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1 Uvod

1.1 Cytogenetika pavoukl

Prvni cytogenetické studie u pavoukt byly provedeny jiz r. 1885, kdy Carnoy parafinové fezy
z gonad obarvil hematoxylinem. Vizualizace chromosomu a interpretace této analyzy vsak
byla zna¢né obtizna. Az roku 1959 Sharma a kol. dokazali ziskat pavouci chromosomy z
roztlakovych preparati barvenych orceinem nebo karminem (citovano v Araujo a kol. 2012).

Dalsim krokem bylo pouziti kolchicinu, ktery byl jiz diive pouzit u rostlin (Nebel a
Ruttle 1938). U pavoukd ho testovali Pinter a Walters (1971) a to pro preparaty z testes i ovarii.
Kolchicin je bunécny jed, ktery zpisobuje zastaveni bunééného déleni v mitotické i meiotické
metafazi svym psobenim na délici vieténko. Pomaha tak zvysit mnozstvi jader nachazejicich
se v tomto stadiu. Autofi nicmén¢ konstatovali, ze pocet mitéz nebyl podanim kolchicinu
signifikantn¢ zvysen.

Co se tyc¢e barveni chromosomil, testovali kromé jiz dfive zminénych zptsobu i
barveni Giemsou, kterou ale neshledali dostate¢né G¢innou. Piesto bylo pozdé&ji toto barvivo
uspé$né pouzito v kombinaci s C-prouzkovanim ke studiu heterochromatinu na
chromosomech Lycosa malintosa (Lycosidae) (Brum-Zorrilla a Cazenave 1974). C-
prouzkovani zvyraziuje ptedev§im CG bohaty centromericky heterochromatin. Prouzkovani
je specifické pro jednotlivé chromosomy, coz umoziuje jejich identifikaci. Metoda je
vyuzivana i vV novéjsich pracich. VéEtSina praci zabyvajicich se karyotypovanim pavouku je
zalozena bud’ na vySe zminéné metodé C-prouzkovani nebo na prostém barveni chromosomu
Giemsou doplnénymi morfometrickou analyzou chromozomu (Levan a kol. 1964).

Zaroven jsou tyto metody doplnovany dal$imi technikami, jako je naptiklad barveni
organizatoru jadérka (NOR) dusi¢nanem stiibrnym, které bylo pouzito napiiklad v
cytogenetické studii mnohocetnych pohlavnich chromosomi u pavoukd, kde se prokazalo, ze
terminalni oblast X> nese u rodiny Tetragnathidae NOR (Kral a kol. 2011). Barveni
dusi¢nanem stiibrnym ale zvyrazni jen aktivni NOR, ¢ili NOR transkribované v pfedchozim
bunééném cyklu (Olert a kol. 1979; Araujo a kol. 2014). Barveni stéibrem navic kromé¢ NOR
oznacuje také kinetochory, meiotické pohlavni chromosomy samcii a u Mygalomorphae také
meiotické bivalenty (Kral a kol. 2011). Proto je pro detekci NOR vhodné¢jsi fluorescenéni in
situ hybridizace (dale jen FISH) (Forman a kol. 2013).

Metoda florescencni in situ hybridizace zacala byt ve vétsi mife pouzivana jiz v 90.

letech minulého stoleti (shrnuto v Levsky 2003). Na rozdil od jinych, nespecifickych



detekénich metod pouzivanych v cytogenetice, jako je napiiklad jiz vySe zminéné C-
prouzkovani, spo¢iva FISH v lokalizaci specifické nukleotidové sekvence (Trask 1991).
Miuzeme tak pomoci ruznych markert rozliSit nékteré chromosomy nebo odhalit zmény
Vv organizaci genomu. Z téchto zmén lze poté rekonstruovat evolu¢ni historii zkoumaného
organismu (Nguyen a kol. 2010).

Ackoliv zakladni princip in situ hybridizace ziistava stejny, rizné modifikace metody
1ze pouzit k riznym ucelim. Naptiklad genomova in situ hybridizace (GISH) spociva ve
vyuziti celogenomové sondy, umoznujici porovnat genom zkoumaného organismu
S genomem piibuzného organismu zastoupeného v nadbytku ve formé neznacené kompetitivni
DNA. Metoda byla pouzita u rostlin, kde pomohla detekovat polyploidizace (Bennett a kol.
1992) i zivocichd, naptiklad k analyze mezidruhovych hybridi u Zab (Zale$na a kol. 2011).
Dale pak nasla vyuziti i pfi studiu pohlavnich chromosomii motyli (Sichova a kol. 2016).
Podobnou modifikaci FISH je i komparativni genova hybridizace (CGH). Ta spociva ve
srovnani dvou rozdilné znacenych celogenomovych sond a byla taktéz pouzita u motyl pro
studium evoluce chromosomu W (Dalikova a kol. 2017). Mezi univerzalni cytogenetické
markery pro FISH muZzeme zafadit konzervované genové rodiny uspofadané v tandemovych
opakovanich. Mezi nejcastéji pouzivané markery se fadi geny pro hlavni ribozomalni RNA
(rRNA), 5S rRNA a histonové geny (Hladova 2015). Geny pro hlavni ribosomalni RNA
(rDNA) se nachazeji v jiz zminénych organizatorech jadérka. U vétSiny organismi sestavaji
ze zékladni opakujici se jednotky tvofené netranslatovanou oblasti (NTS) a geny pro 18S, 5,8S
a 28S rRNA. Jsou prepisovany spolecné jako transkripéni jednotka kodujici 45S rRNA a
nasledné rozdéleny na jednotlivé rRNA komponenty. Pocet kopii rRNA je variabilni.
Naptiklad Caenorhabditis elegans ma jen 55 kopii rRNA gent, kdezto obojzivelnici rodu
Triturus vykazuji opacny extrém, az 5490 kopii rRNA gent (Sumner 2003). Kromé¢ toho, ze
jsou geny pro hlavni rRNA usporadany tandemové a jsou tedy snadno detekovatelné, jsou také
vysoce konzervované (Hladova 2015). Ob¢ vlastnosti z téchto sekvenci délaji vhodné
cytogenetické markery. Piesto u pavoukli byly geny pro rRNA dosud mapovéany pouze ve
ttech pfipadech. V praci zaméfené na evoluci pohlavnich chromosoml a meidézu u
mygalomorfnich pavoukt byla pouzita sonda pro 18SrDNA pro detekci NOR. U studovanych
pavoukt byly lokalizovany jeden nebo dva pary NOR, obvykle na konci ramének autosomut
(Kral a kol. 2013). Prace zabyvajici se parovanim pohlavnich chromosomi a polymorfismem

NOR u Wadicosa fidelis kombinovala metodu barveni dusi¢nanem stiibrnym a FISH se



sondou pro 18S rRNA. Odhalila prudké rozsifeni NOR Vv karyotypu, které je podle autort
zpiisobeno ektopickou rekombinaci a naslednym kifizenim jedinct s rozdilnymi NOR, ¢imz
vznikaji heterozygoti (Forman a kol. 2013). Nejnovéji byla sonda pro 18S rRNA pouzita u
péti druhti ¢. Ctenidae. 18S rDNA byla u étyfech z péti druhti detekovana na jednom bivalentu
a u P. nigrinventer pak na tfech bivalentech (Rincao a kol. 2017).

Také geny pro 5S rRNA jsou casto uspofadany tandemové V rizném poctu
opakovani. Toto uspotfadani vSak neni pravidlem. Repetice mohou byt rovnéz rozptyleny po
genomu. Geny pro 5S rRNA jsou casto vazany k jinym genovym rodindm. U nékterych
organismil byly nalezeny ve spojeni S jinou nekodujici RNA, jako napi. snRNA, piipadné
s geny kodujicimi histony (Vierna a kol. 2013). Co se tyka FISH u pavouk, byla zatim tato
sonda pouzita pouze jednou, u Oxyopes sertatus, kde byly lokalizovany ¢étyfi signaly na dvou
riznych parech chromosomu. Navic byla objevena vnitrodruhova variabilita, kdy se na vice
nez 50% metafazi objevoval jesté intersticidlni signdl na dal§im chromosomu nebo paru
chromosomti (Suzuki a Kubota 2011). Histonové geny koduji proteiny ucastnici se organizace
chromatinu a regulace genové exprese. U bezobratlych jsou typicky uspofadany v tandemove
se opakujicich Kklastrech po ¢tyfech (H2A, H2B, H3 a H4) nebo péti (H2A, H2B, H3, H4 a
H1) genech (Roehrdanz a kol. 2010). Gen pro histon H3 byl pouzit jako cytogeneticky marker
napiiklad u motyld, kde potvrdil dynamickou karyotypovou evoluci u bélasku r. Leptidea
(Sichova a kol. 2016). U pavoukt dosud histonové geny nebyly pouzity, aviak bylo zjisténo
spojeni 5S rRNA a H2B genu u Oxyopes sertatus (Suzuki a Kubota 2011). Pro mapovani
jednotlivych gentl je, na rozdil od mapovani genovych rodin popsaného vyse, vhodngjsi FISH
s dlouhymi sondami odvozenymi z genomovych knihoven nebo FISH s tyramidovou
amplifikaci signalu. Pro FISH s bakterialnimi umélymi chromosomy (BAC) musime nejdiive
disponovat genomovou knihovnou BAC. Jde o soubor bakterialnich klonti nesouci plasmidy
s inzertem velkym az 300kbp. Pivodné tyto knihovny slouzily k sekvenovani genomi a stale
zde slouzi jako doplinkova metoda (Adams 2000). Hybridizaci nebo pomoci polymerazové
fetézové reakce je vsak mozné z BAC knihovny vybrat klon obsahujici cilovou sekvenci, napf.
zajmovy gen. Nasledné je plasmidova DNA pouzita jako sonda pro tzv. BAC-FISH.
Genomové BAC knihovny jsou dostupné pro nékteré zastupce fadu Lepidoptera, konkrétné
napf. pro bource morusového a liSaje tabakového, a BAC-FISH byla pak vyuzita napt. pro
analyzu struktury pohlavniho chromosomu W (Dalikova 2009). Tato metoda umoziuje diky

dostatecn¢ dlouhym sonddm snadnou lokalizaci na chromozomech. Pfesto nebyla u pavouki



dosud aplikovana. Divod je prosty, vytvoieni genomové knihovny BAC je finan¢né i ¢asove
velmi naro¢né. Pavouci navic maji rozsahlé genomy (Sanggaard a kol. 2014), coz naro¢nost
jesté umocnuje. Genomova knihovna BAC tedy neni pro pavouky dostupna.

Na podobném principu jako BAC-FISH je zaloZena i fosmidova FISH. Zde jsou jako
sondy pouzity tzv. fosmidy, coz jsou vektory vyuzivajici replika¢ni pocatek F-plasmidu a jeho
replikaéni mechanismy pro zaklonovani rozsahlych DNA fragmentt (az 40kb) (Hall 2004).
Tento druh FISH byl jiz u pavouki pouzit pro mapovani genii produkce hedvabi. Konkrétné
dvou gent kodujicich strukturni proteiny MaSP1 a MaSp2 tvofici vlakno ramu pavudiny,
ktery je nasledné vyplétan dal$imi typy hedvabi (Hinman a kol. 2000; Zhao a kol. 2010).

Dalsi modifikace FISH pro detekci kratkych sekvenci je FISH s tyramidovou
amplifikaci signalu (,,tyramide signal amplification®, TSA) neboli TSA-FISH, ktera je hlavni
naplni této prace, jde o FISH stzv. nepfimou detekci. Na naznacenou sondu je piipojena
protilatka konjugovana s kifenovou peroxidazou, kterd aktivuje tyramid, ten se kovalentné
vaze na rezidua okolnich proteini. Vyhoda této metody tedy spociva v tom, ze dokaze
detekovat 1 kratké sondy, které by pfi ptimé FISH nemély dostatenou svitivost. Byla pouzita
napiiklad pro mapovani genli U obalece jablecného, a umoziuje detekci sekvenci dlouhych

cca. 1300 bp (Carabajal Paladino a kol. 2014).

1.2 Karyotypova evoluce u pavoukil

V databazi pavoukd (Araujo 2018) jsou Vv soucasné dobé zaznamenana cytogeneticka data o
842 z 47 648 popsanych druhti pavoukl. Nejprozkoumangjsi skupinou z hlediska
cytogenetiky jsou entelegynni pavouci (Araneomorphae) (Forman a kol. 2013). Skupina
Mygalomorphae je oproti tomu prozkoumana velmi malo (Araujo, 2018) (klasifikace pavouku
na Obr. 1).

Pavouci chromosomy jsou pievazné dvouramenné (metacentrické/submetacentrické)
(Krél a kol. 2006) a skupina Mygalomorphae neni vyjimkou (Reza¢ a kol. 2006). Kral (2013)
uvadi, ze tato konstituce chromosomu byla nalezena i u bazalnich Araneomorphae.
V kontrastu stim Mesothelae maji chromosomy akrocentrické, coz by naznacovalo, Ze
dvouramenné chromosomy jsou ptvodni znak Opisthothelae (Kral a kol. 2013). Vzacné
mizZzeme u Araneae najit i skupiny s holocentrickymi chromosomy, a to konkrétné u

haplogynni nadceledi Dysderoidea. Jde o chromosomy, které postradaji lokalizovanou



centromeru, tj. K ptipojeni mikrotubulti dochazi po celé délce chromosomu (Kral a kol. 2013;
Melters a kol. 2012).

Diploidni poc¢ty chromosomu (2n) pavoukd maji Siroky rozsah. U bazalnich
Araenomorphae se pohybuji od 2n=7 az po 2n=38, u Mygalomorphae dokonce v rozsahu
2n=14 az 2n=128 (Kral a kol. 2006, 2013). Co je ale u pavouku velice zajimavé, jSOU

neobvyklé pocty pohlavnich chromosomii.

1.2.1 Pohlavni chromosomy

U vétSiny zivoCichll nalezneme strukturné rozlisené pohlavni chromosomy, ty se vyvinuly
mnohokrat nezavisle u riznych skupin organismu. Nejcastéjsi je sam¢i heterogamie, tj. sam¢i
pohlavi urcené chromosomalni konstituci XY a sami¢i XX. Druhym typem je samici
heterogamie, kdy konstituce WZ urcuje samic¢i a ZZ sam¢i pohlavi (Charlesworth 1991).
Ptedpoklédda se, Ze pohlavni chromosomy vznikly z paru autozomd, ktery ziskal faktor uréujici
pohlavi a prestal rekombinovat. Ktomu muze dojit vice zpusoby: inverzi, akumulaci
heterochromatinu, deleci heterochromatinu, supresi meiotické rekombinace v diasledku
interference apod. Na pohlavnich chromosomech nasledné dojde k hromadéni sexualné
antagonistickych gent vyhodnych pouze pro jedno pohlavi, coz ma vést k rozsiteni restrikce
rekombinace. Chromosom pfitomny V heterogametickém pohlavi (tzn. Y a W) postupné ztraci
vétSinu svych aktivnich gent a stale se zmensuje (Bachtrog 2006). Muze se dokonce i zcela
ztratit, jako naptiklad u Y chromozomu slepusek (Ellobius) (Bagheri-Fam a kol. 2012). Tento
jev ale nemusi nutné nastat hned, zejména mladé pohlavni chromosomy Y a W se mohou
zvétSovat Cinnosti transpozonti a akumulaci repetitivnich DNA (Schartl a kol. 2016). U samic
mize X stale rekombinovat, a tak si puivodni geny udrzet (Bachtrog 2006; Bagheri-Fam a kol.
2012).

1.2.2 Pohlavni chromosomy u pavoukl

U pavoukt ale nachazime pohlavni chromosomy mnohocetné. Prvni prace popisujici tento
systém pohlavnich chromosomti X1X20 (J3'X1X2/QX1X1X2X2) byly provedeny jiz pocatkem
20. stoleti. Identifikovaly pohlavni chromosomy na zakladé jejich intenzivnéjsiho barveni ve
srovnani s autosomy, které souvisi s mirou kondenzace chromatinu (White 1940). Tato tzv.
pozitivni heteropykndza je typickd pro pohlavni chromozomy pavoukil a stile slouzi jako
jedno z kritérii pro jejich identifikaci (Kral 2006, 2007, 2011). U pavoukt nejsou mnohocetné

chromosomy X neobvyklé a za piivodni systém pohlavnich chromosomu se povazuje jiz vyse



uvedena konstituce X1X20, ktery byla nalezena i u bazalni skupiny Mesothelae (Suzuki 1954,
citovano v Araujo a kol. 2012).

Hypotéz o vzniku pohlavnich chromosomu pavouku je nékolik. Prvni fika, ze doslo
k rozpadu metacentrického X na dva akrocentrické (Gowda 1950, citovano v Kral a kol. 2013).
Dalsi hypotéza tvrdi, ze doslo k nondisjunkci ptivodniho pohlavniho chromosomu a nasledné
diferenciaci takto vzniklého X> (Postiglioni a Brum-Zorrilla, 1981; Kofinkova, 2013). Vznik
nondisjunkci piedpoklada také Kral a kol. (2013) avsak z nediferencovaného paru gonozomu
XY, tzv. paru pohlavnich chromosomi (SCP). Jeho ptitomnost doklad4 zvlastnim chovanim
téchto chromosomi béhem sami¢i meidzy. V profdzi I jsou pohlavni chromosomy X
inaktivované a pary pohlavnich chromosomt X spolu asociuji. V metafazi I tak u téchto
chromozomti dochazi k diivéjsi separaci chromatid, v metafazi Il pak K lehce slabsi spiralizaci
(Kral a kol. 2013).

Od zakladni konstituce pohlavnich chromosomti jsou odvozovany dalsi pozorované
pocetni varianty. Systém pohlavnich chromosomt X0 vznikl pravdépodobné fuzi X1 a Xz a
byl nalezen pievazné u entelegynnich a haplogynnich druhi. Dal§imi systémy jsou X1X2X30
a X1X2X3X40, které vznikly nejspiSe nondisjunkci a diferenciaci gonozomt (Kotinkova 2013).
Systémy s jesté¢ vySSim pocCtem chromosomu jsou typické pro skupinu Mygalomorphae,
napiiklad X1X>X3XsXs5Xs0 u Linothele megatheloides (Dipluridae) nebo rekordni pocet
X1 XoX3X4X5XeX7XgX9X10X11X12X130 U Macrothele gigas (Hexathelidae) (Kral a kol. 2013).

1.3 Modelovy organismus
Rad Araneae je jednim z nejrozmanit&j$ich ¥adt Zivogichii a zahrnuje tfi primarni linie:
Araneomorphae, Mesothelae a Mygalomorphae. Fylogeneticky vztah téchto linii je

znazornény na Obr. 1 (Araujo a kol. 2012).

M4 prace se zaméfuje na skupinu Mygalomorphae, konkrétné na zéastupce rodu
Grammostola. Tento rod je endemicky v Jizni Americe, ponejvice v Argentin€, Bolivii, Chile
a Uruguayi (Montes de Oca, D’Elia a Pérez-Miles, 2016). Centrum diverzity rodu se vSak
nachazi v Argentiné (Ferretti a kol. 2008). Rod patrn¢ zahrnuje mnozstvi dosud nepopsanych
druhti. Fylogeneticka studie zaloZen4 na sekvenci genu pro cytochrom oxidazu I popsala novy
druh Grammostola quirogai. V téze praci také bylo zjisténo, ze barevné formy G. anthracina
ve skutecnosti nepfedstavuji ani sesterské skupiny (Montes de Oca, D’Elia a Pérez-Miles,

2016).
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Obrazek 1: Fylogenetické vztahy v rdmci f. Araneae. Pavouci se déli do tii hlavnich linii,
Mesothelae, Araneomorphae a Mygalomorphae. Podfad Mesothelae zahrnuje jedinou celed’
Liphistidae, nejbazalngjsi skupinu pavouk, rozsifenou v Japonsku, Ciné a JV Asii. Podiad
Opisthothelae  je tvofen dvéma infrafady. Araneomorphae, nékdy téz nazyvan
,»pravi pavouci®, se vyznacuje mnohonasobné vétsi diverzitou nez infraitad Mygalomorphae

(Araujo a kol. 2012).

Grammostola rosea obyva aridni a semiaridni oblasti severniho Chile, tzn. habitaty
charakteristické studenymi vlhkymi zimami a horkymi suchymi léty. Buduje si hnizdo az 45
cm pod zemi. Samci jsou mensi nez samice, coz pravdépodobné souvisi s jejich sexualnim
chovanim. Samci opoustéji své hnizdo a aktivné vyhledavaji samice, pfi¢emz jsou pro né
mensi télo a delsi nohy energeticky vyhodnéjsi. Oproti tomu samice se od hnizda nevzdaluji.

U druhu byl pozorovan i sexualni kanibalismus (Ferretti a kol. 2008; Grossi a kol. 2016).

Karyotyp samce sestava z 2n=72 chromosomil a konstituce pohlavnich chromosomui
je X1X20. Nicméné se pravdépodobné nejedna o Karyotyp puvodni. Pro pavouky infraradu
Mygalomorphae jsou typické mnohocetné chromosomy X. Neni vyjimkou ani Sest X
chromosomti, a dokonce se zde vyskytuje i jiz vySe zminény Macrothele gigas (Hexathelidae)
s rekordnim poctem tfinacti X. Je tedy pravdépodobné, ze u G. rosea doslo béhem evoluce
k fuzim pohlavnich chromosomd, ¢imz se jejich pocet snizil (Kral a kol. 2011; Kotinkova

2013). V karyotypu byly navic identifikovany dva pary SCP. Na rozdil od ostatnich



haplogynnich pavouku, u kterych byly pozorovany dva pary metacentrickych SCP, je jeden
SCP G. rosea velky metacentricky a druhy submetacentricky stfedni velikosti (Kral a kol.
2011). U tohoto druhu bylo pomoci qPCR identifikovano 16 pohlavné vazanych geni
(Pechova 2018) avsak nevime, na kterych elementech komplexniho systému pohlavnich

chromosomti se nachézeji. To mtize pomoci vyiesit zamapovani téchto elementi pomoci TSA-
FISH.



2 Cile prace

Predlozena prace je casti vétsiho projektu zabyvajiciho se vznikem a evoluci pohlavnich
chromosomil pavoukii na modelu G. rosea. Dil¢im cilem prace bylo ovéfit druhovou
ptislusnost ziskaného materialu. Hlavnim cilem prace vSak bylo optimalizovat protokol pro
FISH s tyramidovou amplifikaci signalu (TSA-FISH) pro detekci pohlavné vazanych gen
identifikovanych Pechovou (2018) na chromosomech G. rosea. Pro optimalizaci TSA-FISH
byly nejprve pouzity sondy pro tandemové uspotadané univerzalni cytogenetické markery,
jmenovité¢ geny pro 18S rRNA, 5S rRNA a histon H3 a poté sonda pro unikatni gen pro
elongacni faktor 1 alfa (EF-/a).



3 Material a metody

3.1 Material

Pro tuto praci byli pouziti jedinci Grammostola sp. (Mygalomorphae) pochazejici z riznych
populaci ze severniho Chile. Material byl poskytnut laboratofi Jifitho Krale (Pif UK, Praha) a
chovan pii teploté 22 °C a svételném rezimu 12 h svétla a 12 h tmy. Pavouci byli krmeni
zivymi cvrcky. Z jedinct byly pfipraveny chromosomalni preparaty pro TSA-FISH. Rovnéz

byla extrahovana DNA pro ovéteni druhové ptislusnosti a ptipravu sond pro TSA-FISH.

3.2 Ptiprava chromosomalnich preparati

Preparaty byly pfipraveny podle Mediouni a kol. (2004). Technika spoé¢iva ve vypitvani testes
ve fyziologickém roztoku (0,9% NaCl, 0,042% KCI, 0,025% CaCl2, 0,02% NaHCOs;
Lockwood, 1961), hypotonizaci v 75 mM roztoku KCI a nasledné fixaci pomoci fixaze
ethanol: chloroform: kys. octova (6: 3: 1). Fixace probihala po dobu 10 minut. Nasledn¢ byla
fixovana tkan prenesena do kapky kyseliny octové (60%) na podloznim skle predem
vyc¢isténém kyselym etanolem (1% HCI v 96% etanolu). Tkan byla v kyseliné octové
homogenizovana wolframovymi jehlami. Podlozni sklo bylo poté vlozeno na histologickou
plotynku o teploté 45 °C a kapka byla tazena po skle do doby, nez se témét odpaftila. Takto
piipravené preparaty byly na zavér dehydratovany alkoholovou fadou (70%, 80%, 100%
etanol, kazdy po dobu 30 sekund) a skladovany pii -20 °C pro brzké pouZiti nebo v - 80 °C
pro pouZiti pozdé&jsi.

Cast preparati byla poskytnuta laboratoii Jifiho Krale (Pfirodovédecka fakulta,
Univerzita Karlova, Praha). Tyto preparaty byly pfipravovany dle modifikovaného protokolu.
Vypitvané gonady byly inkubovany v hypotonickém roztoku 75 mM KCI 20-30 minut.
Nasledna fixace byla provadéna dvéma zpusoby: (i) ve smési ethanol: chloroform: kys. octova

(6: 3: 1) a (ii) fixazi methanol: kys. octova (3: 1) po dobu 10 a 20 minut (Dolejs a kol. 2011).
3.3 Extrakce DNA

Material pro extrakci byl uchovavan v absolutnim ethanolu, samotné extrakci tak predchazelo
vyjmuti tkan¢ z nohy pavouka a odpafeni ethanolu v oteviené zkumavce pii 37 °C. Doba
potiebna pro uplné odpareni ethanolu se odvijela od mnozstvi tkané.

DNA byla izolovana pomoci komeréniho kitu NucleoSpin® Tissue (MACHEREY -
NAGEL) dle standardniho postupu pro extrakci DNA z Zivoci$nych tkani a buné¢nych kultur

doporucené¢ho vyrobcem s nasledujicimi drobnymi Upravami. Pro zvySeni vytéZnosti byla
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délka inkubace s T1 pufrem a proteindzou K pii 56 °C a stalém tfepani prodlouzena na 16
hodin. Koncentrace a Cistota izolované DNA byly ovéfeny na spektrofotometru Nanodrop

2000 (Thermo Scientific).

3.4 Ptiprava cDNA z RNA

Vzhledem K piitomnosti intronu v amplifikované genové oblasti byla sonda pro EF-/a
piipravena Zz CDNA. RNA pro pfipravu cDNA byla poskytnuta Petrem Nguyenem
(Piirodovédecka fakulta, Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budgjovicich). Byla izolovana
pomoci RNA Blue z chelicer pavoukd.

Syntéza prvniho vlakna ¢cDNA byla provedena ProtoScript Il First strand synthesis
kit (Biolab) dle protokolu vyrobce s jednou upravou. V prvnim kroku bylo do reakce pfidano
8 U Rnasin Plus RNase inhibitor (8U/reakce; Promega). Teplota nasledné inkubace byla
zvySena na 46 °C, doba byla zachovana (60 minut). Inaktivace enzymu byl provedena za
teploty 65 °C po dobu 20 minut. Takto syntetizovana cDNA byla uchovéna pro dalsi pouziti
pti -20 °C.

3.5 Ovéfeni druhové prislusnosti
U studovaného materialu byl sekvenovan lokus cytochrom c¢ oxidaza I (COI). Pro PCR byly
pouzity primery LCO (GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G) a HCO (TAA ACT
TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA) (Yao a kol. 2010). Délka amplifikovaného lokusu
odpovidala 709 bp. SloZeni PCR reakce o objemu 20 pl bylo nésledujici: min. 40ng DNA,
0,5 U ExTaq polymerazy (TaKaRa), 1x TaKaRa ExTaq pufr, 0,2mM dATP, 0,2mM dCTP,
0,2mM dAGP, 0,2mM dTTP a 2,5mM primery LCO a HCO. PCR profil byl nasledujici:
uvodni denaturace pii 94 °C po dobu 2 minut, 35x cyklus: denaturace pii 94 °C po 30 sekund,
nasedani primert pii 47 °C po 1 minutu a elongace pii 72 °C 1 minutu. Po dokonceni 35. cyklu
nasledovala zavérecna elongace pii 72 °C po dobu 5 minut. Produkty ziskané polymerazovou
fetézovou reakci byly vkladany do vektoru pomoci dvou souprav, Promega pGEM T Easy
Vector (Promega) a CloneJET PCR cloning kit (Thermo Fisher SCIENTIFIC). V obou
piipadech byl néasledovan ndvod vyrobce. Vektor byl vlozen do chemicky kompetentnich
bakterii Escherichia coli kmene DHS5a. Plazmidy byly z bakterii izolovany soupravou
NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel) dle ptilozeného navodu.

Sekvenovani vzorki bylo provedeno spolecnosti Seqme (SEQme s.r.0.). Vzorky byly

piipraveny dle pozadavku spole¢nosti. Ziskané sekvence byly zpracovany v programu BioEdit
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(Hall TA 1999) a jejich spravnost byla zkontrolovana pomoci nastroje blastn (Altschul a kol.
1990).

Ze ziskanych sekvenci byl v programu MEGA ver. 10 (Kumar a kol. 2018) vytvofen
fylogeneticky strom dle protokolu Hall (2013). Byly pouzity sekvence lokusu COI ziskané
z celkem 18 jedinci Grammostola. Jako referenéni sekvence byly pouzity: Missulena sp.
(GenBank pristupové ¢islo (¢.) KC708093.1), Conothele sp. (¢. KC708090.1), Aphonopelma
anax (¢. JF803319.1), Aphonopelma hentzi (¢. JF803357.1), Aphonopelma moderatum
(¢. JF803409.1), Coremiocnemis cunicularia (¢. JN018198.1), Cyriopagopus schioedtei
(¢. JN018126.1), Lasiodora parahybana (¢. IN018128.1), Grammostola sp. (¢. KT022078.1),
G.rosea/cala (¢. KT022081.1), G.rosea/cala (¢. KT022082.1), Grammostola porteri
(¢. KT022080.1), Moggridgea tingle (¢. JF749916.1) Grammostola quirogai (¢. KT965269.1,
KT965265.1, KT965273.1, KT965251.1, KT965252.1, KT965253.1, KT965275.1),
Grammostola anthracina (¢. KT965250.1, KT965245.1, KT965237.1, KT965236.1,
KT965263.1), Grammostola rosea (¢. KT965261.1, KT965259.1, KT965260.1, KT965257.1,
KT965262.1), Grammostola pulchra (¢. KT965209.1, KT965208.1, KT965211.1,
KT965207.1, KT965206.1, KT965210.1) a Loxosceles caribbaea (¢. MF601280.1). Sekvence
byly vzajemné piifazeny v programu BioEdit a zkraceny na stejnou délku. Byl vypocitan
nejvhodnéj$i model pro dané sekvence, ktery byl pouzit pro tvorbu fylogenetického stromu
metodou ,,maximum likelihood®. Jako outgroup byla pouzita sekvence Loxosceles caribbaea,
K niZ je strom zakofenén. Na zavér byla pouzita moznost vypocitani kondenzovaného stromu

S nastavenim moznosti ,,cut off na 50%.

3.6 PCR amplifikace sond pro TSA-FISH

Pro fluorescen¢ni in situ hybridizaci s tyramidovou amplifikaci signalu (TSA-FISH) byly
vybrany a pomoci PCR amplifikovany nésledujici geny: 18S rRNA, 5S rRNA, histon H3 a
specifickd sonda pro elonga¢ni faktor 1 alfa (EF-/a). Primery pouzité pro syntézu téchto
lokusi jsou uvedeny v tabulce 1.

Ve smési pro 30 pul PRC reakci bylo obsazeno: min. 40 ng gDNA nebo cDNA
(Tabulka 1), 0,75 U ExTaq polymerazy (TaKaRa), 1x ExTaq pufr, 0,2mM dATP, 0,2mM
dCTP, 0,2mM dAGP, 0,2mM dTTP a oba 2,5mM primery.

Samotna reakce v termocykléru probihala nasledovné. Uvodni denaturace pii 94 °C
po dobu 2 minut, 35x cyklus: 94 °C po dobu 30 sekund, naseddni primert za teploty
odpovidajici jejich slozeni (viz Tabulka 1) po dobu 30 sekund, elongace pii 72 °C po dobu
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odpovidajici délce syntetizovaného useku (30 sekund pro kazdych 500bp), po dokonceni
posledniho cyklu byla provedena zavére¢na elongace pii 72 °C po dobu 2-5 minut v zavislosti
na délce useku. Vysledné produkty byly analyzovany pomoci gelové elektroforézy na 1%
agarozovém gelu. Ziskané produkty byly ptfed znacenim pro TSA-FISH zaklonovany a

sekvenovany stejnym postupem, jako je uvedeno v predchozi kapitole.

Tabulka 1: Piehled pouzitych primerd pro jednotlivé lokusy a teploty nasedani primert

Velikost
Lokus »Forward“ primer »Reverse“ primer Ta (°C) | DNA

produktu
18S rRNA | CGAGCGCTTTTATTAGACCA GGTTCACCTACGGAAACCTT |55 gDNA | 1600 bp
5SrRNA | GCCAACGTCCATACCAYGYTGA | AAGCCAACGNCACGYGGT 50-60 gDNA | <200 bp
H3 ATGGCNCGTACNAARCARAC TANGCACGYTCNCCNCGGAT | 50-60 gDNA | 400 bp
EF-la CAAGTCTGGTGGAATAGACA ACCTTACCACCTGAAACATC |60 cDNA | 1250 bp

Ta— teplota nasedani primert

3.7 Znaceni sond pro TSA FISH

Sondy byly v zavislosti na své délce znaceny pomoci soupravy Nick Translation Kit (Abbott
Molecular) nebo PCR. Znaceni sondy pro geny pro 18S rRNA bylo pomoci ,,nick translace*
s vyjimkou pouzit¢ nukleotidové smési provedeno dle doporuceni vyrobce. Finalni
koncentrace nukleotidt v reakci byly 0,2 mM dATP, 0,2 mM dCTP, 0,2 mM dGTP, 0,072 mM
dTTP a 0,128 mM Fluorescein-12-dUTP (PerkinElmer). Znaceni probihalo pfi teploté 15 °C
po dobu 1 hodiny a 45 minut. Nasledné byl enzym inaktivovan pfi teploté 70 °C po dobu 10
minut.

Znaceni pomoci PCR bylo pouzito pro sondy pro 5S rRNA a histon H3. Reakce o
celkovém objemu 20 pl obsahovala 1-10 ng plasmidu, 1x ExTaq pufr, 0,5U ExTaq
polymeraza (TaKaRa), 0,5 uM ,,forward* a ,,reverse* primeru, 0,1 mM dATP, 0,1 mM dCTP,
0,1 mM dGTP, 30 uM dTTP, 20 uM =znacenych nukleotidi Fluorescein-12-dUTP
(PerkinElmer). PCR probihala za nasledujicich podminek: ivodni denaturace 94 °C po dobu
2 min, 40x cyklus: denaturace 94 °C, 30 sekund; nasedani primera: teplota odpovidajici
slozeni primeri (viz Tabulka 1), 1 min; elongace 72 °C, 4 minuty, po dokonceni 40. cyklu
zavérecna elongace pii 72 °C po dobu 10 minut.

Po znaceni byly sondy ptecistény pomoci gelové filtrace na kolonkach Sephadexu G-

50 (GE Healthcare).
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3.8 Barveni Giemsou a odbarveni

Cast preparatii byla, za u¢elem zlep$eni kvality ziskanych obrazki pred samotnou TSA-FISH,
obarvena pomoci 5% roztoku Giemsova ¢inidla v Sorensenové pufru (Kral a kol. 2006).
Barveni probihalo pii pokojové teplot¢ po dobu 25 minut, nasledné byly preparaty omyty
destilovanou vodou a ponechdny oschnout na vzduchu. Takto obarvené preparaty byly
zdokumentovany na mikroskopu Zeiss Axioplan 2 microscope (Carl Zeiss Jena, Némecko),
pomoci kamery Olympus CCD XM10 s programem cellSens 1.9 (Olympus, Némecko). Pozice
jader na preparatu byly zapsany, aby mohli byt po TSA-FISH znovu nalezeny. Po dokumentaci
z nich byl promytim v xylenu (1 min, pokojova teplota) a benzenu (1 minuta, pokojova teplota)
odstranén imerzni olej. Néasledovalo odbarveni Giemsy pomoci fixa¢niho roztoku methanolu
s kys. octovou (3: 1) po dobu 3 minut. Takto odbarvené preparaty byly piipraveny pro TSA-
FISH.

3.9 TSA-FISH

TSA-FISH je metoda, kterda umoZiluje mapovani kratkych sekvenci diky enzymatické
amplifikaci signdlu. Metoda byla provadéna na zékladé protokolu Carabajal Paladino a kol.
(2014).

Preparaty byly dehydratovany ethanolovou fadou (viz vyse) a byla provedena fada
pfedplisobeni, kterd méla omezit nespecifickou hybridizaci a snizit pozadi. Pfed zapocetim
samotné TSA-FISH byly nékteré preparaty zapeceny na 65 °C po dobu 30 minut. Mezi
jednotlivymi piedptisobenimi byly preparaty tfikrat promyvany v 1x PBS.

Nejprve byla na kazdé sklo aplikovana RNaza A v 1x PBS (0,1ug/ul RNase A
v 1XPBS), preparat byl piekryt krycim sklem a inkubovan 60 minut ve vlhké komirce pti 37
°C. Nasledné na n¢ byl aplikovan roztok pepsinu (50 pg/ml pepsinu v 0,01M HCI, 37 °C) za
ucelem odstranéni zbytkt cytoplazmy. Preparaty byly dale fixovany v 2% paraformaldehydu
v 1xPBS (pH 8) po dobu 10 minut. Pro zablokovani endogenni peroxiddzové aktivity byly
preparaty promyty v roztoku 1% peroxidu vodiku v PBS po dobu 30 minut. U vétSiny
preparati byl po dobu 30 minut a pii teploté 37 °C aplikovan 5x Denhardtiv roztok (0,1%
polyvinylpyrolidol, 0,1% BSA, 0,1% Ficoll 400). V pfipadé, ze nebyl pouzit Denhardtiv
roztok, byly preparaty oplachnuty destilovanou vodou a nésledné dehydratovany alkoholovou
fadou, tentokrat v§ak 3 minuty pro kazdou koncentraci (70%, 80% a 100%) za soucasného

tiepani.
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Hybridiza¢ni roztok obsahoval v 50 puL. nejméné 15 ng (v pfipadé genu pro 18S
rRNA) nebo 30 ng (ostatni) precisténé sondy, 50% deionizovany formamid a 10% dextrane
sulfat ve 2x SSC. Hybridiza¢ni smés byla aplikovana na preparaty, které byly nasledné
denaturovany v pii 70 °C po dobu 3 minut. Po denaturaci byly pteneseny do vlhké komirky a
inkubovany ptes noc pti 37 °C.

Nasledujici den byly preparaty promyvany nejprve 3x 5 minut v 50% roztoku
formamidu v 2xSSC pii 46 °C, poté 3x 5 minut roztokem 0,1x SSC pii 62 °C, a nakonec v 1X
TNT pufru (0,1 M Tris-Cl, 150 mM NacCl, 0,05% tween-20). Na kazdé sklo byl aplikovan
1 ml TNB blokovaciho pufru (0,1 M TRIS-HCI, 0,15 M NaCl, 0,5% blocking reagent) a
preparaty inkubovany 30 minut ve vlhké komurce za pokojové teploty. Poté byl blokovaci
pufr odstranén a bylo aplikovano 200 pl protilatky proti fluoresceinu konjugované s kienovou
peroxidazou (PerkinElmer) fedéné TNB pufrem v poméru 1:1000 nebo 1:2000. Preparaty byly
prekryty krycim sklem a inkubovéany v komirce 60 minut pti 37 °C. Preparaty byly nasledn¢
3x promyty 5 minut v TNT pufru za pokojové teploty. Za ucelem amplifikace signalu byl
aplikovan roztok tyramidu konjugovaného s fluoresceinem (TSA Plus Fluorescein system,
PerkinElmer), ptipadné Cy3 (TSA Cyanine 3 Tyramide systém, PerkinElmer), fedény dle
doporuceni vyrobce. Inkubace s tyramidem probihala za pokojové teploty. Doba inkubace
byla 5 minut pro sondu pro 18S rRNA gen a 10 minut pro sondy pro 5S rRNA gen a histon
H3. Po inkubaci bylo opét provedeno promyti 3x 5 minut v roztoku TNT.

Nasledovalo barveni pomoci DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole; Sigma-Aldrich),
které probihalo dvéma riznymi zptsoby: (i) v barvicich nddobach nebo (ii) pfimo aplikaci

DAPI v DABCO (1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane, Sigma-Aldrich) na preparat.

Pro barveni v kyvetach byly preparaty umistény na 3 minuty do 1% Tritonu X-100
v 2x SSC pii 25 °C, nasledné barveny 0,05% roztokem DAPI (0,1 pg/ml) v 1% Tritonu X-
100 v 2x SSC, 25 °C. Po promyti 3 minuty v 1% Tritonu X-100 v 2x SSC pfi 25 °C byla
sklicka oplachnuta jest¢ 1 minutu v roztoku smacedla 1% Kodak PhotoFlo (Kodak). Po
vyjmuti preparatti a odsati prebyte¢né tekutiny bylo na preparaty naneseno 25 pl nebo 30ul
DABCO (Sigma-Aldrich), podle velikosti kryciho skla. Preparat byl prekryt krycim sklem
(24x40 mm nebo 24x50 mm), jehoz okraje byly uzavieny lakem na nehty, aby nedoslo k

vysychani preparatu.
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Pro barveni pfimo na preparatu byla skla vlozena na 1 minutu do roztoku 1% Kodak
PhotoFlo/miliQ (Kodak). Po vyjmuti preparati a odstranéni piebytecné tekutiny bylo
naneseno 25 ul DAPI v DABCO (200 pg/ml). Preparat byl opét prekryt krycim sklem.

Po provedeném experimentu byly preparaty opét pozorovany pod mikroskopem Zeiss
Axioplan 2 microscope (Carl Zeiss Jena, Némecko) s kamerou Olympus CCD XM 10 vybavenou
programem cellSens 1.9 (Olympus, Némecko). Pofizené Cernobilé obrazky byly upraveny
pomoci Adobe Photoshop CS5, verze 12.1.
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4 Vysledky
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Obrazek 2: Fylogeneticky strom vytvoieny metodou ,,Maximum likelihood*. Cisla pod uzly
oznacuji procento vyskytu daného vétveni po ,,bootstrapu®, jedinci analyzovani v této praci
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KT965250.1 Grammostola anthracina
KT965245 1 Grammaostola anthracina
KT965246.1 Grammostola anthracina
KT965237.1 Grammostola anthracina
KT965236.1 Grammostola anthracina
KT965263.1 Granmostola anthracina
KT965211.1 Grammostola pulchra
KT965210.1 Grammostola pulchra
KT965206.1 Grammostela pulchra
KT965209.1 Grammostoela pulchra
KT965208.1 Grammaostola pulchra
KT965207.1 Grammostola pulchra
KT963275.1 Grammostola quirogai
KT965251.1 Grammostola quirogai
KT965252.1 Grammostola quirogai
KT965253.1 Grammostola quirogai
KT965269.1 Grammostola quirogai
KT965265.1 Grammostela quirogai
KT965273.1 Grammostoela quirogai
INO18126.1 Cyriopagopus schioedtei
INO18198.1 Coremiocnemis cunicularia
INO18128.1 Lasiodora parahybana
JF803319.1 Aphonopelma anax
JF803357.1 Aphonopelma hentzi
JF803409.1 Aphonopelma moderatum
KC708090.1 Conothele sp.

KC708093.1 Missulena sp.

JF749916.1 Moggridgea tingle
MF601280.1 Loxosceles caribbaca
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4.1 Fylogeneticka analyza

Byly analyzovany sekvence COI z celkem 18 jedinct importovanych ze severniho Chile, ktefi
byli pouziti v rdmci celého projektu zaméieného na vznik a evoluci pohlavnich chromosomu
pavoukil na modelu G. rosea (Obr. 2). G. anthracina a G. pulchra vysly v souladu s vysledky
Montes de Oca a kol. (2016) jako monofyletické skupiny. NerozliSené vztahy v ramci G.
quirogai popsaném Montes de Oca a kol. (2016) jsou zpusobeny zredukovanym vzorkem
tohoto popula¢né znacné strukturovan¢ho druhu. S vyjimkou jedné samice tvoii analyzovani

jedinci z Chile monofyletickou skupinu strukturovanou do tfi linii, sesterskou kladu G. rosea.

4.2 Optimalizace protokolu pro TSA-FISH

Béhem celé studie byla na preparatech vyzkousena fada ptizptsobeni. Jako prvni bylo cilem
vyladit intenzitu signalu, ktera zavisi na nékolika faktorech: (i) mnozstvi sondy dané jeji
délkou a poctem opakovani, (ii) fedéni protilatky konjugované s kienovou peroxiddzou a

délka inkubace s protilatkou a (iii) koncentrace tyramidu.

. Jednotlivé sekvence se lisi délkou a poctem kopii. Cim vétsi délka a pocet kopii,
tim snadnéjsi detekce. Bylo proto postupovano od nejdelsi sondy s vétsim poctem opakovani
ptes krat$i sondy az k unikatni sekvenci genu EF-/a. Optimalni mnoZstvi sondy bylo uréeno

jako 15 ng pro 18S rDNA a 30 ng pro ostatni markery.

Il. Pro vSechny sondy bylo testovano jak fedéni protilatky 1:1000 tak 1:2000. Bylo
zjisténo, Ze pro sondy 18S rDNA, 5S rDNA 1 histon H3 je vyhovujici fedéni 1:2000.

I1l. Délka inkubace s tyramidem pak byla nejprve testovana pro vSechny sondy 5
minut (doporuceni pro geny s mnoha kopiemi). Pro 18S rDNA tento ¢as vyhovoval, pro 5S a
H3 nikoliv. Byl proto pro tyto dvé sondy prodlouzen na 10 minut doporuéeny pro unikatni
sekvence. Tento cas jiz byl dostacujici. Sonda pro EF neméla uspokojivou svitivost pii zadném

Z vyse uvedenych protokolll (neukazano).

Velka cast preparath obsahovala po TSA-FISH artefakty, které piekryvaly
chromosomy a branily tak analyzam potfizenych obrazkt (Obrazek 3). Bylo otestovano
nékolik pfizplsobeni za i€elem zbavit se tohoto problému. Nejdiive byl vynechéan krok fixace

pomoci paraformaldehydu. Ukéazalo se, Ze to na artefakty nemd vliv, ale zaroven toto
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zjednoduseni protokolu ani nezhorsilo kvalitu pofizovanych obrazkt. Proto bylo od tohoto

kroku ustoupeno.

Dalsi testovanou moznosti bylo, Ze artefakty jsou zplisobeny samotnym barvenim,
protoze nejvyrazng€jsi byly pod fluorescencnim mikroskopem prave pii pohledu pies filtr pro
DAPI. Bylo proto vyzkouseno barveni v kyvetach, misto pivodni aplikace DAPI v DABCO
piimo na preparat. Byly kombinovany rizné koncentrace DAPI a rtizné doby inkubace, viz
Tabulka 2.

Tabulka 2: Kombinace Casii a koncentraci DAPI pfi barveni v kyvetach

cas 15 min 10 min 5 min
DAPI
0,5ul/ml + + +/-
0,25ul/ml + +/- -
0,125ul/ml +/- - -

Viditelnost jader pod fluorescenénim mikroskopem: + dobfe viditelné, +/- hife viditelné,
- témeéf nebo zcela neviditelné.

Bylo zjisténo, Ze koncentrace DAPI ani ¢as inkubace nema na artefakty vliv, nicméné
byly timto stanoveny optimalni podminky barveni chromozomu G. rosea v kyvetach, tj. ¢as
barveni 10 minut pfi koncentraci DAPI 0,5 ul/ml. Poslednim krokem k feSeni problému
s artefakty bylo pfistoupeni k barveni pomoci Giemsy. Chromosomy byly obarveny Giemsou
a zdokumentovany ptfed samotnym provedenim TSA-FISH. Po TSA-FISH byly chromosomy
op¢€t zdokumentovany tentokrat pod fluorescenénim mikroskopem. Byly tedy ziskany celkem
3 fotografie: chromosomy obarvené Giemsou, chromosomy obarvené DAPI a chromosomy
nesouci signal. Tyto fotografie byly nasledné upraveny a slozeny v programu Adobe
Photoshop CS5, verze 12.1. Vrstva s chromozomy obarvenymi DAPI byla odstranéna a signaly

byly promitnuty ptimo na Giemsou barvené chromozomy (Obrazek 3).

Dal§im problémem byly artefakty zpiisobené patrné odmytim chromozomu
v prubéhu FISH (Obrazek 4). Tento problém byl castecné vyfesen zapékanim preparatd pred
TSA-FISH pro lepsi fixaci chromosomi. Doslo ke zlepsSeni, av§ak u nékterych preparati se

tento problém v mensi mite stale vyskytoval.
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Obrazek 3: Priklad artefaktti po TSA-FISH se sondou pro 5S rDNA na sam¢im metafdznim
jadie Grammostola sp. A: chromosomy obarvené Giemsou; B, C: chromosomy po TSA-FISH;
B: chromozomy barvené DAPI, C: signaly sondy pro 5S rDNA, D: vysledny obrazek po
spojeni jednotlivych vrstev a odstranéni vrstvy s artefakty (DAPI), signaly oznaceny hroty
Sipek, métitko 10pm.

Obrazek 4: Artefakty objevujici se po barevni Giemsou a nasledné TSA-FISH chromosomy
po TSA-FISH. A: chromosomy obarvené Giemsou pfipravené¢ pro TSA-FISH, B:
chromosomy po TSA-FISH barvené DAPI, méfitko 10um
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4.3 Vysledky TSA-FISH

Shodné s jiz publikovanymi udaji pro G. rosea (Kral a kol. 2011; Kofinkova, 2013) sestava
saméi diploidni karyotyp studovaného Grammostola sp. 2n=72 chromosomii (Obrazek 5)
s konstituci pohlavnich chromosomti X1X20 (neukézéno). Potvrzena byla i ptfitomnost dvou
part SCP (Obrazek 5 E). Sonda pro 18S rDNA vykazuje dva rtizné vzory. V obou piipadech
jde o terminalni signaly. Zatimco u nékterych jedincii jde pouze o jeden velky terminalni signal
na kratkém raménku submetacentrického paru chromosomut (Obrazek 5A), u jinych byly

detekovany také malé terminalni signaly na opa¢nych koncich chromozomii (Obrazek 5 B).

Sonda pro 5S rDNA detekuje stabilné¢ 2 pericentrické intersticialni signaly na paru
metacentrickych chromosomt (Obrazek 5 C, D), nicméné pii pouziti tyramidu konjugovaného
s Cy3 namisto tyramidu konjugovaného s fluoresceinem bylo mozné detekovat dalsi slabé
signaly. jejich detailni analyza v§ak ukazala, Ze nelezi na homolognich chromosomech a mtize

tak jit jen o nespecifickou hybridizaci.

TSA-FISH se sondou pro histon H3 detekovala terminalni signaly na dvou
metacentrickych parech chromosomu. Pfitom separace chromatid u jednoho péru naznacuje,

ze jde o metacentricky SCP. Druhy par nesouci histonovy signdl je autozomalni

(Obrazek 5 E).
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Obrazek 5: Vysledky TSA-FISH pro jednotlivé pouzit¢ sondy. TSA-FISH na samcich
chromosomech Grammostola sp. Chromosomy obarveny Giemsou (A, B, D, E) nebo DAPI
(C). Signaly detekovany tyramidem konjugovanym s fluoresceinem (A, B, C, E) nebo Cy3
(D), oboje obarveno Cervené; A, B Lokalizace gent pro 18S rDNA, signdly oznaceny hroty
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Sipek, A metafaze I, B diplotene; C, D Lokalizace genti pro 5S rDNA na sam¢ich metafaznich
chromosomech. Velké signaly oznaceny hroty Sipek, dalsi slabé signdly oznaceny Sipkami.
SCP oznaceny popiskem, SCP1 velky metacentricky SCP, SCP2 stfedné velky,
submetacentricky SCP; E Lokalizace genu pro histon H3 na sam¢im metafaznim jadru, signaly
oznaceny na hroty Sipek. SCP oznacen hvézdickou, méfitko 10pm.
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5 Diskuze

Dil¢im cilem pfedlozené prace bylo uréeni druhové prislusnosti jedinc rodu Grammostola
pochazejiciho ze severniho Chile a pouzitého pro detailni studium vzniku a evoluce
pohlavnich chromosomt pavoukti. Hlavnim ukolem pak byla optimalizace protokolu pro
TSA-FISH u pavoukt nejprve pro detekci sond pro tandemové uspoiradané markery, tj. 18S
rDNA, 5S rDNA a histonu H3, a posléze pro detekci unikatnich sekvenci reprezentovanych

V této praci genem pro elongacni faktor 1 alfa (EF-/a).

5.1 Fylogeneticka analyza

Vysledek fylogenetické analyzy postavené na sekvenci mitochondridlniho genu COI
potvrzuje, Ze s vyjimkou jedné samice nezavislého piivodu, veSkery pouZzity materidl ze
severniho Chile tvoii jednu monofyletickou skupinu. Spolu s referen¢ni sekvenci KT022078.1
vedenou v praci Mieres a kol. (nepublikovano) jako novy druh G. brunneis sp. nov. jsou pak
sesterskou linii ke kladu tvofenému jedinci G. rosea. Nicméné tato linie zahrnuje také jedince
ur¢eného v dosud nepublikované praci Mieres a kol. jako G. porteri, coz vrha pochyby na
zavéry autorti a mozny novy druhovy status studovaného materidlu. Ten je tak v této praci
oznaCovan jako Grammostola sp. a k jeho druhovému ureni bude zapotiebi detailni

taxonomicke revize celého rodu zahrnujici vzorky z celého aredlu vyskytu.

5.2 Optimalizace TSA-FISH

Protokol pro TSA-FISH u pavouku byl uspésné optimalizovan pro markery 18S rDNA, 5S
rDNA a histon H3. Byly zavedeny nasledujici zmény protokolu dle Carabajal Paladino a kol.
(2014). Byla vynechana fixace pomoci paraformaldehydu, protoze se ukazalo, Ze nema
vyznamny vliv na kvalitu ziskanych obrazkii. Namisto toho byly preparaty zepékany pti
65 °C, coz castetné eliminovalo vznik artefakti pfi barveni DAPI. Protoze se artefakty
nepodafilo zcela odstranit, byly chromosomy pied samotnou TSA-FISH barveny Giemsou.
Délka inkubace s tyramidem byla pro kratsi sondy, tj.5S rDNA a histon H3, stanovena na 10
minut. Po uspésné optimalizaci protokolu pro detekci genovych rodin byl mapovan také gen

pro EF-1/a, ktery se ale bohuzel zatim lokalizovat nepodatilo.

5.3 Mapovani genovych rodin
Vysledky této prace piedstavuji prvni detailni analyzu distribuce vSech tfi bézné vyuzivanych
cytogenetickych markerd 18S rDNA, 5S rDNA a histonu H3 (Obrazek 5). Prvnim testovanym

markerem byla 18S rDNA. Slo o nejdelsi z testovanych sond s nejvét§im poétem repetic, coz
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Znamena, ze ze zvolenych sond byla nejsnaze detekovatelna. Prekvapivé bylo zjisténo, ze je
tento marker v ramci zkoumaného druhu polymorfni. TSA-FISH s 18S rDNA sondou
detekovala termindlni lokus na kratkém raménku submetacentrického paru chromosomu
(Obrazek 5A). To je vsouladu s vysledky barveni NOR dusi¢nanem stiibrnym u dalSich
studovanych mygalomorfnich pavouku, ktefi maji typicky jen jeden nebo dva pary pomérné
velkych rDNA lokust na koncich autosomi (Kral a kol. 2013). Pouze u Iberesia machadoi
byl NOR detekovan na SCP (Kral a kol. 2013). U nékterych jedinci v§ak TSA-FISH také
odhalila slabsi signaly na opa¢nych koncich chromosomii (Obrazek 5B). Polymorphismus ve
velikosti a po¢tu rDNA klastri byl u pavoukd pozorovan jiz diive u Wadicosa fidelis nesouci
rDNA lokusy na 8 az 10 parech chromosomu (Forman a kol. 2013).

Vyse zminovany polymorfismus byl u pavoukll objeven i v piipadé 5S rDNA u
Oxyopes Sertatus (Suzuki a Kubota 2011). Sonda pro 5S rDNA pouzita v této praci detekovala
u Grammostola sp. stabilné dva pericentrické signaly nachazejici se na dlouhém raménku
submetacentrického chromosomu (Obrazek 5 C). Pti pouziti tyramidu konjugovaného se Cy3
byly detekovany dalsi slabé signaly na nehomolognich chromosomech (Obrazek 5 D).
Bohuzel neni mozné na zéklad¢ dostupnych dat fici, zda jde 0 ispéSnou detekci malych klastri

¢1 nespecifickou hybridizaci.

Poslednim tspéSné detekovanym markerem byl histon H3, ktery byl v této praci u
pavoukt pouzit viibec poprvé. Sonda pro histon H3 odhalila ¢tyfi histonové klastry na koncich
dlouhych ramének dvou pari metacentrickych chromosomt. Na zadkladé separovanych
chromatid byl jeden z téchto part identifikovan jako velky metacentricky SCP. Histonové
geny jsou obecné ve srovnani s geny pro rRNA evoluéné mnohem konzervativnéjsi (Hladova
2015) a mohly by tak ptedstavovat uzitecné markery pro studium piitomnosti a evoluce SCP
u pavoukil. Zda je vazba histonti na SCP u mygalomorfnich pavoukill vyjimkou podobné jako
pritomnost NOR na SCP u Iberesia machadoi (Kral a kol. 2013) nebo pravidlem je tieba

teprve ovértit srovnavacim mapovanim téchto genti u dalSich druht.
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6 Souhrn

Fylogeneticka analyza potvrdila piisluSnost studovanych jedinci rodu Grammostola ze
severniho Chile k jedné monofyletické linii sesterské k druhu G. rosea.

TSA-FISH byla u studovaného Grammostola sp. tspésné optimalizovana pro detekci
cytogenetickych markerit 18S rDNA, 5S rDNA a histonu H3. Problém s artefakty
piekryvajicimi chromosomy byl vyfesen pomoci barveni Giemsou. Bylo zjisténo, ze markery
18S a 5S rDNA jsou u studovaného druhu Grammostola sp. polymorfni. Dale bylo zjisténo,
ze marker pro histon H3 se u zkoumané skupiny nachazi mimo jiné na metacentrickém SCP.

Gen EF-/a coby priklad unikatni kratké sekvence se bohuzel detekovat nepodafilo.
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