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Abstrakt

Pavoukovci (Arachnida) jsou starobylou, druhové bohatou a ekologicky a morfologicky
diverzifikovanou skupinou, jejiz taxonomie je zaloZena primdrné na morfologickych
znacich. Castd morfologickd staze u pavoukovcl v kombinaci s omezenou znalosti
vhitrodruhové variability morfologickych znak( casto komplikuje spravnou identifikaci
druh( a stanoveni druhovych hranic. Zapojeni jinych, nez tradi¢nich morfologickych
pfistupl, ale naznacuje, Ze popsand druhova diverzita je oproti té skutec¢né znacné
podhodnocend. Disertacni prace se zaméfuje na posouzeni variability vybranych
charakteristik  rdznych skupin pavoukovcl (Araneae, Opiliones, Scorpiones,
Pseudoscorpiones) za vyuziti etologickych, cytogenetickych a molekularné fylogenetickych
metod. V evoluc¢nim kontextu byla i) porovndvana variabilita reprodukéniho chovani
slidakl rodu Alopecosa, ii) karyotypova diferenciace u stirt ¢eledi Buthidae, a iii) posouzen
vliv disperze na speciaci stirkd Celedi Cheliferidae. Zaroven byla popsana mezidruhova
variabilita cytogenetickych charakteristik entelegynnich pavoukd a sekacl celedi
Phalangiidae. Vysledky pfinesly novy vhled do porozuméni druhové diverzity a evoluce
jednotlivych skupin a potvrzuji nutnost integrace dalSich metod doplriujicich morfologicky

pristup pri delimitaci druh a jejich klasifikaci.

Klicova slova

Delimitace druht, DNA barcoding, epigamni chovani, FISH, forezie, karyotypova evoluce.



Abstract

Arachnids (Arachnida) represent an ancient and specious group, diversified both
ecologically and morphologically. Their taxonomy is primarily based on morphological
characters; however, commonly present morphological stasis combined with our limited
understanding of intraspecific variability, often complicates the species identification as
well as delimitation of species boundaries. Implementation of other than traditional
morphological approaches suggests that the described diversity is significantly
underestimated compared to the real one. The present dissertation thesis evaluates
variability of selected characteristics among different arachnid groups (Araneae,
Opiliones, Scorpiones, Pseudoscorpiones) by implementing ethologic, cytogenetic and
molecular phylogenetic approaches. Evolutionary frame work was used to i) compare
courtship behavior variability within the wolf spider genus Alopecosa, ii) infer the
karyotype differentiation in scorpions of the family Buthidae, and iii) evaluate the effect of
dispersal capability on speciation in Cheliferidae pseudoscorpions. Likewise, interspecific
variability of cytogenetic characteristics was described for entelegyne spiders and
harvestmen from the family Phalangiidae. The results brought new insights into our
understanding of the evolution and species diversity of each group and corroborate the
necessity of integration of additional methods complementing the morphological

approach in classification and species delimitation.

Key words

Courtship behavior, DNA barcoding, FISH, karyotype evolution, phoresy, species
delimitation.
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V prabéhu feseni doktorského projektu jsem se spoluautorsky podilel i na dalSich,

prevazné taxonomickych c¢lancich s presahem do cytogenetiky studovanych druhl. Tyto

studie nejsou primo priloZeny k této disertaéni praci, ale v textu jsou jejich citace oznacené

podtrzenim.



2. Uvod

Schopnost presné identifikovat a odliSovat Zivocisné druhy hraje kli¢ovou roli ve zkoumani
biologické rozmanitosti a pro ¢lovéka ma zasadni presah i do oblasti mimo zdkladni
védecky vyzkum (Hey, 2009). V mediciné je nezbytné sprdvné identifikovani parazit(
a patogen(, coZz ma zasadni vliv na diagnostiku a |é¢bu infekénich onemocnéni (Crites,
1962), v zemédélstvi uréujeme druhy skidcl a tim zvySujeme ucinnost ochrany (Ali et al.,
2021) a v ochrané pfirody pak rozpoznavani jednotlivych druhl umoznuje aktivné

pfispivat k udrzeni biodiverzity (Frankham et al., 2012).

2.1. Koncept druhu
Druhy jsou zdkladnimi jednotkami biodiverzity a hlavni vysledky evolu¢nich procest.
Presto je koncept druhu neustalym predmétem diskuzi (Dayrat, 2005; De Queiroz, 2005b,
2005a, 2007, 2011; Naomi, 2011; Sites & Marshall, 2003). Definice druhu prochazi
v pribéhu historie mnoha zménami; existuji desitky koncept(, které se lisi v tom, jaké
aspekty diverzity a evoluce povazuji za zasadni. Mnohé z téchto koncept(l a s nimi spojené
definice jsou vzajemné nekompatibilni, coZz znamena, Zze mohou vést k odliSnym zavériim
ohledné hranic a poctd druh( v zavislosti na pouzitém metodologickém ramci (De
Queiroz, 2007). Naptiklad ekologicky zaloZzené koncepty druhu se soustfedi na rozdily
v nikach studovanych organism( (Van Valen, 1976), paleontologické koncepty jsou zavislé
na morfologickych rozdilech (Miller, 2001), systematické pfistupy kladou dliraz na
diagnostikovatelnost a monofylii (Nelson & Platnick, 1981), a pro populacni genetiku
a molekularni systematiku jsou zdsadni genetické divergence (Baker & Bradley, 2006).
Klicem k vyreseni problému rGiznych nazord na pojeti druhu je najit spolecny prvek,
unifikovanou definici druhu (unified species concept) (De Queiroz, 2005). VSechny
soucasné koncepty druhu se shoduji v myslence, Ze druhy jsou oddélené se vyvijejicimi
liniemi metapopulaci ¢i jejich ¢asti. Soucasny prevladajici nazor tedy poklada za hlavni
definujici prvek druhu pravé nezavislost evolucnich linii a dalsi alternativni koncepty druhu
jsou povazovany pouze za sekunddrni charakteristiky, Cili druhy napfiklad nemusi nutné
obyvat rozdilné niky, nemusi byt morfologicky diferenciovany, nebo nemusi mit rozdilné

karyotypy (De Queiroz, 2005).



Nezavislost evolucnich linii je typicky zpUsobena izolaci linii v prostoru a case, tj.
druhy mezi sebou na genetické Urovni nekomunikuji. To mize byt nasledkem alopatrické
speciace, kdy jsou populace oddéleny rlznymi typy geografickych bariér (Mallet, 2005). U
takto nové vzniklych druh(, obzvlast pokud jsou vazany na podobné biotopy, ale nemusi
nutné existovat evoluc¢ni tlaky na morfologickou diferenciaci a dcefiné druhy vykazuji
morfologickou uniformitu, kterd vSak neni v korelaci s genetickou diverzitou (Oliveira et
al., 2011; Opatova et al., 2016). Morfologicka uniformita vSak neni vzacna ani u druhq,
které se vyskytuji sympatricky ¢i syntopicky a osidluji podobné niky (Bezerra et al., 2020;
Christophoryova et al., 2023). V takovém pfipadé muze jako reprodukéni bariéra slouzit
rozdilna sezonalita nebo jiné rozmnoZovaci obdobi (Simon et al., 2022). U syntopickych
a synchronnich druhl funguji jako efektivni reprodukéni bariéra také rozdilné namluvy

(Boumans & Johnsen, 2014).

Je vsak nutno si uvédomit, Ze zdaleka ne vSichni ZivocCichové jsou vizudlné
orientovani, a proto se ani mezi sebou nerozliSuji na zakladé vizudlnich viemd, jako spise
na zakladé vjem( olfaktorickych ¢i seismickych (Renou & Anton, 2020; Stritih-Peljhan et
al., 2022). Ztohoto dlvodu mUze byt vnimani morfologické variability o¢ima ¢lovéka
pomérné zkreslené a vymezeni druhi u morfologicky uniformnich, ¢i naopak morfologicky
velmi variabilnich Zivocichll je pak obzvlast komplikované (Lukhtanov, 2019; Rohner

& Moczek, 2020).

2.2. Pavoukovci
Jednou ze skupin, ktera skryva velkou kryptickou diverzitu, jsou pavoukovci (Oh et al.,
2022; Opatova et al., 2016). Prvni pavoukovci (Arachnida) jsou datovani do kambria (pred
485 miliony lety), a byli tak jednou z prvnich skupin Zivocichd, ktera kolonizovala sous.
Diky tomu mohli osidlit rozmanité volné niky a velmi rychle radiovat, takze recentni rady
pavoukovcl vznikly béhem relativné kratkého casového uUseku a velmi ddvno (pred cca
450 miliony let), a po celou svoji historii si udrzely v podstaté stejny vzhled (Lozano-
Fernandez et al., 2020). To i v dne$ni dobé komplikuje spolehlivé uréeni fylogenetickych
vztahl mezi jednotlivymi rady, a to jak morfologickymi, tak molekularnimi pristupy

(Sharma et al., 2014, 2021; Shultz, 1990).



V pfirodé maji pavoukovci nezastupitelnou roli v potravnich retézcich, pro ¢lovéka
ale jejich uzitek nespociva pouze v regulaci skiidct v zemédélstvi (Saba et al., 2020), ale
jejich vyznam ma presah i do recentné velmi popularniho vyzkumu jedd a pavouciho
vlakna (Bakhshandeh et al., 2021; Guo et al., 2023). Na druhou stranu je mezi pavoukovci
fada medicinsky vyznamnych druhd, které zpUsobuji zdravotni komplikace jedovatym
kousnutim ¢i bodnutim, indukci alergickych reakci a pfenasenim patogent (Cabezas-Cruz,

2023; Regan et al., 2020; Squillace, 2020).

Pavoukovci jsou diverzifikovanou skupinou, Citajici asi 115 000 druhl (Sullivan
& Ozman-Sullivan, 2021; WAC, 2024). Osidluji Sirokou Skalu prevainé terestrickych
biotopl a jsou proto z ekologického hlediska velmi rozriiznéni. Rozsiteni taxonl je do
urcité miry dano jejich schopnosti Sifeni a podle ni miZeme pavoukovce v zasadé rozdélit
do dvou ekologickych skupin — druhy s dobrou schopnosti Sifeni a druhy sedentérni
(Cobbold & MacMahon, 2012). Naptiklad u pavoukl se casto setkdvdme s mobilnimi
druhy, a pfedevsim ,moderni” entelegynni pavouci se zvladaji efektivné Sifit aeronauticky
(tzv. ballooningem). Ze snovacich Zlaz totiz mohou vypustit pavucinové vlakno a nechavaji
se vétrem undset i na velké vzdalenosti, ¢imz osidluji i odlehlé oblasti jako jsou oceanské
ostrovy (Lee et al.,, 2015; Weyman, 1993). Pravdépodobné diky takovym evolu¢nim
vyhodam, jako jsou snovaci ¢innost a zmenseni velikosti téla v souvislosti se zménou typu
chelicer, jsou pavouci nejrozsitenéjsi a s52000 druhy nejpocetnéjsi skupinou
pavoukovcll. Dobre se Sifici druhy maji zpravidla vétsi arealy rozsiteni a jejich populace
nemusi vykazovat zadnou geografickou strukturu (Kuntner & Agnarsson, 2011). Oproti
tomu sedentérni druhy, jako jsou napfiklad sklipkani (Araneae: Mygalomorphae) nebo
Stirci osidlujici plidu, maji obvykle velmi omezené schopnosti Sifeni, coz je zplsobeno
jejich neschopnosti pfekonavat geografické bariéry, a silnou afinitou ke konkrétnimu
mikrohabitatu (Wilson et al., 2023). Druhy s malou schopnosti disperze casto vytvari
izolované populace, které spolu po genetické strance nekomunikuji a maji proto vysoké
tendence k endemismu (Opatova et al., 2016). Jsou vSak znamy i organismy, které se svoji
nizkou mobilitu naucily kompenzovat a k transportu vyuzivaji vétsi a mobilnéjsi Zivocichy
(Bartlow & Agosta, 2021). Tento jev nazyvame forezie a aplikuji ho mimo jiné Stirci Zijici
nejCastéji ve stromovych dutindch a pod kurou, ale také v tlejicich zbytcich rostlin nebo

dokonce v hrabance (Poinar et al., 1998). Takové druhy se musi vyporadat s tim, Ze jimi



osidlované habitaty jsou efemérni a Cas od Casu musi vyhledavat nové, ¢ehoz vsak
vlastnimi silami nejsou schopni a k Siteni pak vyuZivaji rGzné druhy létajicitho hmyzu
(Poinar et al., 1998). Po strance populacnich struktur pak foreticti Stirci zpravidla vykazuji

obdobné vzorce, jako vysoce mobilni organismy (Pfeiler et al., 2009).

Vazba na podobné, lzce specifické podminky, c¢asto kombinovana s nizkou
schopnosti disperze, vedou ke sniZeni genetického toku mezi jednotlivymi populacemi,
coz nasledné podporuje vznik mikroendemismu (Hlebec et al., 2023; Murienne et al.,
2010; Wilson et al., 2023). Tento proces, v kombinaci s ekologickou a fyzickou izolaci,
prispiva k morfologické stazi, kdy se jednotlivé druhy vyznacuji velmi malymi zménami ve
své télesné stavbé v prlibéhu casu (Szudarek-Trepto et al., 2021). Staze je déle posilena
specifickym zplsobem orientace a komunikace u téchto pavoukovci, kterd je zaloZena
predevsim na chemickych a mechanickych signdlech, jako jsou feromony, vibrace nebo
doteky, spiSe nez na vizualnich podnétech (Walter & Bilde, 2015). V dlsledku toho
u téchto organisml nevznika evoluc¢ni tlak na vyraznou morfologickou diferenciaci, coz
znamend, Ze rGzné druhy mohou vypadat navenek velmi podobné, ackoliv genetické
divergence mezi témito kryptickymi druhy byvaji zna¢né (Christophoryova et al., 2023).
Fenomén morfologické uniformity muize byt pro ¢lovéka, coby Zivocicha orientujiciho se
vizudlné, matouci, protoze druhy, které jsou geneticky odlisné, se mohou navenek jevit
identicky. Nemusi vsak byt zplisobena pouze morfologickou stazi, ale mlze byt vysledkem
nedavné divergence nebo konvergentni evoluce (Swift et al., 2016). Detailni genetické
a molekularni analyzy ¢asto odhaluji prekvapivé hluboké evoluéni rozdily mezi témito
kryptickymi druhy, coZz ma zdsadni vyznam pro pochopeni evoluénich procesl

a biodiverzity (Christophoryova et al., 2023; Hedin, 2001).

2.3. Metody vyuzivané pro delimitaci druht
Proces delimitace druhu je zaloZen na dvou kli¢ovych prvcich. Prvnim z nich je ,, discovery
step”, ktery predstavuje fazi objevovani potencialné novych druh( (Carstens et al., 2013;
Edwards & Knowles, 2014). Tento krok mlzZe byt zaloZzen na analyze jakychkoliv dat
(morfologickych, molekularnich...). Zde vyrazné vstupuji do hry rlizné koncepty druhu, na
jejichz zakladé vytipujeme hypoteticky nové druhy. Nasledné nastupuje ,verification
step”, coZ predstavuje kriticky proces ovérovani identifikovanych druha (Carstens et al.,
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2013; Edwards & Knowles, 2014). V této fazi se vyuZivaji rlzné taxonomické metody
a jejich kombinace, ¢imz mzZeme potvrdit existenci novych druhu, ale také jejich zarazeni

do taxonomického ramce.

2.3.1. Morfologie
Morfologické charakteristiky byly po staleti zakladem taxonomie a poskytuji historicky

zakorenény, kazdému pfristupny a Siroce akceptovany zéklad pro identifikaci druh(. Urcité
povédomi o tom, Ze rGzné druhy mohou mit rGzny vzhled, ma kazdy, a tvar ¢i struktura
jsou Casto prvni znaky, které vibec na danych organismech pozorujeme. Ve srovnani
s jinymi taxonomickymi metodami je morfologie pomérné levna, a navic morfologické
znaky mohou byt jedinymi charakteristikami, které Ize u nékterych organism( zkoumat —
to se tyka predevsim fosilniho materidlu, ¢i starych a nevhodné skladovanych sbirkovych
kust (Wandeler et al., 2007). Morfologicka data pak mohou slouzZit jako vstupni parametry

do naslednych analyz, jako jsou morfometrie nebo geometrickd morfometrie (Slice, 2007).

Soucasné ale klasickd morfologie nardzi na mnohad uskali, jako jsou predevsim ¢asova
narocnost a potreba hlubokych znalosti o variabilité znakd dané taxonomické skupiny.
Variabilitu znak( Ize z podstaty véci téZzko posuzovat v pfipadé, Ze mame k dispozici jen
malé mnozstvi jedincl. To se zpravidla tyka druha skryté Zijicich, vzacnych a ohroZenych
(Opatova et al., 2024). Navzdory tomu, Ze nutnost znalosti variability znak( je Ustfednim
tématem taxonomie, vice nez tretina recentnich popist pavoukovcl je zaloZena jen na
jednom jedinci ¢i jednom pohlavi (Bond et al., 2022). U pavoukovcl navic plati, Ze
diagnostické morfologické znaky nesou obvykle jen dospéla stadia a uréeni juvenilnich
jedincll na zakladé morfologie je velmi sloZité az nemozné. Samostatnou kapitolou jsou
potom konvergentni nebo morfologicky uniformni taxony, u nichZ jsou morfologické
analyzy pro posuzovani diverzity prakticky nevyuzitelné (Struck et al., 2018; Szudarek-

Trepto et al., 2021).

2.3.2. Cytogenetika
Jednim z dalSich moznych metodickych pfistupl vyuzitelnych pfi delimitaci druhl je

cytogenetickad analyza, kterd se v taxonomii vyuziva predevsim k vyhodnocovani pocta



chromozomu a jejich morfologie. Chromozomova inkompatibilita totiz zpravidla funguje
jako reprodukéni bariéra (King 1993), ktera je obzvlasté funkéni u organismu
s monocentrickymi chromozomy, coZ jsou chromozomy s lokalizovanou centromerickou
oblasti (Hooper et al., 2019). Oproti tomu organismy s holocentrickymi chromozomy (ty,
které maji kinetochor difGzni po celé délce chromozomu) se do urcité miry

s chromozomalnimi polymorfismy dovedou Iépe vyporadat ( Lukhtanov et al., 2018).

Klasickymi cytogenetickymi metodami Ize ziskat zakladni informace o karyotypech,
pfipadné detekovat rozsahlejsi chromozomalni prestavby a systémy chromozomového
uréeni pohlavi (Krdl et al., 2006, 2013; Stahlavsky et al., 2012). Detailn&jsi molekularné
cytogenetické analyzy, vyuzivajici fluorescen¢né znacenych sond (FISH — fluorescence in
situ hybridization), dale umoznuji sledovat zmény v genomu na mensi Skdle, coz pfinasi
dalsi sadu znak( vyuzitelnou v taxonomii a pro vymezeni druhl (Taketa et al., 2001).
Jednémi z nejcastéji takto hodnocenych uUsekl jsou klastry 18S rDNA, telomerické
repetice, sekvence konkrétnich gen, jako napfiklad histon H3, a mikrosatelity (Hashimoto

et al., 2011; Stahlavsky et al., 2018; Stundlova et al., 2022).

Pti pouZivani cytogenetickych pfistup(i v taxonomii pavoukovcl je nutné zohlednit,
Ze nékteré skupiny maji konzervativni karyotypy. Takovym pfikladem jsou nékteré celedi
entelegynnich pavouk(, u kterych ma vétsSina zastupch uniformni pocet chromozomua
(napt. Gnaphosidae 2n = 22, Lycosidae 2n = 28, Salticidae 2n = 28) (Araujo et al., 2024)
a rody $tir( ¢eledi Buthidae ze starého svéta (Androctonus 2n = 24, Compsobuthus 2n = 22)
(Schneider et al., 2024), u kterych tudiz neni moZné vyuzit zakladni cytogenetické
charakteristiky coby diagnostické znaky. Podobny problém se tykd naopak i skupin
s dynamickymi karyotypy, u nichZ je karyotypova diverzita patrna i na vnitrodruhové
urovni a vramci jednoho druhu pozorujeme variabilitu v poctech chromozomd,
chromozomovych prestaveb i molekuldrnich markerd. Tento fenomén je patrny napftiklad
u Stirt celedi Buthidae v ramci rodl Tityus (2n = 5-32, pti¢emzZ T. bahiensis 2n = 5-19)
nebo Gint (2n = 18-45, pficemz G. dabakalo 2n = 23-27) (Schneider et al., 2009; Schneider
et al. 2024).

Jednim z hlavnich metodickych uskali cytogenetiky pavoukovcl je potreba Zivého
materidlu ve sprdvném reprodukénim stadiu. K posouzeni morfologie chromozom( jsou
u pavoukovcl nejvhodnéjsi meioticky délici se jadra germinalnich bunék, avsak
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gametogeneze probiha u této tfidy casto jen v urcitych a pomérné uzkych obdobich
(u samcl pavoukl napt. tésné pred poslednim svlékanim), a zachyt jader v poZzadovaném
stadiu bunécného déleni je proto zaloZen z velké ¢asti na ndhodé. Navic kultivace bunék
a aplikace cytostatik (napf. kolchicinu), u obratlovcl rutinné vyuzivana k zastaveni
bunééného cyklu (Hsu & Pomerat, 1953), se u bezobratlych nefadi mezi zavedené metody.
Dalsim komplikujicim faktorem je, Ze u bezobratlych nelze vyuzit konvencni techniky
pruhovani, které napf. umoznuji podrobnéji identifikovat homologické chromozomy ¢i
jejich useky. Moderni cytogenomické metody, ackoliv jsou u jinych skupin organism
aplikovany jiz pomérné standardné (Rovatsos et al., 2024; Sassi et al., 2023), na rutinni

vyuziti u pavoukovcU stale spise cekaji.

2.3.3. Molekuldrni metody
Béhem poslednich let ziskal DNA barcoding, coby nejpfistupnéjsi molekuldrni metoda,

popularitu jako efektivni a dostupny nastroj pro determinaci vzorkd a popisovani diverzity
(DeSalle & Goldstein, 2019; Yu et al., 2021). Verejné databaze, jako je BOLD (Ratnasingham
& Hebert, 2007) a GenBank (Benson et al., 2012), shromazduji velké mnozstvi
barcodingovych dat pro Sirokou S$kalu taxon(, coZ usnadnuje identifikaci vzork(
prostiednictvim porovnani se znamymi referen¢nimi sekvencemi (DeWaard et al., 2019a).
Diky své rychlosti, nizkym nakladim a standardizaci nabizi DNA barcoding Siroké spektrum
aplikaci, které maji presah do mnoha oblasti vyzkumu. Co se tyce identifikace vzorkd, byva
pouzivan v analyzach environmentalni DNA (Schenk et al., 2020; Senapati et al., 2019),
hodnoceni regionalni diverzity (DeWaard et al., 2019b; Lopez-Vaamonde et al., 2021),
analyzdach potravy a kofisti (Johnson et al., 2021; Unger et al., 2020), ale také ve forenznich
analyzach a v ochrané prirody (Chang et al., 2021; Davidson-Watts et al., 2006; Deli¢ et al.,
2017; Neves et al., 2020; Sembiring et al., 2015), zemédélstvi (Madden et al., 2019), nebo
lidské mediciné (Hoang et al., 2019). Podobné je také vyuzivan pro identifikaci a pfifazeni
raznych vyvojovych stadii, pohlavi nebo kast v ramci jednoho druhu (Alcantar-Escalera et

al., 2013; Fisher & Smith, 2008; Grzywacz et al., 2021).

U Zivocichl je mitochondrialni gen cox1 (cytochrom c oxidaza 1) Siroce pouzivan jako
barcodova sekvence (Hebert et al.,, 2003a; Hebert et al.,, 2003b). Ta je také rutinné

implementovana pro hodnoceni vnitrodruhové populaéni struktury a fylogenetické



inference, zejména kdyZ je doplnéna sekvencemi jinych, zejména jadernych, genu
(Hajibabaei et al., 2007). Mnoho studii o vymezeni druhl spoléhd na coxI nebo jina
jednolokusova data v kroku ,species discovery” (detekce potencidlnich druh(), pokud
dany taxon nevykazuje snadno identifikovateIné morfologické rysy (Dupuis et al., 2012;
Edwards & Knowles, 2014). Existence kryptickych druhd (geneticky diferencovanych, ale
morfologicky identickych taxon(), byla pomoci dat z barcodingu zjisténa v mnoha
nepribuznych liniich Zivocichl, napfiklad u hlistic (Schenk et al., 2020), hmyzu (Hebert et
al.,, 2003a; Smith et al., 2007), ryb (Hubert et al., 2008) nebo Zab (Stuart et al., 2006).
U pavoukovcl je tento stav velmi bézny a v podstaté dokumentovany ze vSech radu, byl
zjistén u roztocu (Pfingstl et al., 2021), bi¢ovc( (Reveillion et al., 2020), sekaca (Schénhofer
& Martens, 2010), pavoukl (Starrett & Hedin, 2007), stird (Parmakelis et al., 2013), solifug
(Garcia et al., 2024), roztoCovcl (Sato et al., 2024), bi¢natcl, kratkochvostl, Stirenek

(Clouse et al., 2017) a stirkd (Muster et al., 2021; Ohira et al., 2018) .

2.3.3.1. Delimitacni metody zaloZené na sekvencnich datech
Jako prvni krok v delimitaci druhl byvaji v poslednich letech rutinné vyuzivany molekularni

delimitaéni metody, zaloZzené na sekvencénich datech z jednoho nebo vice lokus( (Hlebec
et al., 2023; Xu et al., 2020). V zadsadé Ize tyto metody rozdélit do dvou hlavnich kategorii,
a to na distancni (distance based), a na ty vyuZivajici jako podklad fylogenetické stromy
(tree based) (Fontaneto et al., 2015). Distanéni metody, které aplikuji naptiklad programy
ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery) (Puillandre et al., 2012), ASAP (Assemble
Species by Automatic Partitioning) (Puillandre et al., 2021) nebo TCS (Clement et al., 2000),
nepracuji na zdkladé fylogenetickych stromd, nybrz ksortovani vzorkli do
predpokladanych (putative) druh( vyuzivaji rozdily v genetickych distancich. Obecné plati,
Ze genetické distance mezi jedinci jednoho druhu jsou mensi, nez mezi jedinci rliznych
druhl. Oproti tomu tree-based metody, jako napfiklad PTP (Poisson Tree Process) (Zhang
et al.,, 2013) a GMYC (General Mixed Yule Coalescent) (Pons et al., 2006) v topologii

detekuji pfechody mezi vnitropopulaénimi mechanismy a speciaci.

Vysledky molekularni delimitace se mohou lisit v zavislosti na pouZitém pfistupu,
parametrech analyz a robustnosti datasetu (Ahrens et al., 2016; Luo et al., 2018). Zaroven

maji jednotlivé metody mensi ¢i vyssi tendence k nadhodnocovani ¢i podhodnocovani



vysledného poctu delimitovanych druh( (Carstens et al.,, 2013; Luo et al., 2018).
V soucasnych studiich je standardem, Ze se na daném datasetu vyuziva vice typu
molekuldrné delimitacnich metod a nasledné se hleda kongruence (Ortiz & Francke, 2016;
Petzold & Hassanin, 2020). Geneticka data tedy nesupluji taxonomickou praci a definované

druhy zUstavaji nadale subjektivnim pojmem.

2.3.4. Reprodukcni chovani
Dal$im zpUsobem, jakym lze rozliSit jednotlivé druhy, je pomoci etologickych metod

(Montanarin et al., 2011; Schuchmann et al., 2016). Zejména reprodukéni chovani nabizi
celou paletu prvkd, které mohou vykazovat druhovou specifitu (Chiarle et al., 2013).
Namluvy funguji jako velmi efektivni prekopulacni bariéra a jejich druhova specifita hraje
roli zejména u pfibuznych druh(, které se vyskytuji syntopicky a jejichz rozmnoZovaci

obdobi se prekryvaji (Chiarle & Isaia, 2013).

Béhem namluv se uplatiuje multimodalni signalizace, sestdvajici zejména
z olfaktorickych, vizudlnich a seismickych signal( (Rypstra et al., 2009; Uetz et al., 2016).
Takové signaly jsou druhové specifické a maji za ukol zamezit druhovému kfiZeni a ¢asto
také posuzovat kvalitu dvoficiho se partnera. Jednotlivé prvky ndmluv a jejich kombinace
proto nesou celou fadu znakl, dle kterych od sebe dokaZzeme rozlisit i morfologicky
uniformni druhy (Chiarle & Isaia, 2013; Kronestedt, 1990). Presto vSak byva reprodukéni
chovani v taxonomii a pro vymezovani druhd vyuzivano jen zfidka. Nardzime zde totiz na
celou fadu metodickych uskali, jako je napfiklad nutnost mit Zivy materidl v obdobi
rozmnozovani, které byva zejména u pavoukl pomérné kratké a probiha zpravidla jednou
za zivot. Vizualné se orientujici druhy pfi namluvach ¢asto predvadi napadné tance, jejichz
pozorovani a vyhodnocovani neni pfilis technicky narocné, avsak slozitéjsi situace nastava
u analyz seismickych a olfaktorickych signdld, na které je potreba pokrocilejsi pristrojové

vybaveni (Elias et al., 2004).
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2.3.5. Integrativni taxonomie
Integrativni taxonomie je pfistup, ktery kombinuje nékolik metodickych pfistup(

a zakladda se na principu ,discovery step” a ,verification step”. Multidisciplinarni pfistup,
zahrnujici nejcastéji morfologii, morfometrii, geometrickou morfometrii, cytogenetiku,
genetiku a etologii, ma uplatnéni zejména pfi studiu morfologicky uniformnich taxon(
a utaxonl, u kterych neni dobfe znama variabilita morfologickych znak( (Edwards
& Knowles, 2014). Zapojeni vice pfistupll umoznuje resit i komplikovanéjsi otazky
taxonomie a ma i nasledny presah do systematiky a zejména do porozuméni evolucnich

procest (Opatova et al. 2016; Christophoryova et al. 2023).

Mimo vySe jmenované pfistupy nalézame mezidruhové rozdily i v dalSich
aspektech Zivota organism(, nejcastéji tykajicich se ekologie, etologie a fyziologie
(Andersson, 1990; Maltseva et al.,, 2021; Movin et al.,, 2022; Pyron et al., 2023). Tyto
doplrikové metody mohou dobre slouZit pro verifikaci primarnich krok( druhové
delimitace. Z ekologického hlediska slouZi k delimitaci druht napfiklad niche modelling,
modelujici potencialni rozsifeni organismG na zakladé znalosti o jejich preferencich
prostiedi a geografickych podminkach (Opatova et al., 2016). Podobné Ize také nahliZzet na
hostitelskou specifitu paraziticky Zijicich druhd, ¢i na analyzu mikrobiomu (Maggioni et al.,
2020; Mallott & Amato, 2021). Pfi studiu komunikace u skupin jako je hmyz, ptaci, netopyfi
¢i obojzivelnici se hojné uplatriuje bioakustika, ktera zaznamenava a vyhodnocuje druhové
specifické akustické projevy (Obrist et al., 2010), u jinych Zivoc¢ichd komunikujicich
olfaktoricky lze pro rozlisSeni druhlG pouzit chemickou analyzu feromonU a jinych
chemickych signdll (Buchinger & Li, 2020). Z dalSich metod ma v taxonomii své misto
i histologie (Kira et al., 2024), a to diky zkoumani mikroskopickych struktur tkani, které
mohou poskytovat informace o fylogenetickych vztazich a rozdilech mezi jednotlivymi
populacemi ¢i druhy. Posledni revoluci v delimita¢nich analyzach a pfi uréovani druh(
pfinesla uméla inteligence, zapojujici konvolu¢ni neuronové sité a strojové uceni

(Derkarabetian et al., 2019; Karbstein et al., 2024; Pyron, 2023).
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3. Cile

Disertacni prace se zamérfuje na vyuZziti riznych metod pro vyzkum druhové diverzity
pavoukovcll. V praci jsem se vénoval hodnoceni diverzity u Ctyf fadd pavoukovcu
(Araneae, Opiliones, Scorpiones, Pseudoscorpiones) za Ucelem lépe porozumét druhové
variabilité vybranych charakteristik a posoudit jejich potencidl v delimitaci druh(

a taxonomii.
V prabéhu feseni disertacniho projektu jsem se vénoval témto konkrétnim ciliim:

1. Zhodnotit evoluci druhové specifickych epigamnich projevi pro druhovou

delimitaci u modelové skupiny pavoukl z ¢eledi Lycosidae;

2. Zjistit variabilitu chromozomovych charakteristik u vybranych linii pavoukovcl

z rada Araneae, Opiliones a Scorpiones;

3. Posoudit vliv chromozomovych prestaveb jako mechanismu diverzifikace

karyotypu;

4. Identifikovat mechanismy karyotypové evoluce stir(i Celedi Buthidae;

5. Posoudit vliv schopnosti disperze na populacni strukturu a speciaci Stirku.
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4. Vysledky prace v kontextu souc¢asného poznani

4.1. Reproduk¢ni chovani, jeho evoluce a vyuZitelnost pro determinaci druhi
Druhoveé specifické ndmluvy jsou nezbytné pro rozpoznani potencidlniho partnera k pareni
a vytvareji klicovou prekopulaéni reprodukéné izolacni bariéru (Ptacek, 2000). U blizce
pfibuznych druh( s prekryvajicimi se aredly rozsifeni a synchronnimi rozmnoZovacimi
obdobimi jsou ¢asto ndmluvy nejdilezitéjSim mechanismem pro zabranéni hybridizace
pavoukovce nevyjimaje (Baker, 1991; Dondale, 1964; Fitzpatrick & Gray, 2001; Gerhardt,
1994; Martins, 1996).

Namluvy u pavoukd spocivaji ve vysilani tfech zakladnich typ( signall smérem
k opacnému pohlavi a cili tak na olfaktorické, seismické a vizudlni smysly. Slidaci maji
relativné dobre vyvinuty zrak, a proto jsou vizudlni signaly, jako je postoj téla a sloZité
pohyby nohou, ¢asto uUstfednim prvkem jejich ndmluv (Clemente et al., 2010). Pfedni nohy
a makadla sameck(l mohou nést modifikace typu kontrastniho zbarveni, ztlusténi nebo
chomackil hustych chloupkd, coz zesiluje vizualni signdly vysilané samicim (Hebets & Uetz,
2000). Mimo to maji slidaci, podobné jako vétsina ostatnich skupin pavoukd, schopnost
velmi citlivé vnimat i olfaktorické signaly (typicky feromony) a vibrace, které pfi namluvach
samci produkuji predevsim ,dupanim” ¢i ,bubnovanim” nohama a makadly o podklad

(Hebets, 2008).

Slidaci, coby druhové pocetnd a kosmopolitni celed pavoukl, ¢asto slouzi jako
modelova skupina pro ekologické, etologické a fyziologické studie, a reprodukéni chovani
bylo studovdno predevsim u rodl Schizocosa, Pardosa a Alopecosa (Chiarle et al., 2013;
Dahlem et al., 1987; Hebets, 2008; Uetz et al., 2016; Uetz & Norton, 2007). Druhy v téchto
rodech byly tradi¢né hloubéji ¢lenény na zdkladé morfologickych znakl do komplext
druht a druhovych skupin, kde jsou samice nezfidka morfologicky uniformni (Kronestedt,
1990; Topfer-Hofmann et al., 2000). Vzhledem k tomu, Ze taxonomie zaloZena na
morfologii je v téchto pfipadech ¢asto nespolehliva, musi byt pro spravnou identifikaci
druhl implementovany alternativni metody. Rozdily v namluvach a v priibéhu kopulace se
tak ukazaly jako velmi uzitecny nastroj pro rozpoznani druh( a vymezeni kryptickych druh(

(Chiarle & Isaia, 2013; Kronestedt, 1990; Stratton, 1997).
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Stfedoevropsti slidaci rodu Alopecosa byvaji tradicné klasifikovani do Ctyr
druhovych skupin (pulverulenta group, fabrilis group, striatipes group a sulzeri group),
vymezenych na zakladé morfologie jejich genitalii (Lugetti & Tongiorgi, 1969). Jednotlivé
druhy v téchto druhovych skupindch se prekryvaji ve svém rozsiteni, fenologii a denni
aktivité (Bayram, 1995; Dahl, 1908; Hofmann & Haupt, 1990; Szinetar et al., 2005). Navic
se dospélci i blizce pfibuznych a podobnych druhll mohou vyskytovat syntopicky, coz
vyZaduje mechanismy pro zabranéni hybridizaci. PrestoZe jsou mezi slidaky rodu
Alopecosa i hojné a béZné se vyskytujici druhy, jejich ndmluvam byla donedavna vénovana
spiSe okrajova pozornost. Stejné tak je ze znacné ¢asti neznama evoluce prvki namluv
a pareni. V pfilozeném ¢lanku jsme se snazili interpretovat vzorce reprodukéniho chovani
vybranych druhd rodu Alopecosa v evoluénim kontextu (Clanek 1). K rekonstrukci
fylogenetickych vztahli mezi studovanymi druhy jsme poutZili fragmenty jednoho
mitochondridlniho a dvou jadernych genli a hodnotili jsme jejich tradi¢ni zarazeni do

druhovych skupin zaloZzenych na morfologickych znacich.

V nasi praci jsme na zakladé 79 pozorovani popsali pribéh reprodukéniho chovani
¢trndcti evropskych druhl rodu Alopecosa. Vzorce ndmluv i kopulaci vykazovaly vysokou
mezidruhovou diverzitu a zaroven specifitu na Urovni druhd a druhovych skupin. U viech
analyzovanych druhd byly namluvy zahdjeny chemickymi a seismickymi signdly,
spocivajicimi v trhavych pohybech koncetin, bubnovanim makadly a pfednima nohama
o podklad a v tfeseni zadecku. Pozdéji byly u vétSiny druhi, svyjimkou téch Zijicich
v norach ¢i aktivnich v noci, doplnény namluvy i o vizudlni prvky, zahrnujici predevsim
zvedani prednich parl nohou do vzduchu. Pfekvapivé se makadla nepodileji na vysilani

vizualnich signald, jako je to béiné napfriklad u rodu Pardosa (Chiarle et al., 2013), nybrz

jsou pouzivana jen k produkci vibraci.

PfestoZe se zasnubnimi tanci slidak( literatura pfilezitostné zabyvd, o pribéhu
samotné kopulace mame jen velmi fragmentarni Udaje, ackoliv i vtomto sméru lze nalézt
specifické znaky, které mohou pomoci rozlisit i morfologicky uniformni druhy. Obecné se
ma za to, Ze podceledi zachovavajici plesiomorfni znaky (napt. Sosippinae, Venoniinae
a Allocosinae) vykazuji béhem kazdé inzerce embolu do pohlavniho otvoru samice vice
expanzi hematodochy (Stratton et al., 1996), zatimco u podceledi Lycosinae byly

zaznamenany jak kopulace s jednou expanzi na kazdou inzerci (rody Arctosa, Trochosa,
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Schizocosa a Pavocosa), tak viceCetné expanze na kazdou inzerci (rod Hygrolycosa)
(Stratton et al., 1996). Nase vysledky naznacuji, Zze u rodu Alopecosa muze byt prabéh
kopulace variabilni jak na mezidruhové, tak na vnitrodruhové uUrovni. VétSina druh
analyzovanych v nasi studii provadéla vice hematodochdlnich expanzi na kazdou inzerci,
zatimco kopulace u A. sulzeri byla charakterizovdna jednou inzerci kazdého embolu
sjednou az dvéma expanzemi. Kromé toho ctyfi druhy (A. farinosa, A. mariae,
A. psammophila a A. solitaria) projevovaly vysokou vnitrodruhovou variabilitu v poctu
inzerci embolu, avSak prevainé byl dodrien vzorec jedné hematodochalni expanze na

kazdou inzerci.

Ackoliv fylogenetické analyzy rodu Alopecosa nebyly nasim primarnim zdmérem
a nékteré hlubsi nody nemaji dostate¢nou podporu, ziskali jsme urcity vhled do vztah(
mezi podceledémi celedi Lycosidae a dokdzali jsme odhadnout evoluci reprodukéniho
chovani u rodu Alopecosa. Pfedné, nase analyzy nepotvrdily monofylii rodu Alopecosa, na
coz nardzi i starsi literatura (Zyuzin & Logunov, 2000), a s vyjimkou pulverulenta group se
nepodafilo najit monofylii ani v dalSich druhovych skupinach, jmenovité fabrilis group
a striatipes group. Jako prvni jsme také pozorovali, Zze podcéeled Pardosinae, tradicné
pfijimand taxonomickd jednotka, Citajici pres 600 druh(i (WSC 2024), je vnitfni skupinou
podceledi Lycosinae. Nasledujici molekularné fylogenetické studie na vétsim datasetu pak
ukazaly nejen polyfylii podceledi Pardosinae a Lycosinae (Piacentini & Ramirez, 2019), ale

i parafylii celé Celedi Lycosidae (Kulkarni et al., 2023).

Taxonomie druhl patficich do pulverulenta group je komplikovana, jelikoz
morfologické znaky na samicich genitaliich ¢asto nepostacuji k rozliseni jednotlivych druh
(napf. A. pulverulenta vs. A. cuneata nebo A. aculeata vs. A. taeniata). Proto je nezbytné
k jejich spravné identifikaci pouzivat i jiné typy znakdl, jako je napfiklad reprodukéni
chovani (Kronestedt 1990). Nase fylogenetické analyzy vyhodnotily druhy, patfici tradi¢né
do pulverulenta group, jako monofylum. Zaroven tyto druhy sdileji konzervativni prvky
namluv a kopulaci, které jsou pro tuto skupinu exkluzivni. Oproti tomu druhové skupiny
fabrilis group a striatipes group se na zakladé nasich analyz jevi jako parafyletické, pficemz
A. farinosa spolu se severoamerickym druhem A. kochi (oba fabrilis group) sedi zcela mimo
zbyvajici druhy rodu, a také namluvy a kopulace se od ostatnich druh( rodu odlisuji.

Alopecosa sulzeri, jediny nas zastupce skupiny sulzeri group, jehoz ndleZitost do rodu
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Alopecosa byva obcas zpochybrniovana (Zyuzin & Logunov, 2000), pak vytvari sesterskou
linii vSem zbyvajicim druhlm rodu, coz je patrné i na jeho unikatnim pribéhu namluv
a kopulaci. Zbyvajici druhy patfici do fabrilis/striatipes group (bez A. kochi + A. farinosa)
a A. psammophila, ktery nebyl doposud zafazen do Zadné druhové skupiny, vytvari
monofylum, ve kterém lze nalézt jak sdilené, tak druhové specifické prvky reprodukéniho

chovani.

Pozorovali jsme namluvy a kopulacni chovani 14 evropskych druhl rodu Alopecosa
a identifikovali jsme 17 odlisnych prvkd ndmluv zahrnujicich pohyby makadel, nohou,
zadecku a celého téla. Namluvy se obvykle skladaji z trhavych pohybi celého téla, zatimco
vizualni a vibracni signaly jsou primdarné realizovany pomoci pfednich nohou. Vzorce jak
namluy, tak kopulaci jsou slozZité a ukazuji konzervované prvky sdilené pfibuznymi druhy
[napt. chvéni zadecku (O_Q) u vSech pozorovanych zastupcli rodu, pripadné tfeni cymbiem
o podklad (P_CR) u pulverulenta group] a také druhové specifické prvky ¢i jejich unikatni
kombinace [napf. zvedani nohou (L_R) u A. farinosa, resp. bubnovani nohama (L_T)
a poskakovani (B_H) u A. taeniata]. Délka kopulace se pohybovala od 2 sekund po vice nez
dvé hodiny, a v zavislosti na druhu zahrnovala mezi jednou a 18 inzerci embolu a az 65
hematodochalnich expanzi na kazdou inzerci. Rozdily v chovani pfi namluvdach a kopulacich
byly také zaznamendny u parapatrickych populaci A. farinosa. Nase vysledky potvrzuji, ze
druhové specifické vzorce namluv a kopulaci mohou byt U¢innym nastrojem pro
identifikaci pfibuznych a morfologicky obtizné rozlisitelnych druhG a poskytujeme
kontrolni vycet konkrétnich prvkd, které ve svém reprodukénim chovani zahrnuje kazdy
druh. Vysledky fylogenetickych analyz jsou podporeny nasSimi behaviordlnimi daty
a vyrazné nabouravaji tradi¢ni ¢lenéni do druhovych skupin zaloZzenych na morfologii
(Lugetti & Tongiorgi, 1969). Druhy z pulverulenta group tvofily monofylum, avsak zdstupci
striatipes a fabrilis group vykazuji parafylii a polyfylii. Navic jsme v predlozené publikaci

nedokazali potvrdit monofylii rodu Alopecosa, ani celé podceledi Lycosinae.

Diky rutinnimu vyuzivani sekvencnich dat se v poslednich letech stale ¢astéji objevuiji
prace, které mapuji epigamni projevy a sekundarni pohlavni znaky na fylogenetické stromy
(Frank et al., 2023; Girard et al., 2021; Starrett et al., 2022). Napfi¢ ¢eledémi pavouk(l se
ukazuje, Ze ndmluvy skutecné slouzi jako efektivni prekopulacni bariéra a signifikantni

rozdily jsou patrné i mezi sesterskymi druhy (Dondale, 1964; Maes et al., 2004; Clanek I).
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Kombinaci fylogenetickych a etologickych dat tak ziskdvame nahled do evoluce

rozmnozovaciho chovani dané skupiny a jeho vyuZitelnosti pro delimitaci druh(.

4.2. Evoluce karyotypl a karyotypova diverzita
Cytogenetika je u pavoukovcl zkoumdna z mnoha UhlU pohledu, a mnoho ztéchto
pristupl nalézd potencidlni vyuZiti v taxonomii, at uz jde o zakladni karyotypové
charakteristiky jako je diploidni pocet, morfologie chromozom( a mechanismy jejich
prestaveb, nebo detailnéjsi pohled do struktury chromozom( za vyuziti fluorescencni in

situ hybridizace (Avila Herrera et al., 2021; Kova¥ik et al., 2018, 2022; Reyes Lerma et al.,

2021; Stahlavsky et al., 2021). | pfes probihajici vyzkum a intenzivni snahy o mapovani
karyotypl pavoukovc( stale existuji celé linie, u kterych postrddame i zakladni informace
o jejich chromozomech, popfipadé jsou znamé udaje pouze fragmentarni a nemaji

vypovédni hodnotu co se variability tyCe (Vazquez et al., 2021).

4.2.1. Organizace genomu u pavoukovcu
Pocet chromozomu naptic¢ pavoukovci je velmi diverzifikovany, pficemz hnaci silou vedouci

ke zménam karyotypu jsou, vedle relativné vzacnych polyploidizaci (Krdl et al., 2019),
prevdiné rlzné typy chromozomalnich prestaveb, které ovliviiuji strukturu karyotypu
a mohou tak mit zasadni efekt jako mezidruhovd bariéra (Pliskova et al., 2016; Stundlova
et al., 2019). UvaZuje se, Ze nejcastéji se u pavoukovcl vyskytuji prestavby typ(i centrické

(resp. Robertsonovské) fuze a rozpady, reciproké translokace a inverze (Avila Herrera et al.,

2021; Stahlavsky & Kral, 2004). Je patrné, e réizné skupiny pavoukovctl vykazuji rdizné
silné tendence k uniformité ¢i naopak variabilité karyotypll, coz je do znacné miry
ovlivnéno formou distribuce kinetochoru na jednotlivych chromozomech. U vétsSiny
cytogeneticky zkoumanych linii byly prokazany monocentrické chromozomy, které maji
kinetochor umistény na lokalizované centromete (Stahlavsky et al., 2012; Stundlova et al.,
2019; Vazquez et al., 2021; Clanek 11, Clanek I11). Poloha centromery pak uréuje morfologii
chromozomu, ktera je bud akrocentricka/telocentricka (centromera je umisténa pobliz
telomerické oblasti), nebo sub-/metacentrickd (centromera je lokalizovana blize stfedu

chromozomu). Obecné by se dalo predpokladat, Ze organismy s monocentrickymi
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chromozomy byvaji méné tolerantni ke zméndm v karyotypu, jelikoZ prestavby mohou
komplikovat pdrovani chromozom( v meioze a také generovat acentrické/dicentrické
fragmenty (Shakoori et al., 2017). Ztoho divodu by chromozomdlni polymorfismy
u téchto linii mély byt méné c&asté a rozdily v karyotypech by bylo mozné chdpat jako
mezidruhové bariéry, coz pfimo nabizi moznost vyuZiti cytogenetickych charakteristik v
druhové delimitaénich analyzach (Stahlavsky et al., 2018). U pavoukil nadceledi
Dysderoidea, $tird ¢eledi Buthidae a nékolika skupin acariformnich roztoc¢l vSak nezavisle
na sobé vznikly chromozomy holokinetické, tj. takové, které maji kinetochor rozmistény
difGzné po celé délce chromozomu (Dernburg, 2001; Kral et al., 2019; Schneider et al.,
2009; Wrensch et al., 1994). U holokinetickych chromozom nelze uréovat morfologii jako
u chromozomU monocentrickych, jelikozZ jsou makrostrukturné uniformni a vykazuji pouze
velikostni rozdily. U organism( s holokinetickymi chromozomy Ize ocekavat vétsi toleranci
k chromozomdlnim prestavbam, a tudiz i jejich vétsi akumulaci (Schneider et al., 2009;
Clanek 1V, Clanek V). Piitomnost jak monocentrickych, tak holokinetickych linii &ini
z pavoukovcl idedlni model pro porovnavani karyotypovych specifik u takto rozdilnych

systému.

4.2.2. Molekuldrné cytogenetické metody
Limitovand vyuZitelnost standardnich pruhovacich technik u bezobratlych komplikuje

moznost detekce homolognich chromozom( a jejich Usek(l. U pavoukovcl se za ucelem
identifikace konkrétnich chromozom( vyuzivd zejména mapovani oblasti nukleoldrniho
organizatoru (NOR), ktery obsahuje tandemové repetice gend pro ribozomalni RNA (28S,
5,85 a 18S rRNA) (Krdl et al., 2013). Vminulosti byla detekce takovych useku
a chromozomd, které je nesou, limitovana na techniku stfibreni, ktera vSak odhalila pouze
NOR aktivné prepisované v predchazejici interfazi (Forman et al., 2013). Pokroky
v cytogenetice umoznily zavedeni fluorescencni in situ hybridizace (FISH) i na modelech
z fad pavoukovcl. FISH je metoda, umoznujici vizualizaci ¢asti chromozom, na které
nasedaji specifické fluorescenéné znacené sondy. Takovymto znacenim je moziné
vizualizovat napriklad telomerické repetice, coz muize v pripadé zjisténi intersticialniho
signalu indikovat recentni prestavbu, pfi které se telomera ocitla uvnitf chromozomu

(Rego & Marec, 2003). Zdaleka nejcastéji je vSak FISH aplikovdna na Useky 18S rDNA,
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respektive oblasti potencialnich NOR. Vyhodou oproti konvenénimu stfibfeni je v tomto
pripadé skutecnost, Ze vizualizovany jsou vSechny pfitomné lokusy, nikoliv pouze ty, které
byly transkripéné aktivni v pfedchozi interfazi. Pocet a pozice takto vizualizovanych usek
pak poskytuje dalsi sadu znak( potencidlné vyuzitelnych v druhové delimitacnich
analyzach a midze mit piesah i do zavér( o vyssi taxonomii (Clanek I, Clanek 11, Clanek IV,

Clanek V).

4.2.3. Pohlavni chromozomy
Velkou pozornost v soucasné cytogenetice ziskdva také evoluce pohlavnich chromozoma

pavoukovcll (Kral et al., 2006; 2011; 2013; Sember et al., 2020). Pohlavni chromozomy
(gonosomy) se vyvijeji z paru autosomd, poté co ziskaji geny urcujici pohlavi. Casem
pohlavni chromozomy prochazeji evolu¢nimi zménami, které potlacuji rekombinaci v okoli
oblasti urcujici pohlavi, coz umoznuje nezavislou evoluci chromozomU X a Y, respektive
Za W (Abbott et al., 2017). Nerekombinujici oblast pohlavniho chromozomu, nazyvaného
allosom (Y nebo W), pak podléhd redukci poctu genl, akumulaci repetitivni DNA,
heterochromatinizaci a z toho vyplyvajicim morfologickym zménam tohoto chromozomu.
Casto se allosom postupné zmensuje, degeneruje a mGze byt nakonec z karyotypu tplné
vyloucen (Kral et al., 2006). V ramci pavoukovcl se setkdvame s velmi pestrymi systémy
chromozomového uréeni pohlavi, zahrnujicimi jak skupiny s morfologicky
nediferencovanymi, tj. kryptickymi pohlavnimi chromozomy (napf. u stirG, Stirenek
a bicovcl), tak skupiny s diferencovanymi pohlavnimi chromozomy (napf. u pavoukl
a stirkd) (Kral et al., 2006; 2008; 2011; 2013; Reyes Lerma et al., 2021). Vzacné je
v literature, konkrétné u dvou druhl sekacd, popisovan vyskyt systému ZW (Tsurusaki
& Cockendolpher, 1990), vétsina pavoukovcl s diferencovanymi pohlavnimi chromozomy
vsak vykazuje systémy odvozené z XY, kdy je heterogametickym pohlavim samec (Kral et
al., 2006; Stahlavsky et al., 2012). Zdaleka nejpestrejsi plejadu systéma chromozomalniho
urcéeni pohlavi pak vykazuji pavouci, u nichz je za ancestralni stav povazovan systém X1Xz0,
pficemz samci karyotyp zahrnuje chromozomy Xi1Xz a samici X1X1XoXz (Kral et al., 2011).
V odvozenych stavech pak vsamcéim karyotypu nalézdame aZz 13 chromozomda
X (Macrothele calpeiana; Kral et al., 2013). U jinych druhl, zejména u haplogynnich

pavouku, byla zaznamenana i pfitomnost chromozom Y v jejich ancestralnim stavu X1X2Y
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i v nasledujicich z toho odvozenych systémech. Komplexnéjsi problematika se tyka vyskytu
tzv. neopohlavnich chromozoml, jez vznikaji prestavbami mezi autosomy a gonosomy

znamymi napfiklad u ¢eledi Salticidae, Agelenidae a Sparassidae (Avila Herrera et al.,

2021). Zmény pohlavnich chromozomd mohou potencidlné vést k rychlému vzniku novych
reprodukénich bariér a rozdily na této Urovni tudiz |ze teoreticky vyuzZit jako charakteristiky

k delimitaci druhd.

4.2.4. Karyotypovd variabilita pavouk( (Araneae)
Pavouci jsou tradi¢né déleni do tfi hlavnich skupin; bazalni Mesothelae a Mygalomorphae

vykazuji typicky vyssi pocty chromozom( (2nd' = 80 nebo 96 u Mesothelae; 2ng = 14—
128; pramérné 61 u Mygalomorphae) (Kral et al., 2013), a Araneomorphae, délici se na
polyfyletické Haplogynae se zachovanymi plesiomorfnimi znaky, a monofyletické
Entelegynae. Karyotyp haplogynnich pavouk( sestavd, s vyjimkou pravdépodobné
polypoidni ¢eledi Caponiidae (2nd = 55-152) (Kral et al., 2019) z typicky mensiho poctu
dvouramennych chromozomu (2nd = 9-33, pramér 21). Také ,moderni“ pavouci, tvofrici
skupinu Entelegynae, maji nizsi diploidni pocet chromozom( (2ng' = 10-52, primér 27),
avsak jsou co do karyotyplh mnohem méné diverzifikovani a jednotlivé Celedi zpravidla
vykazuji konzervativni pocet predominantné akrocentrickych chromozom? (Araujo et al.
2024). Z dosavadnich vysledkl je tudiz zfejmé, Ze karyotypova variabilita rGznych skupin
pavouku je dosti odliSna a jejich potencial ve vyuziti pro taxonomické ucely bude rizny, jak

potvrdily i nase vysledky.

V rdmci naseho datasetu z jizni Afriky jsme analyzovali cytogenetickad data pro 38 druh(
pavouk(l z podfadu Entelegynae patficich do 16 ¢eledi (Clanek 11). Kromé kosmopolitniho
druhu Oecobius putus (Oecobiidae) byly vSechny druhy karyotypovany poprvé. Jako viibec
prvni jsme publikovali cytogenetické charakteristiky ¢eledi Ammoxenidae a Gallieniellidae
a podceledi Prodidominae (Gnaphosidae), ktera byla jesté nedavno (Azevedo et al., 2018)
povaZovana za samostatnou celed. 2n zkoumanych druhd se pohybovalo od 19 do 42.
Pozorované systémy pohlavnich chromozom( byly bud X0, XiX20 nebo XiX2X30.
NejbéznéjSim systémem byl X1X,0 (zjistén u 75 % druhl). Akrocentrickd morfologie celého

chromozomového komplementu byla zjisténa u 92 % druhll. Chromozomy zbyvajicich
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druht pravdépodobné také byly akrocentrické, ale vzhledem k metodickym artefaktim
jsme nebyli schopni urcit morfologii vSech chromozomu. Nami analyzované druhy jsme
rozdélili do ¢tyf hlavnich skupin: Araneoidea, Oecobioidea, kldd RTA (kromé Dionycha)
a Dionycha (roz€lenénd do tfi Casti), podle jejich zarazeni do fylogeneze Entelegynae

(Wheeler et al., 2017).

Araneoidea

Zkoumani zastupci Celedi Tetragnathidae (2n = 24) a Theridiidae (2n = 21, 22) svymi
karyotypy nijak neodchylovali od jinych zastupcl téchto celedi publikovanych dfive
(Tetragnathidae: 2n = 24 u 71 % druhq, Theridiidae: 2n = 21, 22 u 80 % druh(), jejich
karyotypy tedy mizZeme povaZovat za konzervativni, a analyzy provedené standardnimi
cytogenetickymi metodami jsou jen malo vyuZitelné v taxonomii téchto skupin (Araujo et

al., 2024).

Oecobioidea

Tato nadceled, reprezentovana v nasi studii celedémi Hersiliidae a Oecobiidae, vykazuje
o néco vyssi variabilitu (Oecobiidae 2n = 19-42; Araujo et al. 2024), kterd spociva
v tendenci k redukci diploidniho poctu, ktera je patrnd nejen u Celedi Hersilidae (Forman,
pers. comm.), ale i mezi jednotlivymi druhy rodu Oecobius, kde fuzuji i pohlavni
chromozomy a karyotypové vzorce nami studovanych druht byly 2n = 19; X0, respektive
2n = 25; X1X2X30. V takovych pfipadech Ize pak karyotypové charakteristiky vyuZit i jako

doplrikovou metodu pro delimitaci druhd.

RTA: non-Dionycha

Nendpadnou uroven diferenciace jsme sledovali i na karyotypech celedi Ctenidae (2n
= 28), Oxyopidae (2n = 28), Sparassidae (2n = 42) a Thomisidae (2n = 23, 28). Studované
druhy se co do chromozom{ obecné nelisi od ostatnich zastupcl svych Celedi (Araujo et

al. 2024), a ty proto nejsou dobrym znakem vyuzZitelnym v delimitacnich procesech.
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Vyjimkou je rod Borboropactus (Thomisidae) (2n = 28), jez ma v diploidnim komplementu
vice chromozom( nez ostatni zastupci Celedi (2n = 23 u 86 % druhd). Tim utvrzuje svou

bazalni pozici v ramci celedi (Wheeler et al., 2017).

RTA: Dionycha A (Prodidominae+Gnaphosoidea)

Do naseho datasetu jsme zahrnuli zastupce osmi Celedi a podceledi Prodidominae, ktera
byla v dobé publikovani ¢lanku povazovana za podceled’ celedi Gnaphosidae (Azevedo et
al., 2018), kam byla ptifazena na zdkladé morfologickych znak(. Vysledky naSich
cytogenetickych analyz ukazaly na zasadni rozdily v architekture karyotypu mezi podceledi
Prodidominae a vSemi ostatnimi celedémi patficich do Gnaphosoidea, Gnaphosidae
nevyjimaje. Celd nadceled je totiz typickd uniformnimi karyotypy sestdvajicimi z 22
chromozoma a systémem urceni pohlavi X1X20 (Araujo et al., 2024), kdeZto u podceledi
Prodidominae jsme pozorovali zvétSeni po¢tu chromozomi na 28 u neuréeného druhu
rodu Theuma, respektive na 29 chromozom u druhu Prodidomus simoni, u néjz se zména
poctu chromozom dotykala i gonosomU (X1X2X30). Ackoliv byly karyotypy uvniti skupin
Gnaphosoidea a Prodidominae konzervativni a jejich vyuZzitelnost k delimitaci druh je tak
velmi limitovand, odliSnosti karyotypl u rod( Theuma a Prodidomus poukazovaly na
vyluéné postaveni podceledi Prodidominae. Tuto Uvahu nakonec potvrdila i molekularné
fylogeneticka data, na jejichz zakladé byla podceled Prodidominae vyjmuta z Gnaphosidae

a ziskala zpét rank samostatné Celedi (Azevedo et al., 2022).

RTA: Dionycha B

Celedi Cheiracanthiidae a Selenopidae vykazovaly nizkou variabilitu karyotypd. Zastupci
Celedi Cheiracanthiidae mivaji typicky 2n = 26 (Araujo et al., 2024), u nami zkoumaného
druhu Cheiramiona kirkspriggsi jsme zaznamenali 2n = 24, coz poukazuje na probéhlou
fuzni uddlost. U celedi Selenopidae jsme na péti druzich demonstrovali dva karyotypy,
u Ctyf z nich se jednalo o 2n = 26, X1X0, paty druh patfici do rodu Selenops vykazoval
karyotyp 2n = 29 X1X2X30. Treti Celedi v této skupiné jsou skakavky (Salticidae), povéstné

znacnou karyotypovou uniformitou, kdy se od nejbéznéjsiho karyotypu 2n = 28 vyznamné
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odchyluje jen nékolik malo ze 171 cytogeneticky probadanych druhd (Araujo et al., 2024).
My jsme analyzovali devét druh( této pocetné a diverzifikované celedi, a vSechny z nich se
drzely uniformniho karyotypu 2n = 28, X1X;0, coZ eliminuje vyuZitelnost karyotypovych

znaku v této Celedi.

Distribuce 18S rDNA lokusU

V dobé nasi studie byly znamy udaje o pozici 185 rDNA lokus pouze u péti druhd
entelegynnich pavoukl a pocet takto analyzovanych druh( se vyrazné nezvysil ani dodnes
(Cavenagh et al., 2022). My jsme metodou FISH identifikovali pozice lokus 18S rDNA u 11
druhl z osmi Celedi, ¢imZ jsme citelné zvysili pocet druh, u kterych je tato charakteristika
znama. Ve vsech pripadech se 18s rDNA lokusy nachdzely v distalni pozici na dlouhych
ramenech autozomu. Pocet signal( se, v zavislosti na druhu, pohyboval mezi jednim a péti,
a rozdilné pocty jsme pozorovali i u druhd, které jinak vykazovaly makrostrukturné
podobné karyotypy, napfiklad u dvou druhl rodu Olios (Sparassidae, jeden, resp. pét
signall 18s rDNA) ¢i u rodu Selenops (Selenopidae, jeden, resp. ¢tyfi lokusy). To ilustruje,
Ze detailnéjsi pohled do organizace genomu muZe poskytnout dalsi sadu znaku vyuZitelnou

v taxonomii i u skupin s domnéle uniformnimi karyotypy (Cavenagh et al., 2022).

4.2.5. Karyotypové charakteristiky sekacu
O cytogenetice sekacl jsme donedavna méli jen velmi sporé udaje, které naznacovaly

uniformitu v poc¢tech a morfologii chromozom( mezi zdstupci vSech ¢tyr evolucnich linii
(Cyphophtalmi, Eupnoi, Dyspnoi a Laniatores). | navzdory nerovnomérnému prozkoumani
jednotlivych podradu, kdy nejvétsi pozornost byla vénovdna zejména podfadu Eupnoi, je
vSak zfejmé, ze sekaci predstavuji karyotypoveé variabilni skupinu. S tim, jak byly postupné
popisovany nové karyotypy, se zacala projevovat diverzita v poctu chromozomi
(Cyphophtalmi 2n = 24-52, median 30; Eupnoi 2n = 10-36, median 22; Dyspnoi 2n = 10—
28, median 16; Laniatores 2n = 25-109, median 81) (Tsurusaki et al., 2024). Jednim
z faktor(, které ovliviiuji karyotypovou variabilitu nékterych druh(i sekacq, je pritomnost
B chromozom. To jsou chromozomy, které jsou neparové a ma se za to, Ze jsou nekddujici.

Pti meioze se pak do dcetinych bunék rozestupuji ndhodné a zpusobuji tak zmény v poctu
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chromozomu i v ramci jednoho druhu (napf. 0-18 B chromozomU u druhu Metagagrella
tenuipes) (Tsurusaki, 1993). U nékterych druhl byla reportovana i vnitrodruhova ci
mezipopulaéni variabilita v poftu chromozom(, ktera muze byt dlsledkem fixaci
chromozomovych prestaveb v karyotypu na lokalni Grovni, jelikoz sekaci jsou malo mobilni
a Casto vytvareji izolované populace (Murienne et al., 2010). Diverzita se tyka i riznych
systému ur€eni pohlavi — od pohlavnich chromozomi nediferencovanych, pres druhy se
systémem XY, az po dva druhy s domnélym systémem ZW (Tsurusaki & Cokendolpher,

1990; Tsurusaki et al., 2024).

V nasi studii jsme analyzovali pét jihoafrickych zastupcli rodU Guruia a Rhampsinitus celedi
Phalangiidae (Eupnoi), kterd ma centrum rozsifeni na severni polokouli, a pfinesli jsme
viibec prvni poznatky o chromozomech sekacil z afrotropického regionu (Clanek 111). Navic
jsme jako prvni aplikovali FISH s 18S rDNA na sekacich Celedi Phalangiidae. Vysledky
cytogenetickych analyz u Guruia africana (2n = 24) a ¢tyf druh( rodu Rhampsinitus (2n
=24, 26, 34) ukazuji, ze africké druhy sdileji zakladni charakteristiky karyotypu s dosud
analyzovanymi zastupci ¢eledi Phalangiidae ze severni polokoule. Podrobné informace o
karyotypech jsou vsak k dispozici pouze u poloviny ze ¢trnacti druhd, zatimco zadznamy o
zbyvajicich sedmi druzich obsahuji pouze pocty chromozom( (Jindrova et al., 2020;
Tsurusaki et al. 2024). U celedi Phalangiidae se pocet chromozom{ pohybuje od 2n = 16
u Oligolophus tridens (C.L. Koch, 1836) (Tsurusaki 2007 in: Pinto-da-Rocha et al., 2007) po
2n = 36 u Rilaena triangularis (Herbst, 1799) (Sokolow, 1929), pfi¢emz karyotypy jsou

prevazné tvoreny dvouramennymi chromozomy.

Obecné se predpoklada, Zze ancestralnim stavem je u pavoukovcll jeden par nukleolarnich
organizator( (18S rDNA clusterd) (Forman et al., 2013). U ndmi studovanych druh( jsme
tento pocet zjistili pouze u druhu R. gachasneki, zatimco u ostatnich druh( bylo 185 rDNA
lokus(i az sedm. Zajimavé je, Ze u dvou druh( (R. leighi a R. capensis) byly 18S rDNA
clustery heterozygotni a navic jsme nalezli mezipopulaéni rozdily v jejich poctu, coz
mulzeme prisoudit akumulaci mutaci u izolovanych studovanych populaci. Alternativnim
vysvétlenim je, Ze tyto polymorfni populace jsou ve skutecnosti kryptické druhy,
a heterozygotni 18S rDNA clustery indikuji hybridy vzniklé kfizenim jedincl ze dvou
nezavislych populaci. Dalsi zajimavosti je pfitomnost heteromorfnich bivalentd u 185 rDNA

nesoucich chromozom. Useky t&chto lokustl byly vidy na jednom chromozomu nésobné
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delsi nez na druhém chromozomu v bivalentu. Tato heteromorfie byla zaznamenana
usamcu R. leighi a samic R. capensis, coz by mohlo, a¢ velmi nejisté, poukazovat na
existenci pohlavnich chromozom( XY u druhu R. leighi, respektive ZW u R. capensis.
K presnéjsim zavérlm by vSak bylo nutné detailné prostudovat pribéh meiozy u obou
pohlavi zminovanych druhl, pfipadné implementovat CGH (comparative genome

hybridization).

Sekaci jsou tak dalsi skupinou, ktera ukazuje neoéekdvanou variabilitu v karyotypech, kterd
je jesté patrnéjsi pri zahrnuti molekularné cytogenetickych technik (FISH). V kombinaci
s dalSimi metodami je tak cytogenetika sekacli potencidlné vhodna pro druhové

delimitac¢ni analyzy.

4.2.6. Karyotypova diferenciace u stir( celedi Buthidae
Stifi patFi mezi jednu z nejstarsich skupin pavoukovc( a byli jednémi z prvnich ¢lenovci,

ktefi kolonizovali sous (Dunlop, 2010). Navzdory pozornosti a vyzkumu, ktery se jim
v poslednich letech dostava, se stale nedafi spolehlivé roziesit fylogenetické vztahy mezi
Celedémi (Santibanez-Lépez et al.,, 2019; Sharma et al., 2015). Kromé toho jsou Sstifi
extrémné konzervativni skupinou organism( se silnou morfologickou uniformitou, kterd
ztéZuje delimitaci a identifikaci druhd ¢i jejich pfrislusnost do vysSich taxonomickych
jednotek. Morfologickda uniformita vSak znacné kontrastuje s diverzitou genetickou
a cytogenetickou, a proto jsou recentné cytogenetické charakteristiky relativné rutinné

implementovany pfi popisech novych druhl (Kovarik et al.,, 2018, 2022; Kovarik

& Stahlavsky, 2019).

vevys

stirli, kterd osidlila vSechny kontinenty vyjma Antarktidy a zahrnuje vétsSinu ze Stifich
druh, jejichz bodnuti mGze byt pro ¢lovéka smrtelné nebezpecné (Albuquerque et al.,
2013). Fylogenetické analyzy stavi ¢eled Buthidae v rdmci celého fadu do bazalni pozice
spolu s ¢eledémi Pseudochactidae a Chaerilidae (Sharma et al., 2015). Z cytogenetického
hlediska se buthidni stifi vyznacuji holokinetickymi chromozomy, typicky v nizs$im poctu
(2n = 5-36), a dvéma hlavnimi evolu¢nimi liniemi, které se |isi co do Urovné

konzervativnosti diploidnich poct (€lanek IV). Obecné lépe probadani novosvétsti stifi
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této cCeledi vykazuji wvyssi variabilitou v diploidnich poctech a vysSi tendence
k chromozomdlnim prestavbam, oproti tomu starosvétsti zastupci této celedi maji spise
konzervativni karyotypy, coZz se projevuje predevsim na rodové Urovni. Pfi detailnéjsich
analyzach a zapojenim molekuldrné cytogenetickych marker( je vsak diverzita na jemnéjsi
Skale patrnd i u rodd s uniformnimi diploidnimi pocty, a to i na vnitrodruhové uUrovni

(Clanek IV, Clanek V).

Jak naSe, tak dfive publikovand data poukazuji na nebyvalou incidenci strukturnich
heterozygotl napfi¢ celou Celedi Buthidae (Adilardi et al.,, 2016; Mattos et al., 2018;
Shanahan, 1989; Clanek IV, Clanek V). Pfestavby u holokinetickych chromozom vedou ke
vzniku multivalentnich asociaci, kterymi jsou nej¢astéji kvadrivalenty (vzniklé reciprokymi
translokacemi) nebo trivalenty (vzniklé fazi ¢i rozpadem chromozomu). Evoluéni dopad
takovych strukturnich zmén je nejisty, o¢ekava se vsak, Ze mizou mit i adaptivni funkci, Ci
zastavat ulohu pohlavnich chromozomu (Adilardi et al., 2016; Mattos et al., 2018;
Schneider et al., 2009; Shanahan, 1989). Vlivem nizké mobility $tir( a tim zpUsobenému
snizenému genovému toku mohou byt multivalentni asociace relativné snadno fixovany.
Ke spradvnému posouzeni dopadu strukturni heterozygozity a chromozomalniho
polymorfismu je vSak zasadni dostate¢né pochopit variabilitu uvnitf studovaného taxonu

a vysledky posuzovat idealné ve fylogenetickém kontextu (Clanek V).

Diferenciaci karyotyp( ve fylogenetickém kontextu u celedi Buthidae jsme se zabyvali ve
dvou nasich studiich, ¢imz jsme u této Celedi vice nez dvojnasobné zvysili pocet druht
s popsanymi karyotypy (Schneider et al. 2024). Prvni prace byla zaméfrena primdarné na
distribuci NORU (18S rDNA clusterl) napfi¢ spektrem rod( pokryvajicich velkou cast
doposud neznamé jak geografické, tak systematické diverzity (Clanek IV). Ve druhé studii
jsme se zamérili na detailnéjsi popisy karyotypl u malo probadaného rodu Gint,
endemického pro roh Afriky, a pomoci molekularné fylogenetickych nastroju jsme odhadli

vztahy mezi druhy a jejich jednotlivymi populacemi (Clanek V).

Nase vysledky potvrzuji zakladni cytogenetické charakteristiky celedi Buthidae. Ve vSech
fylogenetickych skupinach jsme identifikovali nizké pocty chromozomi 2n = 6-45 (prlimér
22) s holokinetickou organizaci, achiasmatickou meiézu u samc(, absenci morfologicky
diferencovanych pohlavnich chromozomi a vysokou frekvenci (cca u 30 % druhd)

multivalentnich asociaci v prvni meiotickém déleni samcl. Lokusy 18S rDNA byly
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detekovany u vsech zkoumanych druht a kromé nékolika pripad( vykazovala distribuce
tohoto markeru silny fylogeneticky pattern podporujici rozdéleni Laurasijské skupiny
'Buthus' od ostatnich linii ¢eledi, které diverzifikovaly v Gondwané. Linie , Buthus group”,
do niz spadaji zastupci s Laurasijskym plvodem, vykazujici témér vyhradné jeden par 18S
rDNA lokusU v intersticidlni pozici. Vyjimkou jsou rody Hottentotta a Buthacus, které maji
185 rDNA lokalizovany termindlné (Clanek IV). Na$ navazujici ¢lanek, zaméfeny na
karyotypovou variabilitu u rodu Gint (taktéz 'Buthus' group), pak zdlraznuje znacnou
dynamiku karyotypl, ktera se podepisuje i na lokalizaci (termindlni a subterminalni)
a poctu (dva az tri) 18S rDNA lokusli u tohoto rodu. Zmifiovanad variabilita byla pozorovana
i na vnitrodruhové Urovni, coZ poukazuje na existenci vice cytotypl v rdmci jednoho druhu
a dokresluje turbulentni situaci v organizaci karyotypd v rodu Gint (Clanek V). U viech
zbyvajicich linii ¢eledi Buthidae jsou 18S rDNA lokusy vazany striktné na terminalni pozici,

avsak jejich pocet se pohybuje mezi dvéma a sedmi.

Z vySe uvedeného prikladu vyplyva, Ze 18S rDNA neni vidy vhodnym markerem
vyuzitelnym v druhové delimitacnich analyzach, mlze vSak pomoci poukazat na rlizné

trendy karyotypové evoluce zkoumanych linii.

Protoze stifi rodu Gint vykazuji vysokou prevalenci chromozomalnich prestaveb, rozhodli
jsme se mimo konvenéniho 18S rDNA markeru lokalizovat metodou FISH i telomerické
repetice (TTAGG)n. Domnivali jsme se, Ze jelikoZz jsou strukturni zmény v karyotypu
u tohoto rodu pravdépodobné recentni ¢i dokonce stale probihajici, mohli bychom
zachytit intersticidlni telomericky signal (ITS), nebo naopak konce chromozoma
neukoncéené telomerickymi repeticemi. ITS se zatim podafilo detekovat ve vétsi mire
v ramci rodu Pandinus s.I. (Scorpionidae) (Stundlova, 2019) a dvou druhl rodu Scorpiops
(Scorpiopidae) (Stahlavsky et al., 2021), zastupcll $tirdl s monocentrickymi chromozomy.
ITS v téchto pripadech poukazuji na neddvno probéhlé chromozomové flze (Stundlova,
2019). Ostatni druhy stirQ, u kterych byla doposud pozice (TTAGG)n zkoumana, vsak zadné
intersticialni telomerické repetice nevykazovaly, a to i v pfipadé, Ze se jednalo o druhy
s evidentnimi chromozomalnimi prestavbami (Adilardi et al., 2015, 2016; Mattos et al.,
2018; Ojanguren-Affilastro et al., 2017; Ubinski et al., 2018). U nami studovaného rodu
Gint jsme dosli k totoZnému zavéru, tj. pozice (TTAGG)n byla vZdy soustfedéna pouze na

telomerickou oblast chromozomu. To nasvédcuje, Ze i) body zlom{ na chromozomech jsou
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rychle opraveny syntézou de novo telomerickych sekvenci (Pennaneach et al., 2006;
Vermeesch & Price, 1994), pfipadné jsou na tato mista preneseny telomery
z neposkozenych chromozom( (telomere capture; Meltzer et al., 1993) a Ze ii) nové

vzniknuvsi intersticialni telomerické Useky jsou vzapéti redukovany molekularni erozi.

Celed Buthidae, vyznaénd holokinetickymi chromozomy, demonstruje linie jak
s uniformnimi, tak rozrlznénymi a dynamickymi karyotypy. Zmifovanou chromozomovou
uniformitu ¢i variabilitu lze pozorovat na ridznych Urovnich zkoumani od diploidniho poctu
a makrostrukturnich prestaveb aZz po repetitivni sekvence. Ztoho dlvodu nejsou
u buthidnich $tird cytogenetické znaky pfili§ vhodné pro druhové delimitacni analyzy,
avsak tento typ dat mlze vyborné slouzit jako pridana hodnota pfi taxonomickych studiich
jako jedna z doplrikovych charakteristik druha ¢i vys$sich taxonomickych jednotek. Trendy
ve sméfovani evoluce karyotypu jednotlivych linii a nastinovani moznych faktor(, které

tyto trendy ovliviiuji, je pak mozné odhalovat v kombinaci s molekuldrné genetickymi daty.

4.3. Molekularni delimitacni pfistupy
Stirci jsou skupinou zatiZenou silnou morfologickou uniformitou, coz znaéné komplikuje
vymezeni druhl na zakladé tradi¢nich morfologickych a morfometrickych pfistupl (Beier,
1963; Christophoryova et al.,, 2011). Nizkd morfologickd diverzita tak ma za nasledek
podhodnoceni skute¢né diverzity, kterou mizZeme pozorovat napfiklad na genetické
urovni. Zapojeni molekularné genetickych metod v posledni dobé vedlo k identifikovani
novych, dfive prehlizenych druhl, a to i vregionech srelativné dlouhou tradici

taxonomického vyzkumu (Christophoryova et al., 2023; Muster et al., 2021).

Schopnost disperze zasadné ovliviiuje distribuci druhll a podepisuje se na genetické
struktufe populaci (Harms et al.,, 2019). Nékteré organismy s omezenymi moznostmi
Siteni, mezi které Stirci patfi, proto k transportu vyuzivaji mobilnéjsiho hostitele. Takovyto
zpUsob disperze, zvany foreze, je tradi¢né predpokladany témér vyhradné u druh Zijicich
pod klrou ¢i ve stromovych dutinidch, kdezto druhy Zijici v paddé ¢i hrabance jsou

povazovany za striktné sedentérni a tim padem vytvarejici geograficky izolované populace

s nizkou genetickou strukturou (Opatova & Stahlavsky, 2018; Poinar et al., 1998).
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V Clanku VI jsme se zaméFili na ¢tyfi Siroce rozditené a hojné se vyskytujici rody $tirke
Celedi Cheliferidae (Chelifer, Dactylochelifer, Hysterochelifer a Rhacochelifer), na kterych
jsme se snazili vykladat genetickd data v ekologickém kontextu. To mélo za cil poskytnout

novy Uhel pohledu na jejich diverzitu, rozsiteni, Zivotni strategie a evoluéni historii.

Ziskali jsme dataset vice nez 200 jedinct celedi Cheliferidae, pokryvajici 66 % evropské
diverzity na Urovni rodd. Na nasem souboru jsme analyzovali sekvence genu cox1, ktery je
standardné vyuzivan jako zvifeci barcode, a tuto matici jsme podrobili jak zakladnim
fylogenetickym analyzam, tak ctyfem molekuldrnim druhové delimitaénim metodam

(ASAP, TCS, PTP a GMYC).

U stirk(l je zndmo, Ze maiji zrychleny substitucni rate, coz v disledku komplikuje snahy
o spolehlivé rekonstrukce fylogeneze a navazujici druhové delimita¢ni analyzy (Arabi et al.,
2012). Efekt rychlejsi akumulace mutaci je o to vice patrny, kdyZz analyzujeme pouze
relativné kratky Usek genetické informace, ktery je pomérné variabilni i u jinych skupin
zivocCichl. Molekularni druhové delimitacni analyzy potom muiZou nadhodnocovat
skutecny pocet identifikovanych druht, respektive nezdvislych linii (Kekkonen & Hebert,
2014). Tento jev jsme v nasi studii zohlednili tim, Ze jsme za smérodatnéjsi volili spise
konzervativni metody (typicky ASAP), které nemaji takové tendence k over-splittingu, jako

metody jiné (napft. TCS).

Barcodové sekvence pouzité v nasi studii podle oéekavani nedokazaly spolehlivé rozresit
hlubsi fylogenetické vztahy na udrovni Celedi, nicméné linie, vymezujici morfologicky
definované rody, se ukazaly jako dobre podporené. To svédéi o tom, Ze pro Uroven rodu je
tradi¢ni, na morfologii zaloZzend delimitace, spolehlivym taxonomickym nastrojem. Na
druhou stranu jsme pomoci molekularnich delimitaénich metod identifikovali nezavislé
linie uvnitf v soucasnosti rozeznavanych druh( u vSech ¢tyr zkoumanych rodU, coz svédci

o vysokeé prevalenci kryptické diverzity v ramci Celedi Cheliferidae.

V nasi studii popisujeme pfipady sdileni haplotypl i na velké geografické vzdalenosti
a nizkou geografickou strukturu populaci, coZ je typickym znakem druhd, u kterych je
popsano Siteni pomoci foreze. Na genetické Udrovni proto tento zplsob disperze
dokreslujeme u druhli, u nichz je zpuUsob Sifeni jiz znam (Chelifer cancroides

a Rhacochelifer maculatus) (Poinar et al. 1998), a na zadkladé podobnych pattern(
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predpokladame forezi i u nékterych linii vrodech Dactylochelifer a Hysterochelifer.
Prekvapivé jsme pozorovali velké aredly a malou geografickou strukturu i u nékterych linii
obyvajicich hrabanku, coz indikuje, Ze i domnéle sedentérni druhy Stirki mohou vyuzivat
k transportu forezi, a v tom pfipadé jsou moznymi vektory rizné druhy hmyzu, jejichz larvy
se vyviji v ptidé. Jelikoz je foreze u stirk( jen fidce dokumentovana (Poinar et al. 1998) a jeji
dlkazy pochazi primdrné jen z ndhodnych zachytd, miZou geneticka data nepfimo slouZzit
jako dlikaz tohoto zpUsobu Sifeni i u malo studovanych druh(. Nedostatek geografické
struktury populaci byl nejnapadné;jsi u druhu C. cancroides, u kterého jsme zaznamenali
sdileni haplotypl na vzdalenost témér 7000 km. JelikoZ je tento druh synantropni, da se
mluvit o tom, Ze mu jako foreticky hostitel slouZi ¢lovék. RUzné urovné geografické
struktury populaci jsme dokumentovali i u blizce pribuznych taxon(, kdy jsme napfiklad
v rodu Hysterochelifer pozorovali linie jak geograficky Uzce limitované, tak s aredly vyrazné

vétsimi, pokryvajicimi zna¢nou ¢ast mediteranu.

Sedentérni stirci jsou dobfe znami vysokou urovni kryptické diverzity (Harrison et al., 2014;
Ohira et al., 2018), avSak recentni vyzkumy odhaluji totozny jev i u druh( foretickych, které
byly tradi¢né povazovény za Siroce rozsifené (Christophoryova et al., 2023; Opatova
& Stahlavsky, 2018). Vzhledem ke komplikované taxonomii $tirkG celedi Cheliferidae
(zaloZené prevainé jen na morfologickych znacich vazanych na jedno pohlavi), a jejich
Casto skrytému zpUsobu Zivota, nam stdle mohou chybét relativné zakladni znalosti jejich
diverzity, rozsifeni a ekologie. Barcodingova data mohou byt tedy pouzita jako prvni krok
ve vyzkumu, ktery ndsledné umozni zvolit vhodny metodologicky ramec pro zajisténi

lepsich diagnostickych znaku a definovani stabilnich taxonomickych jednotek.
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5. Shrnuti a zavér

V priabéhu feseni doktorského projektu se podafilo zpracovat Siroké spektrum pavoukovc(
z rlznych rada. 2Zvlastni dlraz byl kladeny na vyzkum jejich diverzity, a to predevsim za
vyuZiti multidisciplinarniho ptistupu (Clanek 1, Clanek 1V, Clanek V, Clanek VI). Integrace
vice metod dovolila nejen presnéji odhadovat skutecnou druhovou bohatost, ale
v pfipadé, Ze je dostupnd rekonstrukce fylogenetickych vztahl, umozZnila nastinovat
mozné evoluéni trendy i Zivotni strategie (Clanek 1, Clanek 11, Clanek 111, Clanek 1V, Clanek

V, Clanek VI).

Taxonomie pavoukovcll se i v dnesni dobé zaklada primarné na morfologickych znacich.
Implementaci jinych nez morfologickych metod (primdarné téch zaloZzenych na genetickych
datech) se vsak ukazuje, Ze morfologicka diverzita neodrdazi diverzitu skute¢nou. Napfic
rady pavoukovcl se setkdvame s taxony, které zejména vlivem Zivota v podobném typu
prostfedi a obecné malym tlakem na morfologickou diferenciaci podléhaji morfologické
uniformité a s ni souvisejici kryptické diverzité. Ndsledné, v kombinaci s malou znalosti
variability morfologickych znakl ¢i jejich Uplnou absenci, vyvstavaji problémy se spravnou
delimitaci jednotlivych druhl. BEhem mého disertacniho projektu jsem otazku vymezeni
druhl fresil integraci vice nezavislyjch metod, zaloZenych primarné na genetickych,
cytogenetickych a etologickych datech. Neprekvapivé se ukdzalo, Ze i) vyuZitelnost
jednotlivych metod a jejich vypovédni hodnota se mezi rliznymi skupinami lisi a ii)
krypticka diverzita je béznym fenoménem u vSech mnou zkoumanych fad( pavoukovcl

(Clanek 1, €lanek 11, Clanek 111, Clanek IV, €lanek V, Clanek VI).

Jako primarni nastroj pro ziskani zakladniho odhadu diverzity se osvédcéilo DNA
barcodovani, tj. sekvenovani standardizovaného Useku DNA (u pavoukovcl 658bp
sekvence genu cox1). Vyhodou takového pfistupu je predevsim relativni rychlost
a dostupnost. Vysledky prvotniho rozdéleni do nezavislych evolucnich linii na zakladé
barcodovani je pak mozné verifikovat zahrnutim dalSich metod. Zaroven slouzi ziskané
fylogenetické stromy jako zakladni pater pro mapovani jinych typl znakd, v mém pripadé
se jednalo predevsim o znaky etologické a cytogenetické, a to pak dovoluje odhadovat
evoluéni trendy v danych liniich. Pfesah sekvenacnich dat spociva i vtom, Ze nenesou
pouze informace o fylogenezi, ale do urcité miry mGzou slouzit jako proxy pro zjistovani

Zivotnich strategii organismd, o jejichZ Zivoté se jinak Udaje ziskavaji obtizné (Clanek VI).
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