH - detekce pohlavnich chromoZonpomoci komparativni genomove
hybridizace. * U &chto drulii resp. populaci jsem navazal na poznatky, ktemé jgeed|
ve sveé bakai&ké praci.

Pro pipravu preparét byly u obou pohlavi nejvhodjsi gonady jeding
v subadultnim nebo adultnim stadiu. Preparaty fgvolich 714z samicobvykle poskytly
krom¢ spermatogonialnich mit6z takézné faze meiotickéhosténi. Preparaty z vajaika
obsahovaly pouze menSi g@ mitdz acasna stadia profaze |. P&El faze meidzy
ve vyvijejicich se oocytech byly uzakryty Zloutkem nebo k nim dochazi az po oplozeni
ProtoZe u kiovci nejsou na mitotickych chromozomecht3inou jasg patrné primarni
konstrikce, byly pro sestavovani karyolyghodné pouze chromozomové figury ze samc
V nekterych gipadech byly pouzity pro vyrobu chromozomovych préfi také jiné
tkaré, nagiklad stevo nebo tzv. fiddatné zlazy sani¢ které jsou satésti pohlavni
soustavy a obsahujasto mitotické biky. Preparaty zéthto tkani se ¢kdy vyzna&ovaly
tak vysokym mitotickym indexem, Ze mohly byt poyiiha metody FISH.

OdliSeni sartich jedind nebylo jednoduché, a to vzhledem k il vyraznemu
pohlavnimu dimorfismu. Znaky, podle kterych se ddlavi ukit, Ize ¢asto pouzit jen
u subadultnich nebo adultnich stadikterych druli a ani pak nemusi byt determinace
santiho pohlavi jednozrma. U rekterych druli amblypygidi (nagiklad Phrynichus
ceylonicus) je mozné odliSit pohlavi podle délky pedipalp.sp#i samci maji pedipalpy
obvykle dalSi nez samice. U nymf se tento rozdijeevyskytuje. Nkdy je mozné odlisSit

pohlavi na zaklatirozdilné intenzity pigmentace hlavohrudi u adalnjeding (Charon

grayi). U adultnich sandiek je rekdy mozné pozorovat na spodni stramadeéku
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prosvitajici vagka. U amblypygid je dalSi moznosti jak odliSit 8lpohlavi tvar zadeku.
Samtky maji zadeek spiSe zaobleny, zatimco samci spiSe kosodéibhykéwni to ovsem
neni jednoznéeé, jelikoz se tvar zadku dosti néni v zavislosti na fijmu potravy.
malo spolehlivé. Pohlavi &irtedy spolehli¥ az samotna pitva, a to na zakigaitomnosti

gonéad utitého typu.

3.2 Metody
3.2.1 Fiprava chromozomovych preparafti

Pro zhotoveni chromozomovych prepardiyla pouzita modifikace rostové
metody (Traut, 1976). Bovci byli ihned po usmrcenirfpneseni do fyziologického roztoku
pro motyly roduEphestia (Lokwood 1961). V tomto roztoku byly pod binokulatnpou
vypreparovany gonady (phppridatné Zlazy nebo igvo). Tk& byla hypotonizovana
v 0.075 M roztoku KCI (Lachema) po dobu 17-20 minNiasledd prokehla fixace
v ¢erstw pripravené srési jednosytného alkoholu (obvykle methanol p.&idka ethanol
p.a.) (Merck nebo, Sigma - Aldrich) a kyseliny ogtg.a. (Merck) v posru 3:1. Fixace
byla wtSinou provadna tikrat za sebou po dobu 7, 10 a 20 minut. MenSi dpridy/ly
fixovany pouze dvakrat (10 a 20 minut). Po fixagl na vyisttné podlozni skéko
prenesen maly kousek gonady ackmu byly pidany plastovou pastérkou 2-3 kapky 60%
kyseliny octové. Pod stereolupou byla z tkdmomoci paru wolframovych jehel co
nejrychleji vyrobena suspenze kun Preparat byl poté ihnedgnesen na histologickou
ploténku o teplat 40°C. Kapka suspenze byla roztirhna pomoci wolikamjehly
rovnonerné po celém povrchu skika tak dlouho, dokud nedoSlo téhk jejimu odpé&eni.

Zbytek kapky s n@stotami byl sklepnut na filtéai papir. Preparaty na C-pruhovani
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a detekci NOR pomoci AgNQbyly roztirdny pouze za teploty 35°C aby se chitoma
mére narusil. Timto zpsobem byl postugnzpracovan cely nafixovany material. Kvalita
preparal (stupa& rozprosteni chromozomovych figur, hustota kskh byla kontrolovana
mikroskopem pomoci fazového kontrastu.

Preparaty byly barveny dalSi den (nebo @fxdb% roztokem barviva Giemsa
(Merck) v Sorensena@vfosfatovém pufru (pH 6.8) po dobu 25 minut. Skidema na C-
pruhovani a stbireni se nebarvila a byla usklama v lednéce. Preparaty vybrané pro
metodu FISH byly odvodmy vzestupnou etanolovodadou (70%, 80%, 96%)
a uchovavany v hlubokomrazicim boxu (Sany)§1°C.

Vrané fazi mé diplomové prace byly figury fotogreéfny pod imerznim
objektivem 100x na mikroskopu Jenaval ¢genobily film Kodak Technical Pan. Filmy
byly vyvolavany standardnim postupem pomoci vyvofgdak Professional HC — 110
(Kodak) a univerzélniho rychloustaladea Fomafix (Foma). Vyvolané filmy byly poté
pievedeny do digitalni podoby pomoci skeneru NikomkdN Scan 4.0) aifsluSného
programu. Poziji byly preparaty pozorovany mikroskopem Olympus BE pomaoci .
imerzniho objektivu 100x. Vhodné figury byly sningdpomoci CCD kamery DP71
a programu CellD (Olympus).

Z vybranych figur byly sestaveny karyogramy v peogu Corel Photo Paint X3.
Pro tyto @&ely se obvykle pouzivaji mitotické metafaze. Wdvici nejsou vSak nathto
chromozomech &sSinou jasl patrné primarni konstrikce. Proto byly pro sestdve
karyograni pouzity sesterské metafaze II, u nichz je morf@adpromozon I1épe patrna.
V nekterych gipadech se potiito ziskat vhodi rozprostené figury na péatku anafaze I,
kde jsou pimo vidét rozchazejici se homologické chromozomy a jej@iazeni do paru je

tudiz jednoznéné. U rekterych drufli ale tyto figury nebyly na preparatech pozorovany,
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popis jejich karyotypu je tedy omezen na pozorovatee u figur vhodnych pro stanoveni
diploidniho p@tu a odhadu morfologie chromozémU wétSiny drut byly prongreny
chromozomy 2 — 5 reprezentativnich figur. Délkanjgttlvych ramen chromozoinbyla
meérena v programu ImageTool (UTHSCSA)&ni bylo provadno od stedu centromery
po okraj chromozomu. Pro stanoveni karyogramu bydana relativni délka jednotlivych
chromozomovych péra jejich centromerické indexy. Relativni chromonwén délka je
definovana jako procentualni podil na celkové @éféech chromozoimv diploidni sad.
Na zakld této hodnoty byly pary chromozdnsestupt s&azeny v karyotypu. Pro popis
morfologie chromozorin byla pouzita Levanova klasifikace (Levetral. 1964). V souladu
s ni byl centromericky index stanoven jako gondlouhého a kratkého ramene
chromozomu. Pro ozgani morfologie chromozoinbyly pouZity nasledujici zkratky:
M = metacentricky, SM = submetacentricky, ST = sidatentricky, A = akrocentricky.
Patet rekombinaci v genomu byl u daného druhdoudn na zakla#l poitu
chiazmat v profazi | v etapach diplotene a diakindz daného druhu bylo analyzovano v
idealnim pipact alespa 10 figur, u kterych byl stanoven celkovy ged chiazmat na
fuguru a sledovala se jejich poloha. Ze ziskanyotinbt byla poté stanovena frekvence
chiazmat na bivalent. Poloha chiazmat byl&ouéna vzhledem k poloze centromery
(proximalni = blizko centromery, interkalarni, disti = daleko od centromery). \fipack,
Ze na chromozomech nebylo uniidgt centromery patrné, byla poloha chiazmatena
vzhledem k umighi na chromozomu (terminalni = na konci chromozosulgterminalni,
interkalarni = uvnit ramen). Hodnoceni polohy chiazmat byist¢ orient&ni, nebylo

podloZeno nanfenymi hodnotami a statistickym zpracovanim.
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3.2.1 Vizualizace konstitutivniho heterochromatinypomoci C - pruhovani

Pro vizualizaci konstitutivniho heterochromatinarjspouzil metodu C - pruhovéani
(Sumner, 1972). V tomtorfpact bylo ziskano nejvice informaci u mitotickych métsf u
nichz byly C - pruhy nejlépe patrné.

Na neobarvené preparaty staré 4 - 5 dni seinejgredpisobilo teplotou 60°C (v
suséarg po dobu 1 hod). Po ochladnuti na pokojovou tepbgty dale pongeny na 45 min.
do 0,2M roztoku HCI (Penta) a naslédoplachnuty v destilované védPotom se skla
nechala susit na 3 hodinyigpokojové teplat. V nasledném denatuidim kroku se skla
pondila na 5 min. do nasyceného roztoku Ba(@fachema) v lazni vyaté na 40°C.
Teplota byla snizena oproti standardnimu protoK8umner 1972) o 10°C, protoZéi p
vySSich teplotach nedochézelo kindukci C - pruRo inkubaci byly preparaty ihned
oplachnuty ve dvou nadobéach s destilovanou vodauizoych teplotach - nefire o
teplog 30-35°C a nasle@no pokojové teplat Tento krok zamezil vysrazeni uhitanu
barnatého na sklech. Nasleédse preparaty @p 3 hodiny suSily i pokojové teplat.
Posledni byl renatuéai krok, @i kterém byla skla porfena do roztoku 2xSSC (pH 7,0,
60° C) na 75 min. Po uplynuti této doby se pregagqlachly v destilované veéda
nechaly ususitip pokojové teplat pies noc.

Preparaty byly dalSi den obarveny stejnym postujeéim obytejna skla. Vzhledem
k denaturaci chromatinu se ale prodlouzila dobadydrz 25 min. na 75. Vyhodnoceni
preparal nasleds probihalo stejnym Zisobem jako u standardnich prepérétokud byly
mnozstvi a poloha C-prihdostaténym voditkem pro rozeznani jednotlivych par

chromozoni, byl sestaven C — pruhovany karyogram.
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3.2.3 Analyza obsahu pak bazi pomoci fluorescetniho pruhovani

Zajimavy tandemovy blok konstitutivhiho heterochatimu u amblypygida druhu
Charinus neocaledonicus jeS€ v pribéhu vypracovavani své bak&téé prace (Sember,
2007) byl dale analyzovan metodou fluoresterpruhovani, kterd umaije podrobgji
charakterizovat vlastnosti heterochromatinti. t€to metod se vyuZziva prefereni vazby
nekterych fluorochrom k AT nebo GC bohatym oblastem heterochromatintetd praci
byl pouzit GC - specificky fluorochrom chromomyois, a AT - specificky fluorochrom
DAPI.

Preparaty byly ppravenycleny naSi laborate na zakla#l standardniho protokolu
(Solaet al., 1992) s pouzitim ditych modifikaci. Skla fipravena standardnim &gobem
byla nejdive odvodina vzestupnou ethanolovotadou (70%, 90%, 100%) a poté
inkubovana 10 min. ip laboratorni teplat v Mcllvainow pufru (pH 7) s 10 mM MgGl
Nasledr se preparaty umistily do vihké kdnky a za Sera se na kazdy z nich nakapalo
150 pl roztoku chromomycinu A(Serva) (0,5 mg/ml v Mcllvainavpufru).. Preparéaty se
zakryly po celé své délce krycim sklem a inkubov&ryl5 min. ve té Nasledovalo
odstrarni krycich skel, kratky oplach preparat Mcllvainow pufru a jejich ponieni do
roztoku methylénové zelérfServa) v Mcllvaino¥ pufru (0,35mg/ml). Po inkubaci trvajici
15 minut byly preparaty znovu oplachnuty v Mcllvaw pufru a na kazdy z nich bylo
pieneseno 1 ml roztoku DAPI (@ DAPI / 1 ml Mcllvain). Nasledovala inkubace pod
krycim sklem po dobu 20 min. Poté se kazdy prepaptitchl v Mcllvaino¥ pufru, osusil
filtracnim papirem a bylo na¢phnaneseno 4Ql montovaciho média (s¥a glycerolu s 2,5
% propylgalatu). Kazdy preparat byl nakoneekpyt krycim sklem, jehoz okraje byly
zaramovany lakem na nehty jako prevence proti BW&yta miseni montovaciho média

s imerznim olejem. Preparaty byly prohlizeny naroskopu Provis AX 70 Olympus
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a vybrané figury byly foceny CDD kamerou (Olympi3®P30BW) nainstalovanymi na

tomto mikroskopu.

3.2.4 Vizualizace NOR pomoci du&hanu stribrného

Tato klasickd cytogeneticka metoda byla aplikovqmalle protokolu Howela
a Blacka (1980) na neobarvené i obarvené preparzaty&elem detekce polohy
nukleolarnich organizatér V nekterych gipadech byly touto metodou vizualizovany
i kinetochory podob&ijako nap. u kobylek (Sujagt al., 1990).

Na kazdé sktko byly nakapany sklemou tyinkou 3 kapky 2% Zelatiny

(okyselené 1 ml kyseliny mravein a 7 kapek 50% AgN&xak, aby se kapky mezi sebou
nespojily. Nasled&ise kapky rychle promichaly a rogy po celé ploSe skla pomoci jiné
skleréné tyinky. Preparét byl zakryt velkym krycim sklem (25mmOmm) a penesen na
histologickou ploténku vyitatou na teplotu 50°C. &em inkubace na ploténce byly
sledovany barevné zmy roztoku pod krycim sklem. Optim&liprobarveny preparat by
mel mit swtle hredou barvu. Pro Bovce byly optimalntasy inkubace 5-7 minutfigemz
7 minut byla maximalni hranice, kdy preparat §esebyl gebarven. Po inkubaci byl
preparat rychle oplachnut proudem studené voiyz doslo ke splachnuti kryciho skla
i reagujicich slozek a tedy k ukaemi reakce. Po uchnuti se preparaty vyhodnocovay o

standardnim zZisobem.

3.2.5 Vizualizace NOR pomoci rDNA FISH
U amblypygidniho kiovce druhuParaphrynus azteca jsem owtoval polohu NOR

pomoci fluorescemi in situ hybridizace (FISH). Princip této metody ob&cspaiva

v hybridizaci zn&ené sondy a cilové DNA na zakka#tlomplementarity bazi. V oblasti
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parovani pak riveme diky zn&ni sondy pozorovat pod fluores¢eim mikroskopem
na chromozomech barevny signal.

Pro zesileni signalu byla pouzita n@po zn&ena biotinylovand sonda. Ta byla
detekovana protilatkou (streptavidinem) s navazarifgmrochromem Cy3. Pro ziskani
jes€ vyrazrgjSiho signalu byl dale pouzit antistreptavidin sdeanym fluorochromem (na
jednu molekulu streptavidinu se vazZe vice molektis&reptavidinu).

Experimenty jsem prové&t v laboratd@i Prof. F. Marece na odteni genetiky
Entomologického Ustavu AWCR v Ceskych Budjovicich pod vedenim PhD. Magdy
Vitkové podle standardniho protokolu pouzivanéhdamato pracovisti pro detekci NOR
u motyhk.

Sonda pro detekci NOR B. aztecus byla gipravena ze samcéipuzného druhu
(P. mexicanus), aby bylo snizeno pozadi. Celogenomova DNA drBhmexicanus byla
izolovana (i pro pageby metody CGH, viz dale) chloroform/fenol/izoanktholovou
extrakci (Graham, 1978). Z izolované DNA byl metodmwlymeradzové&ettzové reakce
(PCR) amplifikovan usek 18S rDNA. K tomutoalu byly pouzity primery pro 18S rDNA
ptvodre designované pro hmyz: 18S-Ins-forward primer (5°-
CGATACCGCGAATGGCTCAATA-3) a 18S-Ins-reverse primer (5°-
CAAAGGGCAGGGACGTAATCAAC-3") (Generi Biotech). Na dau PCR reakci
(celkovy objem 25 pul) byly pouzity nasledujici réak komponenty: 0,40 pl Tag
polymerazy (5 U/ul TaKaRa Ex Taq HS DNA polymerdZ&akara), 10 pl pufru pro Taq
polymerazu (10xEx Taqg pufr (10 pl) (Takara), 2 [NTE® (o koncentraci 2,5 mM)
(Takara), 100 ng templatové DNA a 1,25 ul kazdéepdmett o koncentraci 10 pM. Sta
byla doplrtna do koné&ného objemu miliQ KHO. PCR reakce byla provedena ve 30

cyklech, gicemz kazdy cyklus zahrnoval denaturaiitpplo€ 94°C (1 minutu), nasedani
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primeri pti 51°C (1 min.) a prodluzovantettzce i 72°C (1,5 min.). P&ateni
denaturace byla prodlouzena na 3 migaa prodluzovanietzce v poslednim cyklu byl
navysen na 10 min.

Smes vznikla PCR reakci byla elektroforeticky separav& 1% agar6zovém gelu.
Prouzek odpovidajici amplifikovanému PCR produktyl lkyfiznut a DNA byla
extrahovana kitem QIAqiuck Gel Extraction (Qiagemi@). Cast takto ziskané 18S
rDNA byla pouZzita jako templat pro dalSi PCR realjiz produkt byl nakonec ozéen
biotin-14-dATP metodou ,nick” translace pomoci kitBionick Labeling System
(Invitrogen, LifeTechnologies Inc.).

Ke zna&ené sond (45 ng na preparat) bylarighna DNA z lososich spermii
(Sigma-Aldrich) (c = 10 ug/l; 2,5 ul DNA na prepgr&myslem tohoto kroku je vyvazani
drobnych fragmerit nespecifickych sekvenci. Sonda byla nasiqaecipitovana pdanim
Na-acetatu a podchlazeného ethanolu (100%) a fegdviana (20 min., 13 tis.
ot&ek/min). Po centrifugaci byl odstr&am supernatant, fgan 70% ethanol (200 pl)
a centrifugace se opakovala (15 min., 13 tis¢ekanin). Potom byl dkladré odsan
veSkery supernatant a sonda bywa3y°C zcela vysuSena v termomixu. Po vysuSeni byla
sonda rozpusha ve 5 pl 100 % formamidu (Flukaidi peplo& 37°C po dobu 30 min. Po
nasledném ipdani 20 % dextransulfatu (5 pl na kazdy prepargty sonda denaturovana
ve vodni lazni (95°C, 5 min.) a pak okanizifemistna na led, aby nedoslo k renaturaci
jednovlaknovychetézai DNA.

Pro metodu FISH byly pouZzity neobarvené prepardtgtavené standardnim
postupem, odvodmé vzestupnou ethanolovowadou (70%, 80%, 96%, Merck)
a uchovavané v hlubokomrazicim boxi geplot -81°C. Red experimentem se preparaty

nejprve odvodnily uvedenou vzestupnou ethanoldaolou a poté se inkubovaly 4 hod. p
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65°C. Bez této inkubace byipméasledném fsobeni proteindzy K (5 min., 37°C) (Sigma-
Aldrich) a promyvani v kyvetach s 1x PBS, 2x 5 n{B¥°C) doslo k uvoléni materialu ze
skel. Expozice skel vysSi teplotaké redukuje zbytky cytoplazmy na chromozomovych
figurach (tzv. ,desky"), jeZ se intenzigrprobarvuji DAPI v pipadt, Ze bylo pi pripraw
preparatu pouzito hodrmaterialu. Inkubace s proteinazou K napomaha&bwastragni
cytoplazmy z preparét U bicovai byla provadna ve vSechifpadech.

Pro odstraéni RNA, kterd by mohla interagovat se sondou byldgmo na kazdy
preparat 100 ul roztoku RNazy A (2 ul RNazy A o ¢éemtraci 10 mg/ml + 10 ul 20x SSC
+ 88 ul MiliQ vody) (Biotech). Preparat s touto &hbyl zakryt krycim sklem, inkubovan
1 hod. i 37°C, poté promyvan dvakrat (po 5 min.) v kyvétéclx PBS ve vodni lazni
(37°C) a nakonec inkubovan v kywet Denhardtovynginidlem za tepani ve vodni lazni
(30 min., 37°C) kuli potlaceni nespecifické hybridizace.

V dalSim kroku se na kazdy preparé&tmeslio 100 ul 70 % formamidu (Sigma —
Aldrich). Preparaty byly fekryty krycim sklem a denaturovany v termomixu (&;m
68°C). lhned po denaturaci byla z preparadstragna kryci skla. Preparaty byly
pondeny do podchlazeného 70% ethanolu a od¥ogrvzestupnou ethanolovaadou.
Po oschnuti byl kazdy preparat zakapnut 10 pl deoatné hybridizéni snesi se sondou
a zakryt krycim sklem, jehoZz okraje se zalepily Berb cementem (Marabu), aby
hybridizatni smés nevyschla. Skla byla umdsa do krahkiky s filtracnim papirem
napustnym 2xSSC a inkubovana az do dalsSiho dne wevtermostatu f 37°C (délka
hybridizace se pohybuje v rozmezi 16-20 hod.).

Nasledujici den byl odstran Rubber cement s krycim sklem a pilolla série
promyvani preparét v kyvetach stiznymi roztoky umistnymi v ttepacich vodnich

laznich. Givodem &chto kroki je zamezit, aby nezhybridizovana sonda wgi& na
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preparatu pozadi interferujici se signaly. Nejdyky preparaty promyty vedch kyvetach
obsahujicich roztok 50 % formamidu v 2x SSC (v iasdmin., 46°C), nasledmetkrat

v kyvetach s roztokem 2x SSC (v kazdé 2 min., 46aQ)akoneciikrat v 0,1x SSC°
(v kazdé 5 min., 62°C). Paikdladném oplachu byla skla patema do roztoku 4x SSC/0,1
% Tween 20 (Gerbu) (ve #n5 min, pokojova teplota). Posledni krok je moirex
jakychkoliv negativnich @kledki prodlouzit az na 40 min.

Po promyvani nasledovala série kiokedoucich k detekci sondy. Néjde byla
zablokovana reakcefiganim 500 ul 2,5 % BSA (Fluka) na kazdé sklo. BS#&Zi jako
blokator nespecifickych vazebnych mist pro prdtiliat ktera se naslednaplikuje.
Preparaty pekryté krycim skifkem byly inkubovany 20 min. ve thpii pokojové teplat.
Potom se na kazdy prepardidalo 100 pl Cy3 - streptavidinu (Jackson Immunadech
Laboratoies) a preparatygkryté krycim sklem se inkubovaly ve ¢rpo dobu 30 min.
Preparaty byly nakonec propramiktat ve 4x SSC/0,1 % Tween 20 zegdani na vodni
lazni (37°C, 3 min).

DalSi kroky vedly k zesileni signalu. N&jxk byla reakce ap blokovana 500 pl
2,5 % BSA (tma, pokojova teplota, 10 min.) a nastege na preparatyiipalo 50 pl
antistreptavidinu (Vector). Poté se preparaty irduaty pod krycim sklem v termostatu
(tma, 37°C, 20 min). Z prepatase nasledhodstranila kryci skla a byly promyty stejnym
zpasobem jako po aplikaci streptavidinu (ve 4x SSC#,Tween 20 zai¢pani na vodni
lazni, 37°C, 3 min). Néasledovala dalSi blokace ceaka sklech (inkubace ve &m
pokojova teplota, 10 min.) a dalSi zesileni sigméidanim 100 pl Cy3 streptavidinu,
(inkubace pod krycim sklem 20 minii 37°C). Po skoeni inkubace byla skla naposled

tiikrat promyta v 4x SSC/0,1 % Tween 20 a ponech&chnout.
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Nakonec byly chromozomy na sklech obarveny pomhgiréscetniho barviva
DAPI (Sigma-Aldrich). Proces barveni se skladakkatika po sok jdoucich barvicich
a promyvacich krak (vSechny za pokojové teploty a n@gace). Nejdive byla skla
promyta v 1% TritonX (Sigma-Aldrich)/2x PBS (5 mjinNasledovalo barveni ve 40 ml
roztoku obsahujicim 40l DAPI v 1% TritonX/1x PBS (5 min.), promyti v 1%hBtoFlo
(Sigma-Aldrich)/1x PBS (3 min.) a nakonec promytbztoku PhotoFlo/miliQ KD
(2 min.). Preparaty se nechadasténé oschnout, potom se zakaply 20 Antifade
(médium zabraujici vyhasinani fluorescence) a zakryly krycimididm. Poté, co se
Antifade rozprosel pod celym krycim sklem, bylagbyte&na tekutina vytl&ena pomoci
filtracniho papiru. Okraje kryciho s&kia byly zaramovany barevnym lakem na nehty, po
jehoz zaschnuti bylo mozno preparaty pozorovat. BepSeni fluorescence bylo ale
vhodné ulozit je alespona hodinu do lednky.

Preparaty byly prohlizeny na fluores¢aim mikroskopu Zeiss Axioplan 2
vybaveném pslusnymi sadami fluorescémich filtra. Vhodné figury byly fotografovany
jako ¢ernobilé fotografie zvl&Spro kazdou fluoresceéni barvu chlazenou CCD kamerou
F-View (Olympus) pi vyuziti softwaru AnalySIS. Snimky byly nakonecrapovany
v programu Adobe Photoshop CS2, kde byly jednatiivifuorochroniim prirazeny barvy
(modra pro DAPI¢ervena pro Cy3) a dil obrazy pro jednotlivé flurochromy byly slozeny

do kompletniho obrazu.

3.2.6 Detekce pohlavnich chromozo@inpomoci CGH
Komparativni genomova hybridizace (CGH) je variaffiiaorescegni in situ
hybridizace, p@ které hybridizuji dva genomy k chromozomové DNA preparatu,

piicemz je mozné detekovat rozdily mezi nimi (Kallionieet al., 1992). Rvodni uziti
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této metody spiva v detekci amplifikovanych génpii kancerogenezi a nadoroveé
cytogenetice (Weisst al., 2003) nebo nebalancovanych chromozomovych aberac
v klinické cytogenetice (Kirchhofét al., 2000). Stejna technika se da pouzit i pro detekc
morfologicky nediferencovanych pohlavnich chromo#ofiraut et al., 1999, 2001).

V takovém pipact se aplikuji celogenomové sondy obou pohlavi ngpady samce
a/nebo samice. Sonda ze samce je obarvena jinyoroflaromem nez sonda ze samice
a chromozomy jsou obarveny DAPI. Takovymigpbem se da odhalit nehomologicky
Usek alozomu u heterogametického pohlavi. V pagistejny protokol ma i metoda GISH
(genomic in situ hybridization) Schwarzacheret al. 1989) stim rozdilem, Ze je
fluorescetiné znaena jen sonda heterogametického pohlavi a ®emda DNA
homogametického pohlavi se pouziva v nadbytku kakopetitor ktery odejme ze ztené
sondy sekvence spalee pro ob pohlavi. Sonda tak @épzvyrazni Usek specificky jen pro
samce.

Detekci pohlavnich chromozampomoci CGH jsem provéd u amblypygid:
Paraphrynus mexicanus (zastupce apulvilatnich amblypy@ida Charon grayi (zastupce
pulvilatnich amblypygid) a u zastupce uropydid druhu Typopeltis guangxiensis.

U druhuP. mexicanus byla nejprve provedena metoda GISH, aniz by d&Slzualizaci
useku specifického pro heterogametické pohlavi.dfiozsem peSel k metod CGH,
neba’ ma v podstdtstejny protokol a navic tize poskytovat vice informaci.

Experimenty jsem prové&tl stejre jako FISH na odéeni genetiky
Entomologického Ustavu AYR v Ceskych Budjovicich v laboraté Prof. F. Marece pod
vedenim PhD. M. Vitkové, Mgr. P. Nguyena a Mgr. Dalikové, a to podle protokolu
PhD. M. Vitkové, pouzivaném na tomto pracovisti gedekci pohlavnich chromozdm
u motyi.
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Celogenomova DNA obou pohlavi byla izolovana
chloroform/fenol/izoamylalkoholovou extrakci (Graha 1978). Kontrola kvality
izolované DNA byla provedena ¢genim restrikni endonukleazou EcoRI (Takara),
fragmenty byly separovany elektroforézou v 1% agavém gelu. Pokud ke&teni DNA
nedochazelo, tak s neépgi prav@podobnosti obsahovala navazané cytoplazmatické
proteiny a musela seigiStovat opakovanym procesem izolace. Kvalita rozmist
izolované DNA v MiliQ voa a jeji koncentrace sedtila na fluorometru Hoefer DyNA
Quant 200 (Amersham Biosciences) podle protokololge. Jako kalibeai DNA byla
pouzita calf thymus DNA standart (Sigma). Udaje andentraci a mnoZzstvi izolované
DNA byly nezbytné pro spravné naplanovani experth@GH.

Nejprve byla ozngena sami a samii DNA pomoci ,hick“ translace
(ROCHE Nick Translation Kit). Nejive bylo teba na zakladzjisSttné koncentrace DNA
vypcitat, kolik pl izolatu DNA se musi aplikovat, abyeh ziskali dostateé mnozstvi
zna&ené sondy pro dvojici skiék. Pro dvojici preparéat(jeden od kazdého pohlavi) bylo
potreba nazn&t 1 pg DNA samce a 1 pg DNA samice. Zitd snes byla namichana pro
kazdou DNA oddler¢ v eppendorfce. Sgdany objem DNA byl doplén na 6 pl MiliQ
H,O. Dale se pdalo 2ul dNTP (10xdNTP mix obsahujici zeaé dUTP), 1ul pufru
(10xbuffer Nick Translation Kit No.6) a 1 ul enzytické sngsi (DNA polymeraza | a
DNaza 1) (10x enzyme mix Nick Translation Kit Na.#¥ michani smsi nukleotidi
10xdNTP mix bylo pouzito 2,5 pl dATP, dCTP, dGTES(I1M), snizené mnozstvi dTTP
(0,9 ul, 2,5 mM) a 4 ul 1 mM ztaného dUTP. Sis byla doplgna MiliQ vodou do
kongného objemu 25 pl. dUTP bylo zZiemo Cy3 v pipact santi DNA a Spectrum
Green v pipact samti DNA. Vzhledem k tomu, Ze gateni pokusy odhalily slabou

excitaci fluorescetniho barviva Spectrum Green, bylo pro kazdy expeningfipravovano
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dvojnasobné mnozstvi sathsondy. Namichané i se nechaly stat@s noc ve tri pri
teplo€ 16°C (DNA polymeraza | mé sice optimurfi B7°C, ale v 16°C odbourame jeji 3'-
5’exonukledzovou aktivitu, ktera je v tomtbgads nezadouci).

DalSi den se ke kazdé &snpridal 1 pl EDTA pro zastaveni aktivity vSech
enzymi pasobicich na DNA. Pomoci elektroforézy v 1% agarémogelu bylo otieno,
zda zné&eni prokthlo UsgsSns. Dale bylo teba pipravit kompetitorovou DNA
z homogametického pohlavi, kterym je u amblypygitinia uropygidnich Bovca
pravdépodobrg saméi pohlavi. Samdii kompetitor byl pipraven sonikaci sawii DNA
doplréné MiliQ vodou na kon#ny objem 200 ul (sonikator: Bandelin Sonopuls) éRmtla
zmeéfena koncentrace na fluorometru a Wjpén objem pdebny pro aplikaci 9 ug
kompetEni DNA na preparat. Nadbytek kompeti DNA homogametického pohlavi se do
hybridizatniho mixu dava proto, aby byla co nejefekijyrodejmuta DNA spoléna pro
ob¢ pohlavi a zvyraznily se Useky, které jsou spek#fipro heterogametické pohlavi.
Nasledr byla gipravena hybridizéni snes. Pro kazdé sklo obsahovala hybridizdasnes
450 ng sari sondy (5 pl), 900 ng sawmisondy (10 ul), 9 ug satikompetitorové DNA
a 25 pg DNA zlososich spermii. Dale sédal Na-acetat (1/10 objemu hybridéra
smesi) a vychlazeny 100% ethanol (2,5x objem hybaght snesi).. Hybridiz&ni snes
byla uchovavana 30 min. v hlubokomrazicim boxu.|dsvala centrifugace (15-20 min.,
13000 otéek/min.), po odsati supernatantu byl k peletiddn vychlazeny 70% ethanol.
Po dalSi centrifugaci (15-20 min., 13 000¢etdmin.) byl co nejikladrsji odsat veSkery
supernatant. Eppendorfka s hybridizasnesi se nechala chvili stat s otemym viékem
az do uplného vygani ethanolu (ale ne Uplného vysuSeni DNA). Nasldnho pidano
5ul 100% formamidu a st se inkubovala 30 min. v termomixu (37°C). Potéoby

pridano 5ul 20% dextran sulfatu a nasledovala deaetusondy ve vodni lazni (95°C, 5
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minut). Denaturovana sonda byla okamfitenesena na led dipravena pro aplikaci na
preparaty.

Neobarvené preparaty vybrané pro CGH byitgdopouzitim zpracovany stejnym
zpasobem jako na jiné aplikace FISH (viziedchozi oddil). Po vyjmuti
z hlubokomrazicicho boxu a odvagin ve vzestupné ethanoloviad nasledovala
inkubace p 60°C po dobu 4 hod. Poté byla na kazdy prepaitavana RNaza A (2 ul
RNazy A o koncentraci 10 mg/ml + 10 pl 20x SSC +uBd/iliQ vody). Preparaty byly
inkubovany 1 hod. ip 37°C. Nasledovala série promyvani v kyvetach @37fepani):
dvakrat 5 min. v roztoku 2x SSC, jednou 5 min. zto&u proteindzy K (2 pl proteinazy,
4ml 10x PBS, 36ml MiliQ) a dvakrat 5 min. v roztoku PBS. Nasledné zpracovani skel
bylo totozné jako vimdchozim oddilu i rDNA FISH. Nakonec byl kazdy
preparat zakapnut denaturovanou hybrithizesnesi a zakryt krycim sklem. Kryci sklo
bylo zaramovano Rubber cementem. Hybridizace bydagutna ve vanice s filtr&nim
papirem napudhym 2xSSC (termostat, 37°C, 3 dny).

Po hybridizaci se z prepafiasundala kryci sktka a nasledovala aplikace
DAPI (Sigma-Aldrich) na podbarveni chromoziamPreparaty se promyvaly néjde
v roztoku 1% Triton X-100/0,1xSSC (5 min., 62°C)lazni. Nasledovalo promyvani v
roztocich za pokojové teploty a&epani. Promyvani probihalo v roztocich viguti:
PBS/1% Triton (5 min.), DAPI v 1% Tritonu (100 u”API, 80 ml PBS/1% Triton X)
(5 min.), PBS/1% PhotoFlo (3 min.) a nakonegOHPhotoFlo (1 min.). Skla se poté
nechala chvili stat (nesmi byt ale Gplsuchd), potom se na kazdé z nich naneslo 200 pl
Antifade. Preparaty byly zakryty krycim s#tem, pomoci filtréniho papiru byl vytléen

piebytek tekutiny. Po oramovani krycich gkk lakem na nehty a jeho zaschnuti byly
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preparaty fipraveny k pouziti. Prohlizeni prepar& zpracovani ziskanych dat probihalo

stejnym zjisobem jako u rDNA FISH.

4. Vysledky

4.1 Karyotypy amblypygidnich bi¢ovci

Charinidae (Quintero 1986)
Charinus (Simon 1892)

V ramci tohoto rodu jsem studoval dva druBy:australianus (L. Koch 1867) &C.
neocaledonicus (Kraepelin 1895). U druhtC. australianus nebylo mozno vzhledem
k nedostatku vhodnych figur sestavit karyogram. |@gni paiet 2n=74 byl stanoven
na zaklad pcoctu bivalenti v pozdni profazi | samce (Obr. 4a). Na zaklgmwbzorovani
chromozoni v metafazi Il meiotického deni (Obr. 4b) se da usuzovat na &mau
pievahu jednoramennych chromozibmkaryotypu. Meidza je stejrjako u vSech dalSich
druhi amblypygidi chiazmaticka, vtomto ifpadt s gevahou bivalerit s jednim
chiazmatem (Obr. 4a). Mezi pachytene a diplotemacsajsem pozoroval tzv. difuzni
stadium. Tato etapa profaze | se vyana zn&nou despiralizaci bivaleat(Obr. 4c), které
je rovrez charakteristické pro vSechny ostatni studovanbydamblypygid.

Karyotypem a distribuci konstitutivniho heterochedmu u druhu C.
neocaledonicus jsem se zabyval v rdmci bak&dké prace. Karyotyp sestava z 37upar
chromozoni (2n = 74), pevazuji chromozomy akrocentrické (24 {paV karyotypu jsou
dale 2 pary subtelocentfik2 pary submetacentfika 9 pakh metacentrik. Metodou C —
pruhovani (Obr. 4d) byly odhaleny terminalni bldkgnstitutivniho heterochromatinu na

jednom ¢i obou koncich ufady chromozor, vzack se vyskytovaly drobné pruhy
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interkalarniho heterochromatinu. U jednoho parwsidal metacentrickych chromozém
vS8ak interkalarni heterochromatin sestaval ze dvelkych, tandemoy uspdadanych
bloka v oblasti centromery (Sember, 2007). V ramci dipbyé prace jsem analyzoval
tento tandemovy blok metodou fluoreséeinpruhovéani. Vysledky ukazaly, Ze dvojity blok
heterochromatinu se nachazi v oblasti centromejy laeterogenni co do obsahu bazi.
Jeden blok je GC-bohaty (zvyrany fluorochromem chromomycinemsA(Obr. 4g),
druhy AT-bohaty (zvyrazmy fluorochromem DAPI) (Obr. 4h). Barvenim dirinem
sttibrnym byly na dvou parech mitotickych chromoZowdhaleny NOR (Obr. 4e - f).
Vzhledem ke Spatnému vyztemi primarnich konstrikci na mitotickych chromozame
amblypygidi neni mozné stanovit morfologigdhto pat. Jednd se o igdre velké
chromozomy. U jednoho péaru se nachazi NOR v tedmiina druhého pravgbodobré

v subterminalni oblasti chromozomu. Morfologickyedencované pohlavni chromozomy
nebyly u tohoto druhu pozorovany, stejako u \&tSiny ostatnich amblypygid

Obr. 4: Analyza karyotypu a mei6zy uCharin neocaledonicus a C. australianus.

a,b C. australianus. a diakineze — je patrn&@vaha bivalerits jednim chiazmatem.

b sesterské figury metafaze druhého meiotickékitend, v této etap je morfologie
chromozoni u bicovci Iépe patrna nez v mitotickych metafazéeh.C. neocaledonicus.

c difuzni stadiumd C-pruhovana mitotickd metafaze - Sipky ukazujitavedemovy blok
konstitutivniho heterochromatinu étgiho metacentrického paru chromozom

e,f mitotické metafaze, detekce NOR pomoci &snu stibrného; Sipky ukazuji na
nukleolarni  organizatory, g mitoticka metafaze, fluoresc@n  pruhovani
chromomycinem A- vizualizace GC bohatych oblasti chromo#oitd chromozomového
paru s tandemovym blokem heterochromatinu se viyal jen jeden blok (Sipky)h
stejnd mitoticka metafaze, fluoreséeh pruhovani pomoci DAPI - jsou zvyraze AT

bohaté oblasti; U chromozomového péaru s tandemowjokem heterochromatinu se
vizualizuje jiny blok nez nez v obg. Métitko — 10um.
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Sarax (Simon, 1892)

Tabulka 3: Charakteristika karyotypu

Sarax brachydactylus (Simon, 1892)

Santi karyotyp tohoto druhy

sestava z 50 idre velkych az mensich
chromozoni (Obr. 5a). Na rozdil oc
zastup@ rodu Charinus v karyotypu
pievaZzuji dvouramenné chromozon
(Tab. 3). Nejvice par je
metacentrickych  (14), dale jso
v karyotypu zastoupeny chromozon
submetacentrické (2 pary & 1, 16),
subtelocentrické (4 paryé- 13, 19, 20,
23) a akrocentrické (5 p@r Délka

chromozoni klesa plynule, pouzg

Sarax brachydactylus
Pramérna
relativni Primérny
pPar délka centromericky Morfolog.
¢. paru index typ
1 6,04 1,79 SM
) 2 6,04 1,25 M
3 5,8 1,21 M
4 5,76 1,36 M
5 5,12 1,1€ M
6 4.9 1,18 M
7 4,86 1,13 M
8 4,74 1,32 M
% 4,72 1,18 M
10 4,1¢€ 7,5€ A
11 4 1,11 M
12 3,98 46,53 A
u3 3,76 5,44 ST
14 3,56 1,24 M
]?5 3,5 46,9( A
6 3,44 2,14 SM
17 3,4z 1,7¢ M
18 3,42 54,09 A
19 3,34 5,73 ST
20 3.2 6,20 ST
21 2,88 1,19 M
22 2,7 1,1¢ M
23 2,7 5,64 ST
p 24 248 16,28 A
25 1,46 1,24 M

posledni par metacentrickych chromoZonpe vyrazié mensi v porovnani

s ostatnimi

chromozomy v karyotypu. U tohoto druhdepazuji v meidze ap bivalenty s jednim

chiazmatem (Obr. 5b — c), et bivalenti se déma chiazmaty je vSak vySSi nez u rodu

Charinus — primérné 4 na figuru (sledovano bylo 10 figur). Chiazmatglabc¢asto

proximalni a interkalarni (Obr. 5b).¢kidy se vyskytla i distélni a subdistalni chiazmata

(Obr. 5c¢). Pokud bivalent obsahovakdhiazmata, jedno bylogtSinou proximalni.
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Obr. 5: Analyza karyotypu a meidzy uSarax brachydactylus.

a karyogram - sestaveno zgawku anafaze Ib,c diplotene — Siroké Sipky ukazuji na
bivalenty se déma chiazmaty; okiejné Sipky ukazuji polohu chiazmat nakterych
bivalentech. Poloha chiazmat: D = distalni, | =erkalarni, P = proximalni, SD =
subdistalni. Mitko — 10pm.
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Charontidae (Simon, 1892)

Charon grayi (Gervais, 1842) Tabulka 4: Charakteristika karyotypu
Charon grayi
Karyotyp se sklada ze 70 chromozbf®br. 6), N
relativni Pramérny
¥ S0 i A o ARar délka centromericky Morfolog.
prevazuji chromozomy jednoramenné (8 {pq ?; oy rone v
o i o 1 434 1,85 SM
subtelocentrickych a 12 parakrocentrickych)| » 4.22 18,08 A
3 3,92 1,68 M
(Tab. 4). Dvouramenné chromozomy jspu 3,84 1,21 M
5 3,78 3,83 ST
reprezentovany 7 pary metacenirik 8 pary| 6 3,64 9,58 A
7 3,62 7,92 A
sebmetacentrik Délka chromozoiin se snizuje| 8 3,52 9.13 A
9 3,42 9,62 A
. - . . 10 3,42 7,93 A
plynule bez vyznamnych velikostnich skok
11 3,36 7,94 A
. . L, , 12 3,34 3,95 ST
Pomoci dusinanu stibrného byly detekovany,, 328 0.39 A
L o, 14 3,24 1,32 M
dva pary chromozoins terminalnim NOR. NOR 45 3.18 8,66 A
16 3,14 1,18 M
byly obvykle aktivni na iech chromozomechi7 3,08 1,66 M
18 3,04 3,34 ST
(Obr. 7a, 7b). V meidze se vyskytuji v mirn& 2,86 3,01 ST
20 2,84 7,39 A
prevaze bivalenty sjednim chiazmatem cgto %! 2.8 2,49 SM
22 2,6 3,42 ST
. . 123 2,54 8,24 A
bivalenti se d¥ma chiazmaty se pohybuje
24 2,52 3,65 ST
. o v v 25 2,26 8,82 A
vrozmezi 6 — 13 (Obr. 7c, 7d). tPmreérné se o6 22 436 -
. . 27 2,12 2,45 SM
vyskytovalo 9 bivalerit se déma chiazmaty na
28 2,1 2,39 SM
figuru (sledovano bylo 13 figur). Pozoruhodné 1,88 1,44 M
30 1,8 3,14 ST
je, Ze tada bivalent tvorenych dlouhymi| 3t 1,78 2,20 SM
32 1,74 1,94 SM
akrocentrickymi chromozomy neséasto d¥¢ | 33 1,66 2,58 SM
34 1,52 1,62 M
interkalarni chiazmata velmi blizko u sebe (Obys 132 2,02 SM

7c, 7d). Peoet €chto bivalent se liSil u jednotlivych figur v rozmezi 1 - 7.dPnérné se

vyskytovaly 3 takové bivalenty na figuru. Polohaazmat byla nejasgji interkalarni,
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¢asto se vyskytovala také proximalni poloha, zejmérgivalenti se déma chiazmaty
(Obr. 7c).

C. grayi byl vybran jako zastupce amblypygids vysokym poétem
chromozoni pro detekci pohlavnich chromozémpomoci CGH (Obr. 7e, 7).
Celogenomové sath a samii sondy hybridizovaly s chromozomy rovnémé na
preparatech obou pohlavi, pouze v oblastech ceetrdmwbridizovala vice sath DNA

(Cerveny signal), coZ souviseléepme s vyskytem

mnowm AD A A oA

1 3 4 5

AANA &N AA i N A

7 9

IR ARG A a am N A

" 14

" » nn o N g, N I\

16 17 19 20

M - "N A AN AR o "N
21 22 23 24 25
26 27 28 29 30

n N -~ - -~ . -~ - " e
31 He 33 % 35

Obr. 6: Charon grayi — karyogram samce.Sestaveno z gatku anafaze I. Kfitko — 10
um.
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Obr. 7: Analyza karyotypu a meidzy uCharon grayi.

a,b detekce NOR dusnanem gfbrnym. Aktivhi NOR se nachazi na koncidech
chromozoni. c,d diplotene - Siroké Sipky ukazuji na bivalenty se&rda interkalarnimi
chiazmaty umishymi blizko sebe; oligjné Sipky ukazuji polohu chiazmat nékterych
bivalentech; figurac neni tvdena kompletni sestavou bivaléntPoloha chiazmat: | =
interkalarni, P = pericentromerické, SD = subdigted CGH — samec, sesterské figury
metafaze II; v mistech repetitivni DNA centroméey@zuje signél ze saiinsondy.f CGH

— samice, pravidelné nasedani sond obou pohlawidyhazelenalé zabarveni vSech
chromozoni, aniz by doslo k vizualizaciérakého specifického useku.dtko — 10pum.
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repetitivni DNA, nikoliv s pitomnosti pohlavé - specifického Useku na chromozomu.
Nebyla detekovana oblast, jez by byla specifick& gamce. Je tedy mozné, Ze pohlavni
chromozomy tohoto druhu nejsou diferencovany amnogekularni drovni. Pro definitivni
potvrzeni vysledku bude podle mého nazoru Zapdtexperiment zopakovat vicekrat,
protoZe na &kterych menSich chromozomech v karyotypu samce diylyrcentromerické
signaly interferovat se signalem na pohkagpecifickém Useku. Pro dalSi experimenty by
byla vhodna modifikace protokolufigkteré by doSlo k potlgeni signalu satii sondy na
repetitivnich sekvencich centromer u g&rh prepardt. ReSenim by mohlo byt zvyseni
koncentrace kompetitivni DNA, nebotiprava kompetitivni DNA fimo z izolované
vysoce repetitivni frakce DNA samice (tzv. Cot DNAGH jsem u tohoto druhu proved|

dvakrat.

Phrynidae (Blanchard, 1852)
Acanthophrynus coronatus (Kraepelin, 1899)

V ramci americkeé celedi Phrynidae jsem studoval karyotypy Sesti dyruh
zastoupeny byly vSechrigyii rody tétoceledi.

Karyotyp samce druhuAcantophrynus coronatus je tvaren 86 drobnymi
chromozomy (Obr. 8a),figemz délka chromozoinse snhiZzuje plynule bez vyznamnych
skoki. Jedna se o dosud nejvysSi diploidnégiau amblypygidnich bovci. Na rozdil od
jinych druhi s vysokym pétem chromozorin ma ovSerA. coronatus v karyotypu pevahu
dvouramennych (19 p&rmetacentrickych a 8 parsubmetacentrickych) chromozém

(Tab. 5). Osmi pary jsou zastoupeny také subtetoc&g a akrocentrické chromozomy.
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C - pruhovani odhalilo u tohoto drul
vysoky obsah heterochromatinu (obr. 8b). Srovn
standardniho a C-pruhovaného karyogramu (Obr.
ukazuje, Ze se konstitutivni heterochromg
vyskytuje u ¥tSiny chromozomovych péarv oblasti
centromer,¢asté jsou ale row terminalni bloky.
Nékteré pary chromozoin (nag. pary ¢. 5, 9)
obsahuji také bloky interkalarniho heterochromati

které na zaklad srovnani se

standardnim karyogramem neodpovidaji polohé

centromer. Stefhjako u ostatnich druhs vysokymi
diploidnimi paty prevazuji v meidze samc
bivalenty s jednim chiazmatem (obr. 9a,b).
nekterych bivaleni je vSak vzhledem k jejich mal
velikosti ®©zké stanovit pfesrt pocet a polohu
chiazmat. Je patrna fgevaha terminalnich ¢

subterminalnich chiazmat (obr. 9a).

8: Acantophrynus coronatus, karyogramy samce.a

standardni karyogram sestaveny ze sesters
metafazi Il.b C-pruhovany karyogram — sestave
z mitotické metafaze. Btitko — 10um.
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uTabulka 5: Charakteristika karyotypu
Acantophrynus coronatus

ani Primérna
relativni Pramérny
8{5) dé’lka cent_romericky Morfolog.
C. péru index typ
1 3,64 1,45 M
tn 32 2,14 SM
3 3,06 1,42 M
4 3,04 1,22 M
5 2,86 6,91 ST
6 2,86 1,62 M
7 2,84 1,18 M
8 2,82 1,72 SM
9 2,8 78,91 A
n:l[9 2,78 1,17 M
11 2,76 1,08 M
12 2,7 4,25 ST
13 2,62 2,11 SM
14 2,62 1,2C M
am 2,34 1,29 M
16 2,34 1,41 M
17 3,36 2,00 SM
18 2,34 1,37 M
19 2,32 1,49 M
20 2,32 1,40 M
&) 2,28 3,41 ST
22 2,2 1,01 M
é23 2,2 1,14 M
24 2,18 1,20 M
25 2,16 4,85 ST
26 2,1« 7,1t A
27 2,12 1,49 M
Aog 2,12 27,94 A
29 2,06 7,59 A
30 2,02 1,27 M
31 1,9 8,07 A
32 1,86 2,57 SM
33 1,88 11,82 A
34 1,84 4,50 ST
35 1,8 1,85 SM
36 1,8 11,07 A
37 1,66 1,21 M
38 1,64 7,68 A
39 1,58 1,99 SM
(X&h 1,56 5,87 ST
na 15 4,60 ST
42 1,42 2,45 SM
43 1.4 3,58 ST
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Obr. 9: Acantophrynus coronatus, distribuce chiazmat
a diplotene b diakineze - Siroké Sipky ukazuji na bivalenty sénda chiazmaty; oljejné
Sipky ukazuji na polohu &hkterych chiazmat. Poloha chiazmat: T = termind®T, =
subterminalni. Nfitko — 10pm.
Heterophrynus cheiracanthus (Gervais, 1842)

Karyotyp samce je twen 76 chromozomy. Bylo ziskano velké mnozstvi ndefaf
Il. Poloha centromer na chromozomech vSak nebygéinou jass patrna, takze nebylo
mozno sestavit karyogram. Je vSak patrny vyrovngomer dvouramennych a
jednoramennych chromoz@m(Obr. 10a). Barveni dusianem gibrnym odhalilo fi
aktivni NOR (Obr. 10b), coz ukazuje na dva paryatwzoni s NOR. Na jednom paru
chromozoni je NOR terminalni, u druhého péaru je aktivni NORbterminalni.
V difdznim stadiu byla sitbifenim odhalena dv jadérka (obr. 10c), coz &Ki o
transkrigni aktivit v této fazi. V meiéze samcéqvazuji bivalenty s jednim chiazmatem
(Obr. 10d), poet bivalent se déma chiazmaty se pohyboval v rozmezi hodnot 2-8 na
figuru, pimérné se vyskytovaly 4 takové bivalenty (sledovano b¥® figur). Poloha
chiazmat byla neépsgji distalni, rekteré bivalenty mly chiazmata proximélni a

interkalarni.
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Obr. 10: Analyza karyotypu a meidzy uHeterophrynus cheiracanthus

a sesterské figury metafaze Il - q@ jednoramennych a dvouramennych chromazn
priblizné stejny.b detekce NOR pomoci ddsianu stibrného, mitoticka metafaze (Sipky -
tii aktivni nukleolarni organizatorg.difizni stadium — Sipky ukazuji na jadérka

d diakineze — je patrnaig@vaha bivalerit s jednim chiazmatem; Siroké Sipky ozujh
bivalenty se déma chiazmaty; oliejné Sipky - ukazky ¢kterych tyg. Poloha chiazmat: |
= interkalarni, P = pericentromerické, D = distalMeéfitko — 10um.
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Paraphrynus (Moreno, 1940) Tabulka 6: Charakteristika karyotypu
L . Paraphrynus aztecus
V ramci tohoto rodu jsem studoval
Primérna
relativni Prameérny
karyotypy drul P. aztecus (Pocock, 1894) a Par délka centromericky | Morfolog.
¢. paru index typ
P. mexicanus (Bilimek, 1867). Karyotyp samce | * 8,64 2,40 SM
2 6,7€ 1,3¢ M
. . 3
P. aztecus je tvaren 36 chromozomy (Obr. 11). | 634 140 M
6,18 1,83 SM
Véech Lo d , o 4 b4 5 5,9 1,25 M
Sechny pary jsou dvouramenné a az na 4 pary 5.96 125 y
L 7 5,84 1,43 M
submetacentrickych chromozér. 1, 4, 13, 8 566 124 M
9 5,72 1,47 M
17) se jedna vyhradro chromozomy 10 5,4¢ 1,41 M
11 5,42 1,58 M
metacentrické (Tab. 6). Velikost chromozibm | 12 5,14 1,54 M
13 4,82 1,83 SM
klesa plynule s vyjimkou prvého paru. Dlouha | ** 5.2 151 M
15 45 1,14 M
2 , . . 16
raménka tohoto paru jsou tema napadn 432 133 M
17 4 1,87 SM
18 3,98 1,37 M

dlouhou negativéheteropyknotickou oblasti.
Tento achromaticky Usek byl nalezen u vice jetlimmevykazoval velkou variabilitu
délky. V podobnych achromatickych Usecich byvigsky geid, zejména repetice rDNA.
Pro testovani této alternativy jsem pouzil metddNA FISH. Vysledky ukazuji, ze

v karyotypuP. aztecus se vyskytuje 1 par interkalarnich NOR (Obr. 14cy Nejlépe je
tento NOR patrny na bivalentu v profazi | (Obr. L14dejedna se ovSem o

chromozomy péard. 1 s achromatickou oblasti. Detekce NOR ¢hesnem sibrnym
potvrdila vysledky rDNA FISH (obr. 12d - f). Zaravee vSak vizualizovaly idkteré dalSi
oblasti. Porovnani s vysledkem C-pruhovani (Obb. 1@) ukézalo, Ze tyto Useky
odpovidaji konstutitivnimu heterochromatinu. Zglsgeni vyplyva, ze achromatické useky
prvniho paru jsou tyeny argentofilnimi bloky konstutitivnhiho heterochratinu, které
spolu asociuji v metafazi (Obr. 12b - ¢) a v anafidaji opoz@ny rozchod (Obr. 12e). Z C

— pruhovani vyplyva, Ze intenzita zabarvehto usek neni homogenni (Obr. 12c).
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U tohoto druhu se nachazegtné dalSi bloky heterochromatinu, a to s interkéléebo
terminalni polohou (Obr. 12b, 12c¢). Interkalarrikyl odpovidaji prav&podobrg vétSinou
centromerickym oblastem. V mei6z&epazuji bivalenty s jednim chiazmatemcéto
bivalenti se d¢ma chiazmaty byl celkem konstantni (1 — 3 bivalerayfiguru). U
bivalentu chromozomového patul vznikalo v gkterych figurach chiazma

v subterminalnéasti achromatické oblasti (Obr. 12h). Chiazmata {ssto interkalarni

nebo subdistalni (Obr. 12h).

bl ! 2 9 o TS A A - "N
g It x> A A A T
S A ¥ X N 2N AN %
o K R o X

16 17 18

Obr. 11: Paraphrynus aztecus — karyogram samce Sestaveno ze sesterskych metafazi Il.
Métitko - 10um.

Obr. 12: Analyza karyotypu a meidzy u roduParaphrynus

a P. mexicanus,: mitoticka metafaze. Sipky - sekundarni konsgikec P. aztecus. C —
pruhované mitotické metafaze. Sipky ukazuji pol&bastitutivniho heterochromatinu (I -
vétSi bloky interkalarniho  heterochromatinu, T -é&tSf bloky terminélniho
heterochromatinu). Siroké 3ipky - bloky konstitufivo heterochromatinu ve zvlastni
oblasti prvniho paru chromozdm(patrna je asociacesdhto Usek). d—f P. aztecus,
detekce NOR pomoci désianu stibrného @ — mitotickd metafazes — mitoticka anaféaze,
f — metafaze I1); Sipky - NOR; Sirokeé Sipky - blo&ygentofilniho heterochromatindetns
zvlastniho Gseku prvniho paru chromozong P. mexicanus, diplotene. Siroké Sipky
ukazuji na bivalenty se dma chiazmaty; hszdicky ozna&uji pravdépodobné sekundarni
konstrikce.h P. aztecus - diakineze; Siroké Sipky - bivalenty se¢tha chiazmaty. Poloha
chiazmat: D = distalni | = interkalarni, SD = suidIni. Metitko - 10um.
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Karyotyp samce druh®. mexicanus je tvaen

Tabulka 7: Charakteristika karyotypu
pouze 24 chromozomy (Obr. 13), cozZ je nejniZsi Paraphrynus mexicanus
Pramérna
diploidni paet objeveny u ambl idnich relativni Primémy
P P J y ypyg Par délka centromericky Morfolog.
. ) ¢. paru index typ
bi¢ovci. Chromozomy jsou ovSem v porovnani 11.44 1,49 M
2 10,4 1,54 M
s amblypygidy s vysSim diploidnim §em | 3 9,96 1,95 SM
4 9,9 1,35 M
mnohem ¥tSi. VSechny pary jsou dvouramenné 8,86 143 M
6 8,2 1,79 SM
) . Z 7
(10 pafi metacentril a 2 pary submetacentéik 7,32 1,60 M
8 6.8 1,43 M
. . ., 19 7,68 1,42 M
(Tab. 7). Velikost jednotlivych péar klesa| ,, 6.6 s "
. N 6,42 1,2 M
plynule, fada chromozoh se vyznauje | 1, 6.36 136 M

podobnou délkou a morfologii. Je vSak patrny drobkgk mezi 1. a 2. parem a 4. a 5.
parem. Na &kterych dobe rozprostenych mitotickych metafazich byly patrné sekundarni
konstrikce na jednom paru chromozb(®br.12a).

| ptes velmi nizky diploidni pget a jast patrnou morfologii chromozoinnebyly ani u
tohoto druhu nalezeny morfologicky diferencovanélgeni chromozomy. Metoda CGH
ale odhalila diferenciaci pohlavnich chromozZona molekularni drovni (Obr. 14d — g). Na
preparatech ze samho pohlavi (Obr. 14d - f ) byl touto metodou wvmb@malni ¢asti
jednoho z nejdelSich metacentrickych chromo&orizualizovan kratky usek specificky
pouze pro sath pohlavi. Jednd se tedy pré&pddobrt o chromozom Y. Signal
v termindalni ¢asti daného chromozomu byl patrny &Siny pozorovanych figur. DalSi
signaly na chromozomech jsoutspbeny intenzivgsi fluorescenci DAPI v oblastech
centromer, které jsou tedy pairrAT-bohaté. V oblastech repetitivni DNA, které
hybridizuji rychleji, se na gkterych chromozomech vytiity nespecifické signaly. U
samtky nebyl na preparatech patrny zadny signal, kteyy nazng&oval pritomnost

diferencovaného pohlavniho chromozomu. V oblastastiromer byla off intenzivrejSi
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fluorescence DAPI (Obr. 14g). Vysledky nazumg piitomnost systému pohlavnich
chromozoni XX/XY, vzhledem k gitomnosti dalSich sign@lpii znateni sanii DNA by
vS8ak bylo Zadouci zopakovat experiment.

V mei6ze pevazuji bivalenty s jednim chiazmatem, sledovario &9 figur (Obr.
12g). Jejich pevaha je na rozdil odfipuzného druhuP. aztecus méreé vyrazna. Poet
bivalenti se d¥ma chiazmaty kolisal obvykle mezi hodnotami 3-5dng figura
obsahovala pouze bivalenty s jednim chiazmatemopakajedna 6 bivalefitse dema
chiazmaty. Fimérné se vyskytovaly 4 bivalenty se &wa chiazmaty na figuru (obr. 12g).

Poloha chiazmat je&tSinou interkalarni nebo distalni.
T = 00 IX @
1 2 3 4 5

UﬁR ﬂYK )18“ A »n LR S

9

N NN

Obr. 13: Paraphrynus mexicanus — karyogram samce. Sestaveno ze sesterskych
metafazi Il. Mtitko - 10um.

Obr. 14: Rod Paraphrynus, analyza karyotypu pomoaietod FISH a—cDetekce NOR u
P. aztecus pomoci FISH s 18S rDNA sondou; Sipky ukazuji n@rfdizacni signély na
dvou chromozomecha(c) resp. na jednom bivalentu (b) (a - mitoticka rféeta, b-
diakineze, c - mitoticka prometafaze).g Detekce pohlavnich chromozémomoci CGH
u P. mexicanus. d—f sangi mitotické metafaze; Sipka #ina hybridizéni signal
v termindalni ¢asti chromozomu Y; ostatni signaly jsou patmespecifické; v oblastech
centromer je vysSi fluorescence DAPI, a to patrlisledku gitomnosti AT — bohatych
Useki DNA. g saméi mitoticka metafaze; chromozomy neobsahuji okdastifickou pro
toto pohlavi. Mfitko - 10um.
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Tabulka 8: Charakteristika karyotypu
Phrynus (Lamarck, 1801) Phrynus whitei
Phrynus whitei (Lamarck, 1801) Primerna —
Fiér de’{lka cent_romericky Morfolog.
Karyotyp samce je tien 46% paru index yp
1 7,14 1,22 M
. 2
chromozomy (Obr. 15a). Podabnjako u | 092 116 M
6,6 1,25 M
p . 4 6,04 1,12 M
zastup@ rodu Paraphrynus i zde Kkaryotyp| s 6.02 109 s
, . 6 5,78 1,09 M
tvoren vyhradg dvouramennymi chromozomy 7 562 119 M
8 5,3z 1,4¢ M
(20 pat metacentrili a 3 pary submetacentéik | © 4,82 1,10 M
10 4,72 1,34 M
(Tab. 8). Velikost chromozoinklesa pozvolna| 1! 4,66 125 M
12 4,5¢ 1,3( M
i kdyz odlisna velikost prvnich igch al|®® 3.74 1,25 M
14 33 1,09 M
. L - . k15
posledniho paru jsou jiz znatelné. Obzwast, 328 139 M
3,1 2,01 SM
. p . . , |17 2,96 1,14 M
posledni par chromozam je velmi maly.| g 296 118 M
. ) . . 19 2,72 1,39 M
Detekce NOR pomoci dusianu stibrného| 20 2.1 1,22 M
21 2,54 1,93 SM
odhalila 3 pary chromozaims NOR (Obr. 15 b/ 22 2,34 1,24 M
23 1,94 1,46 M

15c). Jeden par mensSich chromozoma NOR umisiny terminél. Druhy par NOR se
nachazi terminathaz subterminakhna velkych metacentrickych chromozomechradst
velky metacentricky par ma umdatNOR v blizkosti centromery — signél v této ohlgest
v ramci detekovanych NOR nejsijgi. V jedné mitotické metafazi (Obr.15b) byl u par
velkych metacentrickych chromozdémozorovan signal pouze na jedné chrongatigéden
chromozom tohoto parudhNOR umisén terminal@ a druhy interkalam V meidze sice
prevazuji bivalenty s jednim chiazmatem,é@b bivalent se deéma chiazmaty je ale
vysoky (Obr. 15d — e). V 17 zkoumanych figuractpebyboval poéet bivalent se deéma
chiazmaty mezi 5 — 11 na figuru, gonérné se tchto bivalent nachazelo 7. Poloha

chiazmat je u &Siny bivalent distalni nebo interkalarni (Obr. 15d).
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Obr. 15: Phrynus whitei — analyza karyotypu a meiézya karyogram samgesestaveno
ze sesterskych metafazi Ih,c mitoticka metafaze, detekce NOR pomoci tusnu
sttibrného; Sipky - NORd,e diplotene Siroké Sipky - bivalenty se &iva chiazmaty.
Obyejné Sipky ukazuji na polohu¢kterych chiazmat. Poloha: D = distalni, | =
interkalarni, P = proximalni. &fitko - 10pm.
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Phrynichidae (Simon, 1892)
Damon (C. L. Koch, 1850)

V ramci tohoto rodu jsem studoval drih medius (Herbst, 1797) a sociélni druh
D. diadema (Simon, 1876). U druhuD. medius jsem navazal na svoje vysledky
z bakal@ské prace (Sember, 2007)vedni karyogranD. medius ze Senegalu (2n = 66)
byl ovSem na zakladnow ziskanych uddéj z wtSiho mnoZstvi materidlurgpracovan.
V rdmci diplomové prace jseméirk dispozici jedince ze dvou lokalit. Jedinci zppdace
ze Senegalu maji diploidni &t chromozora 70 (Obr. 16), zatimco jedinec pochazejici
zToga ma 72 chromozam(Obr. 17). Jedinci z obou populaci se navzijeri liS
morfologii chromozora. Zatimco samec ze Senegalil nkaryotyp tvdeny 16 pary
metacentrik, 8 pary submetacentfik 10 pary subtelocentiik a jedinym péarem
akrocentrikk (nejmensi péar) (Tab. 9), karyotyp samce z Toga albgal vice
akrocentrickych chromozain (11 pafi) na Ukor metacentrickych (9 gar(Tab 10).
V poctech pal submetacentrik (7 paf) a subtelocentrik (9 paf) se jedinec z Toga od
jedinal ze Senegaluiflis neliSil. U obou populaci jsem pozoroval veliozdil ve velikosti
mezi prvnim a poslednim parem chromozonNejwtSi par chromozoifn je v obou
karyotypech vyrazh delSi nez nésledujici pary a vykazuje v obou pagah podobnou
morfologii. Mezi nejmensimi chromozomy se v karymiyexempl#&e z Toga vyskytuje
vétSi podil akrocentrickych chromozdnoproti karyotypu jedince ze Senegalu. ¢€Ob
populace se mezi sebou nd@inisi také distribuci chiazmat. V obou populacidevazuji
bivalenty s jednim chiazmatem.iR&rny paiet bivalent se déma chiazmaty na figuru
jsou d¥ u jedin@ ze Senegalu (sledovano 9 figur) (Obr. 18b) a 4edince z Toga
(sledovano 8 figur) (Obr. 18c). Chiazmata jsou wuwlpopulaci fevazrie distalni a

interkalarni, vzaahse vyskytuji i chiazmata proximalni.
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Tabulka 9: Charakteristika karyotypu

Damon medius (Senegal)

Tabulka 10: Charakteristika
karyotypuDamon medius (Togo)

Pramérna Pramérna
relativni Primérny relativni Primérny
délka centromericky  [Morfolog. délka centromericky  [Morfolog.
Pare. paru index typ Pare. paru index typ
1 5,28 2,83 SM 1 6,76 4,75 ST
2 4,92 1,1€ M 2 4,2¢ 1,21 M
3 4,7 1,37 M 3 4,14 3,1¢ ST
4 3,62 2,27 SM 4 4,02 50,87 A
5 3,56 1,48 M 5 3,76 1,66 M
6 3,56 1,54 M 6 3,56 1,56 M
7 3,52 2,49 SM 7 3,46 10,54 A
8 3,5 1,08 M 8 3,4 5,89 ST
9 3,46 1,07 M 9 3,28 13,59 A
10 3,26 5,79 ST 10 3,24 1,29 M
11 3,18 1,07 M 11 3,22 1,28 M
12 3,18 2,41 SM 12 3,04 2,11 SM
13 3,08 6,90 ST 13 2,98 1,35 M
14 2,6¢ 6,9€ ST 14 2,8¢ 1,77 SM
15 2,6€ 2,02 SM 15 2,7: 6,4€ ST
16 2,66 1,30 M 16 2,7 7,93 A
17 2,64 1,20 M 17 2,64 135,04 A
18 2,62 3,25 SM 18 2,62 1,53 M
19 2,62 5,72 ST 19 2,62 13,34 A
20 2,58 1,31 M 20 2,54 1,89 SM
21 2,54 1,16 M 21 2,48 8,30 A
22 2,52 431 ST 22 2,36 2,63 SM
23 2,46 4,54 ST 23 2,36 1,80 SM
24 2,44 1,17 M 24 2,3 10,15 A
25 2,42 1,18 M 25 2,22 6,46 ST
26 24 3,8t ST 26 2,2z 2,92 SM
27 2,32 1,97 M 27 2,2 5,8t ST
28 2,24 3,08 ST 28 2,2 1,20 M
29 2,24 2,34 SM 29 2,16 3,83 ST
30 21 4,59 ST 30 2,12 1,53 M
31 2,08 1,27 M 31 2,08 8,17 A
32 1,92 1,27 M 32 1,8 64,61 A
33 1,76 1,89 SM 33 1,64 5,23 ST
34 1,6 3,73 ST 34 1,62 76,44 A
35 1,42 11,25 A 35 1,28 2,60 SM
36 1,2 3,13 ST
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Obr. 16: Damon medius (Senegal) — karyogram samceSestaveno ze sesterskych
metafazi Il. Mtitko - 10um.
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Obr. 17: Damon medius (Togo) — karyogram samce.Sestaveno z gatku anafaze |.

Méfitko - 10um.
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DalSim studovanym zastupcem robamon byl D. diadema, u nthoz se pod#o
stanovit pouze diploidni @et (2n = 74), a to na zaklagoctu bivalent: v profazi | (Obr.
18d). Z hlediska distribuce a polohy chiazmat vylfazento druh podobné charakteristiky
jako D. medius. DalSim studovanym zastupcem rddamon byl D. diadema, u nthoz se
poddilo stanovit pouze diploidni get (2n = 74), a to na zakladpottu bivalenti
v profazi | (Obr. 18d). Z hlediska distribuce a go} chiazmat vykazuje tento druh

podobné charakteristiky jako. medius.
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Obr. 18: Rod Damon — analyza karyotypu a meiézy.

a D. medius (Senegal): mitoticka metafaze - Sipka ukazuje pfpedobnou sekundarni
konstrikci.b D. medius (Senegal): diakineze D. medius (Togo), diplotened D. diadema,
rana diplotene. Siroké 3ipky u obrézk — d ukazuji na bivalenty se dma chiazmaty;
obycejné Sipky u obradzkb — d ukazuji polohudkterych chiazmat. Poloha: D = distalni, P
= proximalni, SD = subdistalni). &tko - 10um.
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Euphrynichus (Weygoldt, 1995)

U celedi Phrynichidae jsem studovalTabulka 11: Charakteristika karyotypu
Euphrynichus bacilifer
zastupcefit rodi. U roduEuphrynichus jsem se .
Praimérna
relativni Pnimérn)"/
zan®iil na druhyE. amanica (Werner, 1936) g Par délka centromericky | Morfolog.
¢. paru index typ
- 1 54 1,25 M
E. bacilifer (Weygoldt, 1995). 2 5.34 122 M
. . 3 51 1,68 M
Karyotyp samcd=. amanica je tvaren 78| 4 4.94 141 M
5 4,86 1,26 M
chromozomy. P&t chromozora byl zjiStn na | 6 4,68 1,20 M
7 4,46 1,17 M
zaklad poctu bivalent v profazi | (Obr. 20c).| 8 4,38 1,65 M
9 4,16 1,36 M
Nejlépe rozprogené metafaze |l naziai, ze | ° 4.1 124 M
1 3,92 2,11 SM
\ . , L 12
pomsr jednoramennych a dvouramennych zig 14112 m
. TR , . |14 334 15,91 A
chromozoni je niblizné vyrovnany. Nktere | ;5 234 197 M
. - 3 16 3,22 1,21 M
chromozomy maji velmi vyrazné centromery, 3,22 1.10 M
) _ 18 3,16 148,32 A
(Obr. 20c, 20f). Zajimava je dale dales 3,06 1,21 M
20 3,02 1,34 M
piitomnost dvou mé&h spiralizovanych| 21 2,94 117 M
22 2,8 1,26 M
chromozoni na periferii mitotickych metafazj* 2.1 12¢ M
24 2,7 1,23 M
;o , . |25 2,5 1,11 M
Obr. 20a). Neobvykly je také heteropyknotick ’ ’
( ) yKly | py A - 10 "
bivalent , difazni tadi 27 2 1,29 M
ivalent pozorovany v difiznim stadiu samcg ) 118 y

(Obr. 20b).

U druhuE. bacilifer je karyotyp samce t¥en 56 chromozomy (Obr. 19). AZ na t
pary jsou vSechny chromozomy metacentrické.cPafl je submetacentricky a paryl4 a
18 akrocentrické (Tab. 11). Chromozomy tohoto drigau jedny z negtSich v rdmci
amblypygidnich kiovci. Velikost chromozori klesa pozvolna. Paf. 2 nese rozsahlou
interkalarni sekundéarni konstrikci patrnou i nalaignnich bivalentech (Obr. 20g - f). Na

obrazku 20g je patrna sekundarni konstrikceéjest dalSim bivalentu. Bivalenty maji
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vétSinou jedno chiazma. Pet bivalent se de¥ma chiazmaty zr@aé osciluje, a to
vrozmezi 2 — 7 bivale@itna figuru (sledovano bylo 9 figur). Chiazmata jsawvykle

distalni a subdistalni. Ukterych mensich bivaletjsou chiazmata proximalni.
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Obr. 19: Euphrynichus bacilifer — karyogram samce Sestaveno ze sesterskych metafazi
II. MéFitko - 10pum.

Obr. 20: Rod Euphrynichus — analyza karyotypu a meiotického dleni

a-e E. amanica. a mitoticka prometafaze; Sipky - napa&dmespiralizované chromozomy na
okraji figury. b difazni stadium. Siroké Sipky ukazuji na pozitivheteropyknotické
telisko. c,d diplotene.e metafaze Il; Sipka - napaglnelké centromeryf. -h E. bacilifer, f,g
diplotene — Siroké Sipky ukazuji na bivalenty semda chiazmaty, hzdicky ozna&uji
polohu sekundéarni konstrikce, algyné Sipky Sipky ukazuji polohuékterych chiazmat.
Poloha — D — distalni, SD — subdistalni¢ifitko - 10pm.
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Phrynichus (Karsch, 1879)

Tabulka 12: Charakteristika karyotypu

Vramci rodu Phrynichus jsem analyzova

karyotypy tech druld: P.ceylonicus (C.L. Koch,

1843), P. dhofarensis (Weygoldt, Pohl and
Polak, 2002) &. orientalis (Weygoldt, 1998).
Karyotyp samce druh&. ceylonicus se
sklada z 52 dvouramennych, repézré
metacentrickych chromozam(Obr. 21). Pouze
pary ¢. 10, 14, 15, 17 jsou submetacentrig
(Obr. 21, Tab. 12). Velikost chromozdn

v karyotypu klesa velmi pozvolna. Metodou

pruhovani byly na &kterych chromozomech

vizualizovany  drobné  centromerické
interkalarni  bloky heterochromatinu.Rada

chromozoni vSak neobsahovala cytologick

Phrynichus ceylonicus
Pramérna
relativni Prameérny
Par délka centromericky Morfolog.
¢. paru index typ
1 6,02 1,1 M
2 5,5 1,16 M
3 5,4 1,1t M
4 4,9: 1,0 M
5 4,7 1,6 M
6 4,38 1,35 M
7 4,36 1,34 M
8 4,3¢ 1,27 M
9 4,22 1,71 M
10 3,96 2,31 SM
11 3,8 1,28 M
ke 3.8 1,14 M
13 3,78 1,4 M
14 3,7 2,38 SM
15 3,5¢ 2,2 SM
—\1;6 3,5¢€ 1,2¢ M
717 3,56 2,76 SM
18 3,56 1,47 M
19 3,2 1,26 M
20 3,1¢ 1,31 M
a1 2,92 1,05 M
22 2,92 1,48 M
23 2,92 1,24 M
24 2,32 1,77 M
yS 2,32 1,18 M
26 2,2 1,08 M

detekovatelny heterochromatin v oblasti centrom@pr. 23a).

V meidze tpvazuji

bivalenty s jednim chiazmatem (Obr. 23b),¢qto bivaleni se d¥ma chiazmaty je

pramérné dva na figuru (sledovano bylo 16 figur). Poloh@&aemat je¢asto distalni nebo

interkalérni, vzachproximalni.

Karyotyp samceP. dhofarensis je tva‘en pouze 30 chromozomy (obr. 21), coz je

druhy nejmensi peet v ramci amblypygidnich &bvci. Az na dva paryg 2 a 13) se

jedna o chromozomy metacentrické (Tab. 13). Nejaddlifomozomy tohoto druhu jsou
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ziejme nejwtsSimi chromozomy pozorovanym

Tabulka 13:Charakteristika karyotypu
u amblypygidnich Wovci. U prvnich tech pai Phrynichus dhofarensis
Ve 7 ’ .. - LR - Ve Ve Ve Prﬁn’\érné
klesa délka vyraziji, pak je jiz snizovani délky relativni Pramerny
Par délka centromericky Morfolog.
; B - g. paru index typ
chromozomovych pér pozvolné. s vyjimkou 1 11,02 114 M
2 9,98 1,86 SM
posledniho paru, ktery je vyrazmenSi. Tentg 3 8,34 14 M
4 8,16 1,19 M
par se svou velikosti blizi velikosti® 7,28 121 M
6 7,1€ 1,3¢ M
mikrochromozom. Ve wtsing figur vrané| ’ 6,9¢ 1.3 M
8 7,12 1,49 M
- . 9
anafazi | (Obr. 23d - €) se chromozomy jednahg 6.68 124 M
514 1,25 M
p . s < 11 5,02 1,2¢ M
paru morfologicky pogkud liSi, coz se|,, 408 L4 "
L , . e , |18 4,88 2,1 SM
projevuje tim, Ze neparuji igsr® svymi | 14 3.94 119 M
15 1,42 1,52 M

centromerickymi oblastmi. Vysledky
statistického vyhodnocenii tfigur rané anafaze | vSaktazny rozdil v morfologii obou
chromozoni neukazuji. Potvrzeni morfologické odliSnosti obduomozond by patrré
vyZzadovalo pror&eni vice figur. V meidze fpvazuji bivalenty se d@wma chiazmaty
(pramérné 10 bivalend na figuru) (Obr. 22a). U 7 figur ze 17 hodnocenysh nalezen
rovnéz jeden bivalent séemi chiazmaty, v jedné figa byly nalezeny dokonce dva takové
bivalenty. Bivalenty se d¥na chiazmaty majéasto jedno chiazma v pericentromerickée
oblasti. Casté jsou také interkalarni chiazmata; distalniubdstaini chiazmata jsou
vzacna. U bivaleritse temi chiazmaty byvaji dvinterkalarni a jedno distalni (Obr. 22a).
Karyotyp samce druh®. orientalis se sklada ze 64 chromozonPaiet
chromozoni byl stanoven na zaklagaitu bivalenti (Obr. 22e), pozorované metafaze Il
nebyly dostatén¢ kvalitni pro sestaveni karyogramuieBto je patrné Ze v karyotypu
prevazuji akrocentrické chromozomy (Obr. 22f). V pwf| prevazuji sice bivalenty

s jednim chiazmatem, velky je ale také podil bintlese d¥ma chiazmaty. Rmérné se
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vyskytovalo 11 bivalerit se déma chiazmaty na figuru (u 10 zkoumanych figur).eledz
dva takové bivalenty twdy dvé distalni chiazmata blizko sebe. Ve dvou figuragh b
pozorovan i bivalent sé@ma chiazmaty a v jedné dokonce dva takové bival&fEtSinou

jsou chiazmata umista distal& nebo interkalary vyjimedné se objevuji chiazmata

proximalni.
p - - e > e N v
1 2 3 4 5
o, e ‘ > ’,
“ ‘ - - . -»
6 7 8 9 10
-
4 4 ‘,‘ . " - * v
11 12 13 14 15
" s o - o % L T o
16 17 18 19 20
» " l‘, N ' . " 3
21 22 23 24 25

ot

26

Obr. 21: Phrynichus ceylonicus — karyogram samce Sestaveno ze sesterskych metafazi
II. MéFitko - 10pum.

a2 kN KN sea a-w
X af €} an AH

kY R -k R -
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Obr. 22: Phrynichus dhofarensis — karyogram samce Sestaveno ze sesterskych metafazi
II. MéFitko - 10pum.
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Obr. 23: Phrynichus — analyza karyotypu a meiotického dleni.

a,b P. ceylonicus. a mitotickd metafaze; Sipky ukazuji n&t$i bloky konstitutivniho heterochromatinu (I -
interkalarni heterochromatin, T - terminélni hetdrromatin.

b diplotene — Siroké& Sipka ukazuje na bivalent savdvchiazmaty; olejné Sipky ukazuji polohugkterych
chiazmat.c-e P. dhofarensis. ¢ diplotene - Siroka Sipka ukazuje na bivalentigent chiazmaty; obsejné
Sipky ukazuji polohu gkterych chiazmat.

d,e patatek anafaze | —Siroka Sipka ukazuje na par jehadntozomy se patkud liSi morfologii. Hézdicka
na obrazku d ozraje par chromozofy jejichz rozdily ve velikosti jsou Zgobené deformaci-h P.
orientalis. f,g diakineze — Siroké Sipky ukazuji na bivalenty gemi chiazmaty;. hszdicky - bivalenty
se d¥éma pilehlymi chiazmaty; ob§ejné Sipky ukazuji polohugkterych chiazmath metafaze Il; je patrna
pievaha jednoramennych chromozZor®oloha chiazmat: D — distalni, | — interkalafi- proximalni, SD —
subdistalni. Mtitko - 10pm.
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4.2 Karyotypy uropygidnich bi¢ovci

Thelyphonidae (Lucas, 1835)
Hypoctoninae (Pocock, 1899a)

Hypoctonus cf. gastrostictus (Kraepelin, 1897a)

Karyotyp samce je twen 66 chromozomy (Obn.

24a). Revazuji chromozomy dvouramenné (
pari metacentrickych a 13 A
submetacentrickych). V karyotypu se nach
pouze 5 par subtelocentrickych chromozam
(pary¢. 2, 10, 15, 21, 30) a zadny akrocentrig
par. Velikost chromozotn v karyotypu klesa
plynule, posledni par je znatélmensi (Obr. 24
tab. 14). V profazi | tvid bivalenty \tSinou
jedno chiazma (23b, 23c). & bivalent se
dvéma chiazmaty se pohybuje v Siroké
rozmezi (4-12), pgmérné je ve figurach 9
takovych bivalent (hodnoceno celkem 1
figur). Chiazmata jsodasto distalni. Bivalenty
tvorené mensimi chromozomy maji VS

chiazmata proximalni.
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Tabulka 14:Charakteristika karyotypu

Hypoctonus cf. gastrostictus

Pramérna
relativni Praimérny
Par délka centromericky Morfolog.
¢. paru index typ
1 4,12 1,62 M
2 3,94 3,09 ST
3 3,78 1,26 M
4 3,78 1,57 M
19 378 1,16 M
6 3,74 1,51 M
7 37 2,14 SM
8 3,52 1,19 M
A 2[ 3,5 1,84 SM
10 3,48 4,34 ST
11 3,46 1,19 M
12 34 1,81 SM
q oo
) ) M
15 3,14 3,62 ST
16 3,08 1,82 SM
17 3,06 2,49 SM
18 3,04 1,17 M
19 2,94 2,07 SM
20 2,76 2,73 SM
21 2,72 4,15 ST
22 2,66 1,50 M
23 2,62 2,99 SM
rﬁ4 2,56 2,50 SM
25 2,54 1,86 SM
26 2,54 1,79 SM
27 2,44 2,64 SM
28 2,42 1,25 M
Log 2,38 1,24 M
30 2,32 3,89 ST
31 2,16 2,31 SM
32 2,12 1,54 M
k3 1,62 1,52 M
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Obr. 24: Hypoctonus cf. gastrostictus — karyogram samce a analyza meidzy. a
karyogram;sestaveno ze sesterskych metafaz Méxitko - 10um. b,c diplotene — Siroké
Sipky ukazuji na bivalenty se &wa chiazmaty; olejné Sipky ukazuji polohuékterych

chiazmat. Poloha: D — distalni, SD — subdistalniiiMo - 10pm.
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Thelyphoninae (Lucas, 1973) Tabulka 15: Charakteristika karyotypu
Ginosigma schimkewitschi
Ginosigma schimkewitschi (Tarnani 1894) .
Pramérna
. relativni Pramerny
Karyotyp samce je tien 44 chromozomy Par délka centromericky Morfolog.
¢. paru index typ
(Obr. 25), mird prevazuji chromozomy 1! 584 1,25 M
2 5,78 2,38 SM
dvouramenné. V karyotypu se nachdzi 5 apar 546 4,34 ST
4 5,18 1,49 M
metacentrik, 8 pafi submetacentriy 7 pafi | ° 51 2,03 SM
6 4,88 3 SM
subtelocentrik a pouze 2 pary & 16 a 20)| ' 4,70 3,37 ST
8 47 1,41 M
akrocentriki  (Tab. 15). Velikost chromozaim| ° 4,6¢ 4,11 ST
10 4,62 3,02 ST
v karyotypu je zn&né vyrovnana, pouze posledni patt 46 2,55 SM
12 4,44 1,39 M
je znateld mensi neZ jedposledni. Metoda C 13 4,32 2,26 SM
14 4,28 2,86 SM
pruhovani ukazala, Zze karyotyp obsahuje jen mafé 4,26 4,92 ST
16 4,06 95,6 A
mnozstvi konstitutivhino heterochromatinu (Obr. 26 4,04 2,27 SM
18 4,02 2,65 SM
- b). Konstitutivni heterochromatin se vyskytujé® 3,92 5,66 ST
20 39 95,67 A
predevS§im v centromerickych oblastech, mméRl 3,8 4,3t ST
22 3,44 15 M

v terminélnich¢astech chromozoin Detekce NOR pomoci dusianu stibrného odhalila 3 pary
vétSich chromozoiin s nukleolarnimi organizatory (Obr. 26¢). NOR sehdeji v terminalnich
dastech chromozoin Morfologie £chto chromozorin neni zcelaizjma, u uropygitl nejsou stejé
jako u amblypygid vyznaeny Zetelrt primarni konstrikce na mitotickych chromozomech.
V profazi | grevazuji bivalenty s jednim chiazmatem (Obr. 26d)¢eP bivalent se déma
chiazmaty je porrné konstantni (celkem bylo hodnoceno 10 figur). Paljgtse v rozmezi 3 — 5
bivalenti, piicemz piimérné se vyskytuji 4 bivalenty se &wa chiazmaty na figuru. Poloha

chiazmat je népsgji terminalni nebo interkalarni.
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Obr. 25: Ginosigma schimkewitschi — karyogram samce. Sestaveno ze sesterskych

metafazi Il. Miitko - 10um.
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Obr. 26 Ginosigma schimkewitschi — analyza karyotypu a meiozy.

a,b C-pruhované figury (a - mitotické metafaze, betafiaze Il); Sipky ukazuji natsi
bloky konstitutivniho heterochromatinu (I - intel&ani heterochromatin, T - terminalni
heterochromatinc mitotickéa metafaze, detekce NOR dunsinem sibrnym. Sipky -
NOR.d diplotene — Siroké Sipky ukazuji na bivalenty sé&nda chiazmaty; oliejné Sipky
ukazuji polohu chiazmat n&kterych bivalentech. Poloha chiazmat: | = interkalaT =
terminalni; Sipky - M#itko - 10um.

Typopeltinae (Rowland & Cook 1973)

Typopeltis (Pocock 1984a)

V ramci tohoto rodu jsem prostudoval druhycrucifer (Pocock, 1894a) &. guangxiensis (Haupt
a Song 1996). U druhli crucifer jsem n&l k dispozici pouze preparaty z adultni s&kyj které

poskytly dolie rozprostené mitotické metafaze vhodné pro stanoveni diplbwl p&tu. Karyotyp

samiky je tedy tvden 40 chromozomy (Obr. 28a). Morfologie chromo#gemvzhledem ke
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Spatnému vyzrini primarnich konstrikci Spat —
Tabulka 16: Charakteristika karyotypu
patrna. Typopeltis guangxiensis
. .. Primérna
Karyotyp samce druhul. guangxiensis je relativni Pramerny
Par dé}ka cent_romericky Morfolog.
tvoren 36 chromozomy (Obr. 27), jedné se o nejnjZsf pan index R
1 8,9 1,22 M
; C A A P 2 7,76 1,29 M
dosud objeveny diploidni get u uropygidnich : :
| y dip Y pyg 3 738 L5 "
S P <1 4 7,0z 1,3t M
bicovci.  V karyotypu se nachazi 7 : :
yotyp ha 5 6,92 1,28 M
metacentril, 3 pary submetacenttipary¢. 14, 16| ° 6,74 44,23 A
7 6,56 1,25 M
a 17), 1 par subtelocentricknejmensi 18. par) a 72 6,14 1,28 M
9 5,5 113,2: A
pari akrocentrik (Tab. 16). Velikost chromozaim| *° 55 24,56 A
11 5 76,31 A
v karyotypu klesa plynule kro#nposledniho pary 2 48 76,89 A
13 4,48 13,45 A
ktery je znateld meni neZ jedposledni (Tab. 16, 4,38 1,95 SM
15 4,28 63,16 A
Obr. 27). Posledni par se svou velikostiblzuje | 1° 3,6¢ 2,3 SM
17 3,28 1,60 SM
velikosti mikrochromozorin C — pruhovani ukazala,*® 2,02 4,08 ST

Ze karyotyp tohoto druhu obsahuje jen nepatrné stmbkonstitutivniho heterochromatinu (obr.
29a). Vyrazny terminalni blok byl nalezen pouzeje@dnom chromozomu,ékteré chromozomy
maji drobny blok pericentromerického heterochromatiPomoci dughanu stibrného byly
detegovany NOR na 3 parech chromo#d@br. 29b — f). Morfologie pér na kterych lezi NOR
nebyla Upl# jednozndna. Zda se ale, ze se jedna o dwSivmetacentrické a jeden maly
akrocentricky péar. Pozice NOR u akrocentrickéhoupf@ nefasgji terminalni u jednoho
chromozomu a subterminalni u druhého chromozomaicBEANOR na jednom metacentrickém
paru je interkalarni¢asto je signal patrny pouze na jedné chrongt@br. 29b). U druhého paru
metacentrickych chromozamje pozice NOR népsgji terminalni. U tohoto druhu jsem d&n
k dispozici velké mnozstvi kvalitnich figur s vizizavanymi NOR, mohl jsem proto vyhodnotit i
variabilitu exprese NOR. U nejmensSiho paru byékdy oba signaly subterminalni (Obr. 29f). U
paru s interkalarnimi NOR se signal vyiteina jedné nebo obou chromatidach. U metacenhaké
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paru s terminalnimi NOR byla poloha signatkay i subterminalni (Obr. 29e). V difiznim stadiu
bylo nalezeno az Sest jadérek, coZ odpovigén tpaim NOR (Obr. 29g). Metoda idivreni
zvyraziovala u tohoto druhu i kinetochory, zejména v n#afll a diplotene. (Obr. 29h).
Vzhledem ke zvyrazmi kinetochot v profazi | bylo moZno stanovit polohu centrome n
bivalentech a it tak presré polohu chiazmat.

Mei6za je pozoruhodna vysokou frekvenci chiaznpigvazuji bivalenty se dwma
chiazmaty (Obr. 29h, 28b). #nérny pcaet bivalent se d¥ma chiazmaty byl 11 na figuru,
piicemzZ pdet kolisal v rozmezi 8 — 15 (celkem bylo prostudmv@3 figur). V g@ti figurach byl
nalezen také bivalent seemi chiazmaty (Obr. 29h), v dalSich dvou figurackahce dva bivalenty
se temi chiazmaty (28b). Poloha chiazmat je&Siny bivaleni distalni pop. subdistalni. Jeden
bivalent pravidela tvoii dw& distalni chiazmata blizko u sebe (Obr. 29h). Wtotdruhu byla jako
zatim u jediného druhu uropygida provedena CGH (@& — d). Nebyl zjigh Zadny Usek
specificky pro sari nebo sandi pohlavi, vysledky tedy naz#aji negitomnost pohlavnich

chromozond.

PEPL 2R Hw WX A
f\ecJ v o M. AN I71OJL
4 \ﬁ ‘] -y ) &~ v w Mag fvﬁ (AN
M N M A -—

16 17 18

Obr. 27: Typopeltis guangxiensis — karyogram samce.Sestaveno ze sesterskych metafazi
II. Méfitko - 10pum
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Obr. 28: Rod Typopeltis — analyza karyotypu a meidzy

a T. crucifer; mitotickd metafaze satky. b-d T. guangxiensis b diplotene; Siroké Sipky
ukazuji na bivalenty sefdmi chiazmaty; obyejné Sipky ukazuji na polohu chiazmat
nékterych bivaleni. Poloha: D = distalni, SD = subdistalni; Sipkaai§a na bivalent se
dvéma chiazmaty blizko u sebe.mitoticka metafaze samce, CGH — neni patrny zadny
specificky signal.d mitoticka metafaze sawky, CGH — neni patrny zadny specificky
signal. Metitko - 10pm.
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Obr. 29: Typopeltis guangxiensis— analyza karyotypu a meiézy.

a C- pruhovana mitotickd metafaze — Sipky ukazujojealirglé tSi bloky konstitutivniho
heterochromatinu (C - centromericky heterochromdtinterminalni heterochromatir).-

f detekce NOR pomoci dusianu stibrného.b-d mitoticka metafaze. Sipky — NOR (ST =
subtermindlni poloha, | = interkalarni poloha NOR)zdicka ozn&uje NOR detekovany
pouze na jedné chromaltice difuzni stadium — Siroké Sipky i na jadérka.

f diplotene — ob§ejné Sipky ukazuji na obarvené kinetochory, Sirékga ukazuje na
bivalent se f#emi chiazmaty (poloha chiazmat je interkalarni atani). Hwzdicka
oznauje bivalent se dsma chiazmaty blizko u sebe ¢kitko - 10um.
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5.2. Pd&et a distribuce rekombinaci v genomu
V Tab. 17 jsou shrnuty Udaje o gbech chiazmat u zkoumanych dtuhPoloha
chiazmat byla u pulvilatnich amblypydidrevazré proximalni a interkalarni, zatimco u

apulvilatnich amblypygitl a také uropygiél prevaZzovala chiazmata interkalarni a distalni.

Frekvence Pocet
Druh 2n chiazmat/bivalen sledovanych
t figur
Amblypygi
Phrynichus dhofarensis 30 1,74 17
Phrynichus orientalis 64 1,39 10
Phrynus whitel 46 1,34 17
Paraphrynus mexicanus 24 1,29 14
Charon grayi 70 1,27 13
Euphrynichus bacilifer 56 1,15 9
Damon medius 72 1,14 9
Heter ophrynus cheiracanthus 76 1,13 13
Sarax brachydactylus 50 1,12 10
Paraphrynus aztecus 36 11 12
Acantophrynus coronatus 86 1,09 10
Phrynichus ceylonicus 52 1,08 16
Damon medius 70 1,06 8
Charinus neocal edonicus 74 1,02 10
Uropygi
Typopeltis guangxiensis 36 1,66 23
Ginosigma schimkewitschi 44 1,19 10
Hypoctonus gastrostictus 66 1,13 13

Tab. 17: Frekvence chiazmat v karyotypu zkoumanych amblygyigh a
uropygidnich biovca.
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5. Diskuze
5.1 Pa‘ty a morfologie chromozomia u amblypygidnich a uropygidnich bfovcia

Chromozomy pavoukovc(Arachnida) jsou dosud relati¥rmalo prozkoumany,
karyotypy rekterych fadi nebyly dosud @bec studovany. To plati i praady
amblypygidnich a uropygidnichdaivcai. Dosud byl popsan pouze karyotyp jednoho druhu
amblypygidniho (Millot & Tuzet 1934) a jednoho dwuliropygidniho kiovce (Kasturi
Bai & Parthasarathy 1957) (Tab. 18). Ve své préeinj popsal karyotypy 16 dniuh
amblypygidnich a 4 druh uropygidnich hiovci. U amblypygidnich Kovci jsem
prostudoval zastupce vSetbledi s vyjimkoweledi Paracharontidaeiipemz jsem rél k
dispozici zastupcea&sSiny rodi (10 z celkového pitu 17). U americk&eledi Phrynidae
byli analyzovani zastupci vSech fodU fadu uropygidnich Bovcal s jedinou znamou
celedi byli popséani 4 zastupci, kipati do ti z peti podteledi. Krong vysledki ziskanych
v této diplomové praci byly pro rekonstrukci karyedvé evoluce&chto fadi pouzity i
Udaje o karyotypech dalSich diytkteré ziskali paralein¢lenové nasi laborate a Dr. F.
Srahlavsky z katedry zoologie. Vgt v3ech drui véetns zakladnich karyotypovych Gdaj
uvadi tabulka 18.

Jak je patrné ztabulk¢. 18, u obou zkoumanyckadi bi¢ovci je zn&na
variabilita diploidnich p&ta chromozond (24 — 86 u amblypygida 36 — 78 u uropygig.
U amblypygidnich kiovci je variabilita vysoka i v rdmci jednotlivycteledi, nejvice
uceledi Phrynidae (24 - 86) a Phrynichidae (30 — A8jsledky ukazuji zn&ou
variabilitu pa@tu chromozom i na arovni amblypygidnich rdd (Phrynus 45 — 64;
Euphrynichus 56 — 78,Phrynichus 30 — 64). U druhuiDamon medius byla variabilita
v pactu chromozom nalezena dokonce i na urovni druhu (70-72). Vebtdsti v pastu

chromozoni bylo u pavoukovi nalezeno také u jinydiadi, a to pavoul (2n = 7 — 128)
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(Suzuki 1954, Dulikova & Kral 2007), &ii(2n = 6 — 175) (Schneidet al. 2009b), seks

(10 — 109) (Tsurusaki 2007) a 3tir{.0 — 74) (8ahlavsky 2006).

Patet pafi autozon | Pohlavni chromoz.
¥ 1 e Paet
Celed Rod, druh 2n M lsml st A N(Ij?fgcr)'l' Mg:]%krel' ramen
Charinidae | Charinus australianus 74
C. neocal edonicus* 74 19 2| 2| 24 96
Sarax brachydactylus 50 | 14| 2 4 5 82
S. sp. 74
S sarawakensis** X0
Charontidae | Charon grayi (Inodonézie) 70 3| 8| 11| 13 92
(Filipiny) 70 71 8 8 12 100
Phrynidae Acantophrynus coronatus 86 |19/ 8 | 8 8 140
Heterophrynus cheiracanthus | 76
Paraphrynus azteca 36 | 14| 4 0 0 72
P. mexicanus 24 9| 2 0 0 XYM, M) 44
Phrynus cf. marginemaculatus | 64 | 14| 4 4 10 100
P. whitei 46 |20 3] O 0 92
Phrynichidae | Euphrynichus amanica 78
E. bacilifer 56 |25/ 1] O 2 108
Damon diadema 4
D. medius (Senegal)* 70 | 16| 8 | 10 1 118
(Togo) 72 9| 7 9 11 104
Musicodamon atlanteus 70 91 8 9 9 104
Phrynichus ceylonicus 52 | 22141 0 0 104
P.deflers arabicus 30 |10/ 3| O 1 | XY(M,sm) 62
P. dhofarensis 30 12| 2 0 0 XY? 62
P. orientalis 64
Thelyphonidae
Hypoctoninae| Hypoctonus cf. gastrostictus 66 | 15| 13| 5 0 122
H. siamensis 54 | 10| 7 1 9 88
Labochirus proboscideus 78 71 5 8 19 102
Thelyphoninae Thelyphonus sepiaris*** 44 21 XY
T. cf. linganus 66 XY
Ginosigma schimkewitschi 4 |1 5] 8| 7 2 70
Typopeltinae | Typopeltis crucifer 40
T. guangxiensis 36 71 3 1 7 56
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Tabulka 18: Seznam karyotypovanych diub zakladni Udaje o jejich karyotypech.
Zvyrazréno — druhy resp. populace karyotypované v diplonmégi. Udaje o dalich
druzich byly publikovany jinymi autory pépse jedna o nepublikovana data poskytnuta
¢leny nasi laborate a dr. F. 8ahlavskym z katedry zoologie. * druhy analyzovatést
jiz v bakal&ské praci (Sember, 2007), ** Milot & Tuzet 1934 **Kasturi Bai &
Parthasarathy (1957)

U bazélnich¢eledi amblypygidnich bovci (Charinidae a Charontidae) jsou
karyotypy \¥tSinou tvdeny vysokym diploidnim p@iem chromozori (2n = 70 — 74)

S prevahou jednoramennych

Paracharon

chromozoni. U rodu Sarax tomuto

trendu neodpovida jeden ze dvou

~ Sarax 50'74‘
%r_ dosud karyotypovanych driih (S
;':-' Charinus 74
brachydactylus), u rthoz byl nalezen
Catageus
) niz&i diploidni poet (2n = 50) a
- .
5 _L"'“‘"““ 70 ptevazuji naopak  metacentrické
E’; Stygophrynus
- chromozomy. U odvozejsich celedf
——— Acanthophrynus 86
- L T— 46-64 amblypygidi (Phrynidae a
_'E_ I:P'arn hrynus - L .
3 e 24-36 Phrynichidae) je rowt patrné, ZzZe
Heterophrynus 76
|| druhy s nizSim diploidnim gtem
? Xerophrynus chromozoni vykazuji vySSi
~E='? e zastoupeni dvouramennych
i Damon 7{]-74
% Musicodamon 70 ChrOmOZOI’ﬁ Opl’OtI dl’uhﬁm, k'[el’é
? Trichodamon
;Ephmmm 30.64  Mail vyssi diploidni peet. Po

Fuphrynichus 56-78 vyneseni (ddj o paitu chromozomn

do kladogramu amblypygid(Tab. 18)

Obr. 30: Systematickécleréni fadu Amblypygi s dosazenymi diploidnimi ¢ig
analyzovanych rad Prevzato z Weygoldt 2000 a upraveno
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a porovnani morfologie chromozdnse jevi jako nejpravghodobrjSi, Zze vychozi
karyotyp amblypygidnich Bovca byl tvoren vysokym diploidnim pgem (2n = 74- 86)
a mel prevahu jednoramennych chromozonEvoluce amblypygidnich &ovca byla
ziejm¢  doprovazena snizovanim p&u chromozom a zvySovanim pfiu
dvouramennych chromozdm coZz podporuje zraé zastoupeni dvouramennych
chromozoni u wtSiny amblypygid s niz§im diploidnim ptiem. Redukce diploidniho
poctu je pedpokladana i v karyotypové evoluci pavau{Suzuki 1954), kté jsou
nékterymi autory povazovani za sesterskou skupinulgmybidia (Weygoldt a Paulus
1979. Pokles ptiu chromozom se projevuje v karyotypové evoluci itady jinych
skupin zivaicha (White 1973). Naopak napu sekél jsou za ancestralni povazovany
nizsi diploidni péty (Schneideret al. 2009). U pavouk nas¥dcuje hypotéze o
snizovani diploidniho pau vysoky p@et chromozora u bazéalnich pavouk(podad
Mesothelae) a navi vysledky studia infréddu Mygalomorphae (Dulikova & Kréal 2007,
Dulikova 2009). V ancestralnim karyotypu pavoywravdpodobré prevazovaly také
jednoramenné chromozomy jak ukazuji karyotypy aegiiréjSich pavoult - sklipko$

(J. Kral & T. Kaiinkova, osobni sdiéni).

ZvysSovani potu dvouramennych chromozamv karyotypové evoluci
amblypygidi je mozno vysstlit pisobenim centrickych fuzi. Tuto hypotézu podporuji
n¢které nalezy. Centrickou fuzi se da wthv napiiklad vznik dvojitého bloku
heterochromatinu u metacentrického paru bazalnihmblypygida Charinus
neocaledonicus . Vysledky fluorescetniho pruhovani ukézaly, Ze dvojity blok
heterochromatinu v oblasti centromery je heterogenndo obsahu béazi. Jeden blok je
GC-bohaty a druhy AT-bohaty. Tento vysledek wrd8uje hypotéze, Ze dany

chromozom vznikl centrickou fuzi dvouzanych akrocentrickych chromozdpriécemz
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centromera jednoho z nich byla AT-bohata a centrangteuhého GC-bohata. Takové
chromozomové pary se v karyoty@uneocal edonicus vyskytuji. Usast centrickych fazi
na evoluci karyotyp je predpokladéana i u jinych skupin pavoukéycnag. u
entelegynnich pavouk (Bole — Gowda, 1952; Hackman, 1948) nebo u &titkledi
Chthoniidae (8hlavsky & Kral, 2004) u nichz pevaZuji také jednoramenné
chromozomy. Bsobeni centrickych fuzi se projevuje u amblypygida Grovni rod. U
rodu Euphrynichus (Phrynichidae) m#&. amanica 78 chomozor a zhruba vyrovnany
poner jednoramennych a dvouramennych chromokohaopak druhE. bacilifer ma
diploidni paet zn&né nizsi (2n=56) a v jeho karyotypu se vyskytuji ppwwa pary
jednoramennych chromoz@mbDa se tedy aft piredpokladat, Ze v karyotypové evoluci
tohoto rodu dochazelo k centrickym fazim. Tuto hyzo podporuje nalez rozsahlych
centromer u é&kterych chromozorn E. amanica, které se podobaji nalezu Q.
neocaledonicus a mohly tedy vzniknout fizemU amblypygidi jsou totiz centromery
jinak vétSinou drobné a cytologicky Spétdetekovatelné. Velice zajimavé je srovnani
druhu Musicodamon atlanteus (2n = 70) a jedince druhDamon medius z Toga (2n =
72). RodyMusicodamon a Damon jsou navzajem blizceffpuzné. Porovnani zastoupeni
jednotlivych morfologickych typ chromozonmd v karyotypu ukazuje, Ze dva
akrocentrické pary D. medius (Togo) mohly fazovat za vzniku jedno
submetacentrického paruM. atlanteus. V ramci fylogenetického stromu se navic rod
Musicodamon jevi jako odvozegSi vzhledem k rodiDamon.

Je zajimavé, Ze jedinci senegalské populacemedius maji rozdilny karyotyp nez
jedinec z Toga. Je mozne, ze se v tomipgut jedna o kryptické druhy nebo
chromozomové rasy. Senegalgi@pulace ma v karyotypu o dva chromozomy &eén

méa vSak mnohem vice dvouramennych chromdzoev by odpovidalo snizeni ¢io
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chromozoni o jeden par. Tento nalez naZog, Ze se V karyotypove evoluci
amblypygidnich kiovch uplatiovaly i chromozomové ipstavby, které gmi polohu
centromery, ale netni patet chromozom jako nap. pericentrické inverze. Je ovSsem
mozné, Ze u jedince z Toga mohla byt analyza didéumiry zkreslena pouzitim anafaze
| pro sestaveni karyotypu. Nespornou vyhodou téfaef je snadnd detekce
homologickych chromozoiy na druhou stranu jsou¢liem anafdze | ramena
rozchézejicich se chromozéniasto itiSténa k sob, takZze se piet jednoramennych
chromozoni muZe jevit WtSi nez je ve skutmosti. Na pitomnost pericentrickych
inverzi v karyotypové evoluci amblypygidovSem ukazuji i jiné nélezy. dSledkem
pericentrické inverze fite byt pozice jednoho paru NOR t&nv pericentromerické
oblasti u druhuPhrynus whitei. Nukleolarni organizatory amblypydidmnaji totiz jinak
terminalni nebo subterminalni polohu (viz nize).

DalSimi gestavbami, které se mohly upilavat v karyotypové evoluci
amblypygidi, jsou tandemové fuze.uBobenim dchto fazi by bylo mozno teoreticky
vyswetlit pritomnost neobvyklych bivaleintv profazi | uCharon grayi, tedy u druhu
s dosti vysokym diploidnim gtem a pevahou jednoramennych chromozZordedné se
konkrétre¢ o bivalenty, jez jsou tweny jednoramennymi chromozomy a maji¢dv
chiazmata blizko sebe. Tyto bivalenty se vyskytpval Charon grayi s pon@rné
vysokou frekvenci. To je pro bivalenty temé jednoramennymi chromozomy dosti
neobvyklé, tyto bivalenty maji¢tSinou jediné chiazma (John 1990). ZvIaStni bivigien
mohou byt dsledkem tandemovych fazi - ve fuzovanych chromozdmmeohou byt pro
rekombinaci preferovana stejna mista jakeddgtzi (White 1973).

U apulvilatnich amblypygidnich &vci (Celedi Phrynidae a Phrynichidae) Ize

u zastupt snejvysSim piem chromozorm pozorovat vysSi zastoupeni
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dvouramennych chromozdmnez je tomu u pulvilatnich amblypydid (¢eledi
Charinidae a Charontidae) s vysokymépo Jedna se o drubcantophrynus coronatus
(2n = 86),Heterophrynus cheiracanthus (2n = 76) auphrynichus amanica (78). Pokud
vyjdeme z hypotézy o vysokém ancestralnim diplordipicitu u amblypygid, mohlo
by to znamenat, Ze ancestralni karyotyp apulvititnemblypygid byl tvoren
vyrovnargjsim pongrem jednoramennych a dvouramennych chromdzooproti
pulvilatnim amblypygidm. Da se tedy ii@dpokladat, Ze se evoluce karyotypuchto
dvou celedi odvijela trochu jinym Zgobem neZ u bazalnickeledi Charinidae a
Charontidae.

U druhuAcantophrynus coronatus s nejvysSim nalezenym diploidnimgem u
amblypygidi dokonce dvouramenné chromozomy v karyotypevazuji. Vzhledem k
malé velikosti chromozoiv karyotypuA. coronatus, piitomnosti interkalarnich blak
heterochromatinu nac¢kterych chromozomech a malé&tnosti bivalent se déma
chiazmaty (u dvouramennych chromoZojsou bivalenty s vice chiazmatyanejSi nez
u jednoramennych chromozdéjnse domnivam, Ze v evoluci karyotypu tohoto druhu
mohlo dochazet k pericentrickym inverzim za vznikealych metacentrickych
chromozoni. Této hypotéze by odpovidala i neobvykle vysokd@nwa celkového
poctu ramen v karyotyptA. coronatus (140) (Tab. 18) oproti ostatnim zkoumanym
druhim.

Pericentrické inverze produkujici jednoramenné gluoomy se mohly
uplatovat @i vzniku karyotypu amblypygid&hrynichus orientalis (2n = 64). Na rozdil
od pibuzného druht. ceylonicus (2n=52, pouze dvouramenné chromozonigvpzuji
u tohoto druhu jednoramenné chromozomy. Vzhledenku, Ze mezi abma druhy

neni gilis velky rozdil v diploidnim pétu, nedala by se tak dramaticka &ra
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v morfologii chromozom vyswilit centrickymi fGzemi nebo rozpadem dvouramennych
chromozoni na jednoramenné. Je spiSe pegatiobné, Ze karyotyp. orientalis vznikl
sekundara za gispeni pericentrickych inverzi. Této hypotéze by napala zn&na
velikost jednoramennych chromozém tohoto druhu. Jednoramenné chromozon®y u
orientalis tvoii navic v profazi | velky ptet bivalentt se dema, vzacs i se temi
chiazmaty. Toto pozorovani je v rozporu s okkepozorovanymi trendy (John 1990),
kdy jednoramenné chromozomy tvoétSinou mensi peet chiazmat, obvykle jedno.
Frekvence bivaleftse deéma chiazmaty je ale v tomtdipads podobna jako u druh
s pevahou dvouramennych chromozbmv karyotypu. Tvorba akrocentrickych
bivalenti se déma chiazmaty by ovSem mohla byt takéslddkem znéné velikosti
jednoramennych chromoz@mU malych chromozofbude s ¥tSi pravépodobnosti
blokovan vznik dalSiho chiazmatu usledku interference chiazmat.

Také uropygidni Kiovci vykazuji velkou diverzitu v diploidnich ptech
chromozoni (2n = 36 — 78). U uropygidale dosud neexistuje spolehlivy kladogram
prezentujici vztahy jednotlivych péeledi a rod uropygidi, proto jsem ziskana data
nemohl zasadit do fylogenetického schématu tak jpmblypygid. Nejvyssi diploidni
pocet (2n=78) byl u uropygid nalezen u druhlabochirus proboscideus (J. Kral,
osobni sdleni) naleziciho do p@eledi Hypoctoninae, ktera se podle dosavadnichitidaj
jevi jako jedna z moznych bazalnicktwi (Rowland & Cook 1973). Ancestralni
karyotyp uropygid mohl byt tedy tvéen vysokym pétem chromozorh stejré jako u
amblypygidnich kiovci. V karyotypoveé evoluci uropygidse vSak &jme¢ uplanovaly
jiné trendy nez u amblypygid Druhy s nizkymi diploidnimi p&ty nemaji v karyotypu
vyraznou pevahu dvouramennych chromozibom Srovnani druth Hypoctonus

gastroctictus aH. siamensis dokonce ukazuje vySsi et jednoramennych chromozém
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(10 pafi) u druhuH. siamensis s nizSim diploidnim p@em (2n=54). KaryotypH.
siamensis je zajimavy i z hlediskaiftomnosti jednoho paru mikrochromozor@d. Kral,
ustné sdleni).

Karyotypy uropygidnich Bovci se zdaji byt v porovnani s amblypygidy vice
homogenni z hlediska morfologie chromoZoniTo pravépodobré souvisi s nizsi
diverzitou a vysSi uniformitou tohotiddu. Ziskané vysledky neumugi zatim dalSi
hypotézy o karyotypové evoluci tohotéadu, také vzhledem k nizSimu gho

karyotypovanych druh

5.2 Distribuce heterochromatinu a nukleolarnich orgnizatora jadérka

V rdmci prace byla popsana distribuce konstitutienheterochromatinu u 4
druhi amblypygidnich a 2 druhuropygidnich biovci. U wétSiny studovanych druh
bylo nalezeno velmi malé mnozstvi konstitutivnihetdnochromatinu. U uropygida
Typopeltis guangxiensis se na chromozomech dokonce nenachazeleitérddny
cytologicky detekovatelny konstitutivni heterochiatim. U druli s malym mnoZzstvim
heterochromatinu se jednalo gtji o drobné bloky interkalarniho heterochromatinu
pravcEpodobré v oblasti centromer,fidka se vyskytovaly i terminalni bloky. Podobna
distribuce konstitutivniho heterochromatinu jakoehouiadi bicovci byla nalezena i u
vétSiny dosud studovanych pavdaukKoncentrace konstitutivniho heterochromatinu
do oblasti centromer je u pavdugovazovana za ancestralni zr{®odriguez-Gilet al.
2007). Terminalni bloky se u pavaukyskytuji még ¢asto (Rowell 1985, Datta &
Chatterjee 1988, Rowell 1991b, Arawgbal. 2005a) a interkalarni heterochromatin je
vzacny (Araujcet al. 2008). Podobnou distribuci vykazuje konstitutitieierochromatin

i u dosud studovanych seka(Tsurusaki 2007), Stir(Shanahan 1989b, Schneideal.
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2009b)a StireneKKral et al. 2008) U techtoradi byl vSak dosud studovan jen nepatrny
zlomek drulfd.

U rekterych amblypygid s vysokym pstem chromozori (C. neocal edonicus,
A. coronatus) bylo naopak nalezeno relativnvelké mnozZstvi interkalarniho a
terminélniho konstitutivnihno heterochromatinu. tkedarni heterochromatinéasto
odpovidal poloham centromer, ¢které bloky se ale nachazely uwniramen
chromozoni. Je mozné, Ze u druhA. coronatus jsou rekteré interkalarni bloky
dusledkem chromozomovychigstaveb, nap pericentrickych inverzi (viz fedchozi
kapitola). Vysoky obsah konstitutivniho heterochatimu by mohl pispivat k nizSimu
poctu rekombinaci u tohoto druhu oproti jinym amblymign s gevahou
metacentrickych chromozamv karyotypu. UC. neocaledonicus jiz byla diskutovana
heterogenita tademového bloku centromerického deheomatinu u jednohoétsiho
metacentrického paru. Fluores¢ehpruhovani zaroveodhalilo gevahu GC - bohatého
heterochromatinu u tohoto druhu. U amblypygka aphrynus mexicanus byly jako
vedlejsi vysledek aplikace CGH naopak vizualizovéhy-bohaté bloky v oblasti
centromer u obou pohlavi. Je tedy mozné, Ze u gmwbiginich béovca se vyskytuji
druhy s GC — bohatym i AT-bohatym heterochromatindsnh pavouk prevazuje
vétSinou AT — bohaty heterochromatiBrgm-Zorrilla & Postiglioni 1980; Gorlovat
al. 1997,Araujo et al. 2005, 2008). O ostatnich pavoukovcich neni zattomto snéru
nic znamoZajimavym problémem je stavba dlouhych achromathbkfsek u prvniho
paru chromozorin P. aztecus. Metody C — pruhovani aifitreni dustnanem sfbrnym
poskytly v daném Useku shodny pozitivni vzor. Zotohdivodu se domnivam, Ze je
achromaticky Usek twen argentofilnim heterochromatinem. Tato vlastm@gterych

bloka konstitutivniho heterochromatinu byla poprvé pasé rostlinyTrillium (Utsumi
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a Takehisha 1974, Sumner 1990). Achromaticka obilaspéru¢. 1 nebyla tvéena
rozsahlou oblasti NOR jak jsem se domnival nejpriak jak je tomu nap u pavouka
Diplura cf. petrunkevitchi (Dulikova 2009). Vzhledem k rozséhlosti tohoto usek
heterochromatinu se nabizi moZnost, 7e by se mghttnat o nadpgetny
heterochromatin inkorporovany do chromozomu (tmpesnumerary segment) (White
1954, Shaw 1970, John 1981). Natktoé segmenty heterochromatinu byly nalezeny
nag. u rekterych saratat (White 1954, Shaw 1970, Shaw 1971), kde vykazijou
variabilitu ve velikosti mezi jedinci daného drulByl prokazan vliv &chto segmeritna
pocet chiazmat v profazi | (John a Hewitt 1965, 19&#)es a Rees, 1967). Tento udaj je
zajimavy vzhledem k tomu, Ze jsen®. aztecus objevil neobvykle maly ptet bivalent
se d¥ma chiazmaty v porovnani s jinymi druhy, jejichzryjatyp je tvden gevazr
dvouramennymi chromozomy. Hypotéze o na@poeem segmentu naopak odporuje
nizké variabilita délky tohoto Usekii grovnani ti samd tohoto druhu které jsemdink
dispozici. Pozoruhodné je, ze ¥kierych figurach profaze | t¥bbivalent prvniho paru
v achromatick&asti jedno subterminalni chiazma, a torégio, Ze se podle ziskanych
vysledki jednd o konstitutivni heterochromatin, ve kterémekombinacim obvykle
nedochazi (John 1988, Sumner 1990). Vzhledem Kk, tdtaupoloha chiazmatu byla
stabilni, je mozné, Ze se v dasésti nachazi drobny Usek euchromatinu, ve kterém
dochazi k rekombinaci. V ¢kterych profazich | vSak achromatické Useky obou
homolodi v dané oblasti pouze asociovaly. Domnivam segcheoanaticky usek prvniho
paru by si do budoucna zaslouzil hlubSi analyzu.

Pritomnost argentofilniho heterochromatinlPuaztecus znesnatiovala detekci
NOR. Metoda rDNA FISH odhalila u tohoto druhu jeadg¢n par interkalarnich

nukleolarnich organizator U wtSiny ostatnich amblypygidnichdovci se nachazely
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dva pary NOR, a to vterminalni nebo subtermin&biasti. Je tedy mozne, Ze
neobvykla poloha NOR WP. aztecus mize byt disledkem pericentrické {jpadre
paracentrické) inverze. Vzhledem ke snizenemiiupNOR u tohoto druhu je mozné i
vyswétleni spdivajici v centrické fuzi dvou jednoramennych chraomi nesoucich
termindlni NOR na kratkém raménku. Takova polohaRN@ebyla v3ak zatim na
jednoramennych chromozomech amblypyigidlezena.

U druhi Charinus neocaledonicus a Heterophrynus cheiracanthus byl vzdy
jeden par NOR terminalni a druhy subterminalniyuhd Charon grayi jsou oba pary
terminélni. Dva pary NOR byly nalezeny také &Siny studovanych pavouk a to
vétSinou v terminalni oblasti (Kr& al 2006, Oliveiraet al. 2007, Araujcet al. 2008). U
nekterych pavoui ze skupiny bazalnich araneomorf se NOR nachazsypohlavnich
chromozomechKral et al. 2006; Oliveiraet al. 2007). Rodriguez Giét al. (2007) se
domniva, Ze dva pary nukleolarnich organizatoy mohly byt u pavouk ancestralnim
znakem. Protoze je tento q® nefas€jSi i u amblypygid, je mozné Ze se jedna o
ancestralni znak i této skupiny; tento znak byrtedhl podoporovat blizkourfibuznost
téchto dvouradi pavoukovd. Jediny amblypygid s vysSim gtem NOR jePhrynus
whitei, kde byly nalezeny 3 péary. Dva pary NOR jsou st@gRo u \&tSiny amblypygid
v terminalnich az subterminalnich oblastechietil par je interkalarni a nachazi se
pravcEpodobr v blizkosti centromery. Jak jiz bylo diskutovange, je mozné, Ze tato
pro amblypygidy neobvykla pozice NOR mohla bytigpbena pericentrickou ipadre
paracentrickou) inverzi.

U dvou studovanych uropygidnich¢bvca byly pozorovany 3 pary NOR. U
Ginosigma schimkewitschi byly vSechny NOR termindlni, Uiypopeltis guangxiensis

byly dva pary NOR terminélni az subterminalni aejedhterkalarni. UT. guangxiensis
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jsem pozoroval variabilitu v expresi NOR na dvouegsh chromozorin (sledovan byl
vSak jen jeden samec tohoto druhu).u¥nych figurach bylatizna poloha signélu
stejnych chromozomovych gaod subterminalni po interkalarni)g¢ehoz vyvozuiji, ze
tyto NOR jsou tveéeny dlouhymi tandemovych repeticemi rDNA.

U dalSichiadi pavoukové byly NOR detekovany pouze u Stirenek (Keéhl.
2008) a sti (Schneider & Cella 2010) obou gipadech byl nalezen pouze jediny par

terminalnich NOR.

5.3 Pnibéh meidzy a frekvence rekombinaci v genomu
Meidza se u vSech zkoumanych diudmblypygidi a uropygid vyznaiuje standardnim
pribéhem. Jedinou odchylkou jgippmnost difizniho stadia v profazi | (mezi pacimge
a diplotene), vyznaijiciho se znénou dekondenzaci chromatinu (Wilson 1925). Tato
odchylka se obvykle nach&zi u saiho pohlavi. Dosud byla popsanadkterych skupin
Zivogicht a rostlin (Klasterska, 1977 r&hlavskyet al. 2006) etrs zastupé nikterych
radi pavoukov@ — nag. u rekterych akariformnich roztd, sek&u, Stirki, pavouk a
Stirenek (Bahlavskyet al., 2006; Kréalet al., 2006, 2008). Stejnjako u seké&i, Stirka,
pavouki a Stirenek se difuzni stddium u obou studovariych bicoved nachazelo u
samd@. Predpokladané vysoké transkiip aktivitt vtomto stadiu (KlaSterska 1977)
odpovida pitomnost velkych jadérek vizualizovanych pomocii&hanu stibrného. U
vSech zkoumanych driahm¢lo difazni staddium podobny floéh. To Ze byly pozorovany i
faze pachytene a diplotene dokazuje, ze difuzdiwtidnenahrazovalo ani jednuézlito
fazi, nybrz bylo mezi&vsunuto.

Amblypygidni i uropygidni kiovci tvaii v profazi | gevazré bivalenty s jednim

chiazmatem. Bivalenty se &wa chiazmaty fevazuji jedig u amblypygidaPhrynichus
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dhofarensis a uropygidaTypopeltis guangxiensis. V n¢kterych figurach dchto drulii se
vyskytoval také bivalent séemi chiazmaty, vzaénse vyskytly dva takové bivalenty.
Spol&nym znakem &hto druli je velmi nizky pdet chromozom a déle velké
chromozomy. Je pozoruhodné, Ze na rozdilPoddhofarensis ma gibuzny druhP.
deflersi arabicus v profazi | gevahu bivalerit s jednim chiazmatem igstoZze jsou si
karyotypy &chto drufi jinak dosti podobné (F.t&hlavsky, osobni steni). Na zaklad
porovhani dosavadnich vyslédke patrné, Ze u obou skupin¢bvci stoupa poet
bivalenti se déma chiazmaty s klesajicim diploidnimgem. Tento jev u amblypygid
souvisi s ndrstem pétu dvouramennych chromozangu nichz dochaztastji ke tvorke
bivalenti se déma chiazmaty) a pra¥godobr také s ¥tSi velikosti chromozomn (a
tedy wtSim prostorem pro tvorbu chiazmat). Tomuto tresduporkud vymyka druh
Paraphrynus aztecus, ktery ma i pes nizky diploidni p&et a relative velké
dvouramenné chromozomyimnérné pouze dva bivalenty se &ima chiazmaty na figuru.
Naopak u druhtPhrynichus orientalis s vysSim diploidnim ptem (2n = 64) aigvahou
jednoramennych chromozdntkteré se #tSinou vyznauji nizSi frekvenci chiazmat) se
vyskytovalo ptimérné 11 bivalenk se d¥ma chiazmaty; &které figury obsahovaly
dokonce jeden nebo dva bivalenty snti chiazmaty. Jak jiz bylo diskutovano vyse, je
mozne, Ze karyotyp tohoto druhu vznikl sekund&a @ispeni pericentrickych inverzi a

mista gednostniho vyskytu chiazmat se zachovala i pérgmorfologie chromozoihn

5.4 Detekce pohlavnich chromozoin
U pavoukové je velkad rozmanitost ve #pobu uéeni pohlavi. Zatimco uékterych
radi nebyly nalezeny morfologicky diferencované pohiastmomozomy (5fi, Stirenky)

(Schneideret al. 2009a, Krélet al 2008), jinétfady se vyznauji slozitymi systémy
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pohlavnich chromozoinjako nap. pavouci (Kral 1994). Vzhledem k blizkéilpuznosti
pavouki a obou analyzovanych skupinitwci jsem gedpokladal jsem fedpokladal
diferencované pohlavni chromozomy i wdyci. U analyzovanych zastupgsem ale
nenalezl Zaddné morfologicky diferencované pohlashtbmozomy. U amblypygidniho
bicovce Phrynichus deflersi arabicus byl na zaklad pozorovani rozchodu chromozém
v rané anafazi prvniho meiotickéhclehi objeven jeden par chromozomktery
vykazoval drobné morfologické odliSnosti (Obr. 3I)ento par byl na zaklad
vyhodnoceni #3Siho mnoZstvi anafazi | tien metacentrickym a sebmetacentrickym
chromozomem (F. t&hlavsky, osobni gténi). Je mozné, Ze se jedna o pohlavni
chromozomy X a Y. Pro potvrzeni této hypotézy vakle nutné prostudovat dalSi
exemplée tohoto druhu. Ve své diplomové praci jsem analgkgiibuzny druhP.

dhofarensis se  shodnym diploidnim gtem. Je zajimave, Ze se gar3 tohoto druhu

rozchazel v anafazi | Agobem, ktery naziaje nerovnonsrné parovani chromozam

4
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Obr. 31: Phrynichus deflersi arabicus — rozchod homologickych chromozém anafazi
I; Sipka oznauje heteromorfni par chromozdn(foto F. $4hlavsky).
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Pri statistickém vyhodnocentitfigur v rané anafazi |1 se vSak tento par nejgkio
heteromorfni. Zvlastni parovani chromoZorttetiho paru by mohlo bytidledkem
kratké pericentrické inverze na jednom chromozomato estavba rize souviset
podobré jako u gibuzného druhuP. deflersi arabicus s paateini morfologickou
diferenciaci pohlavnich chromozdmmebo se tato ipstavba pohlavnich chromozém
netykd. Pro o¥eni €chto hypotéz bude aléeba analyzovat&sSi paet anafazi I, nez
jsem n&l k dispozici a dale &Si mnozstvi jedint. Pro oeieni giitomnosti pericentrické
inverze by bylo vhodné analyzovat parovani chromaztohoto paru také v pachytene.

Jiny neobvykly jev, ktery by mohl mit vztah k pathim chromozorim, jsem
pozoroval u druhuEuphrynichus amanica. U samce tohoto druhu jsem v difdznim
stddiu pozoroval neobvykly heteropyknoticky bivalerDiferencované pohlavni
chromozomy jsou v meioze heterogametického pohtagio vice kondenzovany a
heteropyknotické jako n&pu pavouk (Krél et al. 2006). V tomto fipad by bylo
vhodné prostudovat i meiotické&ldni samiky, to jsem ale nedhk dispozici. Pokud by
se v samii meidéze nevyskytoval zadny heteropyknoticky pd@amenalo by to ze se
vyskytuje jen u samce a mohlo by se jednat o pailileRromozomy. V této souvislosti
je zajimava fitomnost dvou méhspiralizovanych chromozaoimna okraji figury ve
spermatogonialnich metafazich samce. Jinym atl@vim heteropyknotického
bivalentu je transkrigni suprese jednoho autozomoveého paru v difaznidista

Na zaklad pozorovanych dat se jevi jako velmi neprgpatobny vyskyt
znané odvozeného systému pohlavnich chromozefixO/Q XX, ktery uvadi Milot a
Tuzet (1934) u amblypygid8arax sarawakensis. Tomuto Udaji neodpovidaji ani mé

Udaje o karyotypuijbuzného druh&. brachydactylus.
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Vzhledem k mozné existenci morfologicky diferenaogeh pohlavnich
chromozoni u rekterych amblypygid s odvozenym, nizkym @tem chromozorin
byla provedena detekce pohlavnich chromozoma molekularni drovni u druhu
Paraphrynus mexicanus, jehoz diploidni poet je vramci amblypygid nejmensi.
Metoda CGH odhalila u samce tohoto druhu v termindésti jednoho z neftSich
metacentrickych parkratky Usek ktery je specificky pouze pro sampohlavi. Jedna se
tedy pravdpodobr o gonozom Y. Metoda CGH tedy ukazuje na vyskyttéys
IXY/ XX u tohoto druhu. Pokus o detekci molekuladiferencovanych pohlavnich
chromozoni byla proveden i u zastupce s vysokym diploidnirttgm Charon grayi),

v tomto gipact ale nebylazadna pohlat4specificka oblast nalezena.

Ziskana data ukazuji na moznotitpmnost systému XY v gatenim stadiu
evoluce u zastumgcapulvilatni wtve amblypygid (¢eledi Phrynidae a Phrynichidae),
zatimco u zastupce pulvilatniétve nebyly pohlavni chromozomy detekovéany.
Pritomnost primitivnich pohlavnich chromozérby tedy mohl byt spotey znak pro
apulvilatni amblypygidy. Pro @veni této hypotézy vSak budieba analyzovat &Si
mnozstvi drufi, a to pedevsim z pulvilatnidgtve amblypygid.

Morfologicky diferencované pohlavni chromozomy ngbyalezeny ani u
analyzovanych zastupcuropygidnich biovci. Kasturi a Parthasarathy (1957) vSak
nalezli morfologicky diferencované pohlavni chromow (systémdJdXY/QXX) u
uropygidaThelyphonus sepiaris (podteled’ Thelyphoninae). Tito autbdale uvadi, ze
karyotyp tohoto druhu je t¥en pouze akrocentrickymi chromozomy. U Zzadnéhouruh
uropygida jsem nenalezl karyotyp teay jen akrocentrickymi chromozomy podébn
jako mi kolegové na dalSich druzich. Je p&pedlobné, Ze autodosgli k tomuto

vysledku na zaklagdanalyzy spermatogonialnich chromoZgma nichZz u uropygid
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vétSinou neni doie patrnd poloha centromery. V ramci naSi labdeatyyl nalezen
systém pohlavnich chromozdm? XX/ XY u piibuzného druhur. sp. linganus (J.
Kral, osobni séeni). Je zajimavé, Ze u ro@inosigma z téze podeledi jsem nenalezl
morfologicky diferencované pohlavni chromozomy. CGH uropygida Typopeltis
guangxiensis (podteled Typopeltinae), u kterého jsem nalezl nejndiploidni paet

v ramci uropygid neodhalila Zadny pohlagrspecificky Usek ani u jednoho pohlavi.

6. Souhrn

Amblypygidni a uropygidni Bbvci jsou dva reliktnfady pavoukovt o jejichz
cytogenetice nejsou dosud t&nzadné udaje. iddkladana prace je prvni rozsahlejsi
studii o jejich karyotypech.

Pomoci klasickych cytogenetickych metod byly analiny karyotypy a
pribéh meidzy u 16 drulhamblypygidi a 4 druli uropygidi. Tyto druhy reprezentuji
vSechny celect téchto radi a v gipad® amblypygidi vétSinu rodi. Porner
analyzovanych druha druhové diverzity amblypygidukazuje, Ze se tato skupina stava
jednou z cytogeneticky nejprozkounggich skupin pavoukovc Metodou gtibieni
pomoci duginanu stibrného byla analyzovéana distribuce nukleolarnicanizatod u
4 druhi amblypygidi a dvou drufi uropygidi. U stejného pt&tu druhi bylo
analyzovdno mnozstvi a distribuce konstitutivnihetehochromatinu metodou C-
pruhovéani. U jednoho druhu bylo pro hlubSi analigaastitutivniho heterochromatinu
pouzito fluorescetmi pruhovani. Metodami FISH byly detekovany nukied
organizatory u jednoho druhu amblypygida a daley iyto metody pouzity pro na
detekci pohlavnich chromozdmu dvou drufi amblypygidi a jednoho druhu

uropygida.
112



Analyzovana data naz&igi vysoky rozsah diploidnich pti chromozoni u
amblypygidi (2n=24 — 86) i uropygitl (2n=36 — 78). U analyzovanych dfuhebyly
nalezeny morfologicky diferencované pohlavni chraomy, nebo jejich fitomnost
nebyla definitivié potvrzena. Diferenciace chromozdma molekularni drovni byla
prokdzana u amblypygida drubR mexicanus metodou CGH. Jedna se o systém
pohlavnich chromozotnXY/XX.

Srovnéni karyotypu analyzovanych diuhaznguje, Ze hem karyotypové
evoluce obou fadi dochazelo ke snizovani ga chromozom fazemi. U
amblypygidnich kiovci byl tento proces doprovazen zvySovanim ¢&tpo
dvouramennych chromozdm a to pravdpodobr v dasledku centrickych fazi a
pericentrickych inverzi. U uropygidnich ¢bvci k podobnému naéstu pd@tu
dvouramennych chromozdnmedochazi.

Oba fta4dy btovch se vyznauji nizkym obsahem konstitutivniho
heterochromatinu, jehoz bloky se nachazefevpzr v pericentromerickych a
terminalnich oblastech chromozémU obou fadi byl nalezen nizky pet NOR
(obvykle dva pary u amblypygida #i pary u uropygid), jejichz poloha byla &Sinou
terminalni nebo subterminalni.

Meibdza je u vSech analyzovanych diulchiazmatickd, fevazuji bivalenty
s jednim chiazmatem. Pouze u amblypygidarynichus dhofarensis a uropygida
Typopeltis guangiensis prevazuji v profazi | bivalenty se @wma chiazmaty. Uéthto
druhi a u amblypygidaPhrynichus orientalis se rkdy vyskytuji jeden, vzaeni dva
bivalenty se iemi chiazmaty. Meidza vSech studovanych amblypygduropygid
zahrnuje v profazi | difuzni stadium. Jedna se tAswmi etapu mezi pachytene a

diplotene charakterizovanou zm@u despiralizaci bivaleit Na vysokou transkrimi
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aktivitou v tomto stadiu ukazuji velka jadérka uwalizovand pomoci dusianu
stiibrného.

Predpokladané cile prace byly sghy, ziskané udaje objasnily zakladni
charakteristiky karyotypu obotédi. Zarover piinesly nové otazky, na které je jgst
tieba odpovdét. Pro zmapovani karyotypové evoluéehto skupin bude do budoucna
zapotebi podrobsji analyzovat gkteré klcové druhy a také @it sowtasné hypotézy
studiem dalSich druh

Srovnani karyotyp bicoval a jejich sesterské skupiny pavdukkazuje, ze ab
skupiny maji zn&ou diverzitu diploidnich p@i chromozoni. U bi¢ovci i pavouki
dochéazelo v gibéhu evoluce ke snizovani @l chromozom, karyotypy obou skupin
maji WtSinou nizky obsah konstitutivniho heterochromatinoizky pget NOR. Tyto
Udaje podporuji hypotézy o blizk&ilpuznosti obou skupin. Zajimavou odliSnosti
bicovai je nepitomnost morfologicky diferencovanych pohlavnichrarthozoni u
vétSiny studovanych bovci, coZz kontrastuje se slozitymi systémy pohlavnich

chromozoni u pavouk.
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