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Abstrakt

Diplomova prace pfinasi cytogenetickou analyzu 13 druhti podiddu Cyphophthalmi patfici
do rodu Cyphophthalmus vyskytujici se na Balkdnském poloostrové. Cytogenetické analyzy
odhalily variabilitu v diploidnim poctu pohybujici se v rozmezi 24-30. V této praci byl poprvé
identifikovan pohlavni systém XY pro podiad Cyphophthalmi. Morfologické typy chromozémi,
jejich  velikostni rozrtiznéni a snizovani diploidniho poc¢tu naznacuje, Zze hlavnimi
chromozémovymi ptestavbami v ramci karyotypové evoluce rodu Cyphophthalmus jsou centrické
¢i tandemové fuze. U 10 druhti byla provedena metoda FISH s nepfimo zna¢enou sondou pro gen
18S rDNA. Ta odhalila variabilitu v poctu a distribuci NORG. Cytogenetickd analyza byla
doplnéna o molekularné fylogenetickou analyzu za pouziti ttech genti (COI, 28S rRNA a histonu
H3). Ta potvrdila distribuci druhii do ¢tyi skupin (Dinarskd, Egejska, Gjorgjevici a Volos). Byla
zjisténa obdobna mezidruhova variabilita karyotypu v rdmeci jednotlivych skupin, ktera naznacuje,
ze k diferenciaci karyotypi v ramci jednotlivych skupin rodu Cyphophthlamus dochazi nezavisle

podobnymi mechanizmy.

Klicova slova: cytogenetika, molekularni fylogeneze, sekaci, Cyphophthalmus, FISH, Balkansky

poloostrov, karyotypova evoluce



Abstract

Master thesis presents cytogenetics analysis of 13 species of suborder Cyphophthalmi
belonging to the genus Cyphophthalmus originating at the Balkan Peninsula. Cytogenetics analysis
discovered variability in diploid numbers 24-30. Thesis also presents first identification of sex
chromosomes XY for suborder Cyphophthalmi. Morphological types of chromosomes, their
variability in size and decreasing diploid numbers indicate that the main chromosome
rearrangements during karyotype evolution of the genus Cyphophtalmus are centric or tandem
fusions. FISH method with probe for gene 18S rDNA was aplicated in 10 species. That discovered
variability in number and distribution of NORs. Cytogenetic analysis was supplemented by
molecular fylogenetics analysis with use of 3 genes (COI, 28S rRNA and histon H3). That
confirmed distribution of species into four groups (Dinarian, Aegean, Gjorgjevici and Volos).
There was discovered similar interspecies variability of karyotype within individual groups, which
suggests that the diferentiation of karyotypes of genus Cyphophtalmus happens indepedendently

by similar mechanisms.

Keywords: cytogenetics, molecular fylogenetics, harvestmen, Cypohphthalmus, FISH, Balkan

Peninsula, karyotype evolution



Slovnik pojmi a seznam zkratek

BSA — hov¢zi sérovy albumin (blokuje volna vazebnéd mista reaktantti)

COI - cytochrom oxidéaza |

DAPI — 4',6—diamidino—2—phenylindol; fluorescenéni barvivo vazici se na DNA

Denhardtiv roztok — blokator nespecifického nasednuti sondy (50x Denhardtiv roztok: 2,5g
Ficol, 2,5g Polyvinilpyrolidon, 2,5g¢ BSA, 250 ml H20)

FISH — Fluorescenc¢ni in situ hybridizace

Heteropyknéza — rozdilna barvitelnost chromozomi; pozitivni (tj. intenzivnéji obarvené
chromozdémy) i negativni (tj. slabéji obarvené chromozomy).

NOR — nukleolarni organizator jadérka, ¢ast chromozomu, v némz se nachazi geny pro rRNA
Outgroup —Nepatii do analyzované skupiny a slouzi pro porovnani ¢i stanoveni vychoziho stavu
u analyzované skupiny

PBS — pufr; 8g NaCl, 0,2g KH2POs, 2,3g NaHPO4.12H-0, 1000 ml H20, pH 7,3

PCR - polymerazova fetézova reakce

rDNA — tseky DNA kodujici geny pro ribozomalni RNA

Sorenseniiv pufr — 4,75g Na:HPO4.12H-0, 4,54g KH2PO4, 1000 ml H20, pH 6,8

SSC - 20x SSC puft: 175,32g 3M NaCl, 88,23g 0,3M Ce¢HsO7Nas.2H-0, 1000 ml H20, pH 7
Taq polymeraza — DNA polymeraza izolovana z termofilni bakterie Thermus aquaticus pro ucely
metody PCR
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1 Uvod

Podirad Cyphophthalmi (paroztoci) predstavuje hlubokou linii sekact (Opiliones) (Hansen
a Serensen 1904), u kterych se predpokladé, ze byli vliibec prvnimi terestrickymi pavoukovci
(Dunlop et al. 2004). Jedna se o sekace, u nichz ptetrvava velké mnozstvi plesiomorfnich znaki
(spermatofor, starobylé struktura ovipositoru apod.). Vzhledem ke svému stafi a nizké schopnosti
Siteni vykazuji jednotlivé fylogenetické linie specifické rozsifeni v riznych biogeografickych

oblastech (Giribet et al. 2012).

V soucasné chvili je v rdmci paroztoc¢u popsano 208 druhti fadicich se do Sesti ¢eledi (Kury
2017). Pocet druhli byl nicméné difive znané podhodnocen, jelikoz parozto€i piedstavuji
morfologicky velmi uniformni skupinu. Teprve molekularné fylogenetické analyzy v poslednich
letech odhaluji, ze se ve skutecnosti jedna o mnohem diverzifikovanéjsi skupinu, nez se diive
predpokladalo (Boyer et al. 2005). Jsou to sekaci malych rozméra (t€lo 1-6 mm), ktefi na prvni
pohled pfipominaji roztoce vyskytujici se hlavné v ptidni hrabance, tésné¢ pod povrchem zemé
av jeskynich (Boyer et al. 2005). V Evropé se vyskytuje pouze ¢eled’ Sironidae, kterd obyva oblast
byvalé¢ Laurasie (Karaman 2009) a jedna se o skupinu, jez je v rdmci paroztoci dlouhodobé
pomérné intenzivné studovana. Nepiekvapuje proto, ze praveé v ramci této Celedi byly provedeny
prvni podrobnéjsi molekuldrné fylogenetické analyzy umoziujici 1épe porozumét diverzité
a speciaénim procesim u téchto sekacu (napt. Boyer et al. 2005, Murriene et al 2010 a Giribet

etal. 2012).

U celedi Sironidae byly také v rdmci paroztocii popsany prvni karyotypy (Juberthie 1956,
Tsurusaki 2007), které se zprvu v radmci celého podifadu Cyphophthalmi jevily pomérné
konzervativné (Stahlavsky et al. 2012a). Teprve po doplnéni dalich druhtt v posledni dobé se
ukazalo, ze karyotypy parozto¢i ve skuteCnosti mohou vykazovat znaCnou variabilitu
(Svojanovska et al. 2016). Mnozstvi cytogeneticky studovanych druhil je v ramci celého podradu
Cyphophthalmi nicméné¢ zatim velmi malé (celkem 8). Navic, az na rod Siro, jsou u rodii znamé
udaje pouze od jediného druhu (Tsurusaki et al. 2017). To u paroztoct komplikuje odhadnout miru
a zakladni mechanismy karyotypové diferenciace. Z tohoto ditvodu se predkladand prace soustredi
na podrobnéjsi analyzu karyotypt v ramci rodu Cyphophtlamus Joseph, 1868 na Balkané. Coz by
v kone¢ném disledku mohlo umoznit 1épe porozumét vlivu karyotypové diferenciace na speciaci
u zivoCichl s nizkou mobilitou. Popfipad¢ by karyotypové rozdily mohly pfispét k detekci

kryptickych druht, a tudiz lepSimu pochopeni druhové diverzity rodu Cyphophthalmus.



1.1 Podiad Cyphophthalmi

Podiad parozto¢i (Cyphophthalmi) predstavuje jednoznacné monofyletickou hlubokou
linii sekact (Opiliones) (Giribet et al. 2012, Giribet 2000 a Giribet a Boyer 2002), u které se navic
predpokladé, Ze se jedna pravdépodobné o nejstarsi ¢lenovce obyvajici suchozemské biotopy
(Dunlop et al. 2004). Paroztoc¢i predstavuji drobné sekace (télo 1-6 mm) s pomérné¢ uniformni
morfologii. A vSechny dosavadni snahy o rekonstrukci fylogenetickych vztahli zalozenych cisté
na morfologickych znacich (Karaman 2009), popfipadé¢ i prvni fragmentarni molekuldrné
fylogenetické analyzy (Boyer et al. 2005), potvrzuji existenci péti Celedi. Jejich fylogenetické
vztahy ptedpokladal jiz Shear (1980). Az nejnovéjsi rozsdhla molekularni studie Giribet et al.
(2012) ukézala novy, aktudlni pohled na diverzitu celého podiaddu a rozdélila ho na tfi infrarady:
Scopulophthalmi, Sternophthalmi a Boreophthalmi zahrnujici celkem 6 Celedi se specifickym

biogeografickym rozsiteni (Obr. 1).

Scopulophthalmi obsahujici jedinou ¢eled’ Pettalidae je povazovan za bazalni linii celého
podiadu (Giribet et al. 2012). Rozsifeni Celedi Pettalidae je typicky Gondwanské. Jeji zastupce
najdeme v Chile, Jizni Africe, Madagaskaru, Indickém subkontinentu, Australii a na Novém
Z¢€land¢ (Obr. 1) (Boyer et al. 2007b). Zejména na Novém Zéland¢ bylo rozsiteni ¢eledi Pettalidae
piimo ovlivnéno poslednim zalednénim. Rozsitfeni a diverzita na téchto ostrovech proto vykazuje
asi nejveétsi podobnost se situaci jinych paroztoct vyskytujicich se v Evropé. Dnesni rozsifeni
celedi Pettalidae na Novém Z¢landé kopiruje mozny vyskyt refugii. Zastupci v minulosti podléhali

vlivu klimatickych zmén a izolovanosti diky ¢lenitému reliéfu prostredi (Giribet et al. 2016),
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Obrazek 1: Rozsiteni jednotlivych linii podiddu Cyphophthalmi: Scopulophthalmi = Pettalidae —
Ctverce; Sternophthalmi = Troglosironidae — hvézdy; Ogoveidae — kolecka s kiizkem;
Neogoveidae — trojuhelniky; Boreophthalmi = Sironidae — prazdnd kolecka; Stylocellidae —
poloprazdna kolecka (z Giribet et al. 2012).



¢emuz odpovida jejich soucasné fragmentarni rozsiteni (Boyer et al. 2007a). Momentaln¢ zastupci
této Celedi obyvaji malé izolované lokality a vykazuji vysokou kryptickou diverzitu (Giribet et al.
2016). Na Novém Z¢landé ale najdeme také druh s Sirokym rozsifenim po celé oblasti. Jedna se

o druh Aoraki denticulata (Foster, 1948), (Boyer et al. 2007a).

Infrafdd Sternophthalmi ptedstavuje Cisté tropickou skupinu rozde€lujici se na tii celedi:
Celed Troglosironidae a nadceled Ogoveoidea zahrnujici Celedi Neogoveidae a Ogoveidae
(Giribet et al. 2012). Celed’ Troglosironidae najdeme pouze v oblasti Nové Kaledonie. Oproti tomu
se Celed’ Neogoveidae vyskytuje v severni ¢asti Jizni Ameriky, na Floridé€ a v zapadni ¢asti Afriky.

Zde se vyskytuje i posledni ¢eled Ogoveidae (Obr. 1) (Giribet a Kury 2007).

Poslednim infrafddem v ramci paroztoct je Boreophthalmi. Ten obsahuje dvé celedi
(Styllocellidae a Sironidae) s vyrazné oddélenym roziitenim (Giribet et al. 2012). Celed’
Styllocellidae ma rozsifeni v Jizni Asii, jmenovité Severni Thajsko a staty Indonésie. Na Severni
polokouli se vyskytuje pfevazné Celed” Sironidae s Laurasijskym rozsifeni (Obr. 1). Najdeme ji
v Severni Americe, Japonsku, a také jako jedinou celed’ v Evropé€. DéEli se hned na nékolik roda:
Iberosiro de Bivort, 2004, ktery zastupuje pouze jediny druh Iberosiro distylos de Bivort a Giribet,
2004 vyskytujici se na jihozapad¢ Portugalska. Rod Odontosiro Juberthie, 1961 ma také pouze
jediného zastupce Odontosiro lusitanicus Juberthie, 1961, jehoz rozSifeni je pouze v ramci
severozapadni ¢asti Pyrenejského poloostrova spole¢né s rodem Paramiopsalis Juberthie, 1962.
Ten obsahuje jiz dva druhy Paramiopsalis ramulosus Juberthie, 1962 a Paramiopsalis eduardoi
Murienne a Giribet, 2009 (Murienne a Giribet 2009). Rod Parasiro Hansen a Sorensen, 1904
zahrnuje dva druhy Parasiro coiffaiti Juberthie, 1956 vyskytujici se striktné na Pyrenejském
poloostrove, presnéji na zapadé v Pyrenejském pohoti (Murienne a Giribet 2009) a Parasiro minor
Juberthie, 1958 s vyskytem na jihu Francie a severu Italie (Delfosse 2014). Poté nasleduje rod Siro
(Giribet a Shear 2010) (Obr. 1). V Evropé€ najdeme 4 druhy rodu Siro (Giribet a Shear 2010): Siro
rubens Latreille, 1804 z Francie (Delfosse 2014). Nam nejblizsi Siro carpaticus Rafalski, 1956 se
nachazi na uzemi Slovenska a Polska (Bezdécka 2008). DalSim druhem je Siro crassus Novak
a Giribet, 2006, vyskytujici se na tUzemi Rakouska a Slovinska (Novak a Giribet 2006).
A poslednim je italsky druh Siro valleorum Chemini, 1990 (Chemini 1995).



Diive byl do rodu Siro
zatazovan 1 rod Cyphophthalmus.
Nicméné¢ u n¢  molekularné
fylogeneticka  analyza  potvrdila
samostatnou pozici (Boyer et al.
2005). Na tuto molekularni analyzu
navéazala rozsahla morfologicka studie
popisujici 12 novych druhti (Karaman

2009), c¢imz se celkovy pocet
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Obrazek 2: Distribuce jednotlivych skupin sekaci rodu

Cyphophthalmus na  Balkané:  cyphophthalmus podle Karaman (2009).
Gjorgjevici skupina, Dinarska
skupina a Egejska skupina (Obr. 2). Existence téchto morfologickych skupin byla nésledné

potvrzena i pomoci molekularné fylogenetickych analyz (Murienne et al. 2010).

Pravdépodobné nejpiivodnéjsi linii celého rodu s ostrivkovitym rozsifenim po témet celém
Balkanském poloostrove je skupina Gjorgjevici (Karaman 2009, Murienne et al. 2010). Jedna se
o velmi heterogenni skupinu, u které se do budoucna ptredpoklada mozny rozpad na vice skupin
v ramci Balkdnu (Karaman 2009). Pojmenovana je podle druhu reprezentujici tuto skupinu
C. gjorgjevici (Hadzi, 1933) z Makedonie. Dale sem patii druhy C. paragamiani Karaman, 2009
z Peloponésu, druhovy komplex C. thracicus Karaman, 2009 z Bulharska a Recka a C. paradoxus
(Kratochvil, 1958) z Bulharska. Do Gjorgjevici skupiny je zatazen i nejnovéji popsany druh

C. soletiensis Dreszer, 2015 z Chorvatska (Dreszer et al. 2015).

Nejveétsi pocet popsanych druhtt rodu Cyphophthalmus obsahuje Dindrska skupina
(Karaman 2009). Patfi sem vSechny druhy vyskytujici se na tzemi Dinarskych Alp v ramci
severozapadni casti Balkanského poloostrova. Vlajkovym druhem této skupiny je C. duricorius
Joseph, 1868, po némz je i popsan cely rod. Najdeme ho na mnoha stanovistich a biotopech. Pravé
pro jeho cCasty vyskyt, schopnost Sifeni a drobné genetické divergence je Casto vyuzivany pro
podrobngjsi studie rodu (Karaman 2009). DalSimi druhy této skupiny jsou C. ere Karaman, 2007
C. minutus (Kratochvil, 1938), C. martensi Karaman, 2009 a C. rumijae Karaman, 2009. Do této
skupiny patii také izolovana skupina mnoha troglobiontnich druht (napt. C. gordani Karaman,

2009, C. neretvanus Karaman, 2009, C. ongjenovici Karaman, 2009 a C. teyrovski Kratochvil,
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1937) (Karaman 2009). Nejvétsi druhova diverzita této skupiny je ve sttedni ¢asti Balkanského

poloostrova, odkud se pravdépodobné rozsitila smérem na sever (Karaman 2009) (Obr. 2).

Tieti vyraznou skupinou rodu Cyphophthalmus je Egejskd skupina, u niZ molekularné
fylogenetické analyzy odhalily blizkou piibuznost s Dinarskou skupinou (Boyer et al. 2005,
Murienne et al. 2010). Do Egejské skupiny patii druhy C. bithynicus (Gruber, 1969), C. corfuanus
(Kratochvil 1938), C. eratoae (Juberthie, 1968), C. markoi Karaman, 2008, C. serbicus Hadzi,
1973), C. yalovensis (Gruber, 1969) a C. zetae Karaman, 2009. Tyto druhy nejcastéji obyvaji jizni
a jihovychodni ¢ast Balkanského poloostrova (Karaman 2009). Najdeme zde pfevazné endogenni
druhy. Diky jejich pfizptisobivosti k aridnim oblastem jsou povazovani za jedinou soucasné
expanzivni skupinu v ramci rodu Cyphophthalmus. Usp&iné se §ifi do vychodni a severni ¢asti
Balkédnu. Momentalné nejsevernéjsi vyskyt této skupiny reprezentuje druh C. hlavaci Karaman,

2009, jehoz areal se proliné s vyskytem nékterych druht Dindrské skupiny (Karaman 2009).

Recentni molekularni analyza, navazujici na ptredchozi studie vyuzivajici morfologické
(Karaman 2009) ¢i molekularni znaky (Boyer et al. (2005), potvrdila rozd€leni rodu
Cyphophthalmus do tii skupin (Gjorgjevici, Dinarské a Egejské) (Murienne et al. 2010).
Ptibuzenské vztahy jednotlivych hlavnich skupin nebyly v rdmci této analyzy dostatené
podpofeny. Ptibuznosti druhi vramci urcit¢ skupiny rozieSeny nicméné byly a plynule
navazovaly na predesSlé studie (Murienne et al. 2010). Gjorgjevici skupina byla v této studii
potvrzena jako monofyleticka a sesterka ke vSem zbylym skupindm. Také Egejskd skupina se
ukdzala jako monofyleticka a je sesterskd k druhu C. ere, coz naznaCovala i predesla studie Boyer
et al. (2005). Tato pribuznost ani v jedné praci neméla piili§ vysoké podpory (Murienne et al.
2010). Dinarska skupina se ukazala jako parafyleticka. DéEli se na dvé linie. Prvni linie s nazvem
»duricorius skupina“ je polyfyletickd. Zahrnuje striktné endogenni druhy C. duricorius,
C. rumijae, C. ere a C. martensi. Ten vytvari specidlni linii separovanou od zbylych druhd. Druha
linie s ndzvem ,,minutus skupina“ je monofyleticka a zahrnuje naopak striktné troglobiontni druhy
(napt. C. teyrovskyi a C. gordani) (Murienne et al. 2010). V této studii se také autofi pokusili
o molekularni datovani diverzifikace rodu Cyphophthalmus. Zjistili, ze se cely rod zacal
diverzifikovat jiz pted 94,3 milidny lety. Rozpad rodu na dnesni hlavni evoluéni skupiny prob¢hl
spole¢n¢ s rozpadem Adrijskych a Meiosijskych mikro-desek, coz zacalo formovat Balkansky

poloostrov do dnesni podoby (Murienne et al. 2010).

V soucasné dobé se do rozdéleni Balkanskych druhti ptidala nova skupina s ndzvem Volos.
Jedna se o zéstupce zijici hlavné v jizni ¢asti Balkanského poloostrova. Taxonomie druht této
skupiny se zda byt pomérné komplikovana. Radi se sem mnoho novych a dosud nepopsanych

kryptickych druhti (Karaman ustni sdélent).
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Distribuce rodu Cyphophthalmus, rozd€leni do jednotlivych evolu¢nich skupin spole¢né se
specifickym postavenim v ramci celé ¢eledi Sironidae a velice davnou diverzifikaci, naznacuje, ze
tento rod ma dlouhou a specifickou historii. Ta je dale asociovana s velice dynamickymi zménami
a vyvojem Balkénského poloostrova. Vysoky podil mikroendemismu, komplexni rozSifeni
a vysoka skryta diverzita (napi. vyskyt druhu pouze v jedné izolované jeskyni) déla tuto skupinu
idedlnim modelem pro studii piivodu diverzity na Balkdnském poloostrové (Boyer et al. 2005.

Karaman 2009 a Murienne et al. 2010).

1.2 Cytogenetika sekaci

Prestoze sekaci predstavuji Ctvrty n=30-3203) seopuiophthalmi
. . v, o, R , Cyphophthalmi (190
nejpocetnéjsi  fad pavoukovci mame ——————— Stemophthaimi
. . . , 2n=24-52(6)
informace o jeho  cytogenetickych ———" Borophain
e, . e e . 2n=10-16(5) Ischyropsalidoidea

charakteristikach k dispozici stale jen velmi Dyspnoi (372)

i . , . , n=14-28(5) troguioidea
omezené mnoZzstvi. Do soucasné doby byly —

1= 20C) Caddoidea

u celkové 6653 popsanych druhti sekaci, 20 = 16- 36 (17)

Eupnoi (1820) = Phalangiidae
fazenych do 47 celedi (Kury 2017), Phelangiides] g Neoplionidee
publikovany informace o chromozémech L 2= 10-3204) Scierosomatidae
pouze u 85 z nich (Tsurusaki et al. 2017). Insidiatores

2n=40(1)
. o vo E d
Informace o cytogenetice v ramci sekact Laniatores (4109) padinoiies
2n=61-109(9) Gonyleptidae
jsou navic pomérné nerovnomerné a udaje s I
. R Grassatores ———————— Cosmetidae
pochdazeji pouze od zéastupct z 15 Celedi.
Assamioidea
Vice nez dvé tfetiny analyzovanych druht e
navic pochézeji pouze ze dvou Cceledi L Samooidea

Phalangiidae a Sclerosomatidae patiici do
- . . Obrazek 3: Fylogeneze sekact s diploidnimi pocty.
podfadu Eupnoi (Tsurusaki et al. 2017).  pyjooencze 7 Giribet et al. (2012) podiad

I pfes tyto pomé&mé fragmentarni udaje je ~ Cyphophthalmi, Giribet et al. (2010) podfad
L 5 . 5 L Dyspnoi, Hedin et al. (2012) podidd Eupnoi a
jasné,  ze  sekati predstavujii  dd  gparma and Giribet (2011) podiad Laniatores.

pavoukovci s velice vyraznou variabilitou ~ Diploidni pocty a pocty karyotypovanych druhi
N . , ) z Tsurusaki et al. (2017).
v poctu chromozomtl. Ta se nyni pohybuje

mezi 2n=10 a 2n=109 (Tsurusaki 2007) (Obr. 3).

Pies toto velké rozpéti poctu chromozémi mé vétSina sekacd v karyotypu pievahu
dvouramennych chromozému a rozpéti diploidnich pocti ve skutecnosti v ramci jednotlivych
podiadi neni tak velké. Zejména pro podiad Laniatores jsou typické vyssi diploidni pocty
(40-109) (Tsurusaki et al. 2017). U podifada Eupnoi (2n=10-36) a Dyspnoi (2n=10-28) jsou
charakteristické spiSe nizsi diploidni pocty (Tsurusaki et al. 2017). Podifad Cyphophthalmi
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vykazuje o névo vétsi rozpéti diploidnich pocti chromozému (24-52) (Svojanovska et al. 2016)
nicméné vétSina druhlt ma pocet chromozoémt kolem 30, coz je pocet, jenz je povazovan za

puvodni pro vSechny sekéace (Tsurusaki 2007).

Vramci vSech podiddi nachdzime vyraznou mezidruhovou variabilitu na urovni
diploidnich poctii. Naptiklad ptave u podiadu Cyphophthalmi se jedna se o rod Siro, u kterého ma
jeden druh (Siro rubens) diploidni pocet 30 a druhy vyrazné vyssi 2n=52 (Siro carpaticus).
Mezidruhova variabilita se vyskytuje 1 v rdmci celého tadu sekéaci (Opiliones). U nejvice
cytogeneticky prozkoumané (42 analyzovanych druhti) ¢eledi Sclerosomatidae z podiadu Eupnoi
byla také zjiSténa vyrazna variabilita v diploidnich poctech (10—48). Stejné tak se vyskytuje
variabilita diploidnich pocti u druhti z ¢eledi Phalangiidae (13 analyzovanych druhti), které se
pohybuji mezi 16-36 (Tsurusaki 2007). U podiddu Dyspnoi se povedlo zjisti mezidruhovou
variabilitu diploidniho poctu u rodu Sabacon (Simon, 1879) (2n=10-16) a Trogulus Latreille, 1802
(16-26) (Tsurusaki et al. 2017).

U nékterych skupin sekacti byla dokumentovéna vnitrodruhovéa variabilita v rdmci
diploidnich poctli, kterd ma jasny geograficky vzor s pomérné uzkymi hybridnimi zoénami
(Tsurusaki 1989). Jedné se naptiklad o rod Sabacon (Sabaconidae), kde byla zjiSténa variabilita
v poc¢tu chromozémit v ramci jednoho druhu S. makinoi (Suzuki, 1949) (2n=10; 12; 14). Diploidni
pocty odpovidali geografickému rozsifeni a izolaci diky vyskytujicim se bariéram (Tsurusaki
1989). Vnitrodruhovou variabilitu v poctu chromozémii zplsobuje také vyskyt tzv.
B chromozémi, které byly u sekaci prokazany zejména u druhu Psathyropus tenuipes L. Koch,
1878 (Sclerosomatidae). Pocet B chromozémt u n¢j ale muze byt az 19 (Tsurusaki 2007).
Variabilita v diploidnim poctu u druhu Phalangium opilio Linnaeus, 1761 je také zpusobena
fluktuaci po¢tu B chromozému v karyotypu (Tsurusaki 2007). V ramci sekacti nachdzime také
dva druhy rodu Leiobunum (L. manubriatum Karsch, 1881 a L. globosum Suzuki, 1953) z podifadu
Eupnoi, u kterych nachdzime oproti ostatnim druhtim ¢eledi vyssi diploidni po¢ty chromozomii
(napt. 47 a 49). To bylo pravdépodobné zpusobeno polyploidizaci u téchto partenogeneticky se

rozmnoZzujicich druhti (Tsurusaki 1986).

U pavoukovci je pivodnim znakem absence morfologicky diferencovanych chromozom,
nicméné¢ u nékterych fadu se pohlavni chromozomy vyskytuji (Kral et al. 2011). U sekact
pravdépodobné pohlavni chromozdmy vznikaji nezavisle na sobé a byly identifikovany v nékolika
pfipadech. V rdmci podiddu Eupnoi se jednd o dvé celedi (Phalangiidae a Sclerosomatidae).
U celedi Phalangiidae byla potvrzena pfitomnost pohlavniho systému ZW a to u druhu Mitopus
morio (Fabricius, 1799) (Tsurusaki a Cokendolpher 1990). Tento pohlavni systém dosud neni

znam u jiného zastupce pavoukovct (Tsurusaki 2007, Tsurusaki et al. 2017). U zbylych sekact
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byl popsan pohlavni syst¢ém XY. Jednd se o 13 druhti ¢eledi Sclerosomatidae (Eupnoi) a jeden
druh (Sabacon makinoi Suzuki, 1949) z ¢eledi Sabaconidae (Dyspnoi). U téchto zastupct byla
také zjiSténa variabilita pohlavni chromozémii. Pohlavni chromozém X byva nejcastéji

submetacentricky, stejné tak pohlavni chromozom Y (Tsurusaki 1989 a 2007).

Jak jiz bylo zminéno, jak

u sekact, tak u podiadu Cyphophthalmi ] ﬂ ﬂ i ﬂ H j j ﬂ ﬁ ﬂ j il ﬂ 1
jsou  cytogenetické  udaje  spiSe - ol Am: e
ropmerse oe | s,
fragmentéarniho razu. V soucasné dobé je - !
analyzovino pouze 8 druhi. Analyzy { | . P—
prvnich 3 druhii Austropurcellia arcticosa j H D] 1 :I]_D_]_j_n_n EELCEL
(Cantrell, 1980) (Pettalidae) (St'ahlavsky i 1 JH ] } H] ]] ]n ]‘ ] Ds D 1
et al. 2012a), Parasiro coiffaiti & e Sk
5 ’; ’ b F amatola
(Sironidae) (Tsurusaki 2007) a Siro ‘£ j j | jj D I ]J?UnD < I
rubens (Sironidae) Juberthie 1956 zjistily t j % & capten
vzdy diploidni pocet 30. Ten byl proto 1 ﬂd ]jﬂjﬂﬂﬁ '“'[Epmm
povazovan za uniformni v ramci celého o BRI o
podiddu. Nicméné¢ posledni studie { " g::_
o | [TITHITTTITY

odhalila vyS$si variabilitu diploidnich

pocti chromozému, dale 1 v poctu

Obrazek 4: a — Ideogramy cytogeneticky
analyzovanych druhii podiadu Cyphophthalmi se
jadérka) napfi¢ celym podfadem, a to zvyraznénou pozici 185 rDNA (Cervené Sipky)
zasazen¢ do  kontextu  piibuznosti  linii.
b — jednotlivé druhy zasazen¢ do fylogenetického

Miopsalis sp. (Stylocellidae) 2n=30, stromu. Fylogenetické udaje prevzaty z Giribet et al.
(2012) a Dreszer et al. (2015). Pet = Pettalidae; Sir =

a pozici NORU (jadernych organizatort

hned na zadkladé nékolika druhu:

Parapurcellia amatola de Bivort &amp Sironidae; Ste — Sternophthalmi;
a Giribet, 2010 (oba Pettalidae) 2n=32, Sty = Stylocellidae. Pfevzato z Svojanovska et al.
(2016).

Paramiopsalis aff- ramulosus 2n=28,
Cyphophthalmus duricorius Joseph, 1868 2n=24 a Siro carpaticus Rafalski, 1956 2n=52 (vSichni
Sironidae) (Svojanovska et al 2016) (Obr. 4).

V réamci nékterych paroztocl byl zjistén pomérné vysoky podil jednoramennych
chromozémi. Zejména se to tykda obou doposud cytogeneticky studovanych druhii rodu Siro
(Juberthie 1956, Svojanovskd et al. 2016). Proces centrického rozpadu dvojramennych
chromozéml mé za nésledek znasobeni poctu chromozomil (Siro carpaticus 2n=52) a vznik
akrocentrickych chromozomii. U dalSich druhti podiadu Cyphophthalmi se v karyotypech

vyskytuje nizsi podil jednoramennych chromozému (Svojanovska et al. 2016).
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Variabilita karyotypii u sekact je velice vyrazna. Takové mezidruhové rozdily

v karyotypech by se daly vyuzit v taxonomii u sekact tak, jak to bylo vyuzito tieba u jinych skupin

pavoukovci (pavouci Rezad et al. 2014, §tirci Zaragoza a St'ahlavsky 2008). Nicméné toto vyuziti

komplikuje zejména fakt, ze mame stile nedostatecné informace o mezidruhové variabilité

u veétSiny skupin sekaci (viz Tsurusaki et al. 2017).

1.3 Balkansky poloostrov

Balkansky poloostrov je velkou casti biogeografické oblasti Vychodniho Stfedozemi.

Zohary (1973) a Quézel (1985) definovali toto tizemi ze severu pohotim Alp, Dinarskych Alp,

Balkanskych hor a Cernym mofem. Z vychodu je ohrani¢eno Pontskymi horami, pohofim Taurus

a Libanon.

Balkansky poloostrov je stale
tektonicky aktivni a jeho podlozi odpovida
Alpskym pohofti (Ager 1980). Tektonické
podlozi a vyskyt mote Thethys (pouze do
rozpadu Pangei) formoval Balkansky
poloostrov do dnesni podoby jiz od
pozdniho Paleozoiku. Déle v pozdnim
Mesozoiku se zformovala ¢ast pevniny do
tzv. Laurasie, ktera se postupné rozchazela
do dnes$ni podoby. Tomu odpovida
1 piibuznost recentnich druht
vyskytujicich se v oblastech tohoto
docasného kontinentu (Robertson
a Dixon 1984; Karaman 2009). Vysoka
stabilita prostiedi, klimaticka
a topografickd wvariabilita (Obr. 5A)
a také pfitomnost migracnich cest
smérujicich na poloostrov, zplisobuje
vyskyt unikatni biodiverzity (Griffiths
et al. 2004). Daéle pak 1 variabilita
geologického podlozi zapriciiuje
formovani izolovanych biotopt, jako jsou
napiiklad jezera a jeskyné, kde se

vyskytuje izolovand a unikétni diverzita

)

CAUCARTS
gmemmanir, e
e
AR
- r

Obrazek 5: A — reliéf Evropy, ¢erné oblasti nad
2000 m.n.m.; B — Evropa béhem posledniho
zalednéni (pied 18-20000 lety). PreruSovana cara
vyznacuje mozny rozsah kontinentdlnich ledovci.
(Hewitt et al.1999).
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(Griffiths et al. 2004). Balkan je zastoupen ze 70 % pohotimi (Obr. 5A), které se jsou bud’ ve
nachazime na severu poloostrova, kde se nachazi i vyrazna ficni sit’, kterd na nékterych mistech
rozdéluje poloostrov od pevniny. Smérem na jih se zvySuje pomér vyssich nadmotskych vysek,
coz miize zpiisobovat nejvyssi koncentraci endemickych druhtl na uzemi Recka (Griffiths et al.

2004).

Vyznamnym faktorem, jenz vyrazné ovliviioval rozsifeni a pifipadnou speciaci riznych
skupin organizmu a rostlin, je vyskyt refugii na Balkdnském poloostrové (Obr. 5B). Béhem
posledniho zalednéni se zde vyskytovali silné izolované populace zivocichii a néktefi z nich,
vzhledem k jejich nizké schopnosti Sifeni, ztstaly izolované 1 dodnes. Z toho divodu muze jejich
diverzita odrazet vyvoj celého poloostrova (Karaman 2009). Vyskyt refugii béhem zalednéni
v Pleistocénu potvrzuje také vysokd genetickd izolace u velkych savct (Taberlet a Bouvet 1994)
aryb (Durand et al. 1999). Na Balkané¢ lze najit mista s komunitou stromt a asociovanou faunou,
kterd zde pfezivda minimalné 1.8 milion let a pochéazi z kvartérniho obdobi (Eastwood 2004).
U endemickych pavoukt Zijicich na Balkan¢ byla nedavno potvrzena evoluce tzv. in situ v ramci
Balkénského poloostrova (Delsthev 2004). Dale poloostrov obyva unikatni biota s vysokym
podilem endemismu u rostlin (Quézel 1985), sladkovodnich ryb (Crivelli a Maitland 1995)
a dal$ich zivocichi. Také nekteii balkansti plazi se ukdzali byt monofyletickou skupinou, a tudiz
endemickou pro tento region (Oliverio et al. 2000). Nicméné v soucasné dob¢ neni Balkansky
poloostrov tolik izolovan od zbylé Evropské fauny, jak je tomu u dalSich dvou poloostrovi
(Apeninsky a Pyrenejsky). Vyskytuje se zde mimo endemickych druht také vysoky pomér

vvvvvv

migracni cesty hned z n¢kolika smért (Delsthev 2004).

Balkéansky poloostrov je stale jesté neprobadanou ¢asti Evropy a zda se byt velice zajimavy
z hlediska dlouhodobé¢ izolace populaci jednotlivych skupin Zivo€ichii a rostlin. Takova izolace
prispiva k vyssi variabilit¢ karyotypti a diferenciaci za pomoci raznych zmeén v ramci
chromozémovych piestaveb. Podiad Cyphophthalmi, ktery ma nizkou schopnost Sifeni a jeho
vyskyt je velice izolovany a ostrivkovity, (Karaman 2009) se jevi jako idealni modelovy

organismus pro studovani biogeografie Balkanského poloostrova.

16



2

Cile prace

popsat a porovnat karyotypy riiznych evolucnich linii rodu Cyphopthalmus za vyuziti
standardnich cytogenetickych metod

pomoci metody FISH zjistit a porovnat pocet a lokalizaci organizatorii jadérka (NOR)
v genomu analyzovanych druhii

zmapovat priabéh meiotického cyklu a zaznamenat piipadné odliSnosti od standardniho
schématu

rekonstruovat pifibuzenské vztahy analyzovanych druht za pomoci molekuldrné
fylogenetickych metod s vyuzitim genti pro 28S rRNA, histon H3 a cytochrom oxidéazu 1.
porovnat cytogenetické udaje s vysledky morfologickych a molekularné fylogenetickych
analyz a odhadnout konkrétni zmény vedouci k diferenciaci karyotypt rodu Cyphophalmus na

Balkané
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3 Material a metodika

3.1 Sbér materialu

Dospéli jedinci byli ziskani individuadlnim sbérem v letech 2007-2017 z pfedem
vytipovanych lokalit (Tab. 7, Obr. 23) na tzemi Balkdnského poloostrova a vychodni ¢asti Alp,
konkrétné ze statt: Albanie, Bosna a Hercegovina, Bulharsko, Cerna Hora, Chorvatsko, Itélie,
Rakousko, Recko, Srbsko, Slovinsko. Na lesnich lokalitich byli seka¢i z ptdni hrabanky
extrahovani pomoci prosévadla o velikosti ok 5x5 mm. Chromozémové preparaty byly z zivych

nasbiranych exemplait piipraveny bezprostiedné po navratu z terénu (viz nize).
3.2 Cytogenetické metody

3.2.1 Priprava chromozémovych preparati

Pro ptipravu chromozémovych preparati byla pouzita technika ,,plate spreading® (Traut
1976), ktera je uspéSné¢ a rutinné vyuzivana u rtznych skupin pavoukovcu, véetné sekacu
(napt. Stahlavsky et al. 2012a). Metoda minimalizuje ztraty materialu, ¢imZ je vhodna pro
ptipravu chromozdémovych preparatli z zivo¢ichii mensich rozméri. Analyzovanym jedinct byla
hned po jejich usmrceni vypreparovana z té€lni dutiny gonada a hypotonizovana v 0.075M KCI po
dobu 20 minut. Dale byla gonada piesunuta do smési metanolu a kyseliny octové (3:1) po dobu
minimalné 20 minut, kde probihala fixace. Nasledné byla rozpusténa pomoci 60% kyseliny octové
pfimo na podloznim skli¢ku. V piipadé vétsi velikosti gonady byla tkan roztrhana na mensi ¢asti
pomoci wolframovych dratkti, diky cemuz bylo rozpusténi urychleno. Poslednim krokem bylo
presunuti preparatu na predem vyhiatou histologickou ploténku (40°C) a pomalé rozprostirani
suspenze po povrchu sklicka pomoci naklanéni az do jejiho vypateni. Jedinci byli po piipravé
chromozomovych preparatli ulozeni do 96 % etanolu a uchovéani pii -20°C pro planované
molekularné fylogenetické analyzy. Chromozémové preparaty byly barveny po dobu 30 minut
roztokem 5% Giemsy v Sorensenové pufru (4.75 g Na2 HPO4 12 H20 a 4.54 g KH2PO4 v 1000 ml
H20, pH = 6.8).

3.2.2 Analyza karyotypu

Chromozoémové preparaty byly pozorovany a foceny pomoci kamer Olympus Provis AX
70 na mikroskopu Olympus DP 72 a ORCA-AG (Hamamatsu) na mikroskopu Olympus IX81.
Poté byly vybrany sady chromozomii vhodné pro karyotypovou analyzu. Na zjisténi a méteni
chromozémovych charakteristik byly pouzity metafaze II pfipadné mitotické metafaze.
Charakteristiky karyotypu (diploidni pocet, velikost a morfologie chromozomil) se identifikovaly

pomoci programu Image) 1.47 (http://imagej.nih.gov/ij/) se specializovanym doplitkem pro
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analyzu karyotypu Levan (Sakamoto a Zacaro 2009). Morfologie chromozdém byla klasifikovana
dle Levan et al. (1964) a relativni chromozémovéa délka byla vypoctena pro haploidni sadu

chromozému (napi. Tsurusaki a Cokendolpher 1990).

3.2.3 Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) s nepFimo znacenou sondou

Metoda fluorescenéni in situ hybridizace ndm umoziuje lokalizovat vyskyt specifickych
sekvenci DNA, které¢ jsou umistény na chromozémech. Nami vyuzivand metoda FISH s nepiimo
znacenou sondou probiha skrze navazani specifické nukleotidové sekvence (biotilynovana sonda
pro 18S rDNA) na komplementarni tsek DNA. Nasledné probiha detekce sondy pii pouziti
protilatky (streptavidin) s navazanym fluorochromem (Cy3). Uéelem této metody bylo detekovat

pocet a distribuci NORU (jadernych organizatori jadérka) v genomu analyzovanych druhi.

Sonda pro 18S rDNA byla pfipravena z druhu FEuscorpius sicanus (Koch, 1837).
Celogenomova DNA byla izolovana pomoci DNA Minikitu — Tissue (Geneaid). Pii izolaci byly
zachovany pfedem ptedepsané postupy. Fragment genu 18S rDNA byl ziskdn pomoci PCR podle
protokolu nize (Tab. 1) ve smési skladajici se z primert (5‘-CGAGCGCTTTTATTAGACCA-3¢
a 5‘-GGTTCACCTACGGAAACCTT-3%), ExTaq polymerazy, dNTP’s, templatu (50 ng), pufru
a vody.

Tabulka 1: Protokol PCR pouzity pii vyrobé sondy pro 18S rDNA.

Krok Teplota Cas Pocet
1. Pocateéni denaturace 95°C 3 min 1x
2. Denaturace 94°C 0,5 min 30x
3. Nasedani primerii 55°C | 0,5 min 30x
4. Prodluzovani 72°C 2 min 30x
5. Konecné prodluzovani | 72°C 3 min 1x
6. Chlazeni 12°C o0

Produkt z PCR byl extrahovan z 1% agar6zy a pieciStén pomoci GenElute PCR Clean-Up
Kit (Sigma-Aldrich). Sonda byla dale znacena za pouziti nick transalaci s biotin-14-dUTP (Roche)
Nick Translation Kit (Abbott Molecular) a postupovanim dle protokolu, ktery je dodavan v kitu.

Vlastni FISH probihala s drobnymi tpravami dle protokolu Sahara et al. (1999). Po vyjmuti
preparatli z mraziciho boxu (-20°C) probéhlo odvodnéni ve vzestupné etanolové fadé (70%, 80%
a96%). Po aplikaci RNazy A v 2xSSC pufru byly preparaty inkubovany 60 minut v hybridiza¢nich
komiirkach (37°C). Béhem inkubace byla ptipravena hybridiza¢ni smés (1ul sondy/2,5ul Salmon
sperm/sklo) s ptidanim dalSich slozek (0,35ul Na-acetat/9,75ul 96% EtOH/sklo). Tim se nasledné

ve smési vysrazela DNA. Poté byla hybridiza¢ni smés presunuta do mraziciho boxu (-20°C)
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a ponechdna pii této teplot¢ 80 minut. Po plisobeni RNazy A byly preparaty promyty v 2xSSC 2x5
minut a 30 minut inkubovany v 5xDenhardtové roztoku. Po inkubaci byla skla pti 68°C
denaturovana v 70% deionizovaném formamidu v 2xSSC. Denaturace probihala 3 minuty a 30
sekund. Bezprostiedné poté nasledovalo jejich prudké zchlazeni a odvodnéni v etanolové fadé
(70% (-20°C), 80% a 96%). Hybridizacni smés byla po 80 minutich vyjmuta z mraziciho boxu
a centrifugovéna v pfedem vychlazené centrifuze na 7°C. Po dikladném odstranéni supernantu
byla smés vysusena v termomixu (37°C). DNA byla rozpousténa pii 37°C ve 100%
deionizovaném formamidu po dobu 30 minut. Po pfidani dextran sulfitu byla smés 5 minut
vystavena vysoké teploté (90°C) ve vodni ldzni a poté prudce zchlazena na ledu. Aplikace
hybridizacni smési probihala na sucha skla, ptilozené kryci sklo bylo olemovano rubber cementem
(FixoGum) a poté byly chromozémové preparaty ulozeny do hybridiza¢nich komtirek a ponechany

pfi teploté 37°C do druhého dne.

Druhy den byly nésledujici kroky provadény za Sera. Pfedchazi se tak moznému vysviceni
fluorescencné znacenych tisekti chromozémi. V prvnim kroku byl na 30 minut aplikovan Cy-3
konjugovany streptavidin (Jackson ImmunoResearch), nasledné¢ byl neptimo detekovany signal
zesilen pisobenim biotinylovaného antistreptavidinu (Vector Labs. Inc.; 20 minut, 37°C), a Cy-3
konjugovaného streptavidinu (20 minut, 37°C). Pfed kazdou takovou fazi probéhlo zablokovani
reakce 2,5% BSA (20 minut) a po pisobenich avidinu byly vzdy preparaty promyty v 4xSSC/0,1%
Tween 3x3 minuty. Poslednim krokem bylo barveni preparatti pomoci pfedem namichané smési
DAPI. Skla se nechala mirn¢ oschnout a okraje byly pfetfeny lakem na nehty. Po zaschnuti bylo
mozné preparaty prohlizet pomoci mikroskopu Olympus IX81 vybaveného ORCA-AG
monochromatickou CCD kamerou (Hammatsu) a dokumentovat pomoci programu Cell*R

(Olympus Soft Imaging Solutions).
3.3 Molekularné fylogenetické metody

3.3.1 Izolace DNA

Po pitvé byl usmrceny jedinec fixovan v 96% etanolu a skladovén pti -20°C. 1zolace DNA
probihala pokud mozno u jedinct s pozitivnimi karyologickymi vysledky. Izolace DNA probihala
dle protokolu komerén¢ dodévané izola¢ni sady DNeasy Blood & Tissue Kit (Quiagen). Pro
efektivnéjsi lyzi ¢asti téla bylo ptsobeni proteinazy K prodlouzeno na 4 hodiny. Ziskana DNA

byla uchovévana pii teploté -20°C.
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3.3.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Fragmenty mitochondridlniho genu pro cytochrom oxidazu I (COI) a dvou jadernych geni
pro 28S rRNA (28S) a histon H3 byly amplifikovany polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Pro
amplifikaci COlI genu (~708 bp) byly pouzity univerzalni primery
LCO (5°-GGTCCACAAATCATAAAGATATTGG-3) a HCO (5°-TAAACTTCAGGAT
GACCAAAAAATCA-‘3) (Folmer et al. 1994). Pro amplifikaci genu pro 28S (~1000 bp) byly
vyuzity  primery 28SpsF1 (5°-ATTACCCGCCGAATTTAAGC®3) a 28SpsR1
(5*-TCGGAGGGAACCAGCTAC*3) (Giribet et al. 1999 a Hedin a Maddison 2001) a pro histon
H3 (~150 bp) primery H3aF (5-ATGGCTCGTACCAAGSAGACVGC-3) a H3aR
(5‘-ATATCCTTRGGCATRGTGAC-3) (Colgan et al. 1998). Protokoly pro PCR jsou popsany
v Tabulce 2—4 pro kazdy gen zvlast. VSechny amplifikace byly provadény v objemu 25ul reakéni

smési s nasledujicimi dil¢imi hodnotami.

PCRH20 ..o Tul
PPP Master Mix (Top-Bio s.1.0.).......cceevinnnn. 12,5ul
Forward primer .............ccooiiiiiiiiiiiiiiin, 1ul
Reverse primer ..........cocooviiiiiiiiiiiiiiiiiann, Tul
DNA 3,5ul

Tabulka 2: Protokol PCR pro gen COL.

Krok Teplota Cas Pocet
1. Poc¢ate¢ni denaturace 95°C 3 min 1x
2. Denaturace 95°C 0,5 min 40x
3. Nasedani primerti 45°C 1 min 40x
4. Prodluzovani 72°C 1,5 min 40x
5. Konecné prodluzovani | 72°C 10 min 1x
6. Chlazeni 12°C o0

Tabulka 3: Protokol PCR pro gen 28S.

Krok Teplota Cas Pocet
1. PocateCni denaturace 95°C 5 min 1x
2. Denaturace 95°C 0,5 min 34x
3. Nasedani primeril 54°C | 0,5 min 34x
4. Prodluzovani 72°C 1 min 34x
5. Konecné prodluzovani | 72°C 10 min 1x
6. Chlazeni 12°C o0
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Tabulka 4: Protokol PCR pro gen H3.

Krok Teplota Cas Pocet
1. Pocateéni denaturace 95°C 5 min 1x
2. Denaturace 95°C 0,5 min 35x
3. Nasedani primerii 50°C | 0,5 min 35x
4. Prodluzovani 72°C 1 min 35x
5. Konecné prodluzovani | 72°C 10 min 1x
6. Chlazeni 12°C o0

Kontrola PCR produktu byla provedena pomoci horizontalni elektroforézy. PCR produkt
(3 pl) byl nanesen na 1% agardzovy gel s ptidanym ethidium bromidem. Na gel byl také nanesen
1 délkovy standard DNA (GeneRulerrm 100bp DNA Ladder, Fermentas). Ten umoziuje zjistit
délku ziskaného fragmentu. Vysledek elektroforetické separace byl vyhodnocen pod UV
osvétlenim.

Vzorky, u kterych doslo k amplifikaci fragmentu o predpokladané délce, byly néasledné

zaslany na sekvenaci (Macrogen Inc.; Jizni Korea).

3.3.3 Uprava sekvenci a analyza dat

K vytvofteni Sir§iho datového souboru byly doplnény vlastni vzorky o sekvence genl pro
COl, 28S rRNA a histonu H3 z dtive publikovanych praci dostupné z GenBank (Ptiloha Tab. 7).
Ty byly v utvofeném alignmentu u fragmentu gent zkraceny na jednotnou délku. Chromatogramy
ziskané sekvence byly prohlédnuty, poté bylo provedeno komplementarni spojeni forward
a reverse smeért, nasledné byla sekvence zkontrolovana a upravena. Tyto sekvence byly doplnény
daty z GenBank a spolecn¢ s nimi byl vytvofen alignment (pomoci MUSCLE alignment) pro
kazdy gen zvlast. VSechny kroky byly provedeny v programu Geneious 6.0.6 (Biomatter,
http:/www.geneious.com). U kazdého protein koédujiciho genu (COI a H3) bylo pfepisem na

aminokyseliny ovéfena nepfitomnost stop kodond.

Pomoci programu Partition Finder 1.1.1 (Lanfear ef al. 2012) byly vypocitany evolucni
modely (Tab. 5) pro konkatenat tfi gent za pouziti Bayesovského informacniho kritéria (BIC),
pricemz u gentt COI a H3 byly vyhledany evolu¢ni modely na kazdou pozici v kodonu zvIast. V
piipadé€ genu pro 28S rRNA bez déleni na pozice. Nasledné byly vypocitany fylogenetické stromy
metodami Maximum Likelihood (ML) a Bayesovskou Analyzou (BA). Outgroup byl zvolen druh

Paramiopsalis ramulosus Juberthie, 1962.

Ziskané vysledné stromy byly prohlizeny v programu FigTree 1.4.0 (Rambaut 2012)
a nasledné upravovany graficky v CorelDraw Graphic Suite X5. U vyslednych fylogenetickych
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stroml byly nody s bootstrapem > 70% (ML) a hodnotou posteriorni pravdépodobnosti > 0.95
(BA) povazovany za vysoce podpotfené (Huelsenberck & Rannala 2004).

3.3.3.1 Maximum likelihood (ML)

Analyza maximalni vérohodnosti (ML) prob¢hla v programu raxmlGUI 1.3 (Silvestro &
Michalak 2012). Pro konkatenat sekvenci tii genli byl zvolen jeden evolu¢ni model GTR+G,
pricemz byl aplikovan na kazdou pozici v kodonu zvIast’ v ptipadé protein kodujicich genti (COI

a H3). Podpora jednotlivych nodl byla ovéfena bootstrapem s 10000 pseudoreplikacemi.

3.3.3.2 Bayesovska analyza (BA)

Pro bayesovskou analyzu, ktera je zalozena na vypoctu posteriornich pravdépodobnosti,
byl vyuzit program MrBayes 3.2.2 (Ronquist a Huelsenbeck 2003), ktery pracuje metodou Marcov
Chain Monte Carlo (MCMC). Evolu¢ni modely pro konkatenat sekvenci tii genii (COIL, 28S rDNA,
histon H3) jsou uvedeny v tabulce 5. Analyza byla nastavena na 50 000 000 generaci, pti ukladani
kazdého 10 000. stromu. Pro eliminaci po¢ateCnich stromii, které jsou neustalené, bylo prvnich
25% odstranéno. Z vyslednych stromil byl vypocitan konsenzualni strom obsahujici u jednotlivych
vétvi hodnoty posteriornich pravdépodobnosti. Ty znaci frekvenci vyskytu jednotlivych noda

u ukladanych stromt.

Tabulka 5: Evolu¢ni modely vypocitané prostfednictvim Partition Finder 1.1.1 (Lanfear et al.

2012) pro Bayesovskou analyzu.

Cyphophthalmus_concat model
COI posl GTR+I+G
COI pos2 HKY+G
COI pos3 GTR+I+G
28S GTR+I+G
H3 posl K80+G
H3 pos2 GTR+I+G
H3 pos3 JC+I




4 Vysledky

Celkem se podaftilo ziskat cytogenetické udaje v ramci 13 druhti nalezejici do tfi hlavnich

druhovych skupin rozeznavanych v rdmci rodu Cyphophthalmus (Tab. 7).

4.1 Chromozomové charakteristiky studovanych druhi

Dinarska skupina:

Cyphophthalmus duricorius Joseph, 1868

Vsech 27 samcu ze 17 lokalit a samice z jedné lokality, u kterych se podaftilo ziskat tidaje
o karyotypech, vykazuji stejny pocet chromozoma 2n=24 (Obr. 6A). Z morfologického hlediska
lze v karyotypu druhu C. druicorius nalézt 2 pary metacentrickych (par ¢. 1 a 7), 4 pary
submetacentrickych (par €. 3, 5, 8 a 11), 3 pary subtelocentrickych (pér €. 2, 4 a 6) a 2 pary
akrocentrickych (par €. 9 a 10) autozoému. Z ideogramu je patrna velikostni diferenciace autozomu
(Obr. 6D). Prvni par autozém je ndpadné delsi (7,46 %) oproti nasledujicimu paru o 1,64 %. Také
autozomy 2. (5,82 %) a 3. (4,87 %) paru jsou zfeteln€ delsi nez nasledujici pary. Ostatni autozémy
snizuji svoji velikost pravidelné o cca 0,7 % od 4,16 % po 2,65 % haploidni sady. Analyza meidzy
umoznila detekovat morfologicky diferencované pohlavni chromozémy typu XY. Pohlavni
chromozém X ma velikost 4,81 % a je metacentricky, pohlavni chromozém Y je takeé
metacentricky s velikosti pouze 2,00 %. Béhem faze diplotene miizeme pozorovat dva bivalenty
s dvéma chiasmaty (Obr. 6B, 7E). Po aplikaci metody FISH s nepfimo zna¢enou sondou pro gen
18S rDNA se podafilo lokalizovat 2 pary signal (Obr. 6C). Pfi¢emz jeden par signala je vyrazné
silngj§i nez druhy. NORy u druhu C. duricorius jsou umisténé na terminalni ¢asti kratkych

ramének sedmého a devatého paru autozému (Obr. 6D).
A B C Obrazek 6: Cyphophthalmus

/ duricorius (2n=24).
o st ) — , .
S~ ' ~§» 0 . A - mltqtlcka metavfaze’sarvmce;
" ue o> B - diplotene, Cerné Sipky
- / oznaCuji  bivalent s dvéma
chiasmaty; C — diplotene po
- aplikaci FISH, bilé Sipky
D,. oznacuji pozici NORi;
74P D —ideogram samce, ¢ervene je
s{f| — oznacena pozice NORU. Osay =
5 _ - % délka zcelkové haploidni
N=NE sady. Méfitko = 10um.
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U tohoto druhu se podatilo ziskat nejkompletnéjsi sled jednotlivych fazi meiotického cyklu.
PocateCnim stadiem meidzy je profaze (Obr. 7A). Prvni fazi, kdy zacinaji byt rozeznatelné
jednotlivé chromozoémy, je leptotene (Obr. 7B). Probihd zde proces spiralizace a kondenzace.
Chromozoémy se preméiuji do podoby tenkych a dlouhych vlaken. Nasleduje faze zygotene, kde
dochazi k parovani homologickych chromozomu (Obr. 7C). Zde miizeme prvotné pozorovat
vyrazné pozitivné heteropyknotické bloky, které mohou naznaCovat pozici centromery. V dalsi
fazi pachytene dochdzi k Giplnému spojeni bivalentli po celé jejich délce (Obr. 7D). Pozitivné
heteropyknotické bloky jsou i v této fazi nejvyraznéjsi. V profazi I meiotického déleni byla
prokézéana ptitomnost diplotene a diakineze (Obr. 7E a 7F). Béhem diplotene se zac¢inaji postupné
odd€lovat homologni chromozémy za vzniku chiazmat (Obr. 7E). Jelikoz zde dochazi
k intenzivné&j$i spiralizaci ramen chromozémd, tak zde a v nasledujicich fazich meidzy jiz nejsou
patrné pozitivné heteropyknotické bloky. Naopak jsou vSechny chromozémy po celé své délce
1izopyknotické (Obr. 7E — 7H). Nasleduje chiazmaticka faze diakineze, béhem které pokracuje
kondenzace chromatid, a dale pak terminalizace chiasmat (Obr. 7F). Metafaze I, ktera nasleduje,
se prolind s diakinezi a dochazi pfi ni k napojeni vldken d¢liciho vieténka na centromery
chromozomu (Obr. 7G). Zde také mizeme pozorovat heteromorfni bivalent dokladajici pfitomnost
pohlavnich chromozomu. Béhem ekvacniho déleni se nejcastéji vyskytovaly metafaze I1. V jejich

prubéhu sesterské chromatidy disociuji od sebe, ale jsou stale spojeny centromerou (Obr. 7H).
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Obrazek 7: Vybrané bunécné faze druhu Cyphophthalmus duricorius: A — interfaze; B — leptotene;
C — pozdni zygotene; D — pachytene; E — diplotene, ¢erna Sipka oznacuje bivalent s dvéma
chiasmaty; F — diakineze, ¢erné Sipky oznacuji bivalenty s dvéma chiasmaty; G — metafaze I,
oranzova Sipka oznacuje heteromorfni bivalent; H — metafaze I1. M¢éfitko = 10um.
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Cyphophthalmus cf. ere Karaman, 2007

Kvalitni cytogenetické tidaje se podafilo ziskat u tohoto druhu z jediného jedince z lokality
Peskopi v Albanii. Pocet chromozéml ma tento druh 2n=30 (Obr. 8A). Karyotyp obsahuje 1 par
metacentrickych (par ¢. 1), 6 pari submetacentrickych, (par ¢. 3, 4, 6, 8, 10 a 11) 5 para
subtelocentrickych (par €. 2, 5, 7, 9 a 14) a 2 pary akrocentrickych autozému (par ¢. 12 a 13)
(Obr. 8D). Na ideogramu je vidét, ze se velikost autozomil postupné snizuje od 5,49 % po 2,04 %
haploidni sady. ZjiSténé pohlavni chromozomy X a Y jsou submetacentrické. Pro pohlavni
chromozémy byla zjiSténa relativni délka 4,18 % (X) a 2,4 % (Y). V ramci diakineze se zde
vyskytuje jeden bivalent se dvéma chiasmaty (Obr. 8B). Metodou FISH byl detekovan jeden par
signalu klastru genu 18S rDNA. Tento signal je lokalizovan na termindlni ¢asti kratkého raménka

¢tvrtého nejvétsiho chromozdému pro haploidni sadu (Obr. 8C a 8D).

Obrazek 8: Cyphophthalmus cf.
ere (2n=30):

A - mitoticka metafaze;
B - diakineze, cerna Sipka
oznacuje  bivalent s dvéma
chiasmaty; C — diakineze po
aplikaci  FISH, bilé Sipky
oznacuji pozici NORU{;
— D — ideogram samce, Cervené je
s oznacena pozice NORU. Osa y =
- % délka zcelkové haploidni
— M — sady. M¢éftitko = 10um.
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Cyphophthalmus martensi Karaman, 2009

Druh Cyphophthalmus martensi ma diploidni pocet chromozému 28 (Obr. 9A). Karyotyp
obsahuje 6 pari submetacentrickych (par ¢. 1, 6, 8, 9, 10 a 13), 5 part subtelocentrickych (par
¢.2,3,4,5a7)a?2pary (par €. 11 a 12) akrocentrickych autozomi (Obr. 9D). Délka autozomil se
postupné snizuje od 5,41 % po 2,33 % haploidni sady. Pohlavni chromozém X ma velikost 4,27
% a je submetacentricky. NejmenSim chromozdémem karyotypu je pohlavni chromozom Y (2,32
%), ktery je metacentricky. Béhem meidzy ve fazi diakineze miZeme pozorovat jeden bivalent
s dvéma chiasmaty (Obr. 9B). Po aplikaci metody FISH lokalizujeme jeden par signalu klastru
genu 18S rDNA (Obr. 9C), ktery se vyskytuje na termindlnich castech autozémt 7. paru
(Obr. 9D).

A ° B Obrazek 9: Cyphophthalmus
martensi (2n=28):

/y“.' 3“ “~ . . , ,
L™ A — mitotickd metafaze;

o Wi »'% jmitoticka - metaf
q\_’ﬁ e ";' * ° B —pozdni diakineze, ¢erna Sipka
v Y oznaCuje  bivalent s dvéma
° chiasmaty; C — mitotickd
metafaze po aplikaci FISH, bilé
D. Sipky oznacuji pozice NORi

— D — ideogram samce, Cervené je
oznacena pozice NORU. Osa y =
a4 H % délka zcelkové haploidni
= sady. Métitko = 10um.
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Cyphophthalmus rumijae Karaman, 2009

Po analyze jednoho samce druhu Cyphophthalmus rumijae mizeme fici, Ze jejich
diploidni pocet je 24 (Obr. 10B). U tohoto druhu se bohuzel nepodafilo ziskat kvalitni jddra vhodna
pro detailngjsi stanoveni morfologie a velikosti chromozémi. BEhem meidzy mizeme pozorovat
fazi pachytene s vyraznymi pozitivné heteropyknotickymi bloky (Obr. 10A). Po aplikaci metody
FISH jsme lokalizovali jeden par signalu klastru genu 18S rDNA na termindlnich Castech

chromozému (Obr. 10C).

Obrazek 10: Cyphophthalmus rumijae (2n=24):

A — pachytene; B — diplotene; C — zygotene po aplikaci FISH, bilé
Sipka oznacuje pozici NORd. Méfitko = 10pm.
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Egejska skupina:

Cyphophthalmus corfuanus (Kratochvil, 1938), cytotyp 1

V ramci druhu Cyphophthalmus corfuanus byla provedena analyza sedmi samct ze Ctyt
ruznych lokalit. V rdmci tohoto materidlu byly identifikovany dva odlisSné cytotypy lisici se
diploidnim po¢tem chromozomii. U samce identifikovaného jako C. corfuanus z lokality Liapades
na ostrové Korfu byl zjistén diploidni pocet 28 (Obr. 11A). Jedinec s cytotypem 1 ma 7 para
metacentrickych (par €. 6, 7, 8, 10, 11 a 13), 3 pary submetacentrickych (par ¢. 2, 5 a 9) a 3 pary
subtelocentrickych (par ¢. 1, 3 a 4) autozému, tudiz se zde nevyskytuji jednoramenné
chromozomy. Z ideogramu je také patrné, Ze dochéazi k postupnému snizovani velikosti autozoému
(Obr. 11C). V tomto piipad¢ je rozmezi autozému 5,78 % a 2,35 % haploidni sady. U tohoto druhu
se podaftilo identifikovat pohlavni chromozémy XY. Pohlavni chromozém X je subtelocentricky
sdélkou 7 % a Y (2,02 %) je metacentricky. Béhem faze diakineze zde mizeme pozorovat
3 bivalenty s dvéma chiasmaty (Obr. 11B). Metoda FISH byla provadéna i v tomto piipade,

nicménég vysledky nelze vyhodnotit.

Obrazek 11: Cyphophthalmus
corfuanus, cytotyp 1 (2n=28):

A - mitotickd metafaze,

oranzova Sipka oznacuje

pohlavni chromozém X;

I B - diakineze, cerné Sipky
oznaCuji bivalenty se dvéma
chiasmaty; C — ideogram samce.

— Osa y = % délka zcelkové
haploidni sady. Méfitko = 10pum.
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Cyphophthalmus corfuanus (Kratochvil, 1938), cytotyp 2

Cytotyp 2 ze tii lokalit na pevniné naproti ostrovu Korfu a jedné z lokality Liapades na
ostrové ma diploidni pocet chromozémii 26 (Obr. 12A). Karyotyp zahrnuje pouze dvojramenné
chromozémy z nichz 1 par autozoOmii je metacentricky (par ¢. 8), 6 parG autozoOmi je
submetacentrickych (par €. 4, 5, 6,9, 10 a 11) a poslednich 5 pari autozomi je subtelocentrickych
(par ¢. 1, 2, 3,7 a 12) (Obr. 12D). Velikost autozému se plynule zmensuje od 5,88 % po 2,54 %
haploidni sady. Déle se zde vyskytuji pohlavni chromozémy XY (Obr. 12B). Pohlavni chromozém
X je subtelocentricky a se svoji velikosti (7,12 %) pfedstavuje nejdelsi chromozom v karyotypu.
Pohlavni chromozém Y je metacentricky a pfedstavuje naopak nejmensi chromozoém v karyotypu
(2,34 %). V ramci diplotene a diakineze se podafilo identifikovat 2 bivalenty se dvéma chiasmaty
(Obr. 12B). Pomoci metody FISH jsme zjistili pfitomnost 1 paru klastru genu pro 18S rRNA

na terminalni ¢asti 5. paru autozému (Obr. 12C a 12D).

Obrazek 12: Cyphophthalmus
corfuanus, cytotyp 2 (2n=26):

A — mitoticka metafaze;
B - diakineze, cerné Sipky
oznaCuji bivalenty se dvéma
chiasmaty, oranzovad Sipka
oznacuje heteromorfni bivalent;
D, C — diplotene po aplikaci FISH,
ol _ bil¢ Sipky oznacuji pozici
NORG; D — ideogram samce,
m cervend cast oznaCuje pozici
1 — NORiG. Osa y = % délka
T — z celkové  haploidni  sady.
3 1 Mg¢ftitko = 10um.
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Cyphophthalmus cf. eratoae Juberthie, 1968

Udaje o karyologii druhu Cyphophthalmus cf. eratoae se podatilo ziskat ze dvou jedinct
z jedné lokality. PoCet chromozéml pro diploidni sadu je u vSech samcti 26 (Obr. 13B).
V haploidni sad¢ tohoto druhu byly zjistény 4 pary metacentrickych (par €. 1, 3, 4 a 10), 2 pary
submetacentrickych (par ¢. 2 a 7), 4 pary subtelocentrickych (par €. 5, 6, 8 a 11) a 2 pary
akrocentrickych (par ¢. 9 a 12) autozoémi. Z ideogramu je také patrné, ze dochazi k postupnému
snizovani autozému (Obr. 13D). Jejich velikost se pohybuje v rozmezi 4,95 % a 3,22 %. Pohlavni
chromozém X (6,75 %) je metacentricky a Y (2,40 %) submetacentricky. Béhem diakineze tvoii
pohlavni chromozémy napadny heteromorfni bivalent (Obr. 13B). Béhem meidzy byly
na chromozomech ve fazi pachytene pozorovany pozitivné heteropyknotické bloky (Obr. 13A),
které¢ pravdépodobné odpovidaji centromeram. Vzhledem k intenzivnéj$i spiralizaci ramen
chromozémt v pozdéjsich fazich meidzy jiz nejsou tyto bloky patrné a vSechny chromozdémy jsou
po celé své délce izopyknotické (napt. Obr. 13B). Béhem diakineze se podafilo pozorovat
3 bivalenty se dvéma chiasmaty (Obr. 13B). Po aplikaci metody FISH jsme lokalizovali jeden par
signalt klastru genu 18S rDNA na termindlnich ¢astech chromozomi. Nebylo vSak mozné

identifikovat o ktery chromozomovy par se piesné jedna (Obr. 13C).

Obrazek 13: Cyphophthalmus cf.
eratoae (2n=26):

A — pachytene; B — diakineze,
cerné Sipky oznacuji bivalenty se
dvéma chiasmaty, oranzova
Sipka oznacuje  heteromorfni
bivalent; C - diplotene po
D, aplikaci  FISH, bilé Sipky
oznacuji pozici NORU{;
D — ideogram samce. Osa 'y = %
délka z celkové haploidni sady.
>1m Meftitko = 10um.
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Cyphophthalmus cf. serbicus Hadzi, 1973

Diploidni pocet druhu Cyphophthalmus serbicus je 28 (Obr. 14A). U tohoto druhu bylo

zjisténo 6 part metacentrickych (par €. 1, 3,5, 6, 8 a 11), 2 pary submetacentrickych (par ¢. 2 a 7),

2 pary subtelocentrickych (par ¢. 12 a 13) a 3 pary akrocentrickych (par €. 4, 9 a 10) autozomu.

Autozomy snizuji svoji velikost postupné od 5,68 % po 2,32 % haploidni sady (Obr. 14C).

Nejdelsim chromozémem karyotypu je submetacentricky pohlavni chromozém X (6,40 %)

(Obr. 14A) a nejmensim je metacentricky pohlavni chromozém Y (1,85 %). Béhem faze diakineze

se zde vyskytuji dva bivalenty s dvéma chiasmaty (Obr. 14B). Metoda FISH byla provadéna

1 v tomto pfipad¢€, nicméné vysledky nelze vyhodnotit.
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Obrazek 14: Cyphophthalmus
cf. serbicus (2n=28):

A - mitotickhA metafaze,
oranzova  Sipka  oznacuje
pohlavni chromozém X;
B — diakineze, cerné Sipky
oznacuji  bivalenty s dvéma
chiasmaty; C —ideogram samce.
Osa y = % délka z celkové
haploidni sady. Me¢fitko =
10pm.



Cyphophthalmus zetae Karaman, 2009

U druhu C. zetae se podafil ziskat zdznam z jednoho jedince. Ten potvrdil diploidni pocet
chromozomli u tohoto druhu na 26 (Obr. 15B). Ve fazi pachytene pozorujeme pozitivné
heteropyknotické bloky (Obr. 15A), které se nasledné v meidze diky vétsi spiralizaci chromozému
ztraci a chromozomy jsou izopyknotické (Obr. 15B). Béhem faze diakineze mtizeme lokalizovat
heteromorfni bivalent dokazujici pfitomnost pohlavnich chromozémt XY. Dale v této fazi
najdeme bivalent s dvéma chiasmaty (Obr. 15B). Pomoci metody FISH jsme u tohoto druhu
lokalizovali dva pary signalt klastru genu pro 18S rRNA na termindlnich ¢astech chromozomu
(Obr. 15C). Ziskana data nemohla poslouzit k detailni analyze karyotypu, tudiZ nebylo mozné

sestavit ideogram, urcit morfologické typy a piesnou pozici NORG.

Obrazek 15: Cyphophthalmus zetae (2n=26):

A — pachytene; B — diakineze, oranzova Sipka oznacuje
heteromorfni bivalent, ¢erna Sipka oznacuje bivalent s dvéma
chiasmaty; C — diakineze po aplikaci metody FISH, bil¢ Sipky
oznacuji signaly NORa. Méfitko = 10um.
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Volos skupina:

Cyphophthalmus sp. 1

Informace o karyotypu tohoto druhu se podatilo ziskat u tfi samcii ze dvou lokalit.
Diploidni pocet byl u vSech exemplaii roven 28 (Obr. 16A). Karyotyp obsahuje 1 par
metacentrickych (par ¢. 3), 6 part submetacentrickych (par ¢. 1, 6, 7, 8, 9 a 10). 4 pary
subtelocentrickych (par €. 2, 4, 5, 11) a 2 pary akrocentrickych (par ¢. 12 a 13) autozomii. Délka
autozomil se kontinudlné snizuje od 5,29 % po 2,37 % (Obr. 16D). U tohoto druhu se podafilo
identifikovat pohlavni chromozémy X a Y. Pohlavni chromozom X je metacentricky a je nejveétsi
z celého karyotypu (5,80 %). Submetacentricky pohlavni chromozém Y naopak ptedstavuje
nejmensi chromozém karyotypu (2,25 %). V pribc¢hu meidzy se béhem pachytene podaftilo
pozorovat napadné pozitivné heteropyknotické bloky, které mohou naznacovat pozice centromery
(Obr. 16B). Po aplikaci FISH jsme lokalizovali jeden par signalu klastru genu 18S rDNA. Nebylo

vSak mozné identifikovat o ktery chromozdémovy par se presné jedna (Obr. 16C).

A B Obrazek 16: Cyphophthalmus
sp. 1 (2n=28):
- g - ‘.
J \';U\ le o A — mitotickd metafaze;
‘7)\“‘;: 2 B — pachytene; C — pachytene
e F po aplikaci FISH, bild Sipka

oznacuje pozici NORi;
D —ideogram samce. Osa 'y = %
D délka z celkové haploidni sady.
Me¢titko = 10pum.
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Cyphophthalmus sp. 2

Diploidni pocet pro druh Cyphophthalmus sp. 2 je 28 (Obr. 17A), coz bylo ovéfeno u Ctyt

jedinct ze dvou lokalit. V karyotypu tohoto druhu se vyskytuji 4 pary metacentrickych (par €. 2,

5, 8 a 12), 5 part submetacentrickych (par ¢. 1, 4, 6, 7 a 9), 2 pary subtelocentrickych (par €. 3

a 10) a 2 pary akrocentrickych (par ¢. 11 a 13) autozoOmi. Dochézi k postupnému snizovani

autozomil (Obr. 17D). Prvni par autozomii (5,55 %) je napadné vétsi oproti druhému o 0,94 %.

Dale pak velikosti autozému zac¢inaji na 4,61 % a konéi na 2,43 % s vyrazné mensSimi rozdily.
) ) y y

Nejvétsim chromozémem je submetacentricky pohlavni chromozomy X (6,70 %) a nejmensSim

metacentricky pohlavni chromozém Y (2,17 %). B&€hem diakineze se zde vyskytuje jeden bivalent

se dvéma chiasmaty (Obr. 17B). Metodou FISH jsme lokalizovali 4 signaly klastru genu 18S

rDNA v diploidni sad¢, které se vyskytuji terminalné na kratkych raménkach 5. a 7. paru autozoému

(Obr. 17C).
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Obrazek 17: Cyphophthalmus
sp. 2 (2n=28):

A — mitotickd metafaze;
B - diakineze, cCerna Sipka
oznacuje  bivalent s dvéma
chiasmaty; C — diakineze po
aplikaci FISH, bilé¢ Sipky
oznacuji pozici NORi;
D — ideogram samce, Cervené je
oznacena pozice NORG. Osay =
% délka z celkové haploidni
sady. Métitko = 10um.



Cyphophthalmus sp. 3

V ramci druhu Cyphophthalmus sp. 3 se pozitivni cytogenetické vysledky podaftilo ziskat
u 3 jedinch ze 2 lokalit v centrdlni a jizni ¢asti Peloponéského poloostrova. Tento druh ma
diploidni pocet 24 (Obr. 18A). V karyotypu se nevyskytuji jednoramenné chromozdémy. Jsou zde
pritomny 3 pary metacentrickych (par €. 2, 6 a 11) 7 parti submetacentrickych (par ¢. 1, 3,4, 5, 7,
8 a 9) a 1 par subtelocentrickych (par ¢. 10) autozémi. Velikost autozomi se plynule snizuje od
6,23 % po 2,98 % haploidni sady (Obr. 18C). U tohoto druhu se podafilo identifikovat pohlavni
chromozémy X (Obr. 18A) a Y. Pohlavni chromozém X je submetacentricky a ptredstavuje
nejdelsi chromozom v karyotypu (9,97 %) (Obr. 18A). Pohlavni chromozém Y je metacentricky
a dosahuje velikosti 2,60 %. B¢hem diakineze miizeme pozorovat Ctyfi bivalenty se dvéma

chiasmaty (Obr. 18B). Metoda FISH byla provadéna i v tomto piipade, nicméné vysledky nelze

vyhodnotit.

A B Obrazek 18: Cyphophthalmus

sp. 3 (2n=24):

a =

. T A — mitoticka metafaze,
l} -~ B t oranzova  Sipka  lokalizuje
‘f"' ft \“‘ pohlavni ~ chromozém  X;
B — diakineze, cerné Sipky
oznaCuji  bivalenty s dvéma
C,. chiasmaty; C — ideogram
10 1 — samce. Osa y = % délka
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z celkové  haploidni  sady.
Metitko = 10pum.
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Cyphophthalmus sp. 4

Z tohoto druhu se podafilo ziskat kvalitni chromozémové preparaty vhodné pro analyzu
karyotypu pouze z jedin¢ho samce. Jeho diploidni pocet je 30 (Obr. 19A). U tohoto druhu se
bohuzel nepodatilo ziskat kvalitni jadra vhodna pro detailnéjsi stanoveni morfologie a velikosti
chromozémt. Béhem diakineze mizeme pozorovat jeden bivalent se dvéma chiasmaty a jeden
heteromorfni bivalent, ktery pfedstavuje pohlavni chromozémy X a Y (Obr. 19B). Metodou FISH
jsme lokalizovali jeden par signélu klastru genu 18S rDNA, ktery se vyskytuje na terminéalnich

¢astech stfedné€ velkého paru autozoémii (Obr. 19C).

Obrazek 19: Cyphophthalmus sp. 4 (2n=30):

A — konec metafaze I, Cerné Sipky oznacuji bivalenty s dvéma
chiasmaty; B — diakineze, oranzova Sipka oznacuje bivalent
pohlavnich chromozémi XY, ¢erné Sipky oznacuji bivalenty
s dvéma chiasmaty; C — diakineze po aplikaci metody FISH,
bilé Sipky oznacuji pozici NORi. Osa y = % délka z celkové
haploidni sady. Mé&fitko = 10pm.

37



4.2 Fylogenetické analyzy

Na molekularné fylogenetické analyzy byla pouzita sekvenéni data z celkem 45 jedinct
(28 vlastnich, 17 z GenBank). Pro finalni datovy soubor bylo vybrano celkem 40 sekvenci genu
pro COI, 30 sekvenci genu pro 28S rRNA a 28 sekvenci genu pro histon H3 (Tab. 7 Ptilohy).
Sekvence tii gent byly spojeny do konkatenované matrice o celkové délce 1865bp: COI (593bp),
28S (956bp) a H3 (316bp). Pro vypocet fylogenetickych stromli byly pouzity dvé metody,
bayesovska analyza (BA) (Obr. 20) a metoda maximalni vérohodnosti (ML) (Obr. 21).

Fylogeneticky strom je strukturovany a klastruje do 4 hlavnich skupin, shodnych
s recentnim délenim rodu Cyphophtalmus na skupiny: Gjorgjevici, Dindrska, Egejska a Volos.
Vlastni sekven¢ni data karyotypovanych jedinct koresponduji se sekven¢nimi daty druhti rodu

Cyphophtalmus z GenBank.

Egejska skupina, tvofici bazi fylogenetického stromu, je parafyletickd. Bazalni linie,
sesterska ke zbyvajicim zastupcim Egejské skupiny, je zastoupena druhy Cyphophthalmus
eratoae a C. markoi. Vysoce podpofené monofyletické linie tvoti druhy C. serbicus a C. zetae.
C. cf. serbicus pak utvari samostatnou linii bez zfejmé ptislusnosti k C. serbicus. Vlastni skupinu
bez vyssich podpor poté tvoti zastupci druhu C. corfuanus. Dale se zde vyskytuje skupina jedinct

C. cf. eratoae, kterd nicméné spolecn¢ netvori klad.

Gjorgjevici skupina tvoii klad zahrnujici druhy C. gjorgjevici a C. sp. 6 Bulgaria. Tato

skupina je sesterskd ke zbylym dvéma skupinam, Dinarské a Volos.

Dinarska skupina je parafyleticka a déli se na dvé hlavni linie. Prvni linii zastupuje druh
C. duricorius tvorici monofyletickou skupinu. Stejné tak druh C. rumijae nélezici do této linie
vytvaii monofyletickou skupinu. Dohromady tvoii celd linie klad vysoce podpofeny obéma
analyzami (BA a ML). Metoda ML naznacila, ze by prvni linie mohla byt sesterskou k druhé.
Nicméné to BA analyza nepotvrdila. Druhd linie je zastoupena druhem C. ere, kladem

troglobiontnich druhti a druhem C. martensi.

Skupina Volos se jevi jako monofyleticka, nicméné nachazime pro ni nizké podpory. Tato
skupina zahrnuje dosud nerozliSeny druhovy komplex. Jsou zde patrné 4 linie, vysoce podpofené
C.sp. laC. sp.2,dale C. sp. 3 a C. sp. 4. Vnitini topologie této skupiny vysoce podpofend neni

a zustava blize nerozife$enou.
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Obrazek 20: Vyslednd Bayesovska analyza (BA) vlastnich sekvenci a sekvenci ziskanych
z Genbank. Byly pouzity geny pro COI, 28S a histon H3. U vlastniho materidlu je doplnény pocet
chromozéml (2n) a pocet NORi. Vlevo nahofe je mapka lokalit analyzovaného materialu,
kolecka: vlastni material, hvézdicky: sekvence z GenBank
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Obrazek 21: Vysledna analyza maximalni vérohodnosti (ML) vlastnich sekvenci a sekvenci
ziskanych z Genbank. Byly pouzity geny pro COI, 28S a histon H3. U vlastniho materialu je
doplnény pocet chromozémi (2n) a pocet NORU. Vlevo nahote je mapka lokalit analyzovaného
materialu, kolecka: vlastni material, hvézdic¢ky: sekvence z GenBank
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5 Diskuze

5.1 Karyotypova variabilita rodu Cyphophthalmus

V ramci diplomové prace bylo popsano celkem 13 karyotypi druhti rodu Cyphophthalmus:
C. duricorius, C. cf. ere, C. martensi, C. rumijae, C. corfuanus cytotyp 1, C. corfuanus cytotyp 2,

C. cf. eratoae, C. cf. serbicus, C. zetae, C.sp 1, C.sp 2, C.sp 3 a C. sp. 4.

Analyza pritbé¢hu meiotického a mitotického d€leni a porovnani karyotypt studovanych
druhti potvrdily zadkladni cytogenetické charakteristiky fadu sekaci (Opiliones). Analyzovani
zastupci rodu Cyphophthalmus stejné¢ jako vSichni ostatni sekd¢i maji monocentrické
chromozomy, obvykle s dobie rozeznatelnou polohou centromery v podobé primarni konstrikce
béhem mitotické metafdze. Popiipadé€ je oblast centromery vyrazné pozitivné heteropyknoticka.
Coz bylo pozorovano u jedinct C. duricorius, C. rumijae, C. zetae, C. cf. eratoae a C. sp. 1.
Obecné¢ jsou v karyotypech sekacli nejvice zastoupeny metacentrické a submetacentrické
chromozémy (Tsurusaki 2007). Nicméné v ramci nékterych paroztoct byl zjistén pomérné vysoky
podil jednoramennych chromozémi. Zejména se to tyka obou doposud cytogeneticky
studovanych druhti rodu Siro (Juberthie 1956, Svojanovska et al. 2016). U dalSich druhti podiadu
Cyphophthalmi se v karyotypech vyskytuje jiz nizs$i podil jednoramennych chromozomu
(Svojanovska et al. 2016). Také u druhtt rodu Cyphopthalmus analyzovanych v této diplomové
praci byl zjistén nizsi podil jednoramennych chromozémi. Tti druhy (C. corfuanus cytotyp 1,
C. corfuanus cytotyp 2 a C. sp. 3) nemaji dokonce zadné akrocentrické chromozomy ve svém
karyotypu. Naproti tomu u druhu C. cf. serbicus bylo identifikovano nejvice para (3)
akrocentrickych chromozoémii. Nizka kvalita a mald velikost analyzovanych chromozomu
v nékterych pfipadech neumoznila zcela pfesnou identifikaci polohy centromery,

a tudiz maze byt podil jednoramennych chromozému u nékterych druht o néco vyssi.

Typickym znakem sekacii potvrzenym i v predklddané praci je pfitomnost chiasmatické
meidzy s nizS§imi pocty chiazmat. Tento znak je Casty i u dalSich studovanych pavoukovct (napf.
Dolejs et al. 2011). ZvySeny pocet chiasmat (vZdy maximalné¢ dvé v rdmci jednoho bivalentu)
najdeme pouze u druhli, u kterych se v karyotypu vyskytuji velké chromozémy, které
pravdépodobné vznikly fizi dvou ¢i vice chromozomi. U predkladané studie bylo identifikovano
hned né€kolik druhti s pfitomnymi bivalenty s dvéma chiasmaty ve fazi diakineze (Tab. 6). V rdmci
Dinarské skupiny se jednalo o tfi druhy (C. duricorius, C. cf. ere a C. martensi). U nich byl
lokalizovéan vzdy jeden bivalent s dvéma chiasmaty. Stejné tomu bylo i v ptedeslych studiich, kde
byl lokalizovan jeden bivalent s dvéma chiasmaty béhem fazi diakineze a diplotene u druhu

Austropurcellia arcticosa (Stahlavsky et al. 2012a), Paramiopsalis cf. ramulosus, Siro carpaticus
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a Cyphophthalmus duricorius (Svojanovska et al. 2016). Také pfi analyze druht C. zetae
z Egejske, C. sp. 2 a C. sp. 1 z Volos skupiny jsme lokalizovali jeden bivalent s dvéma chiasmaty.
Dale byla zjisténa variabilita v poctu bivalentll s dvéma chiasmaty u druhu C. corfuanus s dvéma
cytotypy sympatricky se vyskytujicimi v rdmci ostrova Korfu. Cytotyp 1 ma pfitomny tfi bivalenty
s dvéma chiasmaty a naopak cytotyp 2 ma pfitomny tyto bivalenty pouze dva. Také u druhu C. cf.
serbicus byly pritomny dva bivalenty s dvéma chiasmaty. Nejvétsi zajimavosti je druh C. sp. 3,
u kterého byly zjistény hned Ctyfi bivalenty s dvéma chiasmaty. Tento druh ma diploidni pocet 24,
tudiz 1ze predpokladat, Ze ke snizeni diploidniho poctu doSlo pomoci fuzi dvou ¢i vice

chromozémt a nyni jsou vyrazné vétsi oproti zbylym autozomam.

Zajimavym zjiSténim diplomové prace je pritomnost zfeteln€ diferenciovanych pohlavnich
chromozomy typu XY u vSech analyzovanych druhti. Dosavadni prace studujici cytogenetiku
sekact podiadu Cyphophthalmi nicméné doposud diferenciované pohlavni chromozomy nezjistily
(Juberthie 1956, Stahlavsky et al. 2012a, Svojanovska et al. 2016). Absence morfologicky
diferencovanych pohlavnich chromozémi se u celého fadi sekact predpoklada za plivodni znak
(Tsurusaki 2007), stejn¢ jako u celé tiidy pavoukovct (Krél et al. 2008). V ramci fadu sekaci se
pohlavni chromozémy diferencovaly pravdépodobné nezéavisle na sobé (Tsurusaki 2007) a stejny
pohlavni systém jako u analyzovanych paroztoci (XY) byl identifikovany v ramci riznych
evoluénich skupin sekdcl. U celedi Sclerosomatidae z podiddu Eupnoi byl tento systém
identifikovan jiz u 13 druhti (Tsurusaki et al. 2017). U analyzovanych druht podiadu Dyspnoi byla
potvrzena piitomnost pohlavniho systému XY pouze u druhu Sabacon makinoi Suzuki, 1949.
V této diplomové praci byl u vSech studovanych druhti detekovan heteromorfni bivalent béhem
meiotického déleni, dokladajici pfitomnost pohlavniho systému XY. V ramci dvou studovanych
skupin (Egejskd a Volos) byl navic pohlavni chromozém X vzdy vyrazné nejvétSim
chromozdémem karyotypu. Naopak pohlavni chromozém Y byl vzdy nejmensi z celé sady. Takto
vyrazn¢ velikostné diferencované pohlavni chromozomy nejsou u ostatnich sekdcti znamé.
Rozdily mezi nimi a autozémy vétSinou nejsou tak zietelné (Tsurusaki 1985, Tsurusaki
a Cokendolpher 1990, Tsurusaki 2007). Podobné jako tomu je i u druhii Dinarské skupiny.
Ptestoze velikost pohlavnich chromozémt mtize byt mezi jednotlivymi skupinami rtizna, jejich
morfologie byla u studovanych druhti vétSinou uniformni (submetacentricky az metacentricky
pohlavni chromozom X a Y). Coz odpovida morfotyptim pohlavnich chromozémii XY u jinych
skupin sekact (Tsurusaki et al. 2017). Jedinou zfetelnou vyjimku ptedstavuji oba cytotypy druhu
C. corfuanus, které maji pohlavni chromozému X subtelocentricky (Tab. 6). Subtelocentricky
pohlavni chromozom X se vyskytuje také u dvou druht sekact Leiobunum kohyai Suzuki, 1953

(Tsurusaki 1985) a Melanopa grandis Roewer, 1910 (Tsurusaki a Cokendolpher 1990) oba
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z Celedi Sclerosomatidae (podiad Eupnoi). Vzhledem ke zfetelné a podobné morfologické
diferenciaci pohlavnich chromozoému u vSech zastupcii rodu Cyphopthalmus se déa predpokladat,
ze tyto pohlavni chromozémy jsou spoleénym znakem pro tento rod a ze absence pohlavnich
chromozémti u druhu C. duricorius v publikované praci Svojanovska et al. (2016) je
pravdépodobné disledek chybné interpretace analyzovaného materidlu zpiisobené absenci

dostatecného mnozstvi kvalitnich jader.

Sekaci predstavuji skupinu pavoukovci, ktera se vyznacuje velkym rozpétim poctu
chromozémti od 2n=10 (Dyspnoi: Ischyropsalidae a Eupnoi: Sclerosomatidae) do 109 (Laniatores:
Gonileptidae) (Tsurusaki et al. 2017). Tato celkova variabilita odpovida situaci u obdobné
diverzifikovanych a cytogeneticky prozkoumanych tadu jako jsou pavouci (2n=7-114) (Suzuki
1954; Kral et al. 2011), Stiti (2n=5-175) (Shanahan 1989, Schneider et al. 2009) a Stirci
(2n=7-143) (Stahlavsky et al. 2006 a Stahlavsky et al. 2012b). U sekact jsou nicméné diploidni
pocty jednotlivych vnitinich skupiny méné variabilni, coz dokladaji i ziskané vysledky u rodu
Cyphopthalmus na Balkan¢ (2n=24-30). Nejvyssi rozsah diploidnich poctl chromozémt vykazuje
u sekact podirad Laniatores, kde je 2n = 40—09 po analyze 11 druht. Nizsi diploidni pocty jsou
typické pro podiady Eupnoi (2n=10-36) a Dyspnoi (2n=10-28) (Tsurusaki et al. 2017). Piivodnim

diploidnim poctem u sekaci je pravdépodobné 30 chromozomt (Tsurusaki 2007).

Podifad Cyphophthalmi je hlubokou linii sekact, a tudiz se u né¢j dlouho piedpokladal
vyskyt zminéného piivodniho diploidniho poctu 30 (Tsurusaki 2007). Nejnovéjsi cytogenetické
studie, které se vénovaly podifadu Cyphophthalmi, nastinily, Ze diploidni poc¢ty a morfologie
chromozémt neni tak uniformni, jak se vramci této starobylé skupiny piredpoklédalo.
(Svojanovska et al. 2016, Stahlavsky et al. 2012). Tato diplomova prace potvrdila mezidruhovou
variabilitu karyotypt u rodu Cyphophthalmus na Balkané, a to jak v diploidnich poctech, tak
v morfologii chromozému. Tato variabilita se vyskytuje i v ramci jednotlivych skupin, do kterych
je rod rozdé€len: Dinarskd (2n=24-30), Egejska (2n=26-28), Gjorgjevici a Volos (2n=24-30).
Mezidruhovou variabilitu v karyotypech nachazime i u jiného rodu podiadu Cyphophthalmi.
Jedna se o rod Siro, u kterého ma jeden druh (Siro rubens) diploidni pocet 30 a druhy vyrazné
vys§i 2n=52 (Siro carpaticus). Mezidruhova variabilita se vyskytuje 1 v ramci celého fadu sekaci
(Opiliones). Naptiklad u nejvice cytogeneticky prozkoumané (42 analyzovanych druhtl) celedi
Sclerosomatidae z podiadu Eupnoi byla také zjiSténa vyrazné variabilita v diploidnich poctech
(10-48). Stejné tak se vyskytuje variabilita diploidnich poctti u druhi z ¢eledi Phalangiidae (13
analyzovanych druht), které se pohybuji mezi 16-36 (Tsurusaki 2007). Rozdily v poctech
a morfologii chromozému u jednotlivych skupin sekacl jsou natolik vyrazné, Ze se daji pouzit

k odliSovani jednotlivych druht.
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Predkladana diplomova prace odhalila i moznou vnitrodruhovou variabilitu u sekact
podiadu Cyphophthalmi. U studovaného druhu C. corfuanus byly zjistény dva odlisné cytotypy.
Prvni ma diploidni pocet 28 (1 analyzovany jedinec) a vyskytuje se na ostrové Korfu sympatricky
s druhym cytotypem, ktery ma diploidni pocet 26 (6 analyzovanych jedinct). Druhy cytotyp se
zda byt dominantnim, vzhledem k jeho rozsifeni 1 mimo ostrov Korfu na pevninu Balkédnského
poloostrova. Cytotypy druhu C. corfuanus se od sebe lisi také morfologii autozomt. U prvniho
dominuji metacentrické¢ pary autozému, naopak u druhé nachazime spiSe submetacentrické az
subtelocentrické pary autozému. U obou cytotypli se nevyskytuji jednoramenné chromozdémy.
Ukazuje se tedy, ze variabilita v rdmci rodu Cyphophthalmus nemusi byt striktné geograficky
vymezena, jako tomu naopak je u jinych skupin sekact. Naptiklad u ¢eledi Sabaconidae z podiadu
Dyspnoi a do ni patficiho rodu Sabacon (Sabaconidae), kde byla zjiSténa variabilita v poctu
chromozému v rdmci jednoho druhu S. makinoi (2n=10; 12; 14) v zavislosti na geografické poloze
(Tsurusaki 1989). Za zminku stoji také vysoce variabilni druh Leiobunum montanum Suzuki, 1953
z podiadu Eupnoi (2n=16-24). U tohoto druhu se jedna se o variabilitu, kterd ma také jasny
geograficky vzor s pomérné¢ tzkymi hybridnimi zoénami. Zde jednotlivé populace selekénim
tlakem vytvofily hned n¢kolik cytotypl (Tsurusaki 1985). Dal§i mozné vysvétleni existence
odlisného poctu chromozémul u jedince C. corfuanus muzeme nalézt v ramci cytogeneticky
analyzovanych druhti sekacu z podiadu Laniatores (zvlasté celed” Gonyleptidae), u kterych byla
také zjiSténa vnitrodruhova variabilita. Zde byla dokonce zjisténa i variabilita v ramci jednotlivych
jedincti. Autofi tyto rozdily vysvétluji jako mozné nepfesnosti z divodu nizké kvality
chromozomovych preparati a jako artefakty vznikajici béhem piipravy chromozémovych
preparati (Oliveira et al. 2006). Zjisténé pocty chromozomil v ramci vSech analyzovanych jedinct
rodu Cyphophthlamus v diplomové praci jsou nicméné vzdy konzistentni, a tak se neda
ptedpokladat, ze odliSny pocet C. corfuanus vznikl jako artefakt béhem piipravy
chromozomovych preparat. Dal§Sim moZznym vysvétlenim odliSného diploidniho poc¢tu by mohl
byt vyskyt tzv. B chromozémit. Jako tomu bylo u druhu Phalangium opilio Linnaeus, 1761
(podiad Eupnoi), kde byl zjistén diploidni pocet 32 (Tsurusaki a Cokendolpher 1990 a Sokolow
1930) a 24 (Juberthie 1956) s osmi pary akrocentrickych chromozému. Variabilita v diploidnim
poctu u tohoto druhu je zpisobena fluktuaci poctu B chromozému v karyotypu (Tsurusaki 2007).
U zé&dného analyzovaného druhu z podiadu Cyphophthalmi nicméné zatim nebyl potvrzen vyskyt
B chromozémii a parovani a segregace chromozomi u C. corfuanus vyskyt tohoto typu
chromoz6ému také nenasvédcuji. Navic oba cytotypy druhu C. corfuanus se lisi nejen diploidnim
poctem ale také morfologii chromozémii. Nejpravdépodobnéji proto rizné cytotypy zjisténé
u druhu C. corfuanus ve skuteCnosti odrazeji existenci kryptickych druht se sympatrickym
vyskytem, na jejichz Castou existenci upozoriuje i Karaman (2009). Bohuzel v ptipad¢ jediného
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jedince C. corfuanus s cytotypem 1 se nepodatilo ziskat kvalitni sekvence pro analyzu DNA, ktera
by tuto otazku pomohla fesit. VySe zminéné druhy sekaci se zjisténou vnitrodruhovou variabilitou
(zejména S. makinoi a L. montanum) vykazuji Siroké rozsifeni v ramci oblasti, kde se vyskytuji.
K rozriznéni jejich karyotypli pravdépodobné doslo jakozto dusledek izolace populaci vlivem
geografickych bariér (Tsurusaki 1985, 1989). V ramci analyzovanych druhii rodu Cyphopthalmus
ma nejvetsi rozSiteni v ramei Balkanského poloostrova druh C. duricorius. Ten se navic vyskytuje
v hornatych oblastech s Castym vyskytem riznych geografickych bariér, a tak by se u tohoto druhu
dala také ocekavat urcitd vnitrodruhova variabilita. Bylo analyzovano celkem 28 jedinct tohoto
druhu z 19 lokalit a zddna variabilita v karyotypu nebyla zjiSténa, a to i pfes to, Ze hlavni
diverzifikace rodu Cyphopthalmus zacala asi pied 94 miliony lety a C. duricorius se odstépil od
sesterského druhu C. rumijae pted asi 30 miliony let (Murienne et al. 2010). Uniformni karyotypy
a také pomérné nizka genetickd divergence analyzovaného materidlu tudiz naznacuji, Ze do

soucasného aredlu se tento druh rozsifil az v mnohem recentnéjsi dobé.

5.2 Vyskyt nukleolarnich organizatori jadérka v genomu samcu

Pro objasnéni riznych procesi, které¢ vedou ke zménam v karyotypech studovanych druhii,
se vyuziva detekce pozice klastrii rDNA. Podle nich se daji predpokladat mozné prestavby, fuze,
rozpady ¢i dal$i zmény v rdmci chromozomi béhem speciace (Svojanovska et al. 2016). Nejcasteji
pouzivanou metodou je tzv. metoda stiibfeni, kterd umi lokalizovat pouze transkripcné aktivni
rDNA Kklastry (Oliveira et al. 2006). U sekact byl touto metodou ve dvou studiich vizualizovan
pouze jeden rDNA klastr u dvou druhli Psathyropus tenuipes L. Koch, 1878 (Sclerosomatidae)
(Gorlov a Tsurusaki 2000) a Dyscocyrtus pectinifemur Mello-Leitao, 1937 (Gonyleptidae)
(Schneider et al. 2008). Dale se povedlo identifikovat jeden par rDNA klastru u druhu Goniosoma
spelaeum Mello-Leitao, 1932 (Oliveira et al. 2006). Také u jinych fadi pavoukovcl jsou data
o pozici a po¢tu rDNA klastrit metodou stfibieni pouze fragmentarniho razu. Konkrétné se jedna
o zhruba 30 druhi pavouku (Kral et al. 2006, 2011, 2013, Dolejs et al. 2011), cca 15 druhi Stirti
(Schneider et al. 2009, a Mattos et al. 2013) a 1 druh u fadu Palpigradi (Kral et al. 2008). Nicméné
se ukazuje, ze metoda stfibfeni neni dostatecnd pro detekci skutecného mnozstvi rDNA klastra.
Naptiklad u pavouka druhu Wadicosa fidelis (O. Pickard-Cambridge, 1872) metoda sttibieni
detekovala 6 chromozému obsahujicich rDNA klastr. Po aplikaci metody FISH se ukazalo, Ze
takovych pozic je ve skutecnosti az 19 (Forman et al. 2013). Také z toho diivodu se v sou€asnych
pracich vyuziva zejména metoda fluorescencni in situ hybridizace se specifickou sondou pro
rDNA Kklastr (napt. Schneider a Cella 2010, Forman et al. 2013, Paula-Netoet al. 2013, Adilardi
et al. 2014, 2015, Mattos et al. 2014, Sadilek et al. 2015, Svojanovska et al. 2016 a Almeida et al.
2017).
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Ptredpoklada se, ze puvodnim poctem rDNA klastri pro pavoukovce je jeden par
vyskytujici se na terminélni pozici chromozému (Forman et al. 2013). Prvni rozsahlejsi studii,
ktera pouzila metodu FISH pro detekci rDNA klastri u sekact, byla az studie Svojanovska et al.
(2016). V této studii byla aplikovana celkem na 6 druhti. Druh Miopsalis sp. (Styllocelidae) mél
jeden par NORI na termindlni pozici kratSiho raménka sedmého paru chromozémt. Pficemz jeho
diploidni pocet odpovida pro sekafe plvodnimu (30) a v karyotypu se nevyskytuje zadny
akrocentricky par chromozoému. Tudiz se Ize domnivat, Ze by tento model karyotypu mohl byt
skute¢n¢ puvodnim. Druhy C. duricorius, Siro carpaticus, Paramiopsalis ramulosus
a Austropurcellia arcticosa maji po dvou parech NOR1 také na terminalnich ¢astech chromozomu.
V jejich karyotypech se jiz vyskytuji pary akrocentrickych chromozémi (Svojanovska et al. 2016).
Tyto udaje naznacuji, Zze béhem karyotypové evoluce podiddu Cyphophthalmi doSlo v rdmci
karyotypt jednotlivych druhii k ur€itym prestavbam a fuzim. Pro podrobnéjsi piedpoklady je
zapotiebi ziskat vice udaji o pozicich a poctech NOR1 (Svojanovska et al. 2016). Takové udaje
by mohla rozsifit tato diplomova prace, ve které byla pouzita metoda FISH s nepfimo znacenou
sondou pro 18S rDNA s pozitivnimi vysledky celkem u 10 druhii (Tab. 6). Pozice NORU v ramci
chromozému byla u vSech studovanych druhti stejnéd, a to na terminalnich ¢éastech kratSiho
raménka chromozomt, jako tomu bylo u piedeslych analyz sekéaci a rtiznych skupin pavoukovect.
Bohuzel se nepodafiilo u vSech druht, u kterych byla aplikovana metoda FISH, lokalizovat piesny
chromozdémovy par, na kterém se NORy vyskytuji. Nicméné se ukazuje, ze zde je urcita variabilita
v jejich pozici. Nachdzime je totiz na chromozémovych parech riznych velikosti a rtizné
morfologie (Tab. 6). Variabilitu nachdzime také v poctech signalii pro 18S rDNA klastr (Tab. 6).
V ramci kazdé studované skupiny rodu Cyphophthalmus se vyskytuji druhy, jezZ maji jeden par
NORi stejné tak 1 druhy nesouci pary dva a ke zmnozeni poctu NORU pravdépodobné doslo
u rodu Cyphophthalmus nékolikrat nezavisle na sobé. Zda se tudiz, ze zmény poctu NORU

vvvvvv

pavoukovcl (Forman et al. 2013, Svojanovska et al 2016 a Almeida et al. 2017).
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5.3 Karyotypova evoluce rodu Cyphophthalmus na Balkané

Aby bylo mozné 1épe pochopit karyotypovou evoluci rodu Cyphophthalmus na Balkéang, je
potieba znat vzijemné fylogenetické vztahy studovanych druhli. Naéslednou syntézou
karyologickych dat a fylogenetickych analyz je mozné nastinit vyvoj karyotypt jednotlivych
skupin a odhadnout procesy vedouci k druhové diferenciaci. Také 1ze pomoci této syntézy sledovat
dynamiku chromozémovych parti nesoucich NOR. Fylogenetické vztahy rekonstruované pomoci
tii gent v ramci diplomové prace bohuzel nejsou u analyzovaného materialu v mnoha piipadech
dostate¢né podpoteny, a tudiZ ndm v mnoha ptipadech umoziiuji pouze nastinit zékladni hypotézy.
navrzenému modelu od Karamana (2009), a nasledn¢ navazujici molekularné fylogenetické studie
Murienne et al. (2010), ktery rozd¢lil rod do ¢ty skupin (Dindrska, Egejska, Gjorgjevici a Volos).
Dale nam také ukazuji, Ze je v rdmci kazdé skupiny vyrazna mezidruhova variabilita v diploidnich

poctech.

Rod Cyphophthalmus na Balkanském poloostroveé je velice starobylou skupinu. Na zaklad¢
datovani pomoci molekularnich hodin bylo stanovené stafi rodu na 94,2 milidony let (Murienne
et al. 2010). Dale se ptredpoklada, ze hlavni diferenciace jednotlivych skupin do podoby, jak ji
zname ted’ (Dinarskd, Egejska, Gjorgjevici a Volos) probéhla jiz pied cca. 80 milidny lety. Lze
tedy pfedpokladat, ze jednotlivé skupiny jsou v ramci Balkanského poloostrova dlouhodobé
izolovany. Podle dneSniho ostrtivkovitého rozsifeni mizeme také predpoklédat, Ze jednotlivé
skupiny obyvaly béhem zalednéni rlizna refugia. Na zaklad¢ téchto fakta se d& predpokladat, ze
zmény karyotypu rodu Cyphopthalmus se musely dit minimalné v rdmci rozezndvanych skupin
nezavisle. Pfedeslé studie odhaduji ancestralni typ karyotypu u celého fadu sekact sloZeny
z 2n=30 vétSinou dvojramennych chromozémt (Tsurusaki 2007). Tomu odpovida i nase predstava
o puvodnim karyotypu rodu Cyphophthalmus, ktery se v ramci jednotlivych skupin dale
diferencoval podobnym zplisobem. Vychazime z ptfedpokladu ptedchazejicich studii, které
predpokladaly, ze ohnisko diverzity Balkanskych druhti rodu Cyphophthalmus se vyskytuje
zhruba ve stfedu poloostrova. Dale se druhy postupné rozsifovaly na sever az do Rakouska,
a naopak do jizni Gasti Recka. Béhem evoluce se separovaly do dnes vymezenych skupin
a vytvarely izolované populace (Karaman 2009). Takové populace se nasledné riznymi selekénimi

tlaky vytvarely vlastni specificky karyotyp v podobg, jaké ho vidime dnes.
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Cyphophthalmus na Balkan¢€. Data pouzita z Tabulky 7.
vyrazné VEtsi. V jeho
karyotypu dominuji submetacentrick¢é a subtelocentrické pary autozémii. Déle na sever se
diploidni pocty snizuji. Druh C. martensi (2n=28) ma prvni par autozomu vétsi nez ostatni, jinak
morfologie autozoémii zhruba odpovida druhu C. cf. ere. Tito dva druhy patii do linie spolecné
stroglobiontni skupinou kolem druhu C. minutus (Obr. 20 a 21). Do druhé linie patﬁ dva
zjistény podet chromozoémil u parozto&t 2n=24. C. rumijae s vyskytem v Cerné Hofe a druh C.
duricorius s nejvetsim rozsifenim na Balkané. V jeho karyotypu se vyskytuji tfi vyrazné zvétSené
pary autozéml a nachazime zde méné subtelocentrickych pari autozomt, a naopak vice

metacentrickych. U tohoto druhu také doslo ke zmnozeni po¢tu NOR na 2 pary (Tab. 6).

Egejska skupina se zda byt nejspise piivodni a dochéazi v ni k mezidruhové a vnitrodruhové
variabilité karyotypu. Diploidni pocty v ramci této skupiny se pohybuji mezi 26 a 28 (Tab 6).
Jejich rozsiteni je stale blizko stfedni Casti Balkanského poloostrova (Obr. 22). Nékteii jedinci se
rozsifili az na zapadni ostrov Korfu, kde diverzifikovali na vice skupin. To doklada piitomnost
dvou sympatrickych cytotypt druhu C. corfuanus (cytotyp 1 2n=28, cytotyp 2 2n=26). Tyto dva
cytotypy se lisi morfologii chromozému v poctu metacentrickych para autozomn, které prevladaji
u cytotypu 1. U druhého dominuji naopak submetacentrické chromozémy. Oba tyto druhy jsou
bez pritomnosti jednoramennych chromozému. BohuZzel se u prvniho cytotypu nepodafiilo ziskat

sekvence pouzitelné pro rekonstrukci fylogenetickych vztahii. Dale, ve stejné oblasti jako cytotyp
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2, se na Balkanském poloostrové vyskytuje druh C. cf eratoae (2n=26) majici jiz ve svém
karyotypu jednoramenné chromozomy. Ty ma i dalsi druh této skupiny C. cf serbicus (2n=28),
ktery vytvaii vramci fylogenetickych vztahli vlastni skupinu bez bliz§i ptibuznosti k druhu
C. serbicus. Vyskytuje se ve stfedni ¢asti Balkanského poloostrova a ve svém karyotypu ma
dominanci metacentrickych chromozomu. Poslednim karyotypové studovanym druhem této
skupiny je C. zetae, u kterého byla zjisténa ptritomnost nejvétsiho poctu (2 pary) NORUG v rdmci

celé Egejské skupiny.

Analyzované druhy patfici do skupiny Volos jsou vramci karyotypu také velice
diverzifikovani. Diploidni pocty se pohybuji v rozmezi 24 a 30 (Tab. 6, Obr. 22). Vnitini topologii
této skupiny se bohuzel nepodafilo blize roziesit. Nicméné je zde patrna mezidruhova variabilita.
Druhy C. sp. 1 a C. sp. 2 (oba 2n=28) maji velice podobny karyotyp, ktery se 1i§i pouze v poctu
NORi. Kdy prvni druh ma plivodni jeden par a druhy dva pary. Tyto druhy se vyskytuji blizko
sttedni ¢asti Balkanského poloostrova. Tato skupina se rozsitila az na Peloponés, kde nésledné
vyrazné diverzifikovala. Pfedpoklada se u ni vyrazna krypticka diverzita (Karaman ustni sdéleni),
coz naznacuji 1 molekuldrni a cytogenetické analyzy v této praci. Druh vyskytujici se pravé na
Peloponésu C. sp. 3 ma nejnizs§i pocet chromozoémii 2n=24 z celé skupiny. Nema ve svém
karyotypu zadny jednoramenny chromozom a prvni par autozémt ma oproti zbylym vyrazné vetsi.
Extrémni zvétSeni pozorujeme u toho druhu také u pohlavniho chromozému X. Ve stejné oblasti
mame zdznamy o dvou druzich s odliSnymi karyotypy v rdmci jedné lokality (Tab. 7). Jedna se

0 jiz zminovany druh C. sp. 3 a posledni analyzovany druh C. sp. 4, jehoz diploidni pocet je 30.

V ramci Gjorgjevici skupiny se nepodafilo ziskat zadna karyologickéa data. Z predeslych
praci se ptredpoklada, Ze se jedné o bazalni skupinu rodu Cyphophthalmus. Jejich vyskyt je nejspise

ptivodni, a to ve stiedni casti Balkanského poloostrova (Obr. 23).
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Druh o 1\;13;,{ Morf autoz. | .| ~ NOR Sii
XY [M[SM[ST[A Po&|Ch.p| Morf
Dinarska skupina
C. duricorius 24fM M |24 ]3][2] 1 4 17.,9.ISM, A | AUT, HR, SVN

C. cf. ere 30|SM|ISM| 1] 6 [ 5]|2] 1 2 | 4. [SM AL

C. martensi 28[SMIM [Of 6 | 5[2] 1 21 7. |ST HR

C. rumijae 24 - | - [ - - -[-]1-12 - - MNE

Egejské skupina

C. corfuanus ¢. 1| 28|ST|M [7] 3 |3 [0| 3 - - - GR

C. corfuanus ¢.2|26|(ST|M|[1] 6 | 5[0 2 ] 2| 5 |SM GR

C. cf. eratoae [26| M |SM| 4| 2 | 4|2 3 | 2 - - GR

C. cf. serbicus |28[SM|M |[6] 2 | 2 [3] 2 - - SRB

C. zetae 260 - | - [ - - -]-11 4 - - MNE

Volos kupina

C. sp. 1 28l M |SMf 1| 6 [ 4|2 - 2 - - GR

C. sp.2 28[SM{M [4]| 5 |2([2] 1 4 15.,7.IM, SM GR

C. sp.3 24[SMIM [3[ 7 [ 1]0]| 4 - - - GR

C. sp. 4 30 - | - |- -[-]-111]2 - - GR
Tabulka 6: Pehled cytogenetickych vysledkii analyzovanych druhti rodu Cyphophthalmus: Morf.
gon. — morfologie gonozoému; Morf. autoz. — morfologie autozoémi; M — metacentricky
chromozém; SM - submetacentricky chromozém; ST - subtelocentricky chromozém;

A — akrocentricky chromozém; X — pohlavni chromozém X; Y — pohlavni chromozom Y; Chi —
pocet bivalentd s dvéma chiasmaty béhem diakineze; NOR — nukleolarni organizator jadérka; Po¢
— pocet NOR1; Ch.p. — chromozémovy par nesouci NOR; Morf — morfologie chromozémového
paru nesouci NOR

Z vyse uvedenych informaci lze vyc€ist hned nekolik fakti ohledné karyotypové evoluce
sekacti rodu Cyphophthalmus na Balkané. Pokud doslo v rdmci néjakého druhu ke snizeni
diploidniho poctu, $lo nejspiSe vzdy o stejné procesy. To dokazuje pfitomnost vyrazné vétSich
autozomalnich pari v karyotypech druht s niz§im diploidnim poctem. Dale Ize predpokladat, ze
1 pfes velice brzké oddéleni jednotlivych skupin nachdzime vyrazné podobnosti v ramci
morfologie chromozdému u v§ech analyzovanych druhtl. I pfestoze zmény v karyotypech evidentné
vznikaly v jednotlivych skupinach nezavisle. Tudiz nejspiSe podléhaly stejnym selekénim tlakiim.
Bez ohledu na konkrétni mechanizmy vzniku jednotlivych karyotypt rodu Cyphophthalmus
v minulosti jednozna¢né dochdzelo k redukci poctu chromozomi. Tento jev byl u podiadu
Cyphophthalmi dosud pozorovan pravé pouze vramci Celedi Sironidae, konkrétné u druhu
Paramiopsalis ramulosus a jiz zminovanému C. duricorius (Svojanovska et al. 2016). Naopak
u jiného druhu celedi Sironidae dochéazelo k vyraznému zvySovani poctu chromozoémi pomoci
Stépeni, a to u druhu Siro carpaticus (2n=52). Vétsinou se u modelii snizovani poctu chromozoémii
predpoklada, ze k nému dochézi pomoci centrickych fazi a/nebo pericentrickych inverzi, jako

tomu bylo napiiklad u $tirkd rodu Chthonius L. Koch, 1843 (Stahlavsky a Kral 2004). Také
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Svojanovska et al. (2016) ve své studii u druhu C. duricorius ptedpoklada, ze ke snizeni poctu
chromozémti doslo pomoci chromozomalnich fazi. U vétSiny studovanych druhi se v karyotypu
vyskytuji jednoramenné chromozémy. Tudiz se Ize domnivat, Ze pii redukci poctu chromozému
mohla figurovat také tandemova fluze. Jelikoz obvykle po tandemové fizi nasleduje tzv.
centromericky posun (Tsurusaki 2007). Tandemova fuze béhem snizovani poctu chromozém se
predpoklada i u jinych sekaci vykazujici variabilitu v diploidnim poctu. Naptiklad u japonského
sekace druhu Gagrellopsis nodulifera Gorlov a Tsurusaki, 2000 (2n=18-22) (Tsurusaki 2007).
Evoluce karyotypu, kde dochéazi ke snizovani diploidniho poc¢tu chromozémi, a naopak
zvySovanim poctu metacentrickych chromozomt byla navrzena u vice skupin pavoukovci. Jsou
jimi napf. §tirci rodu Roncus L. Koch, 1873 a Chthonius (Zaragoza a Stahlavsky 2008, Stahlavsky
a Kral 2004), tad Amblypygi (Sember 2010). Snizovani poc¢tu chromozdém1 je také predpokladano
v evoluci karyotypu nékterych skupin pavoukt (Kral et al. 2013).

Pohlavni chromozémy XY jsou pfitomny u vSech analyzovanych druht a maji velice
podobnou morfologii. Je proto velice pravdépodobné, ze se u rodu Cyphophthalmus pohlavni
chromozémy vyskytovaly jiz puvodné pred zacatkem jeho diverzifikace na Balkdnském

poloostrove.
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6 Zavér

Sekaci rodu Cyphophthalmus na Balkanském poloostrové vykazuji variabilni karyotypové
charakteristiky oproti ptivodnimu pfedpokladu o konzervativnim diploidnim poc¢tu v rdmci celého
podiadu. Diploidni pocty se pohybuji v rozmezi od 24 do 30. I pfes izolovanost jednotlivych
skupin a jejich ¢asnou diverzifikaci dochazelo nejspise u vSech studovanych druhti pfi snizovani
poctu chromozémi vzdy ke stejnym procesim. To dokldda mimo jiné Castd pritomnost vyrazné
vétsitho paru autozému v karyotypech paroztocli s niz§imi pocty chromozoémi v ramci vSech
rozliSovanych skupin tohoto rodu. Jednalo se nejspise o tandemové fuze ¢i centrickou fuzi a/nebo
pericentrické inverze. Pomoci metody FISH s nepfimo znacenou sondou pro 18S rDNA byla
odhalena variabilita v poctu a pozici NORu. Poprvé v ramci podiadu Cyphophthalmi byla zjisténa
pritomnost morfologicky diferenciovanych pohlavni chromozémt XY. Druhy, fazené do
jednotlivych skupin: Dinarské, Egejské, Gjorgjevici a Volos, vykazovaly odlisné karyotypy Casto
1 s odlisnym diploidnim poctem. Tyto skupiny maji své specifické rozsiteni. Nicméné jednotlivé
karyotypové rasy se ne vzdy od sebe geograficky lisi, ale i pies to se vétSinou vyskytuji v oblastech
pro urcitou rasu typickych. Centrem diverzity celého rodu je stied Balkanského poloostrova.
Odtud se postupné zacaly druhy diverzifikovat do jednotlivych skupin, jejich karyotypy podléhaly
selekénim tlaklim a utvofily se do dnesni podoby. Propojeni karyologickych a fylogenetickych
analyz pomohlo nastinit karyotypovou evoluci rodu Cyphophthalmus na Balkéné. Ukazuje se, ze
krypticka diverzita a vyskyt izolovanych populaci je mnohem vys$i, nez se ptvodné
piedpokladalo. Pro lepsi pochopeni této diverzity a ucelenéjsi pohled do problematiky je potieba
podrobnéjsi revize a ziskani vétsiho poctu materidlu. To by také mohlo pfispét fylogenetické

analyze, u které je potfeba doplnit vice dat a tim zvysit podpory jednotlivych linii.
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Obrazek 23: Distribuce jedinci vyuzitych pii fylogenetické analyze. Kolecka oznacuji jedince
vlastniho sbéru; hvézdi¢ky oznacuji jedince z GenBank. Determinace druhil a nazvy lokalit viz
Tabulka 7.
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Tabulka 7: Shrnuti pouzitych vzorkl v analyze: 2n — zjisténé diploidni pocty; NOR — pouzita
metoda FISH; COI — pouzita sekvence pro gen COI; 28S — pouzita sekvence pro gen 28S;
H3 — pouzita sekvence pro gen histon H3; * — pouzitd data z GenBank; (1) — Boyer et al. 2005;
(2) — Boyer et al. 2007; (3) — Murienne et al. 2010.

Druh | kéa | st | 1okaia | Gps  |2n|NoR|coi|28s|H3
Dinarska linie

C. duricorius ALPEN D 17 [Rakousko |Tscheppachslucht [46.5038, 14.2844 | 24
C. duricorius ALPENE9 |Rakousko [Trogem 46.4536, 14.4906 | 24 COI | 28S | H3
C. duricorius ALPENJ 103 |Slovinsko  [Srpenica 46.2955,13.4931 | 24| 18S
C. duricorius ALPENJ 104 |Slovinsko  [Srpenica 46.2955,13.4931 | 24| 18S
C. duricorius ALPENJ 72 |Slovinsko [KamniSka Bistrica [46.2957, 14.6140 | 24 COI | 28S | H3
C. duricorius ALPEN J 73 (Slovinsko KamniSka Bistrica [46.2957,14.6140 | 24| 18S
C. duricorius ALPEN K 33 [Slovinsko SmiklavZ 46.2708, 14.7687 | 24| 18S
C. duricorius BOSNA 5 Bosna Podovi 444788, 16.4028 | 24 COI | 28S | H3
C. duricorius BOSNA 6 Bosna Podovi 444788, 16.4028 | 24
C. duricorius CH 135 Slovinsko  |Nomenj 46.2826, 14.0421 | 24
C. duricorius CH 137 Slovinsko  |Nomenj 46.2826, 14.0421 | 24
C. duricorius CH 156 Slovinsko  |Nomenj 46.2826, 14.0421 | 24
C. duricorius CH 138 Slovinsko  |Dolenja ves 46.2069, 14.2239 | 24
C. duricorius CH 158 Slovinsko  |Dolenja ves 46.2069, 14.2239 | 24
C. duricorius CH 141 Slovinsko  |Pirnice 46.1331, 14.4471 | 24
C. duricorius CH 142 Slovinsko  |Gradez 45.8798, 14.6165 | 24
C. duricorius CH 145 Slovinsko  |Dolga vas 45.6188, 14.8712 | 24 COI | 28S | H3
C. duricorius CH 167 Slovinsko  |Dolga vas 45.6188, 14.8712 | 24
C. duricorius CH 150 Slovinsko  |SenoZece 45.7219, 14.0510 | 24
C. duricorius CH 151 Slovinsko  |SenoZece 45.7219, 14.0510 | 24
C. duricorius CH 153 Slovinsko | Veliki Otok 45.7952, 14.1983 | 24 COI | 28S
C. duricorius CH 154 Slovinsko  |Stefanja gora 46.2856, 14.4894 | 24
C. duricorius CH 171 Chorvatsko |Malik 45.3459, 15.2198 | 24
C. duricorius CH 59 Chorvatsko [Plitvicka jezera 448681, 15.5685 | 24
C. duricorius CH 60 Chorvatsko |Mrzla Vodica 45.3698, 14.6621 | 24
C. duricorius CH 62 Chorvatsko |Mrzla Vodica 45.3698, 14.6621 | 24
C. duricorius CH 98 Chorvatsko |Zavizan 44.8274, 15.0275 | 24
C. duricorius SL 63 Slovinsko  |Logarska dolina  |46.3877, 14.6231 | 24 COI | 28S | H3
C. duricorius SL 65 Slovinsko  |Logarska dolina  |46.3877, 14.6231 | 24
C. duricorius SL 67 Slovinsko  [Veliki Otok 45.7865, 14.1956 | 24
C. duricorius SL 68 Slovinsko [ Veliki Otok 45.7865, 14.1956 | 24
C. cf. ere BLK 43 Albanie Peshkopi 41.6560,20.4522 | 30| 18S | COI H3
C. martensi CH 67 Chorvatsko |Zaton Doli 42.8265,17.7620 | 28| 18S | COI| 28S | H3
C. rumijae MNE 54 Cerna Hora |Njegusi 424186, 18.7938 | 24| 18S | COI| 28S |H3
C. duricorius*'" DNA 100487 |Slovinsko  |Javor 46.0167, 14.6667 COI | 285
C. ere* DNA 100499 |Srbsko Vitasi 43.8286, 19.5261 COI | 28S | H3
C. gordani*W DNA 100495 |Cerna Hora |Zagori¢ 42.4500, 19.2667 H3
C. martensi*" DNA101041 |Bosna Prisoje 43.0322, 18.2697 COI | 28S | H3
C. minutus* Y DNA 100493 |Cerna Hora |Grahovo 42.6497, 18.6835 COI H3
C. ongjanovici* ¥ DNA101039 |Bosna Korita 43.0167, 18.5167 28S | H3
C. rumijae* DNA100492 |Cerna Hora |Zupci 42.1531, 19.1131 COI | 28S | H3
C. teyrovskyi* Y DNA100910 |Cerné Hora |Virpazar 42.2333, 19.0667 28S | H3
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Egejska linie

C. cf. eratoae GR 281 Recko Meteora 39.7216,21.6305 | 26| 18S

C. cf. eratoae GR 284 Recko Meteora 39.7216, 21.6305 | 26 COI

C. cf. eratoae GR 614 Recko Meteora 39.7216, 21.6305 COI H3

C. corfuanus cytotyp 1 GR 480 Recko Liapades 39.6731, 19.7294 | 28

C. corfuanus cytotyp 2 GR 482 Recko Liapades 39.6731, 19.7294 | 26 COI'| 28S | H3

C. corfuanus cytotyp 2 GR 420 Recko Prinilas 39.7025, 19.6942 | 26 COI H3

C. corfuanus cytotyp 2 GR 476 Recko Prinilas 39.7025, 19.6942 | 26

C. corfuanus cytotyp 2 GR 540 Recko Kotsika 39.6579,20.2452 | 26| 18S | COI | 28S | H3

C. corfuanus cytotyp 2 GR 571 Recko Vikos 39.9155,20.7481 | 26 COI| 28S | H3

C. corfuanus cytotyp 2 GR 274 Recko Vikos 39.9155, 20.7480 | 26

C. serbicus BLK 44 Srbsko Rsovci 43.1754, 22.7460 COI'| 28S| H3

C. cf serbicus GR 488 Recko Periklia 41.1019, 22.1944 | 28 COI | 28S | H3

C. zetae MNE 64 Cerna Hora |Tvorilo 42.5890, 19.0627 | 26| 18S | COI| 28S | H3

C. corfiuanus* ¥ DNA102111 |Recko Finiki 39.6106, 20.3394 COI | 28S

C. eratoae*? DNA 100497 |Makedonie |Chelevec 41.4167,22.2667 28S

C. markoi* " DNA 100497 |Makedonie |Chelevec 41.4167,22.2667 COI | 28S | H3

C. serbicus* ¥ DNA 102098 |Srbsko Cukljenik 43.2792,22.0639 COI

C. zetae* ! DNA 100908 |Montenegro [Zagorak 42.6264, 19.0241 COI [ 28S | H3
Volos linie

C.sp.1 GR 368 Recko Gorani 36.9293,22.4136 | 28| 18S | COI | 28S | H3

C.sp.1 GR 277 Recko Chania 39.3961, 23.0629 | 28 COI

C.sp.1 GR 529 Recko Chania 39.3961, 23.0629 | 28 COI

C.sp.1 GR 531 Recko Chania 39.3961, 23.0629 COI

C. sp.2 GR 312 Recko Argalasti 39.2309, 23.2245 COI

C.sp.2 GR 313 Recko Platamonas 39.9615,22.6227 | 28| 18S

C. sp.2 GR 314 Recko Platamonas 39.9615,22.6227 | 28

C. sp.2 GR 317 Recko Tsaganara 40.2771,22.5394 | 28 | 18S

C. sp.2 GR 320 Recko Tsaganara 40.2771, 22.5394 | 28 COI'| 28S

C.sp.2 GR 525 Recko Sklithro 39.6152, 22.8809 COI | 28S

C.sp.2 GR 527 Recko Sklithro 39.6152,22.8809 COI | 28S

C.sp.3 GR 360 Recko Xirokambi 36.9434,22.4083 | 24

C.sp.3 GR 605 Recko Kerasia 37.3652, 22.3955 | 24

C.sp.3 GR 610 Recko Kerasia 373652, 22.3955 | 24 oI

C.sp.4 GR 358 Recko Xirokambi 36.9434,22.4083 | 30| 18S | COI

C. sp. 5Bulgaria* (" DNA101343 |Bulharsko [Smolyan 41.5833, 24.6833 COI H3

Gjorgjevici linie

C. gjorgjevici* ! DNA 100498 |Makedonie |Dolna Matka 41.9483, 21.3008 COI | 28S | H3

C. sp. 6 Bulgaria* (" DNA101342 |Bulharsko [Petrich 41.4000, 23.2167 28S
Outgroup

Paramiopsalis ramulosus* > |DNA100459 |Spanélsko |As Lombas 13150,-84867 | | [cor| |
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