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Abstrakt:

Predklddanda prace si dava za cil predlozit charakteristiku karyotypa stir(i z rodu
Euscorpius. Rod Euscorpius je typickym zastupcem Stird v Evropé. Jeho vyskyt je Siroky
témér po celé jizni Evropé. Do dnesni doby se uvadi 18 druh( tohoto rodu. V této praci
bylo karyologicky analyzovano Sest druh( a u jednoho byl stanoven pouze zakladni
diploidni pocet chromozom(: E. carpathicus - 2n=90, E. concinnus - 2n=88, E. hadzii -
2n=68, E. sicanus - 2n=66, E. tergestinus - 2n=60, E. naupliensis - 2n=60, E.italicus - 2n=36.
Popis karyotypu odhalil u vSech studovanych druhl achiasmatickou meiozu a nebyly
pozorovany zadné pohlavni chromozomy. Byly nastinény zakladni fylogenetické vztahy a
hypotézy karyotypové evoluce rodu Euscorpius. Byla zjisténd vysoka mezidruhova
variabilita v poctu chromozom( a pomoci analyzy genu pro 16S rRNA potvrzeno
taxonomické zarazeni jednotlivych druhd. Zda se tedy, Ze cytogenetické metody mohou
prispét k pochopeni druhové diverzity a rozliSeni pripadnych kryptickych druhl v ramci

rodu Euscorpius.

Klicova slova: Euscopius, Euscorpiidae, cytogenetika, evoluce, karyotyp, 16S rRNA



Abstract:

The aim of presented work is to provide characteristics of the karyotypes of
scorpions of the genus Euscorpius. Genus Euscorpius is a typical representative of
scorpions in Europe. Its occurrence is wide throughout Europe. Until now, 18 species of
this genus have been described. In this work six species were karyologically analyzed and
one species was shown to possess only basic diploid number of chromosomes: E.
carpathicus - 2n=90, E. concinnus - 2n=88, E. hadzii - 2n=68, E. sicanus - 2n=66, E.
tergestinus - 2n=60, E. naupliensis - 2n=60, E. jtalicus - 2n=36. Description of the
karyotypes revealed that all species studied exhibit achiasmatic meiosis; no presence of
sex chromosomes was detected. The basic hypothesis of phylogenetic relationships and
karyotype evolution of the genus Euscorpius was outlined. High interspecies variability in
chromosome total count was found and by analysis of the 16S rRNA gene the taxonomic
status of the species was confirmed. Hence, it seems that cytogenetic methods can
contribute to the understanding of species diversity and differentiation of possible cryptic

species within the genus Euscorpius.
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1 Uvod

Trida pavoukovci (Arachnida) je starobyld skupina vramci kmene ¢lenovcl
(Arthropoda). Tato tfida dale spada do podkmenu klepitkatci (Chelicerata), ktery zaroven
zahrnuje ostrorepy (Xiphosura), vyhynulé skupiny Eurypterida, Chasmatapspidida a
kontroverzni skupinu nohatky (Pycnogonida). JiZ ve stfednim devonu byla diferencovana
vétsina recentnich radd pavoukovci (Selden et al. 1991). Pavoukovci a jejich pribuzni jsou
druhou nejdiverzifikovanéjsi skupinou ¢lenovcl hned po skupiné Sestinohych (Hexapoda).
Vramci této tridy rozliSujeme jedenact recentnich radd: pavouci (Araneae), roztodi
(Acari), sekaci (Opiliones), stifi (Scorpiones), Stirci (Pseudoscorpiones), solifugy (Solifugae),
krabovci (Amblypygi), bi¢ovci (Thelyphonida), kratkochvosti (Schizomida), Stirenky
(Palpigrady) a roztocovci (Ricinulei) (Shultz 2007). Tyto recentni fady se daji dle své
zakladni morfologie rozdélit na dvé hlavni skupiny. Pavouci, solifugy, Stirenky, krabovci,
bicovci a kratkochvosti maji znatelné zuUzeni mezi hlavohrudi (prosoma) a zadeckem
(opistosoma). Naproti tomu Stifi, Stirci, rozto¢i a roztoCovci toto zuzeni postradaji a
abdomen se napojuje na hlavohrud témér celou svou Sitkou. Je mozZné pavoukovce
rozliSovat podle pritomnosti segmentace na abdomenu. Pavouci a klistata nemaji
viditelnou segmentaci zadecku a jsou oznacovani jako hologastrické skupiny. Naopak
ostatni rady vcéetné Stirll maji segmentaci, tudiz se nazyvaji jako skupiny arthrogastrické

(Stockmann a Ythier 2010).

Vétsina klepitkatcl se Zivi predaci na jinych ¢lenovcich nebo mensich obratlovcich.
Tento stav neplati v kazdém pripadé. Napfiklad roztoci vykazuji SirSi ekologické spektrum
zahrnujici ektroparazitismus, detritovorii nebo specializaci na rostliny jako potravu. Pro
pavoukovce neni vodni prostredi pfili§ vyhledavanym. Ve vodé Zije nékolik druh( vodnich
pavoukl [napf. Argyroneta aquatica (Clerck, 1757)] a skupina rozto¢l Hydracarina, u
kterych se predpoklada ndvrat do vodniho prostiedi sekundarné (Dunlop 2010). Taktéz
bazalni linie pavoukovcl a jejich predci obyvali vodni prostredi (Kraus 1976). Prechod
pavoukovcll na sous se zda byt klicovym aspektem jejich evoluce a jako pfiklad mohou

slouzit vodni predchtdci recentnich stiri (Jeram 1998).
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Trida Arachnida ma vice nez 100 000 druhl a toto Cislo kazdym rokem stoupa
(Dunlop 2010). Pavoukovci (2000 ovérenych vyhynulych druhd klepitkatcd a pfriblizné
1600 z nich jsou pavoukovci) jsou zahrnuti spolu se skupinami Xiphosura a Eurypterida
v jedné linii, kterd se nazyva Euchelicerata (Dunlop et al. 2008; Weygoldt a Paulus 1979).
Tato linie se zda byt jednou z nejstabilnéjSich ve fylogenezi ¢lenovcl. Recentni poznatky
podporuji pavoukovce jako monofylum a rozlisuji uvniti skupiny Ctyfi hlavni skupiny -
Stomothecata, Haplocnemata, Acaromorpha a Pantetrapulmonata (Schultz 2007).
Skupina Stomothecata (druhy ze Siluru az recentni druhy) byla zavedena Shultzem (2007)
a zahrnuje Stiry a sekace. Shultz tento klad definoval na zakladé pfitomnosti stomotéky -
pfidstni dutiny utvorené z kycelnich apofyz vycnivajicich z bazalnich ¢lankd makadel
(pedipalpy) a prvni kracivé koncetiny a také na zakladé podobnosti svaloviny Ustnich
Ustroji. Néktefi autofi s ustanovenim této skupiny nesouhlasili (Weygoldt 1998). Jedna se
o to, Zze mnoho vyhynulych klepitkatcd muzZe byt pfifazeno do jiz existujici vrcholné
skupiny nebo jasné definovaného vyhynulého (paleozoického) rfadu. Existuji ovSem i
vyjimky. Mezi skupinami jako jsou nohatky (Pycnogonida), ostrorepi (Xiphosura), Stifi
(Scorpiones) a bicovci (Thelyphonida), jsou nékteré velmi staré fosilie, znatelné odlisné od
nynéjsich druhl. Naptiklad na koxo-sterndlni oblasti paleozoickych Stird neni dlkaz
existence kycelnich (koxa) hypofyz (Dunlop et al. 2008, Dunlop 2010). Shulz (2007)
spekuluje, Ze plvodni stifi méli stomotéku ve formé jemnych kutikuldrnich prouzk(i na

jejich koxach a tyto struktury se jednoduse nezachovaly.

Tradi¢né byla skupina Euchelicerata rozdélovana na vétsi skupinu terestrickych
pavoukovcll a vodni Merostomata. Kraus (1976) tento pfistup kritizoval kvili jeji spise
ekologické neZ fylogenetické podstaté. Skupina Metastomata byla predstavena v roce
1979 jako alternativa kstdvajici situaci a Metastomata zahrnovala Eurypterida a
Arachnida. Na zakladé této hypotézy vznikla diskutabilni homologie mezi metastomou u

skupiny Eurypterida a sternem pavoukovcl (Weygoldt a Paulus 1979).

Shultz (1990) a Giribet et al. (2002) také navrhli, Ze by méla Eurypterida a
Arachnida byt ve stejné linii, ale ndzev Metastomata se neustdlil v literatufe. V posledni
analyze Shultz (2007) neustalil Zadné vychodisko pro vztahy mezi Xisphosura, Eurypterida

a Arachnida, tudiz je tfeba tyto bazalni linie vice prozkoumat.
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V posledni dobé se vlivem molekuldarné fylogenetickych analyz méni pohled na
celkovou diverzitu pavoukovcl a i StirG. U nékterych skupin se k odhaleni moZnych
kryptickych druhl (napfiklad Stirci) podafilo vyuZit i cytogenetickd data (Zaragoza a
Stahlavsky 2008), co? ale zatim nebylo u &tirél vyuZito. Z tohoto ddvodu se predkladana
prace snazi odhalit moZnost vyuZiti karyologie v taxonomii evropskych Stird rodu

Euscorpius.

1.1 Fylogenetické postaveni stir(i (Scorpiones)

Béhem poslednich dvaceti let se studium fylogeneze a klasifikace Stir( zacalo
ménit. Stalo se tak diky kladistickym analyzam a pfipadnému vyuziti molekularnich znak.
Hlavnimi znaky, které byly pfi vyzkumu fylogeneze pouZity, jsou ty anatomické a
morfologické. Tyto charakteristiky byly logicky prvni, které se pouzivaly k rozlusténi
klasifikace a fylogeneze. Béhem poslednich tfinacti let nasledovalo zapojeni i
molekuldrnich fylogenetickych analyz, resp. analyz genu pro 16S rRNA (napf. Gantenbein
et al. 1999) a cytochrom oxidazy | (napf. Parmakelis et al. 2006). Také cytogenetika by
mohla byt alespon v nékterych pripadech vhodnym dopliujicim oborem k upfesnéni a
potvrzeni jiz znamych vysledkd, coz se bohuzel déje zatim spisSe jen ojedinéle. Takovy stav
je pravdépodobné dan zejména faktem, Ze detailnich cytogenetickych analyz je u
pavoukovcll bohuzel zatim pomérné malo, navzdory faktu, Ze v posledni dobé nékteré
skupiny pavoukovcl dozndvaji pokroku v poctu publikovanych cytogenetickych studii.
Jsou to zejména pavouci (Araujo et al. 2012), nékteré celedi akariformnich a
parasitiformnich rozto¢ (Oliver 1977; Norton et al. 1993), dale Stifi (Shanahan 19893,
Shanahan 1989b), stirci (Stahlavsky et al. 2006) a sekaci (Tsurusaki 2007). Karyotypy

ostatnich ¢eledi jsou bud neznamé, nebo neuplné.

Co se tyka fylogeneze a vyssi klasifikace Stirll, tak existuji v sou¢asné chvili dva
nazory odrazejici existenci dvou védeckych tymU. Jeden kolem prof. Feta a druhy vedeny
prof. Prendinim a Wheelerem. Fet se svym tymem proved| analyzu morfologie genu pro
16S a 18S rRNA s vysledkem rozdéleni Stirl na 15 samostatnych celedi. Jasné vyjadril

nejistotu nad postavenim nékterych skupin (Chaerilidae a Pseudochactidae) a taktéz
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podotkl, Ze nedostatek dat znemozZnuje potvrdit vztahy mezi Euscorpiidae, Chactidae,
Vaejovidae, Superstitionidae a Troglotayoscidae (Soleglad a Fet 2003). Prendini a Wheeler
(2005) nesouhlasili s vétSinou vysledk(l a navrhovanych zmén. Kratce poté byl nicméné
publikovan dalsi ¢lanek, a to skupinou prof. Feta, kde si za svymi vysledky stoji a obhajuje
je (Fet a Soleglad 2005). Timto vznikly dvé skupiny, které se liSi svym ndzorem na
fylogenezi a systematiku skupiny Stir(. K nejzasadnéjsSim rozdildm mezi navrhovanymi
systémy patfi: A) navrhovanych 15 (Soleglad a Fet 2003) (Obr. 1) nebo 19 (Prendini a
Wheeler 2005) (Obr. 2) ¢eledi. B) Prendini a Wheeler (2005) povazuji za bazalni skupiny
Buthidae a Pseudochactidae, které jsou sesterské k ostatnim skupinam stir, oproti tomu
Soleglad a Fet (2003) povaZuji za bazalni pouze Pseudochactidae. C) Ddle, Prendini a
Wheeler (2005) oznacuji skupiny Diplocentrinae a Urodacinae jako celedi, naopak Fet a
Soleglad je radi jako podceledi v ramci Scorpionidae. D) Soleglad a Fet (2003) rozeznavaji
Celedi Scorpionidaea Hemiscorpidae jako sesterské v rdmci Scorpinoidea a Prendini a
Wheeler (2005) urcuje vyssi pocet Celedi vramci této skupiny. E) Prendini a Wheeler
(2005) uznavaji jedinou celed luridae a v jejim ramci urcuji podceled Caraboctoninae,
avsak Soleglad a Fet (2003) zahrnuji pod Iluroidea dvé celedi a to luridae a

Caraboctonidae. V této préci je pouzita klasifikace podle Soleglada a Feta (2003) (Obr. 1).
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2 Stiti (Scorpiones)

Stiti (Scorpiones) aktudlné &itaji 1981 druh( a 192 rodd (Rein 2012). Jednoznaéné
nejstarsi skupinou v ramci tfidy pavoukovcl jsou Stifi - 430 mil. let (Dunlop et al. 2008).
Nékteri autofri Stiry oznacuji jako bazalni skupinu pavoukovcli (Weygoldt a Paulus 1979),
jini se nicméné priklanéji k hypotéze, Ze Stifi jsou vice odvozena skupina (Shultz 1990,

2007; Giribet et al. 2002).

Télesna stavba Stir(l je viceméné neménna po celou dobu jejich existence na Zemi.
Nékteré vyhynulé druhy byly vodni a na spodni strané téla se nalézaly zabry (Dunlop
2008). Diky tomu lze usuzovat, Ze se takovy télesny plan osvédcil a kromé prechodu na
sous se jedna o jedny z nejperzistentnéjsich Zivocichl. Télo je ¢lenéno na hlavohrud
(prosoma) a zadecek (opistosoma). Opistosoma se ddle typicky déli u stirll na mesosoma a
metasoma. DalSim charakteristickym znakem Stira je telson, ktery se nachdzi na konci
metasomy, za andlnim otvorem. Na hrotu telsonu Usti jedova Zlaza. Na ventralni strané se
nachdzi pro Stiry charakteristicky hrebinek (pecten), ktery md smyslovou funkci. Na
dorsalni strané hlavohrudi nalezneme jeden par hlavnich oc¢i a nékolik parG (az 5) oci
postrannich. Pfedni ¢ast hlavohrudi nese chelicery, které jsou tficlankové. Druhy par
koncetin je preménén na pedipalpy s klepety. Celd prosoma (hlavohrud) je kryta velkym
kusem karapaxu. Dale na této ¢asti téla najdeme 4 pary kracivych koncetin. Velka ¢ast téla
je pokryta chlupy a setami, z nichZ jsou z hlediska klasifikace nejdllezitéjsi trichobothrie

(Polis 1990; Dunlop et al. 2008).

Trichobothrie je senzoricky organ. Je ¢astym determinacnim znakem napftiklad u
pavoukU a Stir(. Pravé u Stird se pomoci trichobothriotaxie dosahlo mimo jiné pokroku
v uréovani kryptickych druhd u rodu Euscorpius (Fet a Soleglad 2002). Struktura tohoto
senzorického organu byla detailné zkoumana u dvou druhl stirG (Buthus occitanus,
Amoureux, 1789 a Euscorpius carpathicus, Linné, 1767) a bylo zjisténo, Ze jeji
mikrostruktura odpovidad sensorickym setam jinych pavoukovcl (MeRlinger 2004).
Z hlediska trichobothrie jsou nejlépe prozkoumané druhy pavoukovci pavouci (Araneae),

sekaci (Opiliones), roztoci (Acari) a Stiti (Scorpiones).
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2.1 Diverzita stirt

Stiti jsou skupinou bezobratlych, kterd je rozsifena celosvétové. Tento stav Ize
vysvétlit existenci skupiny tak starobylé jako Stifi jiz béhem formovani pevniny v dobé
paleozoika, kdy vznikl kontinent Pangea a ddle mesozoika, kdy se utvofila Gondwana. Jde
o superkontinent, ktery drzel pohromadé to, co dneska rozliSujeme jako Jizni Ameriku,

Afriku, Indii, Australii a Antarktidu (Lomolino et al. 2006).

Néktefi stifi maji nekontinudlni rozsifeni a zda se, Ze tyto druhy se fadi mezi relikty
gondwanského kontinentu. Jako pfiklad Ize uvést skupinu Bothriuridae, do které se fadi
rody Lisposoma a Cercophonius. VétSina druh( ze skupiny Bothriuridae se vyskytuje
v Americe, ale rod Lisposoma, ma rozsifeni v Africe a rod Cercophonius se vyskytuje také

v Australii (Stockmann a Ythier 2010; Sissom 1990).

Nejvétsi diverzitu Faddu Scorpiones nachdzime v subtropickych oblastech.
Konkrétné se jednd o oblast Baja California v Mexiku. Diverzita Stir( klesd s rostouci
zemeépisnou Sifkou a v oblastech lezicich nad 51° N se Stifi nevyskytuji (Polis 1990). Velmi
obecné shrnuto se stifi vyskytuji na kazdém kontinentu vyjma Antarktidy. V poustnich
oblastech S§tifi vykazuji vysokou abundanci (Stockmann a Ythier 2010). Posledni poznatky
fikaji, Ze v poustnich biomech sice Stiti maji vysokou popula¢ni hustotu, ale pokud
porovname poustni lokality s ostatnimi biotopy, je druhova diverzita Stir( v poustich nizsi

nez v jinych biotopech (Fet et al. 1998).

Na prvni pohled se zdd, Ze Sstifi jsou skupinou, ktera se vyskytuje zejména
v tropickych a subtropickych oblastech. To, Ze jsou adaptovani velmi dobfe na Zivot
v aridnich oblastech je jisté pravda, avSak nejsevernéjsi hranice pfirozeného
(postglacialniho) rozsifeni stird v Evropé se predpoklada u druhu Euscorpius germanus (C.
L. Koch, 1837) v Rakousku, konkrétné v Severnim Tyrolsku (Gantenbein et al. 2000,
Komposch et al. 2001), a u druhu Mesobuthus eupeus (C. L. Koch, 1839), (Buthidae) jesté
severnéji ve vychodni Evropé (v provincii Saratov) (Davygora a Rusakov 2001). Stifi obyvaji
rGzné habitaty od jiz zmifiovanych aridnich, pres chladné lokality, tak i obskurni mista jako

je napriklad jeskyné. V Evropé je zndm jediny druh obyvajici toto prostiedi - Belisarius
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xambeui (Lacroix, 1992) (Fet 2010). Pocet druh( Stirl v Evropé pravdépodobné presahuje

35 (Buthidae, 8; Euscorpiidae, 22-24; Chactidae, 1; luridae, 3) (Fet 2010).

2.2 Vliv zalednéni

Béhem ctvrtohor, zejména poslednich 2,4 milionG let, doSlo k mnoha udélostem,
které dozajista ovlivnily zdsadnim zplsobem rozsifeni Stird. Jednalo se hlavné o opakujici
se cykly glaciadlnich a interglacidlnich obdobi. DalSim aspektem ovliviiujicim rozsifeni Stir(

byla tvorba hlavnich evropskych pohoti (Hajek et al. 2004).

Na tyto podminky reagovali stifi rlznym zplsobem. Mohlo se jednat o extinkci,
pripadné prezila jenom mald populace v glacidlnich refugiich (Hewitt 2000). Pfikladem
vlivu glacialnich a interglacidlnich obdobi muze byt pfipad druhu Euscorpius italicus. Tento
druh se vyskytuje hojné v neprerusovaném pasmu subtropické Evropy. RozliSujeme
vychodni a zdpadni populaci. Vychodni populace je povazovdna za glacidlni utocisté
(Gantenbein et al. 2002). Moznym dikazem pro toto tvrzeni je témér nulova geneticka
variabilita u jedincl z celé Evropy, coZ by znacilo, Ze pochazeji z jedné pUlvodni populace
(Fet et al. 2006). Oblasti takzvanych refugii, utocist, kam se uchylovala tehdejsi fauna a
fléra, jsou v soucasnosti patrny u danych kontinent( severni Holarktidy jako hotspoty
biodiverzity (Lomolino et al. 2006). Tyto takzvané hot spoty jsou misty velké druhové
diverzity. V severni Americe je to Mexiko, v Asii Indie a v Evropé se jednd o oblast
Mediterdnu. Refugia evropskych druh(i se béhem kvartéru nachazela na Pyrenejském,
Apeninském nebo Balkanském poloostrové. Konkrétné méli stifi z Celedi Buthidae refugia
na Pyrenejském poloostrové nebo Balkdnském poloostrové a celed Euscorpiidae se
vyskytovala prevdiné na Balkané ¢i Apeninském poloostrové (Hewitt 1996). (Hewitt

1996).
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3 Vyuziti molekularnich a cytogenetickych technik ve vyzkumu
Stirli (Scorpiones)

V posledni dobé ¢im dale vic vyuzivaji genetické znaky a analyzy molekuldrni
fylogeneze u Sstir, které odhaluji skrytou diverzitu StirGh a navic mohou pomoci pfi
rekonstrukci fylogenetickych vztahi jednotlivych skupin Stird. Naptiklad nejvétsi evropsky
Stir lurus dufoureius (Brullé, 1932) byl nedavno rozlisSen na dvé geneticky samostatné linie
pomoci analyzy mtDNA. Jedna se o populace na Peloponésu, Kithyfe a Krété v Recku,
ktera tvofi jednu linii a populaci vychodoegejskou a maloasijskou (Parmakelis et al. 2006).
Zajimavy je kontrast s morfologickou analyzou, kterd byla provedena nasledné, aby
potvrdila predchozi vysledky. Nejenom, Ze vysledky byly potvrzeny, ale diky této analyze
byly populace dale rozliSeny na zapadni linii a vychodni linii - (Rhodos, Karpathos, Samos).
Pfedpoklada se, Ze populace vychodni linie tvofi novy zatim nepopsany druh (Kovarik et

al. 2010).

Dalsi priklad uziti znalosti molekularni fylogeneze najdeme u druhu evropského
Stira Mesobuthus gibbosus (Brull, 1822). Gantenbein et al. (2003) diky molekularnimu
vyzkumu potvrdil dvé genetické linie - z Balkdanu a Malé Asie. TaktéZz byl vymezen novy
endemicky druh Mesobuthus cyprius (Gantenbein a Kropf, 2000), dtive spadajici do druhu
Mesobuthus gibbosus. Je jisté, Ze metody analyzy DNA vnaseji do celé problematiky
taxonomie Stirli nové poznatky. U tohoto radu je zatim nicméné v tomto ohledu nejasna

moznost vyuziti také metod cytogenetickych.

3.1 Cytogenetika Stirt

Trida StifG neni z cytogenetického hlediska pfiliS prozkoumdna. Cytogeneticka
analyza byla provedena u 60 druhl stir( (Schneider et al. 2009b). Ackoliv se jedna o
skupinu s mnoha plesiomorfnimi znaky, je mozné, Ze je skupina dulezita pro pochopeni
karyotypové diverzifikace celé tridy pavoukovcl. Karyotypova analyza stirl odhalila
vysokou variabilitu v diploidnim po¢tu chromozomi (2n=5 az 2n=175) (Obr. 1; Tab. 1).

Takova variabilita nebyla dosud zaznamenéna u Zadného z fada uvnitr tfidy Arachnida.

9|Strdnka



Navic Stifi vykazuji mnoizstvi cytogenetickych zvlastnosti, jako je vysoka vnitro- a
mezidruhova variabilita diploidniho poétu chromozom( u nékterych druhl. Dale byla
zjiSténa achiasmatickd meidza, ktera se vyskytuje u vSech doposud analyzovanych celedi.
U StirG také zatim nebyly identifikované pohlavni chromozomy. U skupiny Urodacidae
jsou prokazany centrické fuze, inverze a Stépeni chromozomi (Schneider et al. 2009b). Jak
bylo jiz uvedeno, probadanost stira jako skupiny neni ve srovnani s pavouky (Araneae)

vysokd. Mimo to, jednotlivé ¢eledi jsou prozkoumané nerovnomérné.

Nejvyssi pocet cytogeneticky zkoumanych druhl patfi do bazalni ¢eledi Buthidae
(Tab. 1). Tato Celed je nejlépe cytogeneticky prozkoumana z nékolika pravdépodobnych
dlvodu. Napftiklad z ddvodu vysoké druhové pocetnosti a taktéZ proto, Ze druhy této
Celedi jsou pro Clovéka toxicky vyznamné. Charakteristika karyotypu buthidnich stird,
bereme-li v potaz, Ze je jejich karyotyp plvodni, ukazuje na predominanci nizkého poctu
chromozomU (znamy diploidni pocet je od 5 u Tityus bahiensis (Piza 1939) po 48 u
Uroplectes carinathus (Newlands & Martindale 1980)) a karyotyp sestdvajici z
holocentrickych chromozom{ (Fet a Soleglad 2003; Schneider et al. 2009b). Holocentrické
chromozomy se |isi od monocentrickych absenci primarni konstrikce a lokalisovanym
mistem pro pfipojeni déliciho vreténka béhem bunélného déleni. Misto toho jsou
mikrotubuly pfipojeny kvétsiné povrchu chromatid a pfi pohybu kvfeténku jsou
chromozomy nebo chromatidy ve tvaru tycinky (Dernburg 2001; Nagaki et al. 2005).
Zminnované monocentrické chromozomy vznikly dle hypotézy diky existenci
holocentrickych chromozomu. Kinetickd aktivita tohoto typu je omezena na

specializovanou chromozomovou oblast - centromeru (Moore et al. 1997).

Holocentrické chromozomy jsou typické pro velké mnozstvi skupin Zivocichl a
rostlin a zda se, Ze jejich vyskyt v organismu muzZe vyustit v konvergentni evoluci (John
1990; Dernburg 2001). Tyto udaje kontrastuji s vysledky ziskanymi od sedmi dalSich celedi
radu stiti. Byly zjistény vysoké pocty chromozomu v diploidnim stavu a chromozomy byly
také castéji monocentrické (Schneider et al. 2009b). Ostatni studovani Stifi Ffadu
Scorpiones maji monocentrické chromozomy s vyrazné vyssim rozpéti diploidnich poctu
od 29 az po 175 (Shanahan 1989). Byla popsana vnitrodruhova variabilita, a to jak u druht

s holocentrickymi, tak i monocentrickymi. Napfiklad se jednd o: Mesobuthus tamulus
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(2n=20-28), (Venkatanarasimhaiah & Rajasekarasetty 1965), Urodacus novaehollandiae
(2n=66-175) a Urodacus manicatus (2n=29-64). Shanahan (1989) ve své studii uvazuje
také hypotézu o moiném dopadu karyotypové variability na izolaci druhd. Nicméné
doposud nebyly tyto informace nikdy propojeny s Zadnou detailni analyzou morfologické
Ci genetické variability. Z tohoto dlvodu zatim mame u Stirll jen minimalni informace o

mozném vztahu mezi karyotypovou variabilitou a druhovou diverzitou.

Vétsina cytogenetickych studii zahrnujicich Stiry je zaloZena na standardnim
chromozomovém barveni a nékteré prace navic vyuzivaji analyzu synaptonemalnich
komplex( pfi studiu parovani chromozom0 (Shanahan 1989a, 1989b). Schneider et al.
(2009a) také pouzila transmisni elektronovou mikroskopii (TEM) k pozorovndni a popisu
karyotypli. Ddle jsou duleZité studie Shanahana a Haymana (1990), kde byly
charakterizovdny chromozomy nékterych stira ze skupin Buthidae a Urodacidae. Analyzou
synaptonemalniho komplexu (SC) [Tityus bahiensis (Perty, 1833)] bylo uréeno synaptické
chovani chromozom( béhem prestaveb a stanovena kineticka ptirozenost chromozomu
(holocentrickd - Buthidae nebo monocentricka - vSechny ostatni dosud karyotypované
druhy) (Schneider et al. 2009a, 2009b). Rozdily mezi holocentrickym a monocentrickym
chromozomem byvaji béiné definovany neptfimymi kritérii, jako napriklad konfigurace
chromozom( béhem jejich segregace a pritomnost primdarni konstrikce, kterd je ale

Spatné determinovatelna u malych chromozom (Wolf 1996).
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Druh

Diploidni pocet

BUTHIDA

Buthoidea

Buthidae

Ananteris balzanii 12
Androctonus spp.(5) 24
Buthus spp.(2) 22-56
Centruroides spp.(2) 26
Hemilychas alexandrinus 14
Hottentotta trilineatus 24
Isometroides vescus 14
Isometrus spp.(3) 12-14
Lychas spp.(2) 12-16
Mesobuthus spp.(3) 20-28
Odontobuthus doriae 22
Parabuthus spp.(3) 18-36
Rhopalurus rochai 28
Tityus spp.(7) 5-27
Uroplectes spp.(6) 20-48
IURIDA

luroidea

Caraboctonidae

Hadrurus hirsutus pfiblizné 100
Scorpionoidea

Bothriuridae

Bothriurus spp.(4) 36-46
Scorpionidae

Heterometrus spp.(5) 60-96
Pandinus imperator 120
Hemiscorpiidae

Urodacus spp. (6) 56-175
Liocheles australasiae 54-64
Opisthacanthus elatus 60-62
Chactoidea

Chactidae

Brotheas amazonicus 50
Euscorpiidae

Euscorpius spp. (7) 36-90
Vaejovidae

Paruroctonus boreus priblizné 100

Tabulka 1

Prehled karyotypovanych rodu stirl (Scorpiones), upraveno podle Schneider et
al. (2009b) a doplnéno o vlastni vysledky.
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4 Cytogenetika dalSich skupin pavoukovct

V dalSich kapitolach bude uveden stru¢ny popis cytogenetiky vyznamnych skupin
pavoukovcl. Jednd se o skupiny, kde je vyzkum karyotypu na vysoké Urovni a potvrzuje se
tak, Ze tento obor dosahuje velkého pokroku a cytogenetické metody mohou byt Uspésné

vyuZity i v taxonomii riznych skupin.

4.1 Cytogenetika pavoukUl (Araneae)

Diploidni pocet pavouk( je vysoce variabilni v rozmezi od 7 do 114 chromozomi
(Suzuki 1954; Kral et al. 2011). Rad pavouci mGZeme rozdélit na dva podfady: Mesotheae
s pouhou jedinou Celedi Liphistiidae a podrad Opisthothelae. Druhy podfad je rozdélen do
dvou infrafadd: Mygalomorphae zahrnujici pavouky s paraxidlnimi chelicerami a
Araneomorphae, ktefi maji diaxialni chelicery. Infrafdd Araneomorphae je rozdélovan na
skupiny Haplogynae a Entelegynae. Skupina Entelegynae zahrnuje vétSinu recentnich
druhl pavoukl (Coddington a Levi 1991). Prvni cytogenetickd studie pavoukd byla
provedena jiz Carnoyem (1885). Pinter a Walter (1971) poprvé pouzili roztok kolchicinu
k preparaci pavoucich varlat a vaje¢nikl. Tim bylo dosazeno vyssiho poctu mitotickych
nebo meiotickych metafazi. V téchto fazich bunécného cyklu jsou chromozomy nejlépe
viditelné. O par let pozdéji Brum-Zorrila a Cazenave (1974) poutzili jako fixativum roztok
methanol:kyselina octova - 3:1 a barveni preparatu Giemsou. Mnoho druhl tkani je
vhodnych k pripravé cytogenetickych prepardtl, jako napfiklad gonddy, cerebralni
ganglion a kultura krevnich bunék, kterou pouzil poprvé Wang a Yan (2001). Ke studiu
pohlavnich chromozomU (SCS) u pavoukl velmi ptispéla analyza chromozom( béhem

midzy (Kral 2007).

Do této doby byla provedena karyotypova analyza u vice nez 665 druhl pavoukl
spadajicich do 110 celedi, coz je priblizné 1,6 % z celkového poctu druhl (42 423) (Araujo
et al. 2012). Pavouci jsou prekvapivé po roztocich a sekacich tfetim nejprobadané;jsim
radem mezi pavoukovci z cytogenetického hlediska (Araujo et al. 2011). Pokud ovSem

vezmeme v potaz obrovskou druhovou diverzitu pavouk(, jedna se stale o nedostacujici
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pocet. Vétsina studovanych druhl se rfadi do skupiny entelegynnich pavoukl. Naproti
tomu cytogenetika bazalnich skupin Araneomorphae - haplogynnich pavoukl i
Mygalomorphae je vyrazné méné prozkoumdna. Bylo zjisténo, Ze karyotypy bazalnich
skupin Araneomorphae (napfiklad nadceled Dysderoidea) se skladaji z holocentrickych
nebo i normalnich chromozom s jednou dedikovanou centromerou, ac¢koliv u modernich
pavoukl jsou v karyotypu akrocentrické chromozomy (Diaz a Sdez 1966; Benavente a
Wettstein 1980). TaktéZz byl popsan pro pavouky neobvykly systém pohlavnich
chromozom X0. U vétsSiny pavoukl (77 %) se vyskytuje unikatni systém X;X,0 (Araujo et

al. 2005).

4.2 Cytogenetika sekacd (Opiliones)

Sekaci se radi do 4 podradl: Cyphophthalmi, Eupnoi, Dyspnoi a Laniatores a je u
nich zndmo vice nez 6500 popsanych druh( (Shultz a Regier 2001; Giribet et al. 2002;
Hallan 2009). Cytogeneticky je prozkoumano 1,5 % vSech zndmych druhl sekacl

(Rodriguez Gil a Mola 2010).

Dosud bylo cytogeneticky studovano kolem osmdesati druh( sekac a u nich se
variabilita v poctu chromozoml pohybuje od 10 [Trachyrhinchus rectipalpus,
Cokendolpher, 1981; Paraumbogrella pumilio (Karsch, 1881), Phalangiidae] (Tsurusaki a
Cokendolpher 1990) do 109 (Cokendolpher a Jones 1991) (Tsurusaki 2007). U sekacu
nachdzime prevdiné metacentrické chromozomy a u nékterych druh( je prokazand i
vnitrodruhova variabilita (Tsurusaki et al. 1991). Jednd hlavné o sekace z
nejodvozenéjSiho podfadu Laniatores. Tyto druhy sekdch vykazuji mimo vysoké
vnitrodruhové variability (2n=61-109, Gonyleptidae), také nejvyssi chromozomové pocty
2n=40 az 2n=109 (Tsurusaki 2007). Tento fakt je pravdépodobné zplsobem polypoidizaci
karyotypu nebo chromozomovymi rozpady (Schneider et al. 2009b). Pro bazalni linie je
charakteristicky nizsi pocet chromozom. Cyphophthalmi (2n = 30), Eupnoi (2n=10-52,

primérné = 22) a Dyspnoi (2n=10-28, pramérné = 16) (Tsurusaki 2007).

Podle dosavadnich vysledkd nemda velky pocet druhd sekacl pohlavni

chromozomy. Typ urcéeni pohlavi abraxas (ZW-ZZ) byl objeven pouze u druhu Mitopus
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morio (Fabricius 1779) (Phalangiidae) a Odiellus aspersus (Karsch 1881) (Phalangiidae,
Eupnoi). U druhl z podiadld Eupnoi a Dyspnoi navic najdeme u nékolika druhl
chromozomovou determinaci pohlavi XY (Tsurusaki a Cokendolpher 1990, Tsurusaki

2007).

4.3 Cytogenetika Stirkd (Pseudoscorpiones)

Svice nez 3380 popsanymi druhy jsou Stirci ¢tvrtym nejvétSim fadem tridy
pavoukovcli (Harvey 2008). Navzdory vysoké druhové diversité neni k dispozici vétsi
mnozstvi cytogenetickych dat. Zaroven mize byt velmi obtizné rozliSit jednotlivé druhy
pouze na zakladé morfologickych znak(, a proto se cytogenetika jevi jako uzZite¢na
k odhalovani kryptickych druh@. Napfiklad analyzy rodu Roncus (Stahlavsky a Zaragoza
2008; Troiano 1990). Molekuldrni a cytogenetické znaky se podle poslednich studii
osvédcily mnohem vice, nez morfologickd analyza, protoze diverguji podstatné rychleji

(Stahlavsky et al. 2009).

Sokolow uz v prvni poloviné dvacatého stoleti ziskal cytogeneticka data na Stircich
(Sokolow 1926). V rdmci studia spermatogeneze proved| zakladni analyzu karyotypu a
zjistil poCty chromozomu u druh(i Neobisium carcinoides (Neobisiidae) a Dendrochernes
cyrneus (Chernetidae). Opravdu prvni podrobna karyotypovd analyza byla provedena u
Sesti italskych druhd rodu Roncus (Neobisiidae) (Troiano 1990, 1997). Tim, Ze se druhy
vyrazné liSily poctem i morfologii chromozomi (2n=22-52), byly navrieny prvni
fylogenetické vztahy na zakladé podobnosti karyotypu. V ramci tohoto rodu byla pozdéji
mezidruhovd variabilita v po¢tu chromozom( vyuZita i k rozliSeni kryptickych druhd R.

montsenyensis a R. cadinensis (Zaragoza a Stahlavsky 2008).

Rozpéti diploidniho poc¢tu chromozom( je u StirkG od 7 (Olpium turcicum,
Olpiidae) (Stahlavsky et al. 2006) po 143 u §tirkG Cyclatemnus sp. (Stahlavsky et al. 2012)
U SstirkG byly popsany dva typy chromozomové determinace pohlavi (X0 a XY).
Nejcastéjsim systémem pohlavnich chromozom( u Stirkd je X0. Systém XY byl popsan ale

pouze u jiz zmiflovaného rodu (Roncus) (Troiano 1990, 1997; Stahlavsky et al. 2006).
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5 Rod Euscorpius

Celed Euscorpiidae je v Evropé zastoupena pouze rodem Euscorpius (Thorell,
1876). Rod Euscorpius (Euscorpiidae), ktery ma pUvodni centrum vyskytu na Balkané, je
vynikajici modelova skupina pro kombinovanou studii chromozomové diferenciace a
morfologické a genetické variability (Vignoli a Salomone 2008). Komplikovand taxonomie
odrdazi vysokou morfologickou variabilitu tohoto rodu, kdy v sou¢asnosti rozeznavame 18
druhl (Tab. 2) asi s padesati poddruhy. S nejvétsi pravdépodobnosti tento pocet neni

konecny a existuje predpoklad poctu druhi v Evropé mezi 22-24 (Fet 2010).

Do celedi Euscorpiidae se mimo predevsim evropsky rod Euscorpius tadi i rody
Megacormus a Plesiochactas, které jsou neptibuznéjsi rodu Euscorpius. Oba vyse zminéné
druhy se vyskytuji v Mexiku (Soleglad a Sissom 2001). Pfirozeny areal rozsiteni rodu
Euscorpius zasahuje od severniho Spanélska na zapadé pres mediteranni oblast ai po

Kavkaz na vychodé.

Prvnim popsanym druhem byl Scorpio carpathicus, ktery Carl Linné popsal z oblasti
Transylvanskych Alp (Rumunsko) (Linné 1767) a teprve o vice nezZ sto let pozdéji byl tento
druh zafazen do samostatného rodu Euscorpius Thorell, 1876. Rod Euscorpius se
vzhledem ke své napadnosti tésil u badatelll v Evropé pomérné znacné oblibé a béhem
celé doby jeho studia az do soucasnosti byla popsana rada druhd, které byly nicméné
prabéiné synonymizované. Popfipadé se snaha o popis lokalni variability nékterych druh
odrazZela alesponi ve snaze popsat jednotlivé poddruhy, kterych se jesté na konci minulého
stoleti u 4 tehdy rozliSovanych druht E. carpathicus (Linné, 1767), E. flavicaudis (De Geer,
1778), E. italicus (Herbst, 1800) a E. germanus (C. L. Koch, 1837) uvadélo az 48 (Kovarik
1998). Zda se ale, Ze teprve kombinace vysledkl molekuldrni fylogeneze a studia
variability morfologickych a morfometrickych znakd z poslednich deseti let prinaseji do
problematiky slozité klasifikace Stirl rodu Euscorpius jasnéjsi pohled (Gantenbein 1999;

Soleglad a Fet 2003).

Prvni molekuldrni znaky v taxonomii u $tir(l pouzil Gantenbein et al. (1999), ktefi k

analyze fylogeneze a taxonomie rodu Euscorpius pouzili sekvenci genu pro 16S rRNA malé
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ribosomalni podjednotky. Tato a fada nasledujicich studii nasledné pomohly odhalit mimo
jiné kryptické druhy E. alpha, Caporiacco, 1950 (Gantenbein et al. 2000), E. naupliensis,
(C. L. Koch, 1837) (Gantenbein et al. 2002) a E. sicanus (C. L. Koch, 1837) (Fet et al. 2003).
Na druhovou uroven byl povysen také alpsky druh E. ggmma, Caporicco, 1950 (Scherabon
et al. 2000), endemicky E. balearicus Caporicco, 1950 (Gantenbein et al. 2001) z
Balearskych ostrov( a E. tauricus (C. L. Koch, 1837) (Fet 2003) z Krymu. Diky kombinaci
morfologickych a molekularnich znak( se zjistily nejpodstatnéjsi zmény hlavné v chapani
dfivéjsiho druhu E. carpathicus. Nyni je jasné, Zze na Balkdné je pfitomno vice forem
tohoto druhového komplexu ,E. carpathicus complex” (Fet a Soleglad 2002, 2007). U rodu
Euscorpius bohuZel zatim nebyly publikovany zadné detailnéjsi cytogenetické analyzy,
které by umoZniovaly propojeni morfologickych, molekuldrné fylogenetickych a
karyologickych dat. U Stir( rodu Euscorpius jsou zndmé pouze velmi zakladni karyotypové
charakteristiky. Konkrétné se jednalo o informace ziskané o chromozomech pfi analyze
spermatogenese druhu E. carpathicus (Sokolow 1913). V ramci této studie se uvadi pocet
chromozomtd 2n=70-80, coz muUZe odraZet variabilitu vice druhG v ramci tohoto

druhového komplexu.

Rod Euscorpius se déli na Ctyfi podrody: Tetratrichobothrius Birula, 1917,
Polytrichobothrius Birula, 1917, Alpiscorpius Gantenbein et al. 1999, Euscorpius Thorell,
1876. Z podrodu Euscorpius, jehoz nékteré druhy jsou hlavnim pfedmétem této praci, byl
oddélen podrod Alscorpius diky DNA analyze (Gantenbein et al. 1999). Druhy z této linie
byly dlouho zndamé jen jako poddruhy v ramci E. carpathicus. Odtud neoficidlni oznaceni
,E. carpathicus complex”. Nyni rozezndvame devét druhl vramci komplexu E.
carpathicus. V nasledném textu budou blize popsany druhy, které byly analyzovany
béhem vyzkumu k této diplomové praci. Jedna se o vétsinu druhl podrodu Euscorpius a

podrod Polytrichobothrius.
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Druh

Rozsiteni

1. E. alpha Caporiacco, 1950

severozdpadni Itdlie (Piemont, Valle d’Aosta a Lombardie), §v§/carsko;

2. E. balearicus Caporiacco, 1950

Balearské ostrovy (Mallorka, Menorka, Cabrera), Spanélsko;

3. E. beroni Fet, 2000

Albanie (Prokletija a Radohimské pohofi);

4. E. carpathicus (Linné, 1767)

Rumunsko (jizni Karpaty);

5. E.concinnus (C. L. Koch, 1837)

Italie (Lombardie, Liguria, Friuli V. Giulia, Emilia Romagna, Toskansko,
Marche, Umbrie, Latium a Kampanie), Slovinsko (?);

6. E .flavicaudis (DeGeer, 1778)

AlzZirsko, Anglie, Brazilie, Francie (i s Korsikou), Italie (Tyrhénské pobrezi,
Ligurie, Kaldbrie i mensi ostrovy u Sardinie), Jemen, Tunisko, Uruguay;

7. E. gamma Caporiacco, 1950

Chorvatsko, severovychodni Italie (Friuli), jizni Rakousko (Korutany),
Slovinsko;

8. E. germanus (C. L. Koch, 1837)

severovychodni Itdlie (Trentino Alto Adige, Friuli), Rakousko (jihovychod),
vychodni Slovinsko a Svycarsko;

9. E. hadzii Caporiacco, 1950

Albénie, Bosna a Hercegovina, jihozapadni Bulharsko, Cernd Hora,
Chorvatsko, Kosovo, Makedonie, Srbsko, severozapad Recka;

10. E.italicus (Herbst, 1800)

Albénie, Aliirsko, Cernd Hora, Francie, Itdlie (severni, centrélni, vychodni),
Jemen, Chorvatsko, Madarsko, Makedonie, Maroko, Monako, Rumunsko,
Rusko (zapadni Kavkaz), Recko, San Marino, Slovinsko, Svycarsko (Ticino a
Valais), Tunis, Turecko (oblast u Cerného move);

11. E. koschewnikowi Birula, 1900

severovychodni Recko (poloostrov Chalkidiki, Athos);

12. E. mingrelicus (Kessler, 1874)

Albanie, Bosna a Hercegovina, Bulharsko (?), Cerna Hora, Gruzie,
Chorvatsko, Makedonie, Rusko (Kavkaz), Recko (?), Slovinsko, Srbsko,
Turecko;

13. E. naupliensis (C. L. Koch, 1837)

jihozapad Recka (Peloponésky poloostrov, ostrovy Zante a Pelouzo);

14. E. oglasae Caporiacco, 1950

Itdlie (ostrov Montecristo, severni pobfeZi Tyrhénského more);

15. E. sicanus (C. L. Koch, 1837)

Egypt, jizni a stfedniItdlie (Gorgona, Giglio, a ostrovy Cerboli, Giannutri,
Sicilie, Eolie, Pelagie, Pantelleria a ostrovy Tremity); Malta, Recko,
Bulharsko (?), Tunisko, Libye, Madeira, Sardinie;

16. E. tauricus (C. L. Koch, 1837)

Krym, Ukrajina;

17. E. tergestinus (C. L. Koch, 1837)

Bulharsko (?), Francie (jihovychodni a Korsika), Chorvatsko, severni a
centrélniltdlie (véetné ostrov( Capri, Elba, a ostrovu Montecristo), jizni
Rakousko, Slovinsko;

18. E. celanus Tropea, 2012

stfedni Italie (Celano, Abruzzo)

Tabulka 2 Rozsifeni $tirl rodu Euscorpius v Evropé. Otazniky (?) oznaduji nepotvrzené lokality vyskytu. (upraveno podle
Vignoli a Salomone 2008, doplnéno o novy druh (Tropea 2012))
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5.1 Euscorpius carpathicus (Linné, 1767)

Tento druh byl popsan jiz v druhé poloviné 18. stoleti a jeho popis byl jen velmi
vseobecny, coZ pozdéji zplisobilo mnoho zmatk( v taxonomii. Analyza odhalila, Ze tento
druh mda puavodni vyskyt v Rumunsku-Transylvanské alpy (Soleglad a Fet 2002).
Geograficky i geneticky je jasné izolovany od ostatnich druh( a nékteré taxony [E. sicanus,
E. hadzii, E. balearicus, E. tergestinus, E. koschewnikowi (Fet et al. 2002)] dfive
synonymizované s druhem E. carpathicus tak byly z tohoto divodu opét znovu zavedeny.
Prvni analyzu mitochondrialni DNA, na jejimz zakladé byly populace v Rumunsku

oznaceny jako samostatny druh, provedl| Fet et al. (2002).

5.2 Euscorpius sicanus (C. L. Koch, 1837)

Je to typicky zastupce jizni Evropy, jehoZz areal zasahuje pravdépodobné diky
lidskému zavleceni aZ do severni Afriky (Fet 2010). Na druhovou Uroven ho postavil Fet et
al. (2003). Zaroven synonymizoval dalSich sedm byvalych poddruht E. sicanus jako tento
konkrétni druh. Typova lokalita tohoto druhu je Messina v severo-vychodnim cipu Sicilie
(Italie). Jinak je roziten v celé stiedni a jizni Italii, Recku (Solufi, Peloponés) a také na

Malté, Madeire a v severni Africe (Colombo 2006).

5.3 Euscorpius tergestinus (C. L. Koch, 1837)

Tento druh proSel za poslednich deset let velkymi zménami. Jeho status jako
druhu byl aktualizovan a pozdéji byly oddéleny ztohoto druhu dalsi dva druhy: E.
concinnus a E. oglasae (Fet a Soleglad 2002; Vignoli et al. 2005, 2007). E. tergestinus patfi
do ,,zapadni linie” Stird v rdmci komplexu E. carpathicus. Gantenbein et al. (2001) ukazal,
Ze zapadni populace z Francie a Italie (E. tergestinus) je geneticky vzdalend od vychodnich
populaci z typové lokality na Krété, ackoliv obé skupiny maji stejné vzorce trichobothrii na
patele koncetin. Dalsi potvrzeni jiz vydanych studii nasledovalo po zkoumani populaci v

Rakousku a Slovinsku. Tamni populace byly podrobeny analyze mitochondridlni DNA
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sekvence a zjistilo se, Ze vsichni jedinci jsou z tohoto hlediska identicti, tudiz se
predpokladad, Ze zde hrala roli lidskd introdukce ze Slovinska (Huber et al. 2001). Salomone
et al. (2007) ve své fylogeografické studii potvrdil status E. tergestinus porovnanim
s dalSimi Italskymi druhy E. sicanus a E. concinnus. Vyskytuje se v Albanii, Chrovatsku,
Italii, Montenegro, San Marinu a Slovinsku. Ekologickymi naroky je velice podobny E.

sicanus, se kterym muZze Zit sympatricky (Colombo 2006).

5.4 Euscorpius hadzii Caporiacco, 1950

Taxonomické zmény se nevyhnuly ani druhu Euscorpius hadzii. Hadzii (1929)
popsal tento druh jako poddruh E. carpathicus polytrichus. Pozdéji Di Caporiacco (1950)
upravil jeho status na Euscorpius carpathicus hadzii. Toto zafazeni ovsem nebylo nikdy
citovano. Fet a Soleglad (2002) tento poddruh pozvedli na druhovou Uroven. Taktéz byly
objeveny endemické populace z ostrova Lastovo, které byly dfive popisovany jako E.
carpathicus lagostae, Di Caporiacco, 1950. Rozsiteni druhu je Siroké - od Chorvatska az do

severniho Recka a Bulharska (Vignoli a Salomone 2008).

5.5 Euscorpius concinnus (C. L. Koch, 1837)

Poddruh E. carpathicus concinnus byl dfive pfifazen jako synonymum E.
tergestinus. V roce 2005 byl vymezen jako samostatny druh. K témto vysledk(im se doslo
pfi morfologické analyze zaloZené na vzorcich trichobothrii na ventralni strané pately
(Vignoli et al. 2005). O dva roky pozdéji, potvrdila studie zaloZzend na srovnavani
jadernych a mitochondridlnich sekvenci predeSlou morfologickou analyzu a byly
identifikovany dvé velmi divergentni genetické linie. (Salomone et al. 2007). Je
fenotypové podobny E. concinnus, ale E. tauricus ma prodlouzengjsi metasomalni
segmenty (Fet 2003). E. concinnus se vyskytuje v Sifce témér 650 km po Uzemi italského

poloostrova (Vignoli et al. 2005).
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5.6 Euscorpius italicus (Herbst, 1800)

Tento druh patfi do vlastni taxonomické skupiny - podrodu Polytrichobothrius
Birula, 1917. Tento nazev se pouziva z divodu vysokého poctu trichobothrii na ventralni
strané ruky makadla Stir( druhu E. italicus. Jedna se o nejvétsi druh z rodu Euscorpius a
zaroven naptiklad i nejvétsi druh Stira, ktery se vyskytuje v Itdlii. Tento druh se nejcastéji
vyskytuje na Urovni more, ale je mozné ho najit i ve vyskach 1200 m.n.m. (Colombo 2006).
Druh preferuje skalnaté uUtesy a opusténa lidskd obydli. Je povazovdn za termofilni.
RozliSujeme 8 poddruhl v ramci E. italicus. V posledni dobé byl jeden z poddruhi E.

naupliensis (C. L. Koch, 1837) vymezen jako samostatny druh (Vignoli a Salomone 2008).

Velmi dllezité se jevi, Ze je E. italicus malo geneticky divergentni (Fet et al. 2006).
Pticinou soucasného velkého aredlu a malé genetické variability je pravdépodobné Sifeni z
glacidlniho refugia béhem posledni doby, mozna i vlivem c¢lovéka. Plavodni aredl byl
rozdélen v pleistocennim glacialu. E. jtalicus se charakterizuje dvéma populacemi, pficemz
ta vychodni je povazovana za glacidlni utocisté (Gantenbein et al. 2002). To by mohlo
vysvétlovat matouci absenci E. italicus na vSech egejskych a stftedozemnich ostrovech (Fet
2010). Tento druh $tira obyva rozsahly areal v Evropé. Site jeho aredlu doklada fakt, Ze
kromé oblasti s chladnym podnebim, jako je napfiklad i Ceskd republika, obyva témé¥
celistvy pas Evropy od Francie souvisle pfes mediteranni oblasti az do Ruska k Cernému

moti. Pravdépodobné byl introdukovan do severni Afriky (Vignoli a Salomone 2008).

5.7 Euscorpius naupliensis (C. L. Koch, 1837)

Jedna se o &tira endemicky se vyskytujiciho v Recku na poloostrové Peloponés a na
ostrové Zakynthos (Vignoli a Salomone 2008). Drive byl zafazen jako poddruh Euscorpius
italicus a vroce 2002 byl vymezen jako samostatny druh. Toto nové zarazeni bylo

stanoveno diky odliSnostem na genetické i morfologické Urovni (Gantenbein et al. 2002).
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6 Cile diplomové prace

Cilem této diplomové prace je zmapovani karyotypové variability na mezidruhové drovni
u vybranych druh( rodu Euscorpius a zjisténi moZného vyuZiti cytogenetickych dat

v taxonomii tohoto rodu.
Konkrétné byly vymezeny tyto cile:

a) Popsat karyotypy u vybranych druhd z Evropy.

b) Vrdmci popisu karyotypll, zaloZzenych na standardné barvenych preparatech,
stanovit zdkladni charakteristiky karyotypu tj. pocet, morfologie, resp. velikost
chromozom a vzajemné je porovnat.

c) Ziskat sekvence genu pro 16S rRNA u karyotypovaného materialu a porovnat je se

sekvencemi z GenBank a a porovnat genetickou variabilitu s karyologickymi udaji.
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7 Materidly a metodika

Jedinci S$tirG rodu Euscorpius byli ziskavani individualnim sbérem (nejcastéji pod
kameny a pod klrou) na prfedem vytipovanych lokalitdch (Obr. 15). Podrobné udaje o
analyzovanych exemplafich a lokality sekvenci pfevzatych z GenBanku jsou uvedeny
v Tabulce 4. Jako nejvhodnéjsi se pro sbér a naslednou karyotypovou analyzu jevi jarni a
letni mésice, protozZe v tomto obdobi je v tkanich dostatek mitotickych i meiotickych figur.
Ziskani stifi byli chovani v klimaboxu s teplotou mezi 20 °C az 25 °C a oscilaci den a noc.
Dostavali pravidelnou stravu v podobé cvrékd bananovych (Gryllus assimilis). Jako idedlni
doba pro analyzu se jevila nékolik dni po poslednim krmeni. Pfi tomto postupu v tkanich
bylo nejvice viditelnych chromozomovych sestav. Stirim rodu Euscorpius se ocividné v
chovu dafilo a bylo mozné je udrzet ve vitdlnim stavu mnoho mésicli do doby, kdy byli
pouziti pro karyotypovou analyzu. Materidl byl determinovan podle aktudlniho
determinacniho klice (Vignoli a Salomone 2008). Tato determinace dle morfologickych
znakl byla ovérena FrantiSkem Kovarikem a prof. Victorem Fetem a ndsledné byla po

izolaci DNA porovnana se sekvencemi ulozenymi v GenBank.

7.1 Preparace chromozomu

Stiti rodu Euscorpius, ktefi patfi mezi bezobratlé Zivo&ichy, maji obecné ve
srovnani s obratlovci mnohem mensi mnoiZstvi délivé tkané, z které je moiné ziskat
chromozomy. Zaroven S§tifi rodu Euscorpius dosahuji relativné malych rozmér(. Taktéz
déleni bunék je mnohem pomalejsi. Tudiz neni moznd kultivace biologického materialu
odebraného z exemplare, ktera se béiné provadi napriklad v lidské cytogenetice. V
souvislosti s vétSim mnozstvim materidlu je mozné v lidské cytogenetice uplatnit metodu
»dropping”. V tomto pripadé jsem zvolil metodu ,plate spreading” (Traut 1976), coz je z
mého pohledu nejvyhodnéjsi metoda, protoze nedochazi ke ztratam materialu u malého

mnozstvi tkané.

K pripravé chromozomovych preparatl byly vyuZity Zivé exemplare, kterym byl po

usmrceni rozstfizen zadecek (opistosoma) po celé délce laterdlni strany malymi ntzkami.
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Po otevreni télni dutiny byli jedinci pitvani v hypotonickém roztoku (0,075 M KCl) a byl
vypreparovan mesenteron. Disekce vétsSiny travici soustavy je vhodnd, protoze vypliuje
vétsinu télni dutiny a zamezuje pristupu ke gonadam. Poté byly gonady vypreparovany v
celku, aniz bychom je poskodili. Celd pitva a nasledné ponechdani gondd v hypotonickém
roztoku trvalo 15 minut. Zbytek téla Stira se uchovavd v etanolu pro dalsi urceni
konkrétniho druhu a izolaci DNA. Ddle byla hypotonizovand gondda vloZzena do fixacniho
roztoku (methanol:kyselina octova = 3:1). Ten byl vyménén po 5 minutdch a gondda byla

pochana v roztoku kvili dostatecné fixaci dalSich 15 minut.

Malé kousky gondady (cca 2 mm) byly rozpoustény na sklicku v kapce 60 % kyseliny
octové a jemné rozmélnény na suspenzi parem wolframovych dratku. Sklicko se suspenzi
bylo preneseno na zahtatou histologickou ploténku (40 °C). Kapkou suspenze bylo
pohybovano pomoci wolframového dratku po povrchu sklicka do té doby, nez se vypafila.
Nasledné bylo sklicko ponechano k zaschnouti nékolik hodin, nejlépe vSak pres noc.

Preparaty byly barveny 40 minut v roztoku 5 % Giemsy a Sérensenova pufru (pH/6.8).

7.2 Analyza karyotypu

Preparaty byly prohlizeny na svételném mikroskopu Olympus AX 70 Provis s
konfokalnim ndastavcem AX 70. Vybrané chromozomové figury byly fotografovany
nainstalovanou kamerou Olympus DP 72. Fotografie byly pofizovany pfi maximalnim
mozném zvétSeni za poutziti objektivu 100x simerznim olejem. Cilem bylo pofizovat
fotografie chromozomovych sestav, u kterych bylo moziné snadno rozliSit polohu
centromery na kazdém chromozomu. Ke stanoveni poc¢tu chromozomi a k rekonstrukci
karyotypu byly pouzivany jak mitotické, tak i meiotické metafdze Il a pachytenni a
postpachytenni stadia. Klasifikace chromozomu je dana pravidly dle Levana et al. (1964).
Jako nejvhodnéjsi pro naslednou analyzu se jevi figury metafaze Il, kdy maji chromozomy
chromatidy smérem od centromery rozestoupené. K analyze fotografii chromozomovych
sestav byl pouzivan program Imagel) 1.45s (http://imagej.nih.gov/ij) s nainstalovanym
dodatkem Levan (Sakamoto a Zacaro 2009). Diky dodatku Levan bylo moiné méfit

postupné obé raménka (p, q) jedné centromery u kazdého chromozomového paru.
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Nasledné vysledky program upravi do podoby tabulky v editoru Excel. K finalni analyze
kazdého druhu bylo pouzito osm ¢i vice méfeni celych chromozomovych sestav. Tato
méreni byla porovnavana a jednotlivé dil¢i vysledky méreni byly parovany k sobé podle
délky a centromerického indexu (A. R.). Findlni data byla priimérovana a byly sestaveny

karyotypy u analyzovanych druh( $tird rodu Euscorpius.

7.3 Extrakce DNA

Dalsi casti analyzy byla extrakce DNA z odpreparovanych konéetin vybranych
karyotypovanych jedincl. Byly pouZity malé ¢asti koncetin (3 mm). Pfed vlastni izolaci byly
Casti koncetin vynaty z ethanolu a ponechany zhruba 2 minuty v klidu, aby se odpatril
prebytecny ethanol. K extrakci byl pouZit izola¢ni kit ,,DNeasy Blood & Tissue Kit“ (Qiagen)
a izolace byla provedena dle protokolu pro zviteci tkané s délkou plsobeni proteinazy

K po dobu 4 hodin. Vyizolovana DNA je skladovdana pfi -20 °C.

7.4 PCR (polymerase chain reaction)

Pro ucely analyzy DNA byl ziskan pomoci PCR fragment (cca 320 pb) genu pro 16S
rRNA, ktery byla vyuZit v dosavadnich pracech analyzujicich genetickou divergenci rodu
Euscorpius (Gantenbein et al. 1999; Soleglad a Fet 2003). K vlastni PCR byla namichana
reakéni smés dle doporuéeni k PPP Master Mixu firmou Top Bio. Reakéni smés méla
slozeni: H0-7 ul, primer-1+1 pl, PPP Master mix-12,5 pl, DNA-3,5 pul. Pfi PCR byly pouzity
primery, které byly vyzkouseny v pfedchazejicich pracech u rodu Euscorpius - 16S F:
GTGCAAAGGTAGCATAATCA a 16S R: CGATTTGAACTCAGATCA (Gantenbein et al. 1999).
PCR reakce probéhla v Thermo cycleru T100™ (Biorad) a skladala se z nasledujicich kroka:
pocatecni denaturace 94°C (2 min.) nasledovana 35 cykly 94 °C (40 s) 50 °C (40 s) a 65 °C
(60 s), elongace byla pti 65 °C (5 min.) a cyklus byl zakonéen 4 °C (5 min). Slozeni
PPPMaster Mix (TopBio s.r.o. kat. ¢. P124): 150 mMTris - HCI, pH 8,8, 40 mM (NH4),SOy,
0,02 %, Tween 20,5 mM MgCl,, 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM dATP, 100 u/ml Taq

Purple DNA polymerazy, stabilizatory a aditiva.
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Vyslednd kvalita PCR produktl byla zkontrolovana elektroforézou na 1,5 %
agarézovém gelu. PCR produkt( a vlastni sekvenace byla provedena firmou Macgen Inc.
Po ziskdni sekvenci byla provedena standardni editace v programu BioEdit version 7.1.3.0.
V rdmci rekonstrukce moznych pfibuzenskych vztah(i byla provedena analyza ze ziskanych
sekvenci a z vybranych sekvenci z databdze GenBank (Tab. 4). Alignment byl vytvoren
v programu ClustalW. Fylogeneticky dendrogram byl konstruovdan metodami Neighbor-
Joining (Obr. 13) a Maximum Likelihood (ML) (Obr. 14) v programu Mega version 5
(Tamura et al. 2011). Vhodny model pro ML byl nalezen pomoci pfislusné funkce ve
stejném programu. Vysledny model byl TN93+G+l. Pro zjiSténi statistické podpory

topologie dendrogram( byla provedena bootstrapova analyza s 1000 replikacemi.
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8 Vysledky

8.1 Euscorpius sicanus (C. L. Koch, 1837)

U tohoto druhu byli k analyze morfologie chromozom vybrani tfi samci z lokalit
Platamonas a Meteora (Recko). Karyotyp samce je slozen z 33 pard chromozom (Obr. 3).
Karyotyp se sklada z 16 par(i metacentrickych chromozomu, 14 submetacentrickych a 3
subtelocentrickych chromozomu. Velikost chromozomu se plynule zmen3suje od 4,94 % do

0,82 % haploidni sady (Tab. 8).

Stejné jako u vSech ostatnich zastupcl tohoto rodu byla i u druhu E. sicanus
pozorovana achiasmatickd meioza samcq, pri¢emz v rdmci pachytene bylo pozorovano 33
parl chromozom( bez pfitomnosti zjevnych chiasmat. V rdmci meiotického déleni byly
pozorovany pachytene a metafaze Il. V ramci téchto stadii nebyla pozorovadna zadna
odchylka v barvitelnosti chromozomu a vSechny byly v rdmci pozorovanych meiotickych
stadii isopyknotické. U vSech analyzovanych jedincl (N=3) nebyly pozorovany zadné
heteromorfni bivalenty a nebylo tudiZz moZno detekovat morfologicky diferencované
pohlavni chromozomy. Byly pozorovdny chromozomové prestavby u 16 % prohlizenych
snimkd chromozomovych sestav (Tab. 3). VSechny pozorované chromozomové prestavby

tvorily tetravalenty (Obr. 4)

Analyza genu pro 16S rRNA (Obr. 13; Obr. 14) ukazuje, Ze by se v pfipadé druhu E.
sicanus nemuselo jednat o monofyletickou skupinu. Dva vzorky identifikované jako E.
hadzii (S80 a S95) totiz v rdmci obou analyz (Neighbor-Joining i Maximum Likelihood)
vychazeji jako vnitfni skupiny E. sicanus. Toto zafazeni ma nicméné velmi malou podporu
a tak topologie v této ¢asti stroml muaze byt i odliSnd. Diploidni pocty chromozomu jsou
naopak u vSech vzorkl determinovanych jako E. sicanus stejné a zda se, Ze tento druh

mUze byt pomoci karyotypu dobre charakterizovan.
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druh PPF PR % PR

E. sicanus 87 14 16%

E. carpathicus 101 6 6%
Tabulka 3 Pocet figur s chromozomovou
prestavbou. PPF - pocet prohlédnutych figur,
PR - pocet pfestaveb, % PR - procentudlni
zastoupeni prestaveb ze vSech
prohlédnutych figur.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

AR EEREREE
25 26 27 28 29 30 31 32 33

Obrazek 3

Karyotyp E. sicanus (sestaveno z pachytene), 2n=66, méfitko 5 um.
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Obrazek 4
Chromozomova prestavba (Cerna Sipka - tetravalent)
u druhu E. sicanus

8.2 Euscorpius hadzii, Caporiacco, 1950

V rdmci tohoto druhu se podafilo ziskat pouze tfi samce ze dvou rlznych lokalit
v Albanii (Kukes) a Srbsku (DZep). Karyotyp vSech tfi analyzovanych samcl je sloZen z 34
part chromozoma (Obr. 5). Karyotyp se sklada z 26 part metacentrickych chromozomu a
8 parli submetacentrickych. Velikost chromozom( se plynule zmen3uje od 5,63 % do 0,84
% haploidni sady (Tab. 7). Byla pozorovana achiasmatickd meidza a v ramci pachytene
bylo pozorovdno 34 pard chromozoml bez zjevnych chiasmat. Byly pozorovany
pachytene metafaze Il u meiotického déleni a metafaze mitotického déleni. Veskera
stadia vykazovala isopyknotické chromozomy. U vsech tfi analyzovanych jedinci nebylo
mozné vizualné detekovat pohlavni chromozomy. Pozice analyzovanych vzorki
determinovanych jako E. hadzii se v rdmci analyzy genu pro 16S rRNA (Obr. 13; Obr. 14)
ukazuje, byt jako nejkomplikovanéjsi. Napriklad pozice vzorkd S94 a S95 z jedné lokality

v Albanii jsou vramci obou analyz (Neighbor-Joining i Maximum Likelihood) odlisné.
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Podpora topologie je nicméné v této Casti fylogenetického stromu velmi mald a tak maze

byt i odlisna. Diploidni poéty chromozom jsou u vSech tfi vzork( E. hadzii stejné 2n=68.

16

Obrazek 5

Karyotyp E. hadzii (sestaveno z pachytene), 2n=68, méritko 5um.
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8.3 Euscorpius concinnus (C. L. Koch, 1837)

U tohoto druhu byli k analyze morfologie chromozom vybrani tfi samci z ostrova
Rab a Mala Paklenica v Chorvatsku. Karyotyp samce je sloZen ze 44 par(i chromozom
(Obr. 6). Z hlediska morfologie chromozom je sloZzen z 18 metacentrickych chromozomd,
15 submetacentrickych a 11 subtelocentrickych chromozom. Velikost chromozom se
plynule zmensuje od 4,69 % do 0,67 % haploidni sady (Tab. 5). Byla pozorovana
achiasmatickd meiéza a v ramci pachytene bylo pozorovdno 44 pari chromozom( bez
zjevnych chiasmat. Byly pozorovany pachytene metafdze Il u meiotického déleni a
metafaze |l mitotického déleni. Veskera stadia vykazovala isopyknotické chromozomy. U

vsech ti analyzovanych jedincli nebylo mozné vizualné detekovat pohlavni chromozomy.

Analyza genu pro 16S rRNA (Obr. 13; Obr. 14) ukazuje, Ze se v pfipadé druhu E.
concinus pravdépodobné jednd o monofyletickou skupinu. V ramci analyzy se zjistilo, ze
se muZe jednat o dvé linie - zadpadni, zahrnujici vzorky z Francie a zapadni casti Italie a
vychodni, zahrnujici vzorky ze severovychodni Itdlie a Chorvatska. Tato hypotéza by se ale
musela testovat na vétSim mnozstvi vzork(. Zjisténé diploidni pocty jsou nicméné stejné

pro viechny analyzované exemplare.
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Obrazek 6

Karyotyp E. concinnus (sestaveno z pachytene), 2n=88, méfitko Sum.

8.4 Euscorpius carpathicus (Linné, 1767)

K analyze karyotypu byli vybrani ctyfi samci z lokalit Cheile Lotrisorului a Beile
Herculane v Rumunsku. Karyotyp samce je slozen ze 45 pard chromozom( (Obr. 7).
Z hlediska morfologie chromozom( je slozen z 13 metacentrickych chromozoma, 20
submetacentrickych a 12 subtelocentrickych chromozomu. Velikost chromozomi se
plynule zmensuje od 5,05 % do 0,66 % haploidni sady svyjimkou prvniho
metacentrického chromozomu, ktery je o téméf 1,5 % vétsi nez ndasledujici chromozom
(Tab. 6) Byla pozorovana achiasmatickd meidza a v rdmci pachytene bylo pozorovano 45
parl chromozomi bez zjevnych chiasmat. Byly pozorovany pachytene metafaze Il u
meiotického déleni a metafdze 1l mitotického déleni. Veskera stadia vykazovala

isopyknotické chromozomy. U vSech 4 analyzovanych jedinci nebylo moziné vizualné
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detekovat pohlavni chromozomy. Byly pozorovany chromozomové prestavby u 6 %
prohlizenych snimkl chromozomovych sestav (Tab. 3). VSechny pozorované
chromozomové prestavby tvofily tetravalenty. Analyza genu pro 16S rRNA (Obr. 13; Obr.
14) potvrzuje monofylii E. carpathicus, coz potvrzuji i informace o karyotypu (2n=90),

ktery je vyrazné odlisSny od ostatnich analyzovanych taxonl rodu Euscorpius.

“N(HHHHH
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31 32 33 34 36 37 40 41 42 43 44 45

Obrazek 7

Karyotyp Euscorpius carpathicus (sestaveno z pachytene), 2n=90, méfitko 5 um.
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8.5 Euscorpius italicus (Herbst, 1800)

V rdmci tohoto druhu se podafilo ziskat pouze dva samce ze dvou rlznych lokalit
Vikos (Recko) a Velkd Paklenica (Chorvatsko). V rdmci viech analyzovanych populaci byl
zjistén diploidni pocet sloZzeny z 18 pard chromozom(. MnoZstvi materidlu umoznilo
detailnéji porovnat vzajemné karyotypy dvou populaci z Velké Paklenice (Chorvatsko) a z
Vikosu (Recko). Karyotyp téchto detailnéji analyzovanych populaci se sklada z 11 (Obr. 9)
(Velkd Paklenica) nebo 9 (Obr. 10) (Vikos) par( metacentrickych chromozom( a 5 (Velka
Paklenica) nebo 7 (Vikos) part submetacentrickych a z2 (obé populace shodné) par(
telocentrickych chromozom(. Velikost chromozom( se plynule zmensuje od 9,48 % do
3,31 % (Tab. 10) haploidni sady u populace z Velké Paklenice a od 8,29 % do 3,31 %
haploidni sady u populace z Vikosu (Tab. 9). Oba karyotypy se lisi pouze v detailech, které
mohou byt zplsobeny faktem, Ze u téchto populaci byly analyzovany odlisné stadia
meiozy. Ta jsou odlisné spiralizovana a tim mohlo dojit k posunu centromerickych indexu.
Hlavni rozdil je ve vyskytu telocentrického paru chromozom v karyotypu. U populace z
Vikosu (Obr. 10) je jeden ze dvou telocentrickych chromozomU na osmé pozici a u Velké
Paklenice je tento chromozom na devaté pozici (Obr. 9). Byla pozorovdna achiasmaticka
meidéza a v ramci pachytene bylo pozorovano 18 pard chromozomi bez zjevnych
chiasmat. Byly pozorovany pachytene metafaze Il u meiotického déleni a metafaze
mitotického déleni. Veskerd stadia vykazovala isopyknotické chromozomy. U obou

analyzovanych jedincl nebylo mozné vizualné detekovat pohlavni chromozomy.

Analyza genu pro 16S rRNA (Obr. 13; Obr. 14) ukazuje, Ze by se v pfipadé druhu E.
italicus jednda monofyletickou skupinu. Je zajimavé, Ze jedinci z rlznych [CHOR-Velka
Paklenica, Rab, GR-Vikos, TUR-Giresun (GenBank)] lokalit maji identické haplotypy.
Diploidni pocty chromozomu jsou u vSech vzork( determinovanych jako E. italicus stejné
a velmi nizké v porovnani s ostatnimi druhy (2n=36). Karyotyp je stejné jako u E.
carpaticus velmi odliSny od ostatnich taxon( rodu Euscorpius, a proto se zda, Ze tento

druh mUze byt pomoci karyotypu dobre charakterizovan.
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Obrazek 9

Karyotyp E. italicus (populace Velka Paklenica) sestaveny z dcefinych metafazi Il, 2n=38, méritko 5

pum.
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Obrazek 10

Karyotyp E. italicus (populace Vikos) sestaveny z pozdni metafaze |, 2n=38, méritko 5 um.

8.6 Euscorpius naupliensis (C. L. Koch, 1837)

Morfologicka analyza byla provedena u dvou vybranych samct z Recka. Konkrétné
z lokalit Kalidona a Lagadha. Karyotyp samce je sloZzen z 30 par(i chromozom0 (Obr. 11).
Karyotyp se sklada z23 metacentrickych chromozomi a 7 submetacentrickych
chromozom. Relativni velikost chromozom( se plynule zmensuje od 5,66 % do 1,56 %

haploidni sady (Tab. 11).

Stejné jako u vSech ostatnich zastupcl tohoto rodu byla i u druhu E. naupliensis
pozorovana achiasmatickd meioza samcq, pfiéemz v ramci pachytene bylo pozorovano 30
pard chromozom( bez pritomnosti zjevnych chiasmat. V ramci meiotického déleni byly
pozorovany pachytene metafaze Il. V rdmci téchto stadii nebyla a pozorovdna Zadna
odchylka v barvitelnosti chromozomu a vSechny byly v rdmci pozorovanych meiotickych
stadii isopyknotické. U vSech analyzovanych jedinci (N=2) nebyly pozorovany zadné
heteromorfni bivalenty, nebylo tudiZz moZno detekovat morfologicky diferencované

pohlavni chromozomy. Analyza genu pro 16S rRNA (Obr. 13; Obr. 14) ukazuje, Ze
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analyzovany taxon je monofyleticky a obdobné jako ostatni analyzovanych druhd rodu
Euscorpius analyza dobte koreluje se zjisténou odliSnosti karyotypu, ktery tento druh také

velmi dobre charakterizuje.

1 2 3 4 5 6 7 8
9 10 11 12 13 14 15 16
17 18 19 20 21 22 23 24

M 8 - A mn

25 26 27 28 29 30 |

Obrazek 11

Karyotyp Euscorpius naupliensis z pozdni metafaze |, 2n=60, méfitko 5 um.

8.7 Euscorpius tergestinus (C. L. Koch, 1837)

Pro nedostatek kvalitnich snimk( chromozomovych sestav z nasbiranych jedincl
nebylo mozné popsat morfologii karyotypu tohoto druhu. Ze ziskanych snimk{ bylo pouze
malé mnoizstvi figur ve fazi pachytene nebo metafize Il a také byly Spatné viditelné
centromery. Bylo vSak mozné pozorovat chromozomy bez viditelnych chiasmat. Byl
stanoven pocet chromozomu v diploidnim poctu charakteristicky pro E. tergestinus.
Karyotyp samce je slozen z30 pdaru chromozom(. Tri jedinci vyuZiti k pfipravé

chromozomovych preparat( byli nasbirani v lokalitdch Loppio a Verona (Italie) a Stanjel
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(Slovinsko) a u vsech jedincl byl diploidni pocet stejny (Tab. 4). Analyza genu pro 16S

rRNA (Obr. 13; Obr. 14) ukazuje, Ze v tomto pripadé jednd o monofyletickou skupinu.
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9 Diskuse

Diploidni pocet chromozomu u Stirll se pohybuje v rozmezi od 5 u druhu Tityus
bahiensis (Piza 1939) do 175 u druhu Urodacus novaehollandiae (Shanahan 1989b). Jedna
se 0 nejvétsi rozpéti diploidniho poctu chromozom( v rdmci pavoukovcl, nicméné i
nékteré dalSi rady této tridy vykazuji velmi vyrazné rozpéti diploidniho poctu
chromozom(i. Jednd se predevsim o sekace: 2n=10-109 (Tsurusaki 2007), pavouky: 2n=7-
128 (Suzuki 1954, Dulikova a Kral 2007) a $tirky: 7 (Olpium turcicum, Olpiidae) (Stahlavsky
et al. 2006) po 143 u tirkG Cyclatemnus sp. (Stahlavsky et al. 2012).

Je nutné dodat, Ze ackoliv rad stifi jako celek ma velké rozpéti poctu chromozomd,
tak pokud se podivdme na nékteré vnitfni taxony v ramci toho fadu, ukaze se, Ze
variabilita jiZz neni tak velkd (Obr. 1). Jednd se hlavné o rozdily mezi infrafddy lurida a
Buthida. V jejichZz ramci maji jednotlivé rody vyrazné mensi rozpéti diploidniho poctu
chromozom( (Tab. 1). Zastupci infrafadu lurida maji mimo celed Bothriuridae, u niz je
2n=36-46, diploidni pocet chromozom( vyssi nez 50. Pocty chromozomU jsou u celedi
Scorpionidae - 2n=60-120, Hemiscorpiidae - 2n=54-126, Chactidae - 2n=50 a Vaejovidae -
2n=100 (Schneider et al. 2009b). Nejvétsi variabilitu a to i vnitrodruhovou vykazuje
vramci podradu lurida celed Hemiscorpiidae. Konkrétné jsou to druhy Urodacus spp.
(2n=56-126) a §tifi Liocheles australasiae (2n=54-64) a Opisthacanthus elatus (2n=60-62)
(Schneider et al. 2009b).

Infrafad Buthida zahrnuje jedinou celed Buthidae, ktera je v rdmci Stir(i druhové
nejbohatsi (963 druh() (Rein 2012) a zaroven nejlépe cytogeneticky prostudovand
(Schneider et al. 2009b). Tato skupina vykazuje nizsi pocty chromozomu (2n=5-56) (Tab.
1). U zde analyzovanych druht rodu Euscorpius se diploidni pocet chromozom(, u zatim
karyotypovanych druht, pohybuje od 2n=38 - E. italicus az po 2n=90 - E. carpahicus (Tab.
12). Tyto zjisSténé pocty tento rod fadi z hlediska po¢tu chromozomU do skupiny Stir s
vysSimi pocty chromozomU a s pomérné vysokou variabilitou chromozomového poctu v

ramci jednoho rodu.
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Jak jiz bylo zminéno, chromozomova variabilita u nékterych skupin pavoukovcl je
vysoka a tohoto faktu se v nékterych pfipadech podafilo vyuzit v taxonomii. U nékterych
fadu pavoukovcl se jiz podafilo propojit morfologické analyzy s karyologickymi Udaji coz
umoznilo odhaleni kryptickych druh(. Napfiklad Zaragoza a Stahlavsky (2008) vydali studii
provedenou na dvou zastupcich Stirk( rodu Roncus (Pseudoscorpiones: Neobisiidae), ve
které byl popsan novy druh, ktery je geograficky i morfologicky velmi blizky jiz znamému
druhu (Zaragoza, 2007). V uvedené praci byla provedena integrujici morfologicka a
karyologicka analyza. Bez cytogenetickych analyz by nebylo moziné tyto druhy rozlisit.
Bylo zjisténo, Ze druh Roncus montsenyensis ma v karyotypu pouze dvouramenné
chromozomy, naproti tomu Roncus cadinensis vykazuje predominanci jednoramennych
chromozoml, coZ naznacuje diferenciaci karyotypt pomoci centrickych flzi nebo naopak
rozpady dvouramennych chromozomi (Zaragoza a Stahlavsky 2008). Dal$im pfikladem
odhaleni kryptickych druhl pomoci odlisSnych karyotypl byla kombinovana analyza
provedena na pavoucich Zodarion germanicum (C. L. Koch, 1837) a Zodarion rubidum,
Simon, 1914 (Araneae, Zodariidae). Tyto dva druhy se mezi sebou odlisuji nejen poctem
chromozomd, tak i systémem pohlavnich chromozom(. Konkrétné se jednalo o systém
pohlavnich chromozom( X:X,0, kde samec mél X;X,0 a samice X;X1X;X, u druhu Z
germanicum. U druhu Z. rubidum byl popsan systém X0, kde samec mél X0 a samice XX. V
této praci byly také zjistény diploidni pocty chromozomu. Druh Z. germanicum ma v
karyotypu 29 chromozomi u samcu a 30 u samic a druh Z. rubidum ma 24 chromozom v
diploidni sadé u samcU a 26 u samic (Pekar a Kral 2001). Karyotypy zjisténé u vybranych
evropskych druhl rodu Euscorpius v rdamci této diplomové prace ukazuji, Ze podobné by

se mohlo vyuzit karyologickych udajl i v taxonomii tohoto rodu.

Zjisténa variabilita v poc¢tu chromozoma muize mit nicméné i jiné priciny nez pouze
mezidruhovou variabilitu. Lukhtanov et al. (2011) prokazal, Ze u motyla druhu Leptidea
sinapis (Linnaeus, 1758) dochazi k velmi vyrazné zméné v poctu chromozomu u tohoto
druhu motyla v rdmci jeho velkého arealu rozdifeni od Spanélska (2n=106) aZ po vychodni
Kazachstan (2n=56). Velkd vnitroduhova variabilita byla zjisténa i u fady druh( Sstir(.
Shanahan (1989b) vydala studii, ve které byla zjiSténa velkd mezidruhova variabilita
(2n=29-64) u druhu Urodacus manitus (Thorell, 1876) (Urodacidae). Tato variabilita byla

odlivodnéna chromozomovymi rozpady a fuzemi a také variabilnim pocétem malych
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telocentrickych chromozomovych parl. Vsechny druhy ze skupiny Urodacidae vykazuji
zaroven i vysoké chromozomové pocty. U druha stird s holocentrickymi chromozomy
(Tythius bahiensis) byla také zjisténa velka vnitrodruhova variabilita. Tento jev je mozny,
protoZze pfi rozpadech a fuzich, které lze pozorovat v karyotypu Stira Tythius bahiensis,
nedochdzi ke ztraté kinetické aktivity chromozom(. U tohoto druhu Stira byly
chromozomové prestavby velmi casté a s velkymi multivalenty chromozom. Zaroven
byla zjisténa dalsi skute¢nost. Synaptonemalni komplex, ktery je zodpovédny za fadné
homologni rozdéleni v anafazi | bunééného cyklu, je zde zachovavan do pozdnich stadii
profaze | (Schneider et al. 2009a). To se zdd byt vhodné u druhl ¢lenovcl, kteti maji
achiasmatickou meiozu, protoze synaptonemalni komlex v tomto pfipadé supluje funkci
chiasmat (Rasmussen 1977). Tento stav byl zjiStén i u druhu Bolbe nigra (Mantodea),
Bombyx mori a Ephestia kuehniella (Lepidoptera) (Gassner 1969; Rasmussen 1977; Marec
and Traut 1993). Nicméné, zjisténé vysledky a srovnani morfologickych znaku, karyotyp(
a sekvenci genu pro 16S rRNA u rodu Euscorpius naznacuji, ze se jedna skutecné o
mezidruhové rozdily. Zjisténd karyotypova variabilita v rdmci rodu Euscorpius potvrzuje
vysledky dosazené pomoci metod molekularni fylogeneze i morfologickych znakl

(Gantenbein 1999; Soleglad a Fet 2003; Fet a Soleglad 2002, 2005)

Existuje nékolik moZnych scénari, jak probéhla karyotypova evoluce u Stir( rodu
Euscorpius a klicovd otadzka je, zda byl pavodni karyotyp rodu Euscorpius slozen
z vysokého nebo z nizkého pocCtu chromozom(. Jednou z mozZnosti je, Ze ancestralni
karyotyp byl u rodu Euscorpius slozen z vysokého poctu chromozom(. Otdzka
ancestrdlniho karyotypu ale neni zatim zcela jasna. Pokud bereme jako bazalni skupinu
Chactidae (Soleglad a Fet 2003), u které nejsou k dispozici Zddnd karyologickad data, neni
mozné stanovit, jestli je vysoky pocet chromozomU u rodu Euscorpius odvozeny nebo
plGvodni. Jestlize budeme uvaZovat jako bazdlni skupiny Chactidae a Buthidae (Prendini a
Wheeler 2005), bylo by mozné, Ze vysoké pocty chromozom( u celého infraradu lurida
(Obr. 1) jsou odvozenym znakem, protoze buthidni Stifi maji nizké pocty chromozomli
(2n=5-56) (Schneider et al. 2009b). Nelze dokonce vyloucit, Ze za vysokymi pocty
chromozom v ramci infrafddu lurida (a ancestralnim vysokym poctem chromozom u
rodu Euscorpius) stoji polyploidie z pavodné nizkého poctu chromozomdu, ktery jsou

zachovany u Celedi Buthidae. Miiller (1925) predpoklada, Ze jednou z moznych prekazek a
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dlvodem nizkého vyskytu polyploidie u Zivocicht je pfitomnost pohlavnich chromozoma.
Ty ale zatim u StirG a ani u rodu Euscorpius nebyly pozorovany a tak by pripadnou
polyploidii nevylucovaly. Novéjsi vysledky navic ukazuji na to, Ze ani diferencované
pohlavni chromozomy nejsou neprekonatelnou barierou v polyploidizaci karyotypu
(Mable 2004). Vysoky pocet chromozomi u rodu Euscorpius m(ze byt dan i faktem, Ze
cely fad stifi mohl mit jako ancestralni vysoké pocty chromozom( a celed Buthidae je z
cytogenetického hlediska samostana skupina u které doslo ke sniZzeni po¢tu chromozoma.
Samostatny vyvoj chromozom( naznacuje i vyskyt holocentrickych chromozomd,
zjisténych zatim jen v ramci této Celedi (Schneider et al. 2009b). V pfipadé, Ze vysoké
pocty jsou u Stirl a i rodu Euscorpius vychozi stavem, tak se da predpokladat, Zze se
karyotypy diferencovaly zejména snizovanim poctu chromozomi a to napfiklad pomoci
centrickych fazi. To mulZe byt dokumentovano na zastoupeni subtelocentrickych
chromozomU pouze v karyotypech s vysokymi poc¢ty chromozom0 (Tab. 12). Obdobny
zpUsob karyotypové evoluce mize byt pozorovan i v ramci jinych skupin pavoukovc(. Jako
naptiklad u Atypidae a Roncus (Reza¢ et al. 2006; Zaragoza a Stahlavsky 2008). U rodu
Euscorpius by tak ziejmé doslo k nékolika nezavislym sniZovanim poctu chromozom( a to
pfinejmensim v ramci obou analyzovanych podrodl Polytrichobothrius a Euscorpius.
Karyotyp druhu E. italicus (2n=36) by tak byl napfiklad nejodvozené;jsi v rdmci podrodu

Polytrichobothrius.

Dalsi scénar karyotypové evoluce rodu Euscorpius mlze naopak uvaZovat jako
vychozi stav nizky pocet chromozom a vyssi pocty chromozomU u nékterych druhd rodu
Euscorpius by mohly vznikat centrickymi rozpady dvouramennych chromozomd, coz se

uvazuje napftiklad u $tirka z ¢eledi Atemnidae (Stahlavsky et al. 2012).

Zda se, Ze u studovanych druhl rodu Euscorpius prevlada spisSe trend snizovani
poctu chromozomi. JelikoZz je patrné nejen snizovani poctu metacentrickych a
submetacentrickych chromozom pfi snizovani diploidniho poctu (Obr. 12 A), ale zejména
snizovani poctu subtelocentrickych a telocentrickych chromozom( pfi sniZovani
diploidnim poctu (Obr. 12 B). Jesté napadnéjsi jsou zmény percentudlniho zastoupeni
uvedenych typl chromozomi. Zatimco percentudlni zastoupeni dvouramennych

chromozom( se viceméné neméni (Obr. 12 C), tak pocet subtelo- a telocentrickych
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chromozom pfi snizovani poc¢tu chromozom vyrazné klesa (Obr. 12 D). Chromozomové
fuze se podilely na snizovani po¢tu chromozom také u stirk( rodu Roncus (Troiano 1990)
nebo u pavouka Argyroneta aquatica (Kral et al. 2011). Mimo vlastni zmény v poctu
jednotlivych morfologickych typt chromozomu navic pro hypotézu o snizovani diploidnich
poctl prispiva i fakt, Ze u dalSiho druhu Euscorpius flavicadis byl v neddvné dobé zjistén
také vysoky pocet chromozomi 2n=90 (Pliskova, ustni zdéleni). Pro finalni vyreSeni
karyotypové evoluce rodu Euscorpius by nicméné bylo vhodné presnéji zjistit

fylogenetické vztahy, napfiklad za pomoci vétsSiho mnoZstvi genu.

V rdmci této prace bylo karyotypovano 6 druh( stirG rodu Euscorpius. Konkrétné
se jednalo o druhy - E. italicus, E. naupliensis, E. sicanus, E. carpathicus, E. hadzii a E.
concinnus a ¢astecné také E. tergestinus. Plvodni zamér pocital mimo analyzy vlastnich
karyotyp( také s porovnanim meiozy. Podafilo se nicméné ziskat jen fragmentarni udaje. |
tyto zatim neudplné vysledky zjisténé v diplomové praci nicméné neprokdzaly pritomnost
chiasmat v pozorovanych chromozomovych figurach a analyza meiozy prokazala absenci
diplotene a diakineze. Pro Stiry i pro rod Euscorpius je tudiz typickd achiasmatickd meioza
(Venkatanarasimhaiah 1965; Shanahan a Hayman 1990; Schneider et al. 2009b).
savcll) a u nékterych rostlin (White 1973). Tento typ meiozy je charakteristicky pouze pro
heterogametické pohlavi, protoze ve vétsiné ptipadd, je preruseni chiasmat omezené na
jedno pohlavi a to vétSinou heterogametické (White 1973). U samic rodu Euscorpius se
ale bohuzel nepodafilo ziskat Zadné informace o meioze. Mezi pavoukovci byl tento typ
meiozy objeven u vétsiny cytogeneticky studovanych stird (Venkatanarasimhaiah 1965;
Shanahan a Hayman 1990; Schneider et al. 2009b), ddle u nékterych acariformnich
rozto¢l (Keyl 1957), pavoukl celedi Dysderidae and Segestriidae (Benavente a Wettstein

1980; Rodriguez et al. 2002) a u $tirkd éeledi Chthoniidae (Stahlavsky a Kral 2004).

Dalsim typickym znakem spoleénym pro vsechny doposud studované Stiry je
absence morfologicky diferencovanych pohlavnich chromozom(. Jedind zminka o
pohlavnich chromozomech Stird byla uvedena v praci od Srivastava a Agrawal (1961).
Jednalo se o druh Heterometrus longimanus, Ehrenberg, 1828. Popis pohlavnich

chromozom( XY/XX u tohoto druhu byl pravdépodobné zplsoben Spatnou interpretaci

43 |Stranka



vysledk a taktéZ nizkou kvalitou chromozomovych preparatd. U Z7adného zde
studovaného druhu rodu Euscorpius nebylo mozné detekovat pohlavni chromozomy.
VSechny studované chromozomové sestavy vykazovaly isopykndzu. To by ukazovalo na
vy$si  pravdépodobnost nepfitomnosti pohlavnich chromozom(, jelikoZz v mnoha
pfipadech jsou u ostatnich pavoukovcl béhem meiozy dobfe rozliSitelné pravé diky
odlisné intenzité obarveni (Araujo et al. 2012). McKee a Handel (1993) napsali, Ze
heteropykndza je béZné pozorovana u pohlavnich chromozomu zejména u samcu. Také se
zda, ze vysokd mira chromozomové kondenzace brani rekombinacim mezi
nehomolognimi oblastmi heteromorfniho pohlavniho chromozomu. Je tfeba zminit, Ze

byly pozorovany pouze samci chromozomové figury.

Stejné jako u Stirll, nejsou pohlavni chromozomy popsany u nékterych bazalnich
skupin sekaca (Tsurusaki 2007). Zda se, Ze nediferencované pohlavni chromozomy se daji
povaZovat za ancetralni znak celé tfidy pavoukovcl (Araujo et al. 2012) i navzdory tomu,
Ze u fady radd pavoukovcl muiZieme najit velmi dobre diferencované pohlavni
chromozomy. Napfiklad pavouci jsou z hlediska pohlavnich chromozomi zajimavou
skupinou, protoZe u vétSiny pavoukl (77 %) se vyskytuje unikatni systém pohlavnich
chromozoml X;X,0 (Araujo et al. 2005). Nékteré z bazdlnich skupin pavoukl a
araneomorfl ze skupiny Entelogynae maji systém XO (Kral et al. 2006). Pro pavouky je
predominantnim systémem zminfovany X0, ktery maji pavouci ze skupiny Entelegynae.
Pavod systému X0 by mohl byt vysvétlen fuzi chromozom X; X, (Hackman 1948). Velmi
zajimavé systémy pohlavnich chromozom( najdeme u nékterych pavoukl ze skupiny
Entelegynae. Jednd se o systémy tvorené vice nez dvéma X chromozomy (X:X,X30 nebo
vyjimecné X;X;X3X40), které se pravdépodobné vyvinuly ze systému X;X,0 nondisjunktnim
redukénim délenim burky (Postiglioni a Brum-Zorrilla 1981). Pro Stirky je typicky systém
pohlavnich chromozomi X0, avSak rod Roncus ma pro Stirky neobvykly systém XY

(Troiano 1990).

Pohlavni chromozomy tedy u Stirl zatim nebyly detekovany, ale je mozné, ze by
mohly byt objeveny, pokud bude provedena rozsahla analyza pomoci hybridizace in situ

(FISH) a dalsich molekularnich metod.
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10 Zaveér

Cilem této diplomové prace bylo zmapovani karyotypové diverzity na mezidruhové drovni
u sedmi druht rodu Euscorpius a zjisténi mozného vyuZiti cytogenetickych dat v taxonomii

tohoto rodu.
Vysledky této diplomové prace se daji shrnout v ndsledujicich bodech:

e Byly popsany karyotypy Sesti druh( Stird rodu Euscorpius. Druh E. tergestinus
nebylo mozné zanalyzovat z hlediska morfologie chromozom. U tohoto druhu byl
stanoven diploidni pocet chromozomu.

e U analyzovanych druh je diploidni pocet chromozom variabilni (2n=38-90).

e Jednotlivé druhy se daji pomoci karyotypu rozlisit a karyotypova charakteristika
odpovida s vyjimkou druhu E. hadzii velmi dobfe taxonim stanovenych i na
zakladé analyzy genu pro 16S rRNA rDNA. Karyologicka data se proto jevi jako
vyuzitelnd v taxonomii rodu Euscorpius.

e Karyotypova evoluce rodu Euscorpius je pravdépodobné spojend se snizovanim
poctu chromozomdu.

e U rodu Euscorpius byla zjisténa achiasmatickd meioza a nebyly detekovany
heteromorfni pohlavni chromozomy, cozZ jsou charakteristiky typické pro zastupce

radu stifi (Scorpiones).
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12 Prilohy

Tabulka 4
Analyzovani jedinci rodu Euscorpius

jedinec

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S8

S9
S10
S11
S12
S13
S15
S16
S19
S22
S23
S24
S25
S30
S33
S35
S36
S37
542
S43
S47
S49
S53
S54
S55
S60
S61
S62
S63
S69
S70
S71
S73
S78
S79
S80

druh
E. sicanus
E. sicanus
E. sicanus
E. sicanus
E. italicus
E. sicanus
E. italicus
E. sicanus
E. sicanus
E. sicanus
E. sicanus
E. italicus
E. sicanus
E. sicanus
E. tergestinus
E. concinnus
E. italicus
E. italicus
E. italicus
E. carpaticus
E. carpaticus
E. sicanus
E. sicanus
E. sicanus
E. concinnus
E. concinnus
E. carpaticus
E. italicus
E. concinnus
E. italicus
E. italicus
E. italicus
E. tergestinus
E. concinnus
E. italicus
E. italicus
E. concinnus
E. concinnus
E. naupliensis
E. naupliensis
E. naupliensis
E. hadzii

zemé

Greece
Greece
Greece
Greece
Greece
Greece
Greece
Greece
Greece
Greece
Greece
Greece
Greece
Greece
Slovenia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Romania
Romania
France
France
France
France
France
Romania
Croatia
Croatia
Croatia
Italy
Italy
Italy
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Greece
Greece
Greece
Serbia

lokalita

Argalasti
Platamonas
Argalasti
Meteora
Vikos
Meteora
Vikos
Argalasti
Platamonas
Platamonas
Meteora
Vikos
Argalasti
Meteora
Stanjel
Mald Paklenica
Velka Paklenica
Velka Paklenica
Velka Paklenica
Beile Herculane
Beile Herculane
Corsica
Corsica
Corsica
St. Martin
St. Martin
Cheile Lotrisorului
Bracisland
Rab island
Rab island
Verona - Veneto
Verona - Veneto
Verona - Veneto
Rab island
Rab island
Rab island
Rab island
Rab island
Lagadha
Gorani, Golas
Gorani, Golas
Dzep

souradnice

39°12'40.62"S 23°11'55.42"V
39°58'33.55"S 22°37'31.67"V
39°12'40.62"S 23°11'55.42"V
39°43'18.50"S 21°38'1.17"V
39°54'3.95"S 20°45'20.436"V
39°43'18.50"S 21°38'1.17"V
39°54'3.95"S 20°45'20.436"V
39°12'40.62"S 23°11'55.42"V
39°58'33.55"S 22°37'31.67"V
39°58'33.55"S 22°37'31.67"V
39°43'18.50"S 21°38'1.17"V
39°54'3.95"S 20°45'20.436"V
39°12'40.62"S 23°11'55.42"V
39°43'18.50"S 21°38'1.17"V
45°49'31.26"S 13°50'48.46"V
44°17'39.49"S 15°31'15.55"V
44°30'52.70"S 15°47'26.064"V
44°30'52.70"S 15°47'26.064"V
44°30'52.70"S 15°47'26.064"V
44°53'39.37"S 22°25'31.96"V
44°53'39.37"S 22°25'31.96"V
42°2'S 9°0'V
42°2'S 9°0'V
42°2'S 9°0'V
45°23'S 6°30'V
45°23'S 6°30'V
45°18'10.95"S 24°16'52.03"V
43°30'17.72"S 16°59'31.144"V
44°46'41.33"S 14°41'49.47"V
44°47'1.435"S 14°40'48.164"V
45°28.93260'S 10°58.81575'V
45°28.93260'S 10°58.81575'V
45°28.93260'S 10°58.81575'V
44°46'41.33"S 14°41'49.47"V
44°47'1.435"S 14°40'48.164"V
44°47'1.435"S 14°40'48.164"V
44°46'41.33"S 14°41'49.47"V
44°46'41.33"S 14°41'49.47"V
36°41'41.44"S 22°27'29.22"V
36°55'50.99"S 22°24'42.11"V
36°55'50.99"S 22°24'42.11"V
42°45'2.66"S 22° 4'11.19"V

2n

66
66
66
66
36
66
36
66
66
66
66
36
66
66
60
88
36
36
36
90
90
66
66
66
88
88
90
36
88
36
36
36
60
N

36
36
88
88
60
60
60
68

pohlavi

Oy Oy +0 Oy #O0 Oy Oy Oy Oy 40 40 40 Oy Oy +0 Oy 40 40 40 Oy Oy Oy Oy Oy Oy Oy Oy 40 40 40 Oy Oy Oy Oy Oy Oy Oy Oy 40 40 Oy Oy
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Tabulka 4
Analyzovani jedinci rodu Euscorpius - pokra¢ovani

S81 E. concinnus Italy Trieste, Basovizza 45°38'6.61"513°51'53.54"V 88 3
S89 E. naupliensis Greece Kalidona 37°28'12.64"S 21°43'6.43"V 60 3
S91 E. concinnus Italy Pordenone, Sequals, Lestans 46°9'56.65"S 12°52'42.00"V 88 3
S93 E. italicus Turkey Yason kilisesi 41°08'00"S 37°40'53"V 36 3
S94 E. hadzii Albania Kukés, Ceremi 42°27'48.10"S 19°56'58.04"V 68 )
S95 E. hadzii Albania Kukés, Ceremi 42°27'48.10"S 19°56'58.04"V 68 3
S97 E. tergestinus Italy Loppio 45°51'36.33"S 10°55'24.86"V 60 3

Jedinci z Genbank

sicanus

E. sicanus Italy Potenza, Basilicata
117380710
sicanus E. sicanus Italy Salento, Puglia
117380712
hadzii E. hadzii Romania Beile Herculane
124263350
carpathicus E. carpaticus  Romania Beile Herculane
124263349
concinnus E. concinnus Italy Gambassi, Tuscany
117380730
concinnus E. concinnus Italy Elba Island, Tuscan Archipelago
117380732
concinnus E. concinnus Italy Lepini Mountains, Lazio
117380734
liensi
nauptiensis E. naupliensis Greece Itylo, Lakonia, Peloponnisos
26190105
liensi
nauptiensis E. naupliensis Greece Itylo, Lakonia, Peloponnisos
26190106
italicus Eitalicus  Turkey Giresun
124263394
balearicus E. balearicus Spain Mallorca
14595024
tergestinus E. tergestinus Italy Sistiana, Friuli
117380736
tergestinus E. tergestinus Italy Siena, Tuscany
117380737
tergestinus E. tergestinus Italy Roma, Lazio
117380738
tergestinus E. tergestinus Italy Siena, Tuscany
117380739
inareli
mingreficus E. mingrelicus Turkey Nigde, Ulukisla
124263346
gamma E. gamma Austria Carinthia, Koschuta
9856997
lh
aplha E. alpha Italy Lago d'lseo, Tavernola
9663059
germanus E.germanus  Austria Carinthia
9856996
flavicaudis ; ; i
E. flavicaudis Italy Riparbella, Tuscany
14595029
flavicaudis E. flavicaudis Italy Pianosa, Tuscan Archipelago
117380742
flavicaudis ; ;
E. flavicaudis  France Vaucluse
5689762
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E. concinnus (7 méreni) E.carpathicus ( 11 mé&feni)

cD CDSD AR A.RSD CD CDSD A.R A.RSD
1 469 0,15 124 0,24 1 505 0,37 1,39 0,13
2 a1 038 115 0.09 2 3,71 0,13 1,49 0,18
3 3,50 0,23 2,00 0,45
3 38 0,20 1,33 0,33 4 3,37 0,16 1,26 0,18
4 359 0,15 1,28 0,22 5 325 0,18 1,48 0,58
5 3,58 0,26 2,00 0,22 6 3,06 0,21 2,49 0,37
6 339 0,21 1,33 011 7 3,05 0,15 1,33 0,17
7 3,30 0,21 3,84 1,04 8 2,95 0,22 3,71 0,62
8 3,11 0,18 2,12 0,35 9 2,95 0,09 1,73 0,27
9 305 034 133 0.25 10 2,90 0,12 1,90 0,40
10 2:97 0:1 4 2105 0:62 11 2,76 0,22 1,53 0,16
1 282 021 139 0.26 12 2,73 0,11 3,69 0,67
13 2,70 0,06 2,54 0,44
122,80 0,20 3,98 0,69 14 2,60 0,12 4,11 1,01
B 271 0,11 2,37 0,42 15 2,56 0,14 2,39 0,42
14 2,58 0,19 3,94 0,80 16 2,53 0,11 3,84 1,20
15 2,53 0,23 1,39 0,14 17 2,51 0,21 1,29 0,17
16 2,53 0,09 2,29 0,37 18 2,45 0,08 3,88 0,70
17 2,47 0,21 413 0,73 19 2,40 0,07 4,06 0,81
18 2,44 0,21 4,17 0,91 20 2,34 0,07 4,07 0,58
19 237 0,21 377 0,48 21 2,30 0,22 2,57 0,31
20 236 0.19 162 0.86 2 2,27 0,08 4,03 1,09
23 2,25 0,17 2,68 0,38
21 2,29 0,10 2,56 0,23 24 2,21 0,07 4,04 1,15
22 2,24 0,21 3,50 0,53 25 216 0,11 3,56 1,16
23 221 0,08 2,47 0,33 26 2.03 0.17 >34 | 030
24 2,14 0,10 2,40 0,35 27 2,00 0,36 1,55 0,26
25 2,05 0,07 2,35 0,30 28 1,99 0,11 4,40 1,15
26 2,01 0,26 3,62 0,52 29 1,95 0,18 2,91 0,32
27 1,90 0,11 2,48 0,35 30 1,84 0,14 3,67 0,76
28 188 0,30 142 0,15 31 1,74 0,13 2,95 0,79
29 183 031 417 0.46 32 1,74 0,10 2,12 0,43
33 1,73 0,12 2,09 0,45
30 178 0,28 3,80 0,60 34 1,61 0,08 2,27 0,41
31 170 0,21 2,49 0,45 35 1,59 0,14 1,25 0,22
32 166 0,13 2,50 0,37 36 1,51 0,10 2,01 0,49
33 16l 0,19 3,05 0,56 37 1,42 0,18 1,74 0,94
34 1,61 0,24 1,89 0,28 38 1,40 0,14 2,11 0,56
35 1,56 0,27 1,65 0,76 39 1,32 0,11 2,02 0,77
36 1,55 0,31 2,02 0,59 40 1,27 0,12 2,02 1,01
37 145 0,21 230 0,51 41 1,15 0,11 2,05 0,58
38 142 0.25 133 0.20 42 0,92 0,09 1,11 0,12
43 0,83 0,10 1,24 0,18
3912 0,24 1,52 0,55 a4 0,73 0,08 1,30 0,23
40 116 0,10 1,21 0,23 45 0,66 0,07 1,51 0,37
41 1,05 0,12 1,53 0,62
42 0,85 0,06 1,26 0,23
43 0,76 0,10 1,27 0,15
4 0,67 0,10 1,32 0,14
Tabulka 5 Tabulka 6
Souhrnné méreni karyotypu E. concinnus. Souhrnné méreni karyotypu E. carpathicus.
Relativni velikost chromozomu % (CD), Relativni velikost chromozomu % (CD),
pomér ramének (A.R) a smérodatné pomér ramének (A.R) a smérodatné
odchylky (CD SD a A.R SD). odchylky (CD SD a A.R SD).
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E. hadzii (9 méreni) E. sicanus (9 méreni)

cD cDSD AR A.RSD cD CD SD A.R A.RSD
1 5,63 0,41 1,35 0,21 1 4,94 0,28 1,26 0,39
2 512 0,36 1,27 0,21 2 4,45 0,44 2,59 1,13
3 4,69 0,37 1,32 0,14 3 4,39 0,30 1,30 0,19
4 4,42 0,38 1,31 0,21 4 4,04 0,19 1,14 0,14
5 4,19 0,47 1,84 0,23 5 4,02 0,18 1,69 0,47
6 4,16 0,34 1,30 0,19 6 3,89 0,14 1,43 0,35
7 3,99 0,29 1,47 0,13 7 3,84 0,31 3,89 1,18
8 3,73 0,25 1,31 0,19 8 3,73 0,13 1,38 0,16
9 3,61 0,25 1,43 0,22 9 3,69 0,10 2,10 0,30
10 3,46 0,19 1,37 0,17 10 3,56 0,15 1,22 0,20
11 3,36 0,29 1,98 0,26 11 3,55 0,10 1,97 0,19
12 324 0.09 136 0,23 12 3,46 0,16 1,64 0,49
13 320 0,32 2,06 0,34 13 3,42 0,12 1,97 0,54
14 315 0,17 1,38 0,10 14 3,32 0,15 1,40 0,19
15 307 0,17 139 0,22 15 3,27 0,20 2,85 1,05
16 2,97 0,15 139 0,18 16 3,24 0,09 2,25 0,58
17 290 0,12 148 0,31 17 3,12 0,13 1,55 0,24
18 281 0,12 137 0,20 18 3,07 0,21 1,94 0,26
19 274 0,09 142 0,23 19 3,01 0,06 1,76 0,39
20 265 0,14 217 0,40 20 2,89 0,33 3,78 1,32
21 264 0,12 129 0.21 21 2,86 0,12 1,46 0,19
2 253 011 2,05 0.68 22 2,76 0,15 2,20 0,28
23 250 018 1.40 0.24 23 2,54 0,23 1,29 0,24
24| 235 0.22 132 0.28 24 2,49 0,08 2,15 0,26
25| 227 0.12 241 0.3 25 2,39 0,24 2,90 0,49
26| 225 011 196 0.26 26 2,20 0,20 2,07 0,16
27 2,10 0,27 3,19 1,01
27 2,16 0,13 1,40 0,23 28] 204 0,28 193 057
28 1,91 0,26 1,32 0,24 28] 2.00 0,23 179 0.41
29 1,83 0,27 2,05 0,25 30| 183 0.22 145 0,30
30 1,78 0,22 1,34 0,18 31 168 0.17 125 0,14
31 1,56 0,26 1,28 0,22 32 134 0.27 1.55 0,39
32 1,20 0,17 1,28 0,20 33 082 0.17 131 0,24
33 1,07 0,16 1,18 0,15
34 0,84 0,16 1,11 0,11
Tabulka 7 Tabulka 8
Souhrnné méreni karyotypu E. hadzii. Souhrnné méfeni karyotypu E. sicanus.
Relativni velikost chromozomu % (CD), Relativni velikost chromozomu % (CD),
pomér ramének (A.R) a smérodatné pomér ramének (A.R) a smérodatné
odchylky (CDSDaA.RSD). odchylky (CDSDaA.RSD).

57 |Stranka



E. italicus (9 méreni) V.Paklenica E. italicus (9 méreni) Vikos

cD CD SD AR A.RSD cb CDSD A.R A.RSD
1 9,48 0,77 1,40 0,20 1 829 0,59 1,72 0,35
2 826 0,29 1,25 0,18 2 8,00 0,54 1,27 0,14
3 731 0,94 1,50 0,27 3 7,9 0,50 1,14 0,15
4 7,2 0,67 2,27 0,43 4 6,56 0,52 1,73 0,35
5 6,39 0,60 1,42 0,12 5 6,06 0,56 1,40 0,16
6 634 0,35 2,22 0,25 6 6,05 0,45 1,78 0,21
7 572 0,41 1,96 0,29 7 6,00 0,54 2,50 0,46
8 568 0,30 1,29 0,10 8 5,82 0,63 15,80 5,09
9 532 0,30 16,05 8,11 9 5,59 0,35 1,13 0,06
10 5,02 0,30 2,60 0,67 10 5,42 0,52 2,00 0,25
1 4,9 0,31 1,45 0,21 11 5,33 0,47 1,58 0,35
12 4,90 0,24 1,32 0,13 12 5,02 0,28 1,36 0,10
13 4,56 0,43 1,70 0,36 13 4,62 0,20 1,74 0,43
14 4,44 0,40 1,24 0,14 14 4,48 0,24 1,16 0,08
15 4,10 0,26 1,27 0,15 15 4,18 0,34 1,25 0,18
16 3,67 0,88 2,12 0,35 16 3,62 0,26 2,54 0,86
17 3,50 0,45 14,65 5,33 17 3,56 0,39 19,50 14,13
18 3,31 0,38 1,31 0,26 18 3,31 0,46 1,44 0,16
Tabulka 9 Tabulka 10
Souhrnné méfeni karyotypu E. italicus Souhrnné méfeni karyotypu E. italicus (Vikos).
(Velka Paklenica). Relativni velikost Relativni velikost chromozomu % (CD), pomér
chromozomu % (CD), pomer ramének (A-R)  ramének (A.R) a smérodatné odchylky (CD SD
a smérodatné odchylky (CD SD a A.RSD). aARSD).
E. naupliensis (devét méreni)
cD CDOD AR A.ROD
1 5,66 0,36 1,35 0,21
2 544 0,44 1,63 0,33
3 519 0,19 1,26 0,22
4 5,07 0,21 1,22 0,15
5 4,71 0,35 1,55 0,33
6 4,44 0,15 1,31 0,23
7 4,19 0,17 1,79 0,23
8 4,13 0,17 1,25 0,25
9 4,09 0,18 1,64 0,43
10 3,96 0,19 1,32 0,16
11 3,76 0,17 1,35 0,22
12 3,67 0,20 2,11 0,37
13 3,63 0,34 1,24 0,22
14 3,44 0,16 1,18 0,17
15 3,33 0,39 2,29 0,39
16 3,21 0,25 2,19 0,44
17 3,16 0,22 1,19 0,17
18 2,98 0,26 1,20 0,22
19 2,89 0,37 2,41 0,37
20 2,79 0,30 1,28 0,20
21 2,57 0,21 1,28 0,25
22 2,42 0,17 1,34 0,29
23 2,37 0,26 1,97 0,28
24 2,23 0,24 1,28 0,28
25 2,13 0,22 1,39 0,28 Tabulka 11
26 1,96 0,12 1,27 0,20 . ey N
27| 181 0.19 1.36 0.20 Souhrnn’e méfeni karyotypu E. naupliensis.
28 1,77 0,21 2,19 0,39 Relativni velikost chromozomu % (CD),
29 1,71 0,14 1,21 0,16 pomér ramének (A.R) a smérodatné
30 1,56 0,25 1,26 0,28 odchylky (CD SD a A.R SD).
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Obrazek 12

Zastoupeni jednotlivych typl chromozom( v karyotypech vybranych druh( rodu Euscorpius. A-
pomér M+SM chromozomi v karyotypu a diploidniho poctu; B - pomér ST+T chromozomu
v karyotypu a diploidniho poctu; C - procentudlni zastoupeni M+SM chromozomu v karyotypu; D -
procentudlni zastoupeni ST+T chromozom v karyotypu; E - pomér poctu M+SM a poctu ST+T
v karyotypu. M - metacentrické, SM - submetacentrické, ST - subtelocentrické, T - telocentrické
chromozomy.
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S3  GR-Argalasti
S9  GR-Argalasti
GR - Argalasti
S15 GR - Argalasti
S35 FR- Corsica
836 FR-Corsica
837 FR- Corsica
S2 GR-Platamonas
85 S10  GR- Pl
5 S GR-F
31 $12  GR-Meteora
S$16  GR- Meteora
7984  GR-Meteora
S6  GR - Meteora
sicanus 117380710  IT - Potenza, Basilicata
sicanus 117380712 IT - Salento, Puglia
S80  SER-Dzep
895  ALB - Kukés, Ceremi
41— hadzi 124263350 RO - Beile Herculane 2 n= 68
S94  ALB - Kukés, Ceremi
43| carpathicus 124263349 RO - Beile Herculane
90[S30 RO - Beile Herculane
S$33 RO - Beile Herculane

19S73  GR-lagadha
zarsss GR- Kalidona
naupliensis 26190105 ¢

i CRO-RébIsland
CRO - Rab Island

14595024  SP - Mallorca
68|S61 IT - Verona, Veneto
I-Itergesh'nus 117380737  IT - Siena, Tuscany
S19  SLO - Stanjel
8§97  IT- Loppio
= tergestinus 117380736  IT - Sistiana, Friuli
tergestinus 117380738  IT - Sistiana, Friuli
tergestinus 117380739 IT - Siena, Tuscany
| i icus 124263346  TUR - Nigde, Ulukisla
0 gamma 9856997  AU- Carinthia, Koschuta
I;L,—amha 9663059 T - Lago d'Iseo, Tavernola
34 9856996  AU- Carinthia
rﬂavicaudis 14595029  IT - Riparbella, Tuscany

99 L{—ﬂsvicaudis 117380742  IT - Pianosa, Tuscan Archipelago
82" flavicaudis 5689762 FR - Vaucluse

99

0.01

Obrazek 13

Fylogeneticky strom sestaveny na zdkladé genu pro 16S rRNA metodou Neighbour-
Joining s pfidanymi diploidnimi poéty chromozomd a lokalitami sbéru jedincd. Cisla
oznacuji hodnoty bootstrapu pfi 1000 replikacich. GR - Recko, FR - Francie, IT - Italie,
CRO - Chorvatsko, SLO - Slovinsko, TUR - Turecko, AU — Rakousko.

60| Stranka



sicanus 117380710
sicanus 117380712

_E hadzii 124263350 2 n = 6 8

1_1_{861

tergestinus 117380737

99
tergestinus 117380736

897

tergestinus 117380738
tergestinus 117380739

14595024

,7 alpha 9663059

Obrazek 14

Fylogeneticky strom sestaveny na zdkladé genu pro 16S rRNA metodou Maximum
Likelihood s pridanymi diploidnimi pocty chromozomd. Cisla oznacuji hodnoty
bootstrapu pfi 1000 replikacich.

53 9856996
18 gamma 9856997

24

1

I_ flavicaudis 14595029
icaudis 5689762
flavicaudis 117380742
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druh 2n= M SM ST T
Euscorpius carpathicus 90 26 (29%) 40 (44%) 24 (27%) 0
Euscorpius concinnus 88 36 (41%) 30 (34%) 22 (25%) 0
Euscorpius hadzii 68 52 76%) 16 (24%) 0 0
Euscorpius sicanus 66 32 (49%) 28 (42%) 6 (9%) 0
Euscorpius naupliensis 60 46 (77%) 14 (23%) 0 0
Euscorpius italicus 36 22 (61%) 10 (28%) 0 4 (11%)

Tabulka 12 Porovnani morfologickych typ chromozom u analyzovanych
druh@ rodu Euscorpius. V zavorce: relativni zastoupeni v karyotypu.
Vysvétlivky: n=haploidni poc¢et chromozom., M= metacentricky chr., SM=
submetacentricky chr., ST=subtelocentricky chr., T=telocentricky chr.

62 |Stranka



Obrazek 15

ity sbéru
analyzovanyc
z GenBank.

Lokal
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