4 Cytogenetika pavoukovcl

Jifi Kral & Martin Forman

Studiu biologie bezobratlych je vSeob&agnovana mensi pozornost nez biologii obratiovboto
plati i pro cytogenetiku. VyuZiti cytogenetiky vaahnologii je pitom pongrné Siroké. Mize
slouzit jako metoda pouZzitelnd pro systematiku @ m@konstrukci evoluce jednotlivych skupin.
Diky diverzit cytogenetickych znakmohou pavoukovci slouZit také jako modelové organyi (i
analyze genetickych fenomi&nnag. holocentrickych chromozoinnebo fiznych modifikaci
meiotického dleni. Pavouci jsou nedoc&mou modelovou skupinou fip sledovani evoluce
pohlavnich chromozotn Bez nadsazky fizemetici, ze systémy pohlavnich chromozibemamé u
pavouki nemaji u jinych organisinobdoby.

4.1 Bunécény cyklus

Drtiva vétSina genetické informace eukaryotniiky je umiséna v jade. Jaderna DNA je
organizovana v chromozomech, jejichz studium jeviiila prednmétem cytogenetiky. Materidl
chromozond (tzv. chromatin) je po &Sinu buréného cyklu despiralizovan a ve é®iném
mikroskopu nelze odliSit jednotlivé chromozomy. &igh kondenzaci dochazi az vapéhu cleni
jadra (mitdzy nebo meiozy).

Pribéh bunééného cyklu u eukaryotni buiky

(4‘ | - interfaze - Po t3inu bukéného cyklu je bitka v interfazi.
Chromozomy nejsou spiralizované, pod mikroskopenmgize
rozlisit.
G, faze - Prvni fhstova faze. Dochazi Kstu buiky,
& s chromozomy se né&g nic.
S faze — Synteticka faze. Dochazi k syntéze DNA (ke t¢orb
/\ druhé chromatidy).
G, G, G, faze- Druha fazeistu. Buika se pipravuje na dleni.
Gy - tzv. stacionarni faze. Pokuditka nebude ihned pokiavat
‘_/ v deleni, mize z bug¢ného cyklu na wzr¢ dlouhou dobu
vystoupit a ustrnout v £¥azi, wtsina bugk v organismu je v &
fazi.
M - Samotné jaderné a htémé cleni, zaujima jen nepatrnou
| ast buieného cyklu.

B3

Chromatin rozdlujeme do dvou tyf. Euchromatin je mér spiralizovany, nachazi se ¥m
vétSina geii. Oproti tomuheterochromatin je vice spiralizovan a&sinou je tvéen nekddujicimi
sekvencemi. Heterochromatinizaceize byt stala po celou dobu Zivota organismu, tdsti
genomu oznaujeme jako konstitutivni heterochromatin. Jinym typem je fakultativnim

heterochomatin,ktery je omezen na &ité pohlavi, ontogenetické stadium nebo tkan
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4.2 Mitdza a stavba chromozomu

Cast bugeného cyklu, ve které dochazi Keni jadra, se nazyva mitéza. Jeji hlavni biologick
funkci je rovnondrné rozdleni genetické informace mezi do® buiky. Po ukogeni mitdézy (po
vzniku dvou dcsinych jader) dojde kd&eni samotné hiky. Do mitézy vstupuje chromozom
tvoreny dwma chromatidami, z nichZz kazda obsahuje identickou dvouSrouboJvidNA.
Vysledkem mitdzy jsou dva chromozomy, které jsoaigmy jedinou chromatidou. Mitézu Ize
rozcklit na rekolik fazi, je vSak nutné mit na pém Ze je to dynamicky proces, jednotlivé faze
prechazeji plynule jedna do druhé.

V profazi zaind kondenzace chromozémchromozomy jsou relatiéndlouhé,¢asto maji tvar
vinovky, coZz odrazi spiralizaci chromatinu. Na kiopcofaze se rozpadaji jaderné membrany.
V metafazi vrcholi kondenzace chromozémMetafazni chromozomy jsou kratké, do oblasti
centromer se na specifickou struktukingtochor) uchycuje dlici vieténko a z&na rozchod
chromatid. Vanafazi jsou chromatidy ¥eténkem tazeny k opaym pohm. Béhem telofaze se
chromozomy rozvaiuji a tvai se ot jadro. Pro studium mitotickych chromozoénsou nejlepSim
stadiem biiky v metafazi, kdy jsou chromozomy nejvice spi@iane, a je nejlépe patrna jejich
morfologie.

P p
Telomera i

Centromera

{primami konsrikce 1 Telomery - koncové oblasti chromozomu, jejich DNA je teaa repeticemi (u
vétSiny pavoukova se rikolikanasobi opakuje tzv. ,hmyzi motiv‘ TTAGG).
Centromera - isek chromozomu, ve které dochazi k navazéiditlo weténka.
Obvykle je na chromozomu patrna jako vyrazné zUz@mv. primarni

; konstrikce).
3 3 Rameno chromozomu- oblast chromozomu mezi centromerou a telomerou.
KratSi rameno se ékdy oznd&uje pismenem p‘, delSi rameno se ozdéaje
kUj pismenemq"“.
: Chromatida — obsahuje jederfettzec DNA, po metafazi se chromatidy
G rozchazeji do de¢mych jader.

Chromozom q Chromatida

Mitotické metafaze trznych entelegynnich pavoiukukazujici postupny rozchod chromatid. Vlevoésnt piilozené
chromatidy na z&tku metafaze. Vpravo — chromatidy jsou jiz tiobeparované.
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4.3 Klasifikace chromozom U

Podle polohy centromery (pam ramen) rozélujeme chromozomy naékolik morfologickych
typi. Zakladni @leni je na jednoramenné chromozomy (centromeranjsina na jednom z koric
chromozomu, v mitotické metafazi a metafazi druhémmotického dleni ma chromozom tvar
pismene ,V*) a dvouramenné chromozomy (chromozéipomina pismeno ,X").

7\

X

Metacentricky Submetacentricky Subtelocetricky Akrocentricky

Zvlastnim typem chromozaimjsou holocentrické (nékdy nazyvanénholokinetické) chromozomy.
V tomto gipadt zcela chybi primarni konstrikce, chromozomy pakdjcentromerickou oblast
véetn® spojeni obou chromatid. élici vieténko se u takovych chromozdmavazuje na &Sinu
nebo i cely povrch chromozomuiyraceny k polu. U pavoukovcse holocentrické chromozomy
vyskytuji u Stifi celedi Buthidae, pavouknadieledi Dysderoidea a akariformnich ra4io

Schématické znazo¥ni monocentrického (vlevo) a holocentrického (vlachromozomu. V prvnim ifpad je
kinetochor lokalizovan na centroiee v druhém fipads pokryva tSinu povrchu chromatid.

4.4 Prestavby karyotypu a karyotypova evoluce

Patet a morfologie chromozoimjsou v rdmci druhu obvykle stabilni. Znmy v karyotypu jsou
casto letalni nebo Zigobi zavazné poruchy vyvoje a komplikacec¢lovéka popsana celéada
poruch). Ve vyjiménych gipadech vSak e chromozomova mutaceeprvat a dokonce se
v populaci zafixovat, coz vede k diverzifikaci katypu mezi organismy. Chromozomové
piestavby jsou @lezitym specia&nim mechanismem Srovnanim karyotypuiaznych taxoi Ize
¢asto objasnit jejich vzajemm&oluéni vztahy.

Pocetni zmény chromozomi
Polyploidie: Zmnozeni celé chromozomové sadky. U pavoukdwéla roli v evoluci sek.
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Aneuploidie: ZmnoZeni jednoho chromozomugt§inou nespravnym rozchodem chromozom
v mitéze nebo meidze (tzmondisjunkce). Jeden z fedpokladanych mechanigmzniku a evoluce
pohlavnich chromozotnu pavouk.

Intrachromozomové prestavby

V¢étSina ostatnich fiestaveb vznika dvdattzcovymi zlomy DNA chromozomi. Zlomené konce
DNA jsou rekombinogenni (jakoby ,lepivé®), takzeromozomy maji tendenci se spojovat ve
vSech myslitelnych kombinacich. Pokud segpavba tyka jen jednoho chromozomu, mluvime o
tzv. intrachromozomové prestavie:

Delece -ztratagésti chromozomu.

Inzerce -vloZeni segmentu do chromozomul. 2
Duplikace - zdvojeni ukité ¢asti chromozomu. n
Transpozice -premistni urcitého :lt B

chromozomového useku do jiné oblasti
s DELECE DUPLIKACE
Inverze - otocenicasti chromozomu
a) pokud zasahne oblast centromery -
pericentrické inverze (mize znénit morfologii

chromozomu).

b) paracentricka inverze -nezasahuje oblast

centromery. ‘ )
2 |

PARACENTROMERICKA PERICENTROMERICKA
INVERZE INVERZE

Interchromozomové prestavby

Pokud jsou do iestavby karyotypu zapojeny nehomologni chromozomyuvime o
interchromozomovych prestavbach

Translokace - piresuncasti chromozomu na nehomologni
chromozom, zahrnuje vzajemné vyneny useki mezi
nehomolognimi chromozomy (tzv. reciproké

o~ translokaceviz obr.).

TRANSLOKACE

N

Fuze - spojeni minimald dvou chromozoriz podle
= zpisobu spojeni rozliSujemeéandemové a centrické
fuze. Centrické fuze se ozwtaji téZ jakoRobertsonovy
translokace.

TANDEMOVA FUZE

Il

CENTRICKA FUZE
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4.5 Pohlavni chromozomy

U neékterych Ziva@ichu je pohlavi uéeno faktory vejSiho prostedi (nap. teplotou v dob inkubace
vajicka). U jinych je pohlavi weno @i oplozeni kombinaci specifickych genesenych zvlastnimi,
tzv. pohlavnimi chromozomy (= gonozomy, heterochromozomny

Zakladnim zpsobem vzniku pohlavnich chromozbnje postupna diferenciace chromozom
nepohlavnich gutozomi). Pokud jsou u uéitého druhu vyvinuty pohlavni chromozomy, &b
pohlavi se liSi sestavou pohlavnich chromo&oiozliSujeme pohlavhomogametické kde je
jeden nebo vice par pohlavnich chromozom z nichz kazdy je ty@n homologickymi
chromozomy, a pohlavieterogametické které nese nehomologni pohlavni chromozomy. Pgkud
heterogametickym pohlavim samec, pohlavni chromgz@® ozndéuji pismeny X (parovy
chromozom) a Y (neparovy chromozom, alozom). Pokutleterogametickym pohlavim samice,
ozn&ujeme pohlavni chromozomy pismeny Z (parovy chrangza W (alozom). Pokud alozom
chybi, oznaujeme tocislici ,0“. Pokud je pohlavnich chromozanstejného typu (ndpX, Y) vice,
¢islujeme je spodnim indexem. U pavoukibge niizeme setkat s rozmanitymi systémy pohlavnich
chromozond. Zejména pavouciipdstavuji v tomto simu znané diverzifikovanou skupinu.

Q ) vyskyt u pavoukovt
XY XX XY  néekteti parazitiformni a acarifomni rozto
(typ Drosophila) vyjimeéné u Stirki a pavouk jako odvozeny
stav
ZW ZW ZZ  vyskytuje se u&kterych seké&i
(typ Abraxas)
X0 XX X casty u Stirk a rekterych pavouk
(typ Pronetor)
X1 X0 X X1 XoXs  XiXo nejrozéferéjél' Systém u paVOl]ik

Systémy pohlavnich chromozom

Pokud dojde v evoluci k translokacim nebo fazim im@zhlavnimi chromozomy a autozomy,
autozomy se mohou &anit do systému pohlavnich chromozaritak vznikajicasto i velmi slozité
systémy tzvnepohlavnich chromozoni.

ProtoZze pohlavni chromozomy vznikaji z auto#pmjsou v péatenich stadiich evoluce
morfologicky neodliSitelnéhomomorfni. OdliSuji se jen na molekularni Urovni. Podikterych
nazon jsou mezi zivoichy pornerné rozStené a je velice obtizné je detekovat. U paviosk
systémem XX,0 byly detekovany pomoci metod elektronovée mikrqéio

Zvlastnim typem chromozomovéhocani pohlavi je tzvhaplodiploidie. V tomto gipac nejsou
vyvinuty pohlavni chromozomy, pohlavi jsou odliSgmytem chromozomovych sad. Samci jsou
haploidni (kazdy chromozom je tedy zastoupen jange) a vznikaji z neoplozenych vagk
(arrhenotokie) nebo destrukci paternalni sady cbmummi v embryu (parahaplodie), samice jsou
diploidni. Arrhenotkie je dale zndma u blandgldlého hmyzu. U pavoukovuc mizeme
haplodiploidii nalézt u &terych skupin akariformnich a parazitiformnichtoga.
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Meioza

Meioza je specializovan&lgni, @i kterém vznikaji pohlavni hiky (spermie nebo vajka). Jejimi
zékladnimi biologickymi funkcemi jsou:redukce pdatu chromozomovych sad (tvorba
haploidnich(n) gamet z diploidnich{2n) bunék) a tvorba gamet miznymi variantami genetické
informace, ktera je zaji&a jednaknahodnym rozchodem homolognich chromozoin jednak
rekombinaci. Na rozdil od mitozy jde o sloZjBi proces zahrnujici dvdéleni. Ri prvnim (tzv.
redukénim) déleni, dojde k rekombinaci a rozchodu homolognich chramn@z Druhé dleni
(ekvaeni) je analogické mitéze a dochazi k rozchodu chramati

Prvni d¢leni - redukéni

Profaze | - profaze prvniho meiotickéhoclgni je na rozdil od mitozy paimé komplikovany
proces. Kromd kondenzace chromozdnv ni dochazi k parovani homolognich chromoadpedy
chromozond od rodEn) a k jejich rekombinaci. RozliSujemekolik etap profaze I:

Leptotene - chromozomy se zviditglji, kondenzuji a spiralizuji, 2aaji byt morfologicky
odlisitelné.

Zygotene - zaina parovani homolognich chromozibna jejich €sné spojeni (synapse)
prostednictvim zvIl4stni proteinové struktusynaptonemalniho komplexu

Pachytene- dokortena synapse homolognich chromozoantvorba synaptonemalniho komplexu.
Bivalenty jsou v tomto stadipomérné dlouhé. Probih& rekombinace zahrnujici crossirgr.oMa
konci pachytene se . rozpada synaptonemalni komplex

Diplotene — rozpad synaptonemalniho komplexu je nasledovddélmvanim homolognich
chromozond. Ty zistavaji spojeny jen v mistechighiizeni nesesterskych chromatid, kdedtim
probhl crossing over (tzvchiazmata). Sledovanim polohy a ptu chiazmat se tedy daji ziskat
pongrné piesné informace o gtu a poloze crossing overu v karyotypu.

Dikineze - zkracovani chromozoim bivalenty maji tvar ¥zka, kruhu nebo sloZjSich atvat
(podle p@tu chiazmat). Na konci diakineze se rozpadaji jaélenembrany.

Metafaze | - vrcholi kondenzace chromozé&mKazdy par homolognich chromozére pripojen
kinetochory k dlicimu weténku.

Anafaze | - rozchod homolognich chromozérk opanym péiim cliciho weténka.

Telofaze |- dekondenzace chromozémvorba jadernych membran.

Interkineze — modifikovana kratka interfaze mezi meiotickynélehimi (bez syntézy DNA). U
nékterych organisrin chybi. V tomto pipact se kolem chromozoinv telofazi nevytvéi jaderné
membrany, bikka plynule pechazi do druhého meiotickéhéehi.

Druhé meiotické dleni - ekvani

Profaze Il - spiralizace chromozoimchromozomy jsou dvouchromatidové, je jich haptdipaset.

Na konci profaze se rozpada jadro.

Metafaze Il — Chromozomy se seskupuji véestu buiky. Sesterské chromatidy se oddaluji, jsou
vSak stale spojeny centromerou. Poloha centrometéé fazi tedy velmi dale patrnagehoz Ize
vyuzit pro stanoveni morfologie chromozbrdvouramenné chromozomy - tvar pismene ,X",
jednoramenné - tvar pismene ,V*).

Anaféze Il - rozctleni centromer, sesterské chromatidy putuji kcoge pohm.

Telofaze Il - vznik haploidnich jader gamet.
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Pachyténe Diploténe | Diakineze

BUSS os ye ity
Metafaze Il (polovina)

74

ze Il poovia)

’

DU el it N s :
Telofaze Il Jadra spermatid a tvofici se spermie
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Chovani pohlavnich chromozoni v meioze heterogametického pohlavi

Primitivni, mélo diferencované pohlavni chromozop@ruji v meiotickém &eni prostednictvim
chiazmat stejy jako autozomy. V pibéhu evoluce vSak dochézi k postupné diferenciaci
neparového pohlavniho chromozomu, takZze parovy @rogy pohlavni chromozom nakonec
nejsou homologické.  Takové chromozomy nemohou mddioovat a tedy ani péarovat
prostednictvim chiazmat. Pro meiotické parovani nehogjiolgych pohlavnich chromozaimse
vyvijeji rtaizné nahradni mechanismy.

Pokud jsou pohlavni chromozomy dostate morfologicky diferencovany, Ize je snadno
identifikovat v meioze heterogametického pohlavéjite prostudovanou skupinou pavoukibvc
jsou vtomto ohledu pavouci se systémem pohlavrdstomozond X;X;0. Jejich pohlavni
chromozomy v pibéhu profaze | navzajem paruji. Na rozdil od autozeyob bivalenti neni jejich
parovani chiazmatické. Je za}id miznymi zpisoby, nejznawjSi je parovani prostdnictvim
zvlastni struktury janction lamina) patrré odvozené od synaptonemalniho komplexu. Toto
parovani vyzaduje paralelni polohu pohlavnich clopomi, kterd je u pavouk negasgjsi.
Zejmeéna u bazalnich skupin pavause vSak rizeme setkat s parovanim telomerickymi oblastmi
(tzv. end-to-end parovani), neboieghody mezi paralelnim a end-to-end parovanim.

V pribéhu meiozy jsou pohlavni chromozonfgkultativn & heterochromatinizovany, pricemz
vykazuji jiny stupé& kondenzace chromatinu nez autozomy. Pokud jsaikdndenzovany, jsou ve
swtelném mikroskopu vice obarveny (tzyozitivni heteropykno6za). V jinych pripadech mohou
byt pohlavni chromozomy ménbarvitelné (tzv.negativni heteropyknoza) pop. protahlejsi.
Vzorec jejich chovani v ibchu meiozy se mezi jednotlivymi druhy odliSuje.

AN
‘I.Qd \Q
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Chovéni pohlavnich chromozénX X, v pribéhu santi meiozy: a -Schizocosa malitiosa (Lycosidae), pachytenggz
pohlavnimi chromozomy. Pohlavni chromozomy parwratelr¥, mezi nimi je patrna junction lamina (snimek
z transmisniho elektronového mikroskopu), fPax islamita (Zodariidae), parovani pohlavnich chromoZoobéma
konci (typ end-to-end parovani) v pachytene, patilahromozomy jsou poziti¢nheteropyknotické. c Fitanoeca sp.
(Titanoecidae), paralelni asociace pohlavnich cbhammi v diakinezi.

Chovani pohlavnich chromozond v meioze homogametického pohlavi

Toto chovani je detaithprostudovano zatim jen u samic pavibuBtejré jako u homogametického
pohlavi vS8ech ostatnich Zzigicha tvori homologické pohlavni chromozomy standardni
chiazmatickébivalenty. Tyto bivalenty jsou vSak fakultativrheterochromatinizovany podabn
jako pohlavni chromozomy safiic coz se u homogametického pohlavi jinych Zielna
nevyskytuje. Heterochromatinizace v pachytendizen zabraovat nelegitimni rekombinaci
pohlavnich chromozotnX nalezejicich kiiznym patim.
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Samti pachytene pokoutnikaTegenaria silvestris (Agelenidae).
Heterochromatizované bivalenty,%; a XoX, jsouoznaeny Sipkami, tyto

bivalenty vzajem# paruji koncovymi oblastmi

Modifikace meiozy u pavoukovd

DifGzni stadium

V pribéhu profdze prvniho meiotickéhoéldni (nefastji diplotene) dochazi u &kterych
organisnii k datasné dekondenzaci chromozbmTento stav nazyvame difuznim stadiem.
Vyskytuje se patru samic vSech pavoiku rekterych skupin (nap haplogynni pavouci) také u
sama@. Rozvolrena struktura chromatinu umiZje jeho transkripci. V tomtoffpact tedy mohou
byt geny aktivni i v pibéhu meiotického éeni.

Invertovana meid6za

Standard meiosis
A
N
) L <- és (é ->
| ‘ r
\'2
) \Z
Metaphase | Anaphase | Anaphasell

wwqp

Inverted meiosis

Achiazmaticka mei6za

Difazni stadium samce pavoukaxosceles spinulosa (Sicariidae).

Zatimco u standardni meidzy se rozchézi sestetsicmatidy az

v druhém meiotickém deni, u invertované jiz v prvnim
meiotickém dleni (obr.). Segregai posloupnost meiozy je tedy
vtomto gipad prevraceng prvni cleni je ekvani a druhé
redulkéni. Vysledny produkt je ale stejny jako u standardeiozy.
Vyskytuje se u &terych Ziv@icha s holokinetickymi
chromozomy. U pavoukovc byla invertovana meiéza popsana u
sviluSek a Bkterych zastupcnadieledi Dysderoidea.

Achiazmatickd meioza je modifikace prvniho meiofic& dleni. V tomto pipact je potla&en
crossing over, nedochazi tedy k tubrbhiazmat. Vyskytuje se u heterogametického pohlavi
nekterych prvok, zZivocichua a rostlin. Ve s#telném mikroskopu se tato modifikace projevi absenc
diplotene a diakineze vzhledem k tiépmnosti chiazmat. Homologni chromozomy parujinpie
po celé své délce az do metazaze |. Stadium nghafadiplotene a diakinezi se ozhge jako
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postpachytene. Nasledujici meiotické faze jsonét@ko u standardni meiozy. U pavoukipwe
vyskytuje u Stili, nekterych akariformnich rozta, Stirki a pavouk.

Meioza u heterozygod s translokacemi

Chromosomy péruji v meiotickémeléni homolognimi Useky. Pokud dojde k translokaciebo
fuzim, homologni Useky spolu paruji i nadaléegtoze jsou translokovany na jiny chromozom.
Proto dochazi u takovych jedine profazi | k tvort¥ multivalenta (fettzch nebo kruli tvorenych
vice chromozomy). Multivalenty autozdnjsou ¢asto nalézany u Stiiika Stifi, méré obvyklé jsou

u pavouki. Pokud se do translokaci zapoji i pohlavni chramoz mohou vzniknout systémy
nepohlavnich chromozain

PUVODNI KARYOTYP

HH II II Schematické znaza¥ni vzniku hexavalentu (chromozomového
fetézce s Sesti chromozomy) hybridizaci jedinoesoucich
rizné translokace.®odni stav byl pt paii akrocentrickych
AR IIR FR L chromozoni. V populacich A a B dojde nasledrk sérii
HH “ “ HH “ II centrickych  fazi, vkazdé populaci vSak fazuji jiné
chromozomové pary. Vysledkem jsou jedinci s metaaymi
VVSLEDNY STAVV IZOLOVANYCH POPULACICH chromosomy. V kazdé z populaci jsou vSak jejichinaaa
HH " tvoiena jinou kombinaci fwodnich akrocentrik Pokud se
) g oo zkiizi jedinci z fiznych populaci, bude mit vznikly potomek
II " " HH metacentrické chromozomy &nymi kombinacemi ramen.
KRIZENEG AxB Vprofazi | se wvytvéi multivalent, nebt ramena
H I metacentrickych chromozambudou parovat podle tpodni

homologie.
PAROVANI CHROMOZOMU KRIZENCE V PROFAZI MEIOTICKEHO DELENI

N\ AN N
\. \ N\

oy

POPULACE A POPULACE B

CENTRICKE FUZE

Santi diakineze StirkaAtemnus politus (Atemnidae) s
multivalenty, hexavalent (vysek vlevo) a tetravalévysek
vpravo).
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4.6 Prehled vybranych cytogenetickych technik

Stanoveni velikosti genomu

Nejcastji se pouzivd metodpritokové cytometrie Pripravi se suspenze btkn(u pavoukova
pouzivame hemolymfu nebo nadrcené daimy), DNA jader se obarvi fluoresagnm barvivem.
Méieni probiha ve stroji — cytometru, ktergimintenzitu fluorescence jednotlivych jader. Inteaz
fluorescence jeiffmo Umérna mnozstvi barviva, které se navaze na DNA, teglikosti genomu.
Spolu se vzorkem se difi refererni standard (btky organismu o znameé velikosti genomu).
Z poneru standard/vzorek se stanovi velikost genomu wzork
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Vysledek ngieni patokovou cytometrii lfistogram), osa X

" — intenzita fluorescence, osa Y - ¢pb castic (jader),
maxima odpovidaji dima typim burék — standardu a
@ vzorku.

m m &m
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Velikost genomu se n&stji uvadi jako tzv.C hodnota (1C) coz odpovida jeho haploidni
velikosti. Pro pepaset hmotnosti DNA na pary bazi plati, Zze 1 pg = B8

Priprava chromozomového preparatu

Ziskani zivé tkad s wtsSim patem dlicich se budk je zakladem pro chromozomovou analyzu.
Relativre vétsSi frakce dlicich se busk se naléza v epitelech (raptevo nebo epitel pohlavnich
organi), mozné je pouzit i vyvijejici se embrya. t&ggji pouzivanou tkani byvaji u bezobratlych
pohlavni organy, kde lze navic pozorovat i meiaidkiky. U pavoukové preferujeme pouziti
samd, kteri jsou ve ¥tSiné pripadi heterogametickym pohlavim. U organisre morfologicky
diferencovanymi pohlavnimi chromozomy je toto pehlpro studium vyhod¥si. Gonady sanic
obsahuji také mnohem vice meiotickych 8ltunez gonady samic.

Pred preparaci zZivacha usmrtime a ihned poté vypitvamerik&ondime ji do hypotonického
roztoku (buiky v takovém roztoku ifjimaji vodu a z¥tSuji objem, chromozomy jsou pak lépe
rozprosteny). Tka usmrtime ve fixazi (népsgji smeés jednosytného alkoholu a kyseliny octove).
Nakonec je nutno vyrobit suspenzi kkn Ta je rozviékana, nakapana nebo rd@ete na
mikroskopickém skle,¢imz se snazime docilit idealniho rozptest chromozorn Takto
piipraveny chromozomovy preparatideme pouZzit na dalSi aplikaceetne technik molekularni
cytogenetiky.

Stanoveni zakladnich charakteristik karyotypu
Pokud preparat obarvime (v zZiidné cytogenetice se pouZziva dasgji barvivo Giemsa) a
pozorujeme pod mikroskopem ieme zjistit zakladni znaky karyotypu. Sfg@nim chromozorin
v mitézach stanovime diploidni poé¢et chromozomi (2n). Prongfenim jednotlivych
chromozomovych pérziskame informaci o jejich relativni délce, podEohy centromery @ime
morfologii jednotlivych autozomovych pani. Analyzou meiotického deni heterogametického
pohlavi nebo porovnanim mitéz obou pohlavi Ize ®tdrsystém pohlavnich chromozon, jejich
morfologii a velikost. Cenné informace nam poskyinanalyza pibéhu meiotického d&eni,
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zantiujeme se naaené modifikace meiozy (viz vyse), frekvenci a palothiazmat a chovani
pohlavnich chromozotn(specificka spiralizace, flo¢h parovani).

Diferenciélni barvici techniky

K identifikaci jednotlivych chromozomovych pérse v cytogenetice teplokrevnych obratlovc
standard# pouziva G pruhovani. Zakladem této techniky jeavani preparattrypsinem. Kazdy
chromozomovy par ma poté specificky vzor tmavSichudlejSich gicnych pruli umozujici
jejich identifikaci. U tSiny bezobratlych nelze tuto metodu bohuzel pouEtinou pouzitelnou
pruhovaci metodou je ¢t8inou jen tzv. C — pruhovani. Pii ném dochazi k vizualizaci
konstitutivniho heterochromatinu. VétSina heterochromatinu se nachazi v oblastecharestra
telomer, heterochromatin v jinych oblastech fnapnitt ramen) je vzadjSi. Tento typicky obraz
nalézame také uétdiny dosud prozkoumanych pavoukévdlonstitutivnim heterochromatinem
jsou tvaeny také tzvB chromozomy Jedna se o nadbyteé chromozomy, které jsouEtéinou
odvozeny ze standardnich chromozonm kdyZz se organismus takovych chromozZorasto
nedokaze zbavit, dokadze je inaktivovat heteroclatornizaci. Pro tyto chromozomy jsou typické
nondisjunkce v mitotickém a meiotickéngleni, jejich pdet se tak mize liSit nejen mezi jedinci
téhoz druhu, ale i meztiznymi buikami téhoz individua. U pavoukofrgsou tyto chromozomy
dosti vzacné, byly popsany jen &kterych §tifi, sek&ua a kli¥'at.

Molekularn é cytogenetické metody

Fluorescetni in situ hybridizace (FISH) a jeji modifikace jsou nejpowdEjSimi metodami
molekularni cytogenetiky. &lem FISH jeokalizovat uritou sekvenci DNAv karyotypu. Pokud
mame sondu pro &ity usek DNA, ozna&ime ji flourescetinim barvivem a denaturujeme (na
jednaettzcovou DNA). Obdob&idenaturujeme také DNA chromozbma preparatu, na ktery poté
aplikujeme sondu. Preparat nechame hybridizovas@elou, kterd se spoji s komplementarni
sekvenci na chromozomu.fiPpozorovani ve fluorescénim mikroskopu ozn@na sonda
vizualizuje cilovouc¢ast genomu. Viznych variantach FISH #ieme vizualizovat jakoukoliv
sekvenci DNA (repetitivni sekvence, géast chromozomu, cely chromozom nebo genom).

Ptiklad FISH. Vizualizace génpro 18S rRNA v karyotypu samce pavoutagodyphus dufouri (Eresidae) (2n = 30).
Jedna se o metafazi Il, karyotyp je itwn akrocentrickymi chromozomy. Sonda je aama barvivem Cy3 (emituje
fluorescenci wervenécasti spektra), chromozomy jsou obarveny DAPI (emvismodrécasti spektra). Geny jsou
umisgny v terminalnich oblastech dvou autozomovychipar
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4.7 Prehled cytogenetiky jednotlivych skupin pavoukovc U

Cytogenetice pavoukovcse soustavhveénuje jen rikolik vyzkumnych skupin, jedinou evropskou
skupinou je naSe labord&toKaryotypy jednotlivychiadi jsou fizné prostudovany. NeptSi
pozornosti seé&Bi pavouci, dale pak akariformni a parazitiformoztegi, Stii, Stirci a sekd.
Probadanost ostatnidadi je velmi nizka, u #Siny z nich (Amblypygi, Ricinulei, Schizomida,
Solifugae) nebyly dosud publikovany zadné informaxekaryotypu. Celkem byly popsany
karyotypy cca. 1400 druhpavoukové.

Scorpiones

Je prostudovano zhruba 70 diuf2n = 6 - 176). Zastupdaieledi Buthidae maji holokinetické
chromozomy a nizsi 2n (obvykle okolo 20). Ostatastapci maji monocentrické chromozomy a
vySSi 2n. Pohlavni chromozomy nejsou diferencovanySech dosud studovanych diuhyla
nalezena achiasmatickd meiozzasta je heterozygotnost pro translokace a fuisledkem je
tvorba multivaleni v meiotickém dleni.
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Tityus magnimanus (Buthidae), karyotyp zkonstruovan
Ao Ra ol i a 75 z postpachytene.

26 27 28 29 30

Opisthacanthus asper (Liochelidae), karyotyp z metafaze II.

Solifugae

Karyotypy dosud nebyly popsany. Podle naSicledpznych vysledk jsou chromozomy
monocentrickeé.

S | T I B T

] ) . . s Gluvia dorsalis (Daesidae), mitoticka metafaze.

10 um

Palpigradi
Byly karyotypovany dva druhy rodtukoenenia. Chromosomy jsou drobné, patrmonocentrické.
Pohlavni chromozomy nejsou diferencovany.
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1 2 3 4 5
ae i LA ”na — Karyotypy dvou drufi Stirenek -E. spelaea (2n = 18) (nahte), E.
6 7 8 9

mirabilis (2n = 14) (dole). Druhy p&. mirabilis nese konstrikci.
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Acariformes

Diverzifikovana skupina, karyotypy jsou ftemy nizkym pétem drobnych holocentrickych
chromozond (2n = 4 - 28), bylo prostudovandilizné dw¢ s druhi. Pohlavni chromozomy
vétSinou nejsou diferencovany (eledi Acarididae a Glycyphagidae byl popsany sygt& a
XY). Pohlavi je¢asto uteno pomoci haplodiploidie.

2 Mitoticka metafaze zastupeeledi Tetranychidae.
o R

L
-
. AT

e p

Parasitifomes

Zname karyotypy asi 100 drsh2n = 6 az 36. Je zde zma& diverzita zppsohi determinace
pohlavi. U kli¥at jsou diferencovany pohlavni chromozomy, bylypginy systémy XY a XO.
Casto se vyskytuje haplodiploidi¢atns parahaploidie (Gamasida), thelytokie.

" “ “ “ " .’ " .. “ .‘ ‘( glziéfag‘ci)g;eggilife.rnicrOplus(Ixodidae), 2n =
i %3 3 4 3 6.7 § 3 B R

Ricinulei
Zadny zastupce tohotddu dosud nebyl studovan.

Opiliones

Dosud byly popsany karyotypy asi 80 diyh2n = 10 - 88. Karyotypy jsou tieny

monocentrickymi chromozomy ¢t8inou dvouramennymi). U érterych byly popsany B
chromozomy. Pohlavni chromozomy jsoétsimou XY (nejsou #tSinou morfologicky pilis

diferencovany); zastupcieledi Phalangiidae maji typAbraxas (ZW, opst nizky stupé

diferenciace). U &terych skupin se vyskytuje thelytokie. Thelytokoimy jsoucasto polyploidni.
U novoswtskych zastupic skupiny Laniatores byl zji&h vysoky p@et chromozona (viz obrazek),
piredpoklada se u nich polyploidizace.
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Goniosoma proximum (Gonyleptidae) - sekés nejvySSim p&tem chromozori (2n = 88).

Pseudoscorpiones

Dosud publikovany karyotypy cca 50 dfuhPaiet chromozor: 2nd = 7 (Olpiidae) — 135
(Atemnidae). Zné&na prongnlivost patu a morfologie chromozoi V karyotypech fevazuji
dvouramenné chromozomy (krénteledi Chthoniidae). Pohlavni chromozomy iolyyvinuty.
Nejcastji se jedna o X0 systém, chromozom X je dvouramean#tSinou nej¥tSi chromozom
karyotypu. Systém pohlavnich chromozZomiZze byt i XY.
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10 pm

Roncus sp. (Neobisiidae)diplotene. Ve vyseku
je podlouhly bivalent XY.
Lasiochernes pilosus (Chernetidae) 2# = 61, X0.

Pedipalpi: Amblypygi, Uropygi a Schizomida
Publikovan byl jen karyotyp 1 druhtadu Uropygi. Podle naSichrqdléZznych vysledk jsou
chromozomydchto skupin monocentricke.
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OV R M N . A IE e Ginosigma schimkewitchi (Uropygi: Thelyphonidae), 2h
9 10 1 12 = 44, metafaze Il.

10 pm

Araneae

Pohlavni chromozomy pavouk

Jak uz bylo zmiéno, systémy pohlavnich chromozoitvoiené vice chromozomy X se nachazeji u
vétSiny dosud studovanych pavdukJ ostatnich Zivéicht jsou tyto systémy vzacné. Neptji
nalézanym stavem je 1X,0 systém. Ten byl nalezen u cca 70% studovanychhudru
Pravdpodobr je evoliné piavodni, neb6 byl objeven i u nejprimitivi§Sich pavoult — sklipkos.
X1X20 systém se v evoluci dale vyvijel. Pénme casto nalézame systémy sermi chromozomy X.
Vzacreji byly objeveny i systémy s&Sim pdtem X. Jinym typem chromozomovéhocemi
pohlavi u pavouk je systém X0. VSechny tyto systémyizeme nalézt u néjppuznychéeledi, tudiz
vznikaly opakova#&. Systém X0 vznikal patenfazemi pop. degeneraci jednoho chromozomu X
v systému XX,0. Systémy s vice chromozomy X vznikaly nondisjwerkcci rozpady.

\/ h:"ﬁ L TR
e &P Ry
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Oecobius spp., pozdni profaze I. Systémy pohlavnich chramdzX0, X;X,0, X;X,X30.

Systémy obsahujici chromozom Y
Jako odvozené stavy vznikly u pavaéulsystémy nepohlavnich chromozémobsahuji vzdy
chromozom(y) Y.
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Vlevo: Schématické znazami vzniku systému XX,X3Y u skakavek roduHabronatus. Systém vznikl tandemovou
fuzi chromozomu X a autosomu Al a centrickou flzi autoZol a A2. Vpravo: Diakineze s multivalentem
pohlavnich chromozoinXX,Y

Jinym systémem obsahujicim chromozom Y XeX,Y, objeveny u pti celedi haplogynnich
pavouki. Vznik tohoto systému neni obj&sn miZe se jednat o starobyly nepohlavni systém.

Loxosceles spinulosa —Pohlavni chromozomy X X, a Y tvai v profazi | samce
typicky trivalent. SystémX;X,Y se vyskytuje u celéady haplogynnich pavoik
Tento systém se &teledi Pholcidae dale vyvijel (dole) az na systém S€ii inverzi

‘ se z metacentrickych Xa X, staly akrocentrické Xa X,, po centrické fazi vznikl
Q % dvouramenny X. Y zmizel z karyotypu degeneraci.

o . O

Zakladni udaje o karyotypech jednotlivych &tvi pavouki

Publikovany jsou karyotypy té&h 700 druli. Seznam karyotypovanych pavaula dalSich
pavoukové muzete nalézt ndottp://www.arthropodacytogenetics.bio.br/spidertate/index.htm
NejprostudovagjSi skupinou pavouk jsou entelegynni pavouci, ostatni skupiny bylydsttany
spiSe okrajo¥.

X

Sklipkosi (Mesothelae): karyotypovan jeden druhHgptathela kimurai, 2n? = 80, %X0),
chromozomy jsou akrocentrické.

Sklipkani (Mygalomorphae): pievazuji dvouramenné chromozomy, &ma rozsah p&tu
chromozoni (2nd = 14 — 32). Enormni variabilita v systémech pohlaki chromozori,
negastjsi jsou systémy s jednim &fimi chromozomy X. Vzachse vyskytuji i systémy s vice
nez deseti (!) chromozomy X.
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Diverzita mezi karyotypy dvou blizcefipuznych drufi sklipkdnki rodu Atypus (Atypidae). Vlevo -A. muralis
(2n3 = 41, X0). VpravoA. affinis (2nd = 14, XY). Karyotyp tohoto druhu vznikl sérii fazZKaryotypy byly
sestaveny z mitotickych metafazi.

Araneomorphae

Haplogynae a skupiny s nejistym zéazenim

Z cytogenetického hlediska zdeibeme rozliSit d¥ zakladni linie: a) pavouky s holokinetickymi
chromozomy (natkled Dysderoidea) a b) pavouky s monocentrickymi chroonoy (ostatni
studované skupiny).

s

chromozoni jsou u &chto pavouli snaze tolerovany rozpady a fuze chromozaomsp. dalSi
piestavby chromozotn Velkou diverzitu v karyotypech é&kterych rodi Ize vyuZit pro
cytotaxonomickeé &ely.

Ostatni haplogynni pavouci:karyotyp je tvéen gevazi dvouramennymi chromozomy, Zn=
13 — 37.Casty vyskyt systému pohlavnich chromozoXyX,Y (méns ¢asto X0, XY nebo XX,0).

Entelegynae Karyotyp \&tSiny entelegy je tvaren vyluing akrocentrickymi chromozomy, Zzhse
pohybuje obvykle mezi 20 a 40. Ancestralni karydbyp pravdpodobrg 2n3 = 42, XX,0 nebo
2n3 = 43, %X»X30, v evoluci dochazelo ke sniZzovanichochromozon fuzemi. \EtSinou nizka
diverzita karyotypu (neni vyjimkou, Ze cetéled nebo dokonce &kolik piibuznychc¢eledi méa
shodny poet chromozor).
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Karyotypy araneomorfnich pavoiuka — haplogynni pavouKukulcania aff. hibernalis (Filistatidae), 2@ = 25,
X1X5Y. Chromozomy jsou dvouramenn&ewe mikrochromozomu Y (ztSen ve vyseku). b Basumia carpathica
(Dysderoidea), 2@= 7, X0. Karyotyp je tvien nizkym potem holokinetickych chromozoin ¢ — zastupce
entelegynnich pavoiik sliddk Pardosa wagleri (Lycosidae), 28 = 28, %X,0. VSechny chromozomy jsou
akrocentrické. VSechny nesou centromericky heteosuhtin (vizualizovan pomoci C - pruhovani).
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