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Abstrakt:

Na stanovenie velkosti gendmu existuje v sucasnosti viacero metdd a jednou z nich je prietokova
cytometria. Touto metddou sme stanovovali velkost gendmu u radu Skorpidny, starobylej
skupiny pavukovcov znamej svojou dlhou evoluénou histdriou a ekologickou rozmanitostou.
Zaujimavou vlastnostou, ktora bola potvrdend u ¢elade Buthidae, je pritomnost holocentrickych
chromozémov, pricom u zvySnych ¢eladi ktoré boli preskimané, boli potvrdené monocentrické
chromozémy. Z ndasho merania vykazovala c¢elad s holocentrickymi chromozédmami priemerne
podstatne mensie velkosti gendmu (2C = 2,5 pg) ako celade s monocentrickymi chromozémami
(2C =12,5 pg). Z 6smych analyzovanych c¢eladi mala najmensiu velkost genému celad Buthidae
(2C = 1,2 pg) a najvacsiu velkost gendmu celad’ Euscorpiidae (2C = 20,37 pg), ktord mala aj
najvyssiu variabilitu v ramci celade (2C = 7,6-20,37 pg). Tieto analyzy boli prevedené
zo svalového tkaniva kracavej koncatiny, ktoré vykazovalo najkvalitnejSie analyzy spomedszi
tkaniv cievnej suUstavy, nervovej sustavy, ¢reva, hemolymfy a gonad. U vacsiny jedincov bolo
rozlisené pohlavie, a $tatisticky sa nam podarilo overit rozdiel vo velkosti gendmu medzi
pohlavim u druhu Alpiscorpius beta (Di Caporiacco, 1950), kde signifikantny rozdiel medzi

samcami a samicami potvrdeny nebol.

V praci boli taktieZ stanovené pocty chromozédmov u Siestich ¢eladi s hodnotami od 2n = 14
u ¢elade Buthidae po 2n = 138 u ¢elade Euscorpiidae. Celad’ Buthidae vykazovala konstantné
pocty chromozémov na medzidruhovej Urovni. Zavislost medzi velkostou gendmu a poctom

chromozdémov u tychto celadi potvrdena nebola.

Klticové slova: velkost gendmu, prietokova cytometria, cytogenetika, $tury



Abstract:

Genome size can be determined by multiple methods and one of them is flow cytometry, which
was used in this thesis. We determined genome size in order Scorpionida, an ancient group
of Arachnida known for its extensive evolution history and ecological diversity. One of their
interesting features that was confirmed in Buthidae family is presence of holocentric
chromosomes, while in rest of examined families monocentric chromosomes were confirmed.
According to our results, family with holocentric chromosomes showed substantially smaller
genome size (2C = 2,5 pg) than families with monocentric chromosomes (2C = 12,5 pg).
Out of 8 analyzed families, Buthidae had smallest genome size (2C = 1,2 pg) and Euscorpiidae
had largest genome size (2C = 20,37 pg). Euscorpiidae also showed biggest variability within
family (2C=7,6-20,37 pg).

Analyses were performed on muscle tissue, which yielded higher quality results than tissues
of vascular system, nervous system, intestine, hemolyph and gonads. For majority of individuals,
gender was distinguished. We were able to examine genome size of different sexes

of Alpiscorpius beta, where a significant difference was not confirmed.

In this thesis we also determined chromosome numbers in six families with values from 2n = 14
in Buthidae to 2n = 138 in Euscorpiidae. Buthidae have shown constant chromosome numbers
on interspecific level. The relationship between genome size and chromosome number in these

families was not confirmed.

Key words: genome size, flow cytometry, cytogenetics, scorpions
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1. Uvod

Metddy analyzy zalozené na fluorescencii su stale vyuzivané pre svoje Siroké uplatnenie.
Fluorescenéné analyzy ako je prietokova cytometria je rozsirend v mnohych odvetviach vyskumu
a priemyselnych aplikacidch. Vdaka modernizacii techniky a zvyseniu citlivosti sa otvorili nové
moznosti na sledovanie aanalyzu bunkového jadra. V sucasnosti mbzeme sledovat
fundamentdlne bunkové vlastnosti ako je bunkova integrita, enzymatickd aktivita, obsah DNA
a RNA. Pri aplikacii vhodnych fluorescencénych farbiv je mozné aj z velmi malého objemu vzorky
ziskat velké mnozstvo informacii o stave bunkovej kultdry (Shapiro 2003). Prietokova cytometria
nasla najvacsie uplatnenie v biomedicinskom vyskume, v botanike, a to pri uréovani druhov,
studiu ploidie, evolicii gendmu, alebo detekcii hybridizacie. (Kron akol. 2007).
Na stadium triedy pavukovce, konkrétne radu stary, vsak tato metdda nie je velmi vyuZivana.
Existuje len obmedzeny pocet studii, ktoré sa venuju analyze velkosti gendmu u vybranych
taxonov. Tato metédda ma ale oproti inym metddam velké mnoZstvo vyhod ako napriklad vysoka

presnost merania, rychlost analyzy a pomerne nizka finanéna naroénost (Suda 2011).

Trieda pavukovce (Arachnida) je starobyla skupina v rdmci kmena ¢lankonoZcov (Arthropoda).
V ramci tejto triedy rozliSujeme jedenast radov a jednym z nich je rad stury (Scorpiones) (Selden
a kol. 1991). V poslednych rokoch doslo k velkym zmenam vo fylogenéze $turov vdaka
kladistickym analyzam s vyuZitim hlavne molekuldrnych metdd. Vdaka cytogenetike bola
potvrdena pritomnost holocentrickych chromozémov u ¢elade Buthidae (Fet a Soleglad 2003).
U dal3ich ¢eladi z radu $tury bola potvrdena pritomnost chromozémov monocentrickych. Dalej
sa u Skorpidnov vyskytuje znacnd diverzita v diploidnom pocte chromozémov v rozpati
od 2n =5 (Tityus bahiensis (Perty, 1833); Buthidae) (Schneider a kol. 2009) do 2n = 186 (Chaerilus
stockmannorum Kovafik akol.,, 2018; Chaerilidae) (Kovafik akol. 2018). Pre Sturov je
charakteristickd aj achiazmaticka meidza, ktora bola zistend u vsetkych doposial analyzovanych
Celadi. TaktieZ u nich neboli identifikované pohlavné chromozémy (Ullerich 1961). Ako som
spominala vyssSie, napriek velkej diverzite a zaujimavym charakteristikam existuje len velmi
obmedzené mnoistvo S$tudii zaoberajucich sa velkostou gendmu 3Skorpidnov a databaza

zvieracich genédmov aktualne obsahuje len 2 druhy z radu stury.



2. Ciel prace

Cielom prace bola analyza absolutnej velkosti gendmu u vybranych zastupcov radu skorpidony
(Scorpionida) s prihliadnutim na ich odlisné ekologické vlastnosti, fylogeneticku poziciu, druhovu
rozmanitost a typ chromozémov. Dalej analyza poctu chromozémov jednotlivych ¢eladi
a vyhodnotenie zdvislosti velkosti gendmu od poctu chromozdmov u dvoch najpocetnejsich
¢eladi Buthidae a Euscorpiidae. TaktieZ bolo za ciel zanalyzovat velkost gendmu z jednotlivych
tkaniv a urcit vhodnost ich vyuzitia. Poslednym cielom bolo porovnanie velkosti gendmu medzi

pohlavim.



3. Prietokovy cytometer

Metdda prietokovej cytometrie (flow cytometry) ndm umoznuje Studium jednotlivych buniek
a inych castic v suspenzii na zdklade analyzy ich fyzikdlnych alebo chemickych vlastnosti.
V sucasnosti mozeme analyzovat akukolvek suspenziu éastic i s podstatne mensimi rozmermi

ako bunky (Shapiro 2003).

3.1 Princip metody

Principom prietokovej cytometrie je detekcia fluorescenéného signalu. Na sledovanie
konkrétnych znakov je potrebné vyuzit fluorescencne znacené protilatky alebo fluorescencné
farbivd (fluorochrémy), ktoré sa priamo naviazu na DNA (Shapiro 2003). Zafarbené jadra
nasledne prechadzaju v suspenzii cez meracie zariadenie jednotlivo. To umoziuje prietokova
komorka do ktorej je vzorka pod tlakom vstrieknutd do stredu pradu kvapaliny (sheat fluid)
(Ormerod 1990). Cytometer potom analyzuje bunky, ktoré prechadzaju zdrojom svetla (Givan
2010). Po osvieteni bunky lG¢om s uréitou vinovou dizkou ddjde k emitacii fluorochrému, pricom

emitované Ziarenie ma ind vinovu dizku, ktord je detekovana fotodetektormi (Shapiro 2003).

Na zobrazenie vysledku z merania sa vyuziva viacrozmerny graf, do ktorého je zanesena intenzita
kazdého zo sledovanych znakov. Jednotlivé jadra sa nasledne roztriedia Statistickou analyzou

do skupin podla intenzity jednotlivych znakov (Givan 2001).

Prietokovy cytometer sa skladd z 3 hlavnych casti fluidného systému, optického systému

a analyzacného systému (obrazok 1) (Pekarcikova a kol. 2014).

analyzacny systém

dichroické zrkadla N ‘
[
‘ 1

7, b
.,//\%Qb

bocny detektor

fluidny systém

£

priamy detektor

/

odpad

Obrdzok 1: Prietokovy cytometer. Prevzaté z Rowley (2018).



3.1.1 Fluidny systém

Fluidny systém zahrfiuje prietokovli komoru, do ktorej je vstrekovana tekutina vzorku. Castice
sa nachddzaju v suspenzii, kde prechddzaju jednotlivo prietokovou komorou a analyzuju
sa osobitne (Robinson 2004). Vac¢sina modernych optickych prietokovych cytometerov vyuZiva
princip hydrodynamickej fokusacie, ktora usmerni pridenie buniek kanalom radenych jedna
za druhou (obrazok 2). Tymto sa zabezpedi tok tekutiny vzorky laminarne a zlepsi sa presnost,
s akou moze byt vzorka snimana optickou ¢astou cytometra (McKinnon 2018). Vzorka je zaroven
vstrieknuta tak, aby sa vytvoril koaxidlny prid a nedoslo k zmieSaniu s tekutinou. Cytometrom

nasledne prejde prdve jedna Castica vdaka zuZzenym kapiladram (Hawley 2004).

nosny roztok

detektor

laser

.....

Obrdzok 2: Fluidny systém prietokovej cytometrie. Zdroj:

https://www.ptb.de/cms/en/ptb/fachabteilungen/abt8/fb—84/ag—841/flowzytometrie—841.htmi.
3.1.2 Opticky systém

Optika je systém filtrov a zrkadiel, ktorych Ulohou je zber vyZiareného svetla. Tieto filtre a zrkadla
zachytavaju fluorescencné Ziarenie, ktoré usmeriuju na aktivnu vrstvu prislusnych detektorov
a na rozhranie optického a elektronického systému (Shapiro 2003). Svetlo je zachytavané
v dvoch smeroch, ¢o mdzeme vidiet na obrazku 1. Ide o predny a bocny rozptyl. Predny rozptyl
alebo tiez forward scatter channel (FSC), zachytdva signdl v pribliZznom uhle 160°
od vychadzajuceho laserového luca. FSC ndm déva informacie o velkosti bunky a taktiez dokaze

rozlisit zivé bunky od mftvych.



Druhy rozptyl takzvany side scatter channel (SSC) je zachytavany v 90° uhle. Ide o sériu

dichroickych zrkadiel, ktoré poskytuju informacie o clenitosti a rozmanitosti vnutorného

:::::

priestoru bunky (obrazok 3). Dichroické zrkadla prepustaju len Ziarenie o uréitej vinovej dizke

(Marinov 2008).
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Obrdzok 3: Schéma priechodu Ziarenia epifluorescencnym mikroskopom. Prevzaté z Veseld (2017).

3.1.3 Detekény systém

Nakoniec pomocou elektronického systému je moziné previest opticky signadl na elektricky
avdaka pocitatovému softwaru a digitalizovat vysledky. Data sa najcastejSie zobrazuju
pomocou dvojrozmerného grafu (DOT—PLOT) alebo vo forme histogramu (jednoparametrova
analyza) (Pekarcikova a kol. 2014). DOT—PLOT sa vyuZiva pri dvoch parametroch a na osach
budeme mat intenzitu fluorescencie meraného parametra. Pri jednoparametrovom histograme
mame na osiach hodnotu meraného parametra a to intenzitu fluorescencie (osa x) a na ose y je

zobrazeny pocet zachytenych ¢astic (Shapiro 2003).

3.2 Fluorescencné farbiva

Pre vyufZitie v prietokovej cytometrii sa na bunkovu Struktdru viazu fluorescencni farbiva. Ide
o chemické zluceniny, ktoré vo svojej molekule obsahuju reaktivnu skupinu, ktora dokaze
reagovat s nukleofilnimi skupinami (NH,, OH, SH). Fluorochrémy absorbuju svetelnt energiu
o urditej vinovej dizke (excitacia) a nasledne ju vyZaruju v inej vinové dizke (emisia) (Diaz a kol.

2010).



Kazdy fluorochrém sa od seba bude odliSovat tym, aké Ziarenie bude vyzarovat. Tieto odlisnosti
medzi réznymi fluorochrémami ulfahéuje rozliSenie medzi jednotlivymi populdciami buniek
alebo r6znymi bunkovymi aktivitami. Pri fluorochrémoch dochddza k Stokesovmu posunu. Tento
jav oznacuje rozdiel medzi excita¢nou vinovou dizkou a vinovou dizkou emitovanou. Ideélne je
ich zvolit tak, aby sa ich absorpéné maximum bliZilo vinovym dizkam u pouZitych laserov. (BD

Biosciences 2014)

V sucasnosti sa naizoldciu jadra bunky a stabilizaciu suspenzie jadier vyuZiva mnozstvo réznych
roztokov, ide o takzvané pufry. Fluorochrom je bud'stcéastou pufru, alebo sa pridava po izolacii
jadier. NajCastejSie pouzivanymi puframi su Tris—MgCl2 pufor (Pfosser a kol. 1995), Galbraithov
pufor (Galbraith a kol. 1983), LBO1 pufor (DoleZel a kol. 1989) alebo pufry Otto | a Otto Il (DolezZel
a kol. 1995).

V tejto praci sme pre analyzu vyuzivali farbivo Propidium jodid (PI). Molekulovd hmotnost tohto
farbiva je 668,4 g/mol. Ide o takzvané interkalacné cCinidlo (viaZze sa medzi vldkna dvojvldknove;j
molekuly DNA). Je vhodné na hodnotenie Zivotaschopnosti buniek pomocou prietokovej
cytometrie a taktiez k stanoveniu obsahu DNA pri analyze bunkového cyklu (Mortimer 2000).
Propidium jodid sa dokaze naviazat i na RNA a preto pre presné vysledky analyzy obsahu DNA

sa do vzorky priddva dostato¢né mnozstvo ribonukleazy (DoleZel a kol. 2005).

Dal3im &asto vyuzivanym farbivom takzvané DAPI, ktoré sme taktie? v praci vyuzivali. Cely nazov
farbiva je 4/, 6—diamidino—2—fenylindol dihydrochlorid a viaZe sa s vysokou afinitou do malého
Zliabku B—DNA, a to preferencne do oblasti s vysokou hustotou baze adenin, thymin (Breusegem
a kol. 2002). Maximalna excitacia celku DAPI-DNA je dosiahnutd UV—Ziarenim s vinovou dizkou
358 nm, maximum emisie prebieha v oblasti viditelného svetla s vinovou dizkou 461 nm

(Amalfitano a kol., 2008).

3.3 Standardy

Na stanovenie velkosti jadrového gendmu sa pouZivaju takzvané Standardy. Ide o rastliny
u ktorych pozname velkost gendmu. Velkost gendmu zistime tak, Ze jadrd meranej rastliny
a Standardu odizolujeme a zafarbime spolocne (tzv. internd Standardizdacia). DoleZity je pomer
intenzity fluorescencie Standardu a skimanej vzorky, na zaklade ktorého potom uréime vysledok

(Dolezel a kol. 2005).

Na vyhodnotenie vysledku analyzy na prietokovom cytometri musime vyuzit takzvané
$tandardy. Standardy sltZia na porovnanie so vzorkou. Parametrie $tandardu st dopredu zndme

ako pocet chromozémov a jeho velkost gendmu. (DolezZel a kol. 2007).



RozliSujeme dve Standardizacie ato internd aexternd. Externd v sucasnosti nie je velmi
vyuzivana a najcastejSie sa vyuZziva internd. Pri tejto Standardizdcii si vo vhodnom pomere

vzorky zmieSané a sucasne prebieha ich priprava aj meranie (DolezZel a kol. 2010).

Pri vyberani vhodného standardu, by sme mali vyberat standard s podobnou velkostou genému
ako skimand vzorka. Zaroven by vSsak nemali byt natolko totozné aby nedoslo k prekrytiu peakov

v histograme. (Johnston a kol. 1999).

3.3.1 Stanovenie velkosti genému

Podla Tiersch akol. (1989) definujeme velkost gendmu ako mnozstvo DNA v haploidnom
gendme. Existuje mnoho dalSich definicii, napriklad Dolezel akol. (2003) definuje velkost
gendmu ako celkové mnoZstvo DNA a predstavuje rovnaku kdpiu dedi¢nej informacie organizmu

(C=hodnota).

Velkost gendmu nesuvisi s komplexnostou organizmu. Ide o takzvanu zahadnd C-hodnota alebo
C—value paradox (Gregory 2005). Paradoxom hodnoty C je, Ze mnozstvo DNA v haploidnom
gendme (hodnota 1C) neodpoveda zlozZitosti organizmu a hodnoty 1C mozu byt extrémne
variabilné. Velka &ast DNA je zlozena z opakujucich sa sekvencii réznych di?ok (Praca—Fontes
a kol. 2011). Toto naznacuje, ze gendmy mbzu obsahovat podstatnu ¢ast DNA ind ako gény aich

regulacné sekvencie (Eddy 2012)

RozlisSujeme dva typy velkosti gendmu. Velkost holoploidného gendmu (hodnota C), kde ide
o obsah DNA v nereplikovanom haploidnom jadre (neberieme ohlad na uroven ploidie).
Druhy typ je velkost homoploidného genému (hodnota Cx), kde pozerame na obsah DNA
v monoploidnej chromozédmovej sade (polyploidi).

Rozdiely vo velkosti gendmov su v diploidnych a polyploidnych druhoch. Pri diploidnych druhoch
holoploidny genédm. Hodnoty sa vyjadruju v picogramoch DNA alebo v pdroch megabaz
(1 pg = 978 Mbp). Vyuzitie znamej velkosti gendmu mo6Zeme napriklad k detekcii hybridov
z homoploidnych krizeni (predpokladame ale, Ze sa rodicia dostatocne liSia vo svojej velkosti
gendmu). V tomto pripade mdzeme jednoducho detekovat ich homoploidnych krizencov, dalej
napriklad predvidat r6zne fenotypové znaky alebo ekologické a fenologické spravanie. Je mozna
aj identifikdcia druhov srovnakym chromozomovym poctom, v niektorych rastlinnych

alianciach sa vyskytuje druhovo $pecificka velkost gendmu (Repkovd 2013).



3.4 Vyuzitie

Prietokovd cytometria hraje vyznamnu rolu v modernej bioldgii a medicine. V suic¢asnosti
sa prietokova cytometria vyuZziva pro v oboroch hematolégie, onkoldgie, patolégie, imunolégie

a bunkovej bioldgii (Watson 1991).

Vyuziva sa k zhodnoteniu relativneho a taktiez absolitneho obsahu DNA v réznych typoch
buniek alebo chromozomového profilu bunkovych populdcii. Pri spravnom poufziti
fluorescenénych farbiv méZzeme monitorovat delenie bunkového cyklu, lokalizovat S fazu a jej
cyklus, dalej napriklad abnormality po¢as mitézy (Crissman a kol. 1994). Dalsie ddleZité vyuzitie
ma v oblasti Studia jaderovej DNA, genovej expresii alebo pri triedeni a pocitani buniek (Suda

2005).

V bioldgii pri Studiu rastlin sa casto stanovuje stupen ploidie. U rastlin c¢asto dochadza
k zmnoZeniu chromozémovych sad a k polyploidizacii (Suda, 2011). Co sa tyka Zivoéichov, tento
jav nie je Casty, predpoklada sa ale, Ze polyploidizacia hrala vyznamnu rolu pri evolucii niektorych
hmyzich taxdnov (Ghiselli a kol., 2007). Polyploidia sa u hmyzu casto spaja s partenogenéziou
(Otto a kol., 2000), to je zname napriklad u pakobyliek (Phasmida) (Scali, 2009). Pri vyzkume
hmyzu sa prietokova cytometria uplatfiuje pri haplo—diploidnom uréeni pohlavia. (Schrempf

a kol. 2006). Samice su zvacsa diploidné a samci haploidni (Butcher a kol. 2000).

Vdaka fluorescenénym farbivam, moézeme skimat aj pomer A-T a G-C bazi, pretoze
sa preferencne viaZzu na tieto baze (Watson 1991). Na tuto analyzu je potrebny prepocet
pomocou vzorca, pretozZe intenzita fluorescencie nie je priamo Umerna obsahu bazi (Godelle
a kol. 1993). Pomocou studii sa zistil o, Ze vacsie zastupenie A—T bazi sa nachadza u druhov ktoré
s odolnejsie na vonkajsie podmienky. (Smarda a kol. 2008) a taktie? je pre nich jednoduchsia

kolonizacia nového prostredia (Sharaf a kol. 2010).

3.5 Velkost genému u pavukovcov

Pavikovce (Arachnida) su pocetnd a ndpadnd ZivociSna skupina. Obyvaju takmer kazdy
suchozemsky habitat, no maju aj s niekolko sladkovodnych a morskych zastupcov. Primarne
su to dravce ,no niektoré skupiny ako zberaci (Opiliones) a niektoré roztoce a klieSte (Acari)
su bylinoZravé, detritivdzne alebo parazitické. Tato velmiréznoroda skupina ¢lankonoZce zahfna
v mnohych pripadoch ekonomicky a medicinsky vyznamné taxony ako su roztoce a klieste,
pavuky a Skorpiény. Niektoré pavikovce su Skodcami alebo prenasaémi chorob (Ballesteros
a Sharma 2019). Odhaduje sa, Ze trieda Arachnida obsahuje viac ako 600 000 druhov z ktorych

viac ako 100 000 je vedecky popisanych (Chapman 2006).



Ako som spomenula vyssie, vdaka ekologickému a socioekonomickému vyznamu boli mnohé
druhy pavukovcov podrobené sekvenovaniu celého gendmu. Vacsina z nich bola ale zamerana
na skupinu Acari. Dalsie druhy u ktorych bol sekvenovany cely geném je napriklad snovacka
zlatého hodvabu Nephila clavipes (Linnaeus, 1767) (Babb a kol. 2017), Skorpién cinsky
Mesobuthus martensii (Karsch, 1879) (Cao a kol. 2013) a obrovska brazilska tarantula

Acanthoscurria geniculata (C. L. Koch, 1841) (Sanggaard a kol. 2014).

Bohuzial, ¢o sa tyka analyz velkosti gendmu pavukovcov, existuje len minimdlne mnozstvo studii.
Gregory a Shorthouse (2003) Studovali velkost gendmu dvojplicnych pavikov, ale Studia
je takmer 20 rokov stard. Databaza zvieracich gendmov aktualne obsahuje 148 zaznamov
pavukovcov z toho 122 pavuikov (Araneae), 24 roztocov a kliestov (Acari) alen 2 Skorpiony
(Scorpiones) (Gregory 2022). Velkou nevyhodou vacsiny Udajov o nejlepsie preskimanom rade
pavukov v tejto databazy je tieZ fakt, Ze velka Cast Gdajov bola ziskana z geograficky malej oblasti
v Ontariu v Kanade (Gregory a Shorthouse 2003). Jednou z mala doplfujucich stadii v posledne;j
dobe je studia zamerana na analyzu velkosti gendmu haplogynnych pavikov (Kral a kol. 2019).
V studii sa konkrétne zameriavaju na porovnanie pavukov s holokinetickymi a monocentrickymi
chromozémami. VSetky Studované celade s holokinetickymi chromozémami v tejto Studii
vykazovali podstatne niZSie pocty chromozémov a mensie velkosti gendmov. Taktiez bol

preukazany mensi rozptyl velkosti gendmu u skupiny s holokinetickymi chromozémami.



4. Charakteristika Skorpidonov

V rdmci radu Skorpidny (Scorpiones) je aktualne popisanych vyse 2 600 druhov aide tak
o stredne pocetny rad triedy pavikovcov (Arachnida) (Rein 2022). Skorpidny st v rdmci tejto
triedy naviac jednou z najstarsich skupin, ktorych histéria siaha prinajmensom do obdobia Silaru,
pred asi 400 milionmi rokov. Predpoklada sa, Ze zacali ako vodné ¢ldnkonozZce, o ¢om sveddéi
nedostatok tarzalnych pazurov, ktoré sa objavili na prvom fosilnom skorpidnovi — Palaeophonus
(Thorell a Lindstrém, 1884). Niektoré z najstarsich foriem by mohli mat Ziabre, to vsak nie je
vedecky jasne dokazané. Niektoré druhy zacali obyvat sus uz v devone, v silure (asi pred 420
milionmi rokov), boli pravdepodobne uz suchozemské. V karbéne (pred 350 miliénmi rokov) boli
mnohé takmer na nerozoznanie od dnesnych foriem Skorpidnov. Niektoré formy (vratane tych
prvych) mali pravdepodobne zloZené odi, tie sa ale stratili az na maly zhluk , jednoduchych oci”
v prednych rohoch panciera. Skorpiény boli povazovani hlavne za blizkych pribuznych bud'
zberacom (Opiliones), alebo vyhynutym Eurypterida (niekedy oznacovani ako morské skorpidny)
(Prendini 2000). V stucasnej chvili sa naopak povazuju za sestersku liniu skupiny Tetrapulmonata,
ktord zahfna aj dalSie rady pavukovcov, ktori na dychanie vyuzivaju plucne vaky, ako su napriklad

pavuky a bi¢ovci (Sharma a kol. 2014).

4.1 Morfoldgia

Anatémia skorpidnov sa od silurskeho obdobia (pred 443 az 417 miliénmi rokov) zmenila len
malo. Skorpidny maju viditelnych 18 telovych segmentov a na rozdiel od ostatnych pavukovcov,
maju silne segmentovanu Struktdru srdca a nervového systému. Namiesto priedusnic, ktoré
su vyvinuté na dychanie vzdusného kyslika, u mnohych inych skupin c¢lankonoZcov maju

na dychanie pltcne vaky, ktoré sa povazuju za pévodny znak pavukovcov (Polis a kol. 2020).

Telo Skorpidnov tvoria tri hlavné casti — prozdma, mezozéma a metazdma. Mezozdma
a metazdma spolu tvori brucho alebo opitozém (obrazok 4). Prozoma ma Sest segmentov, kazdy
s parom priveskov. Trojsegmentové chelicéry, ktoré vychadzaju z prvého segmentu, su
kliestovité (chelatové) a slizia na Zuvanie potravy. Pedipalpy vychadzaju z druhého segmentu
asu zakoncené kliestami. Pedipalpy sluZia na zachytdvanie koristi, obranu, dvorenie
a vykopavanie nory. Na segmentoch tri az Sest sa nachadza par néh. Pedipalpy a nohy sa skladaju
zo siedmich segmentov. Nohy koncia tarzalnymi pazirmi, ktorymi sa Skorpiény zachytavaju

povrchu pocas chddze (Clarkson a kol. 2020).
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Mezozdma sa sklada zo siedmich ¢lankov. Prvy mezozomadlny segment nesie gonopdr prekryty
genitdlnym operculom. Druhy segment obsahuje Specificky zmyslovy organ pecten
(mechano—chemoreceptor). Na zvysku clankov mezozomatu sa nachadzaju Styri pary
spirakularnych otvorov, veducich do plicnych vakov Skorpiéna. Tento pocet plicnych vakov je
povaZovany za povodny pocet aje najvyssi vtriede pavukovcov. Koniec tela je tvoreny
metazémom, ktory je zloZeny z piatich pravych telovych ¢lankov azakoncuje ju telsonom.
Telsonom obsahuje jedovu Zlazu, ktora vyustuje na jeho konci a sltzi na lov koristi a k obrane

(Polis 1990).

pedipalpy

Stetinky
postranné

klepitko

prozoéma
A

dosticka
gonopory

mezozdma
J—

opitozéma
ok

ustie plucneho vaku

N

jedovy hrot

metazoma
A

Obrdzok 4: Popis stavby tela Skorpiéna. Zdroj: https://www.britannica.com/animal/scorpion/Ecology—
and-habitats.

4.2 Bioldgia

RozmnoZovanie je sezdénne a vacSinou prebieha pocas teplych mesiacov, od konca jari
do zaciatku jesene. Samce prechadzaju stovky metrov aby nasli vhodnu samicu na parenie.
Samce pravdepodobne lokalizuju samice pomocou feromdnu, ktory samica vypusta z konca
brucha. Péreniu u Skorpidnov predchadza komplikované a charakteristické dvorenie, ktoré
iniciuje samec. Najprv sa postavi tvarou k samici a uchopi ju pomocou kliesti (pedipalp). Potom

sa par pohybuje v tanci nazyvanom promendda a deux.
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Par sa usiluje najst hladky povrch, na ktory samec vytlaci zlazovy sekrét tvoriaci stopku, ku ktorej
je pripojeny spermatofor (obsahuje spermie) (Polis 2020). Potom manévruje samicu tak, aby sa
jej genitalny otvor spojil so spermatoférom. Spermie su nasledne vymrstené do pohlavného
otvoru (gonopdru) samice. Samice niekedy zabiju a zjedia samcov, ktori po pareni zostanu
v blizkosti samic (Jiao a kol. 2009).

Samicky su Zivorodé, zarodok sa méze vyvijat v Specialne prispésobenych vyvodoch pohlavnych
ciest z vlastnych zasob, alebo pomocou organov ktoré su analogické k placente cicavcov. Embrya
s napojené na matkin telesny obeh a mladata vyzivuje samica pocas ich embryonalneho vyvoja
vo vnutri svojho tela. Gravidita je rozne dlhd, pohybuje sa v rozmedzi od 30 do 540 dni. Mladata
opustaju trup matky po vyzliekani pocas niekolkych dni a pokdsaju sa najst drobni potravu
v okoli. Pocas dalSich Strnastich dni uz mladata u vacsiny druhov matku opustia (Kovarik 1999).
Skorpidny sa doZivaju v priemere od 5 do 8 rokov, ale niektoré druhy sa mézu doZivat a7 25 let
(Polis 1990). Vacsina cCeladi Skorpidnov sa radi ku K—stratégom, ide o vacsie druhy ktoré Ziju
v stabilnejsich habitatoch, maju dlhsi Zivotny cyklus a staraju sa o niekolko vacésich potomkov.
Jedina celad' Skorpidnov, ktord sa vyznacuje r—stratégmi je ¢elad Buthidae, ktord sa vyznacuje

malymi jedincami, kratkym Zivotnym cyklom a bohatym potomstvom (Monge Najera 2019).

Skorpidny sa Zivia malym hmyzom, ¢ldnkonozcami alebo malymi stavovcami, ako st mysi alebo
jasterice. Mladata zachytavaju korist pomocou jedovatého Zihadla, zatial ¢o dospeli pouzivaju
klieste, ktorymi korist rozdrvia. Skorpidn zvycajne uchopi korist na oboch koncoch, &m dosiahne
zovretie hlavy jednym pedipalpom, ktory je pri poutziti sily ¢asto smrtelny. Korist si ¢asto predava
z pedipalpu do pedipalpu, aby si nasiel ¢o najefektivnejsi uchop (Casper 1985). Je taktiez
zaujimavé, Ze v ramci evolucie Skorpidnov doslo k vyraznej diferenciacii zloZenia jedu — ¢efad’
Buthidae zjavne predstavuje samostatnu liniu v ramci Skorpiénov ktorého zloZenie jedu
umoznuje efektivnejSie posobenie na stavovce. Z tohto dovodu sa aj vacsina nebezpecnych

druhov pre ¢loveka radi do tejto celade (Santibanez—Lépez a kol. 2020)

Hoci Skorpidny nie su morfologicky velmi r6znorodé, su celkom prisposobivé z hfadiska ekolégie,
fyzioldgie a histdrie Zivota. Niektoré druhy preZiju niekolko tyZzdriov pri teplote pod bodom
mrazu, no pri navrate do normalnej teploty sa vratia na normalnu uroven aktivity v priebehu
niekolkych hodin. Iné preziju ponorené pod vodou aZ jeden alebo dva dni. Pustne Skorpidny
vydrzia teploty 47 °C, ¢o je o niekolko stupfiov viac ako smrtelné teploty pre iné pustne

¢lankonozce (Polis a kol. 2020).
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4.3 Klasifikacia a fylogenéza Skorpionov

Taxondmia a i pohlad na fylogenézu Skorpidnov presiel v poslednych rokoch velkymi zmenami
a to hlavne vdaka vyuZzitiu molekularnych metéd. Sissom (1990) rozdeloval na zaklade cisto
morfologickych znakov devat celadi (Bothriuridae, Buthidae, Chactidae, Chaerilidae,
Diplocentridae, Ischnuridae, luridae, Scorpionidae a Vaejovidae). Do roku 2000 sa tento pocet
takmer zdvojnasobil na 16 Celadi a to vdaka vyuZitiu kladistickych analyz (Soleglad a Sissom
2001). V ramci tejto Studie sa vyuZivali Cisto morfologické znaky ako napr. Struktury hrudnej
kosti, gnathobdze, n6h, chelicerdlneho chrupu a jedovej zlazy, pocet a distribucie laterdlnych oci
a pedipalpdlnej trichobotrie, ale i embryondlny vyvoj a anatémia reprodukéného systému.
Dalgie Upravy a zmeny vo vyssej klasifikacii $korpidnov publikovali Soleglad a Fet (2003, 2005)
Ci Prendini a Wheeler (2005), pricom tieto prace sa lisSia hlavne v chdpani samostatnosti
niektorych celadi a podceladi. V podstate do dnes tak neexistuje jeden konkrétny systém
v klasifikacii Skorpidnov. Nazory sa rozdeluju hlavne v pocte celadi. Soledal a Fet (2003) navrhuju

15 celadi a na druhej strane Prendini a Wheeler navrhuju celadi 19.

Dalgim rozdielom v nazoroch je postavenie bazalnych skupin. Coddington a kol. (2004), rovnako
ako Prendini a Wheeler (2005), povaZzuju za bazdlne skupiny Buthidae a Pseudochactidae
(obrazok 5). Tieto radia k sesterskym k ostatnym skupinam Skorpiénov. Soleglad a Fet (2003)
na druhej strane povaZzuju za bazalnu skupinu iba Pseudochactidae (obrazok 5). Problematické
su aj skupiny Diplocentrinae a Urodacinae. Prendini a Wheeler (2005) ich oznacuju ako celade,
naopak Fet a Soleglad (2003) ich radi ako podéelade v ramci Scorpionidae. Co sa tyka nad¢elade
luroidae, Prendini a Wheeler (2005) uznavaju v ramci iba jedind celad luridae zahrnajicu
podceladé Caraboctoninae, Hormirinae a lurinae, naopak Solegal a Fet (2003) zahfriaju pod
luroidea dve Celade a to luridae a Caraboctonidae. Poslednym rozdielom v tychto ndzoroch
su Celade Scorpionidaea a Hemiscorpidae, ktoré povazuju Solegal a Fet (2003) za sesterské
v ramci Scorpinoidea. Prendini a Wheeler (2005) ale rozliSuju viacero celadi v ramci tejto

skupiny.

V stcasnej chvili sa skorpidny delia na dve hlavné skupiny, lurida a Buthida (obrazok 6). V ramci
tychto skupin sa ale nachadzaju celade, ktoré zdielaju niektoré znaky s oboma skupinami. Ide
o Celad Chaerilidae a Pseudochactidae (Sharma a kol. 2015). Coddington (2004) najprv zaradil
Celad Chaerilidae na zaklade analyzy morfologickych znakov do skupiny lurida (obrazok 5).
Naopak sucasné fylogenetické analyzy ukazuji na blizku pribuznost celadi Buthidae,
Pseudochactidae a Chaerilidae a vsetky tri radia do skupiny Buthida (obrazok 6) (Sharma a kol.
2015; Santibanez—Lépez a kol. 2019, 2020).
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Molekuldrne fylogenetické studie taktiez ukazali, Ze nadcelad Chactoidea a niektoré
morfologicky definované celade nie si monofyletické (vid obrazok 6) (Sharma a kol. 2015;
Santibafiez—Ldépez a kol. 2019, 2020). S ohfadom na nedostupnost niekterych klfi¢ovych skupin
v suicasnych molekularne fylogenetickych Stadiach viac menej stale zatial nemame k dispozicii
plne rozriesené fylogentické vztahy v ramci celého radu stury a u niektorych skupin ktoré nie su

zjavne monofyletické Vaejovidae, Chactidae a Hormuridae nebola zatial formalne doriesena ich

vyssia klasifikacia.

Soleglad & Fet (2003) Coddington et al. (2004)
Pseudochactidae Pseudochactidae
Buthidae Buthidae
Chaerilidae Chaerilidae
luridae Superstitioniidae
Caraboctonidae —E Iuridfle
Vaejovidae Vae;qvidae
Superstitioniidae Chactldgg
Euscorpiidae _E Euscorpiidae
Chactidae Scorpiopidae
Bothriuridae Bothriuridae
Urodacidae Urodacidae
Diplocentridae _E Heteroscorpionidae
Scorpionidae Hom'lun'da? o == o
Heteroscorpionidae Hgmlscorgndae MBU“ nhldaa o NBO“I I'""ﬁ”
Hormuridae Dlplocen?ndae — Pseudochactoidea — Scorpionoidea
Hemiscorpiidae Scorpionidae '~ Chactoidea |

Obrdzok 5: Dve fylogenetické hypotézy vztahov Skorpionov zaloZenych na analyze morfologickych znakov.
PouZité farby koresponduju nadceladiam (vysvetlivka vpravo dole). Zdroj: Prevzaté zo Santibdfiez—Lopez
a kol. (2019).

Sharma et al. (2015, 2018) Santibanez-Lopez et al. (2018)
Buthidae Buthiqa_e
Chaerilidae Chaerilidae
Pseudochactidae Pseudochactidae
luridae luridae
Bothriuridae Bothriuridae
Superstitionidae Superstitionidae
Vaejovidae (partim) Chactidae (partim)
Chactidae (partim) Chactidae (partim)
Euscorpiidae Euscorpiidae
Scorpiopidae Scorpiopidae
Chactidae (partim) ?araboctonl_dae
Caraboctonidae roglotayosicidae
ici Vaejovidae
Troglotayosicidae Hormuridas (i)
Vaejovidae (partim) Un odauci s parti
Hormuridae (partim) Diol o
Urodacidae iplocentridae BUTHIDA IURIDA
Diefcioensidan Hormuridas parim) (1 Bulhoidea S Soviuroidea
Hormuridae (partim) Hemiscorpiidae = Ch —
Scorpionidae F Etocomlonoid .

Obrdzok 6: Dve fylogenetické hypotézy vztahov skorpionov zaloZenych na analyze transkriptomickych
a genomickych ddt. PouZité farby koresponduju tradicnym morfologickym nadceladiam (vysvetlivka
vpravo dole). Zdroj: Prevzaté zo Santibdfiez—Lopez a kol. (2019).
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5. Cytogenetika Skorpionov

Napriek tomu, Ze sa v pripade skorpidnov jednd o morfologicky velmi uniformnud skupinu,
tak ide o rad, ktory ma velmi variabilné pocty chromozémov. Diploidné poéty chromozédmov
su u skorpidnov v rozpati od 2n=5 (Tityus bahiensis; Buthidae) (Schneider a kol. 2009) do 2n=186
(Chaerilus stockmannorum; Chaerilidae) (Kovarik a kol. 2018). Jedna sa tak o najvacsi znamy
rozsah poctu chromozédmov v ramci triedy pavukovci. U inych podobne preskimanych radov
pavukovcov je variabilita podstatne nizsia, napriklad rad roztoce dosahuje rozpatie (2n = 2—-34)
(Oliver a Nelson 1967, Weeks a kol. 2001). Viac menej podobny rozsah poc¢tu chromozémov, nie
ale na tolko velky, bol zisteny napriklad u sekacov (2n = 10-109) (Tsurusaki 2007), pavukov
(2n = 7-152) (Araujo a kol. 2022) a §turikov (2n = 7-143) (Stahlavsky 2022).

Stury dalej vykazuju niektoré $pecifické cytogenetické charakteristiky ako je napriklad vyskyt
achiazmatickej meidzy, ktora bola zistend u vSetkych doposial analyzovanych celadi.
Aiachmatickd meidza je odvodeny typ meidzy, ktory sa vyznacuje nepritomnostou chiazmat
medzi homologickymi chromozémami v profaze prvého meiotického delenia, a to v dosledku
absencie procesu, ktory nazyvame crossing—over (Ullerich 1961). Vdaka tejto absencii
sa v meiotickom cykle (profaze 1) nevyskytuju fazy diplotene a diakinézy (Shanahan 1989).
Dal3im spolo¢nym znakom vietkych $korpiénov je tiez absencia morfologicky diferencovanych
pohlavnych chromozémov, priCom ich existencia u Skorpidnov je stale diskutovanad téma
(Adilardi a kol. 2016). Zaujimavostou tiez je, Zze v ramci celého radu $tury sa vyskytuju dva rozne
typy kinetickej organizacie chromozémov (vid nizSie), pricom je zrejmé, Ze v pripade
chromozémov s definovanou centromérou su hlavnymi mechanizmami diferenciacie karyotypu
hlavne centrickd fuzia, inverzia a Stiepenie chromozémov, ¢o sa preukazalo hlavne u skupiny

Urodacidae a Euscorpiidae (Shanahan 1989, Stundlova a kol. 2019).

5.1 Kineticka organizacia chromozémov

Na zdaklade kinetickej aktivity chromozémov u Skorpidnov rozliSujeme dve skupiny,
a to chromozéomy monocentrické a chromozémy holocentrické. Vacsina pozorovanych celadi
Skorpidnov, vsetky sa radia do skupiny lurida, ma chromozémy monocentrické (Schneider a kol.
2009). Tieto maju definovanu oblast centroméry, teda miesto, kde sa upinaji mikrotubuly
deliaceho vretienka pri bunkovom deleni. Co sa tyka kinetickej aktivity bude lokalizovana iba

v jednom konkrétnom mieste (Melters a kol. 2012).
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Druhy typ chromozdmov — holocentricky alebo holokineticky, sa vyskytuje u celadi Buthidae
(Prendini a Wheeler 2005). Tento typ chromozémov ma kineticku aktivitu rozloZzenu po celej
dizke chromozému alebo po jeho znatnej Casti achyba mu zretelnd primarna konstrukcia
(Dernburg 2001). Co sa tyka jeho vzniku, nie je jasné ako presne vznikol, v minulosti vyskyt
holokinetickych chromozémov v niekolkych nepribuznych skupindach naznacdoval, Ze vznikli
relativne jednoduchym, ale nevysvetlenym mechanizmom (Kral 1994). Jedna z moZnosti ako
mohli holokinetické chromozémy vzniknat zahriiuje nasledné fuzie viacerych chromozémov
a vyrazné zmensSenie velkosti gendmu ako uvadza v novsej Studii Kral akol. (2019).
Ich opakovany vyskyt u réznych organizmov taktiez naznacuje, Ze holocentrické chromozémy
poskytuju uréitd selektivnu vyhodu, ktord modze byt obranou pred centromérovym
mechanizmom ako uvadza Zedek a Bure$ (2016). Dalej holocentrické chromozémy umozriuju
taktiez schopnost rychlo menit rychlost rekombinacie prostrednictvom chromozomalnych
zoskupeni alebo tolerancii k faktorov, ktoré spésobuju poskodenia chromozémov (Escudero

a kol. 2012).

Holocentrické chromozémy

Tento typ chromozémov sa u pavuikovcov vyvinul samostatne mimo Skorpiénov a taktiez pri
roztococh skupiny acariformes (Wrensch a kol. 1994) a u Styroch celadi pavukov (Kral a kol.
2019). Holocentrické chromozémy v ramci radu stury boli zatial preukdzané len u celadi
Buthidae (Shanahan 1989). Tato skupina sa od ostatnych celadi a evoluénych linii Skorpiénov lisi
svojim celosvetovym rozsirenim, vyrazne vys$Sou diverzitou (zahrnuje polovinu popisanych
druhov) ai zloZzenim jedu (napr. Rein 2022; Santibanez—Lopez a kol. 2020). Silnou toxicitou pre
¢loveka a ostatne stavovce sa totiz v skutocnosti vyznacuje len mala ¢ast Skorpidnov a vacsina
tychto druhov patri prave do ¢elade Buthidae (Ward a kol. 2018). Pravdepodobne prave vdaka
holokinetickych chromosomom ma celad’ Buthidae jeden neobvykly cytogeneticky znak
a to multivalentno—meiotické asocidcie. Multivalentné asociacie v meiéze boli pozorované
u priblizne 50 % druhov zaradenych do 6smich rodov celade Buthidae (Mattos a kol. 2013).
Najnovsie fylogenetické analyzy oznadili c¢elfad Buthidae, celad Pseudochactidae a celad
Chaerilidae ako skupinu Buthida, ktora predstavuje skoro sa vetviacu liniu celého radu

Skorpidnov (Sharma a kol. 2015). U ostatnych dvoch celadi riadiacich sa do Buthida nebola

organizacia chromozémov zatial preukazana.
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U organizmov s holokinetickymi chromozémami sa predpokladd, Ze absencia lokalizovanej
centroméry ufahcuje zmeny karyotypu (Melters a kol. 2012). Holokineticky mechanizmus dalej
pomaha vysvetlit znacné rozdiely vo velkosti a poéte chromozdmov, negativnu korelaciu medzi
poc¢tom chromozémov a velkostou gendmu, ktord bola pozorovana u niektorych taxdnov
s holokinetickymi chromozémami (BureS a Zedek 2014). Melters a kol. (2012) ale uvadzaju,
Ze druhy s holokinetickymi chromozémami vo vSeobecnosti nevykazuju zvysenie diverzity
karyotypu. Tento fakt sa da dolozit i u Skorpidnov z ¢éelade Buthidae, ta ma zatial ako jedina
znama celad Skorpidnov s holocentrickycmi chromozémami taktiez v porovnani s ostatnymi
¢eladami nizéi poet chromozémov (od 2n =5 do 2n = 36) (Schneider a kol. 2022; Stahlavsky
a kol. 2020). Velké mnoiZstvo rodov tejto celade ma potom konstantné pocty chromozdémov
(napr. Androctonus: 2n = 24, Compsobuthus: 2n = 22) (Schneider a kol. 2022). Na druhu stranu
ale niektoré juhoamerické druhy maju taktiez vnutrodruhovu variabilitu (napr. Tityus bahiensis,

2n = 5-19) (Schneider a kol. 2009).

Monocentrické chromozéomy

Monocentrické chromozémy (s lokalizovanou centromérou) boli aktudlne preukazané zatial
u deviatich celadi radu Skorpidnov zo skupiny lurida. Jedinou vynimkou predstavuje len celad
Chaerilidae, ktora je fylogeneticky pribuzna celadi Buthidae s holocentrickymi chromozémami
(patri do spolocnej linie Buthida) (Sharma a kol. 2015), ale na rozdiel od skorpiénov celadi
Buthidae maju zastupcovia tejto Cisto Aazijskej celadi pravdepodobne monocentrické
chromozémy. Analyzy a prace zaoberajice sa skupinou Chaerilidae ale u skupiny uvadzaju
u jednotlivych druhov predovsetkym diploidny pocet chromozémov (Kovafik a kol. 2014).
Na druhej strane ale typ chromozémov u nich zatial' v skuto€nosti nebol bezpecne potvrdeny.
No vysoky pocet chromozémov je zdokumentovany u tejto ¢eladi (2n = 76 — 186) a odpoveda

skor skupinam skorpiénov s monocentrickymi chromozémami (Kovafik a kol. 2018).

5.2 Vyuzitie cytogenetiky u Skorpionov

Vdaka tomu, Ze cytogenetické znaky u Skorpidnov vykazuju pomerne velku Specificku variabilitu,
tak tieto charakteristiky nasli v poslednej dobe uplatnenie napriklad v delimitacii blizko
pribuznych taxénov a v odhaleni kryptickych linii. Tato moZnost bola asi najlepsie
dokumentovana v ramci ¢eladi Euscorpiidae (Stundlova a kol. 2019). Mimo cytogenetické data
sa totiz v sucasnej chvili na detekciu fylogeneticky oddelenych linii vyuZivaju hlavne analyzy DNA.
To umozriuje identifikovat kryptické druhy ataktiez ulahCuje spravnu interpretaciu

morfologickej variability (Parmakelis a kol. 2013).
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Treba ale brat v Gvahu, Ze delimitacia druhov zaloZzenych len na analyze DNA je dost diskutabilna,
pretoze mdze preceriovat druhovu diverzitu, najma u sedavych organizmov (Opatova a Arnedo
2014). Analyza karyotypu sa tak ukazuje ako uZito¢na metdda, ktord na zaklade rozdielnosti
karyotypu umozriuje taktiez identifikovat hranice medzi jednotlivymi taxénami. Tento pristup
umoznil napriklad zistit vysokd mieru kryptickej diverzity v ramci rodu Alpiscorpius v Alpéach
(Stundlova a kol. 2019) a cytogeneticka analyza pomohla odhalit kryptické druhy u dalsich
gkorpidnoch &i v réznych radoch pavikovcov (Zaragoza a Stahlavsky 2008; Ojanguren—Affilastro
a kol. 2017; Reza¢ a kol. 2018). Do uréitej miery sa ale ako problémové méZe javit vyuZitie
cytogentickych Udajov v taxondmii ¢elade Buthidae. Ta md na jednu stranu ¢asto pomerne
konzervativne karyotypy, kedy celé rody vykazuju jednotné pocty ivelkost chromozémov,
napr. Androctonus (2n =24), Compsobuthus (2n =22), Leiurus (2n = 22) (Schneider a kol. 2022).
Na druhu stranu ale maju niektoré druhy i velmi polymorfné karyotypy (napr. Tytius bahiensis
2n = 19) ) (vid Schneider a kol. 2022). Cytogenetické metdédy tu preto mdzu tvorit
v taxonomickych Studiach iba podporné charakteristiky, ktoré vymedzuju jednotlivé druhy.
Existuje par Studii, ktoré pomocou morfoldgie, cytogenetiky a sekvenovania delimitovali
sesterské druhy. V studii od Ojanguren—Affilastro a kol. (2017) boli delimitované sesterské druhy
Tityus curupi Ojanguren—Affilastro a kol., 2017 (2n = 31 — 32) a T. uruguayensis Borelli, 1901
(2n = 31). Naopak v studii od Kovarik a kol. (2009) i na zdklade cytogenetickych vysledkov

synchronizovali druhy T. ythieri Lourencgo, 2007 s T. magnimanus Pocock, 1897.
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6. Metodika

6.1 Material

Pre analyzu velkosti gendmu sa podarilo ziskat celkom 220 jedincov zaradenych do ésmich ¢eladi
(tabulka 1). Material bol zbierany z réznych lokalit alebo bol ziskany zo zaujmovych chovov
v rokoch 2011 aZ 2021 (vid tabulka 3). Material bol primdrne urceny na analyzu karyotypu
(vid' kapitola 6.6), pricom po pitve tkaniv uréenych na vyrobu chromozémovych preparatov bola
z exemplarov odobrana ¢ast koncatiny a ta bola skladovana v =20 °C na meranie velkosti
gendmu. Taktiez boli ujedného druhu odobrané vzorky tkaniv, konkrétne cievna sustava,
nervova sustava, gonady, ¢revo alymfa. Tieto tkanivd boli nasledne takisto zmrazené

a skladované v —-20 °C.

Je dolezité, aby bol materiadl zmrazeny tesne po usmrteni, inak by mohlo dojst k degradacii
tkaniva a k chybnému meraniu. Analyza zo zmrazeného materidlu sa povazuje za plne funkénu
ako uvadza Hanrahan a Johnston (2011). Velkost gendmu niektorych druhov bola merana taktiez
tesne po usmrteni pre porovnanie vysledkov u rozne starého materialu. Analyza velkosti
gendmu prebehla v roku 2021 v Sudovom laboratériu prietokovej cytometrie na katedre

botaniky Benatska 2.

Tabulka 1: Pocet analyzovanych jedincov podla celade.

Celad’ Pocet jedincov
Buthidae 104
Caraboctonidae 2
Euscorpiidae 92
Hormuridae 2
Chaerilidae 8

luridae 2
Scorpionidae 7
Scorpiopidae 3

6.2 Priprava materialu na meranie velkosti genomu

Existuju rézne postupy na pripravu materidlu. V tejto praci som sa som riadila postupom
vyuzivanym hlavne v botanike (napr. od Koutecky (2012), ktory bol Uspesne vyuZity
aj u ¢lankonozcov, a ktory je popisany v publikacii o prietokovej cytometrii v botanike (napr.

Sadilek a kol. 2019).
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Najprv je doéleZité jadrad standardu a vzorky odizolovat. Pripravime si vzorku, ktori chceme
analyzovat, a zvolime vhodny rastlinny standard u ktorého pozname velkost gendmu. Do Petriho
misky vloZzime maly kus $tandardu s velkostou asi 0,2—0,5 cm?. Musime volit velkosti pletiva,
tkaniva a Standardu tak, aby sme v histograme mali priblizne rovnaké peaky. Nasledne priddame
Studovany materidl, v naSom pripade jednu aZ dve koncatiny Skorpidna, ktoré su v zmrazenom
stave, pripadne ak boli v Zivom stave, koncatinu odstrihneme. Pri Zivom materidly sme skorpidna

na chvilku zmrazili aby znehybnel.

Teraz je potrebné pridat vhodny pufer. My sme pridavali pufer Otto |. o objeme 0,6 ml, ktory
sme pridali pomocou pipety. Standard a material Ziletkou nasekdme v Petriho miske na drobné
kusy. Takto vzniknutd suspenzia jadier je pripravend na filtrovanie do skimavky cez nylonové
platno. Pre jednu skdmanu vzorku sa pripravili dve analyzy pre kontrolu. Niekedy bolo
nedostatok materidlu, a preto sme mohli vykonat len jedno meranie. V skiimavke by sa teraz
nemali v suspenzii nachadzat Ziadne kusky materialu alebo Standardu, pretoZze by mohli narusit
spravnu analyzu. Poslednym krokom je zafarbenie vzorky fluorescenénym farbivom, ktoré

priddme o objeme 1 ml pri farbive propidium jodid (PI).

6.3 Priprava farbiva

Pri analyze sme vyuzivali farbiva propidium jodid (PI).

Propidium jodid (PI)

Roztok som pripravovala podla DoleZela a kol. (2007), ktory uvadza, Ze na roztok potrebujeme
pufer Otto Il. Tento pufer priddme v objeme 25 ml do pripravenej nadoby. Do pufru pridame PI
a RNA, ktoré vyberieme z mraznic¢ky a rozmrazime. Tieto priddvame v objeme 1 ml RNA a P,
jednu celu eppendorfku. Nakoniec priddvame 2—mercapethanol, ktory napipetujeme do roztoku
v objeme 44 pl. Takto namiesané farbivo mozeme priddvat k suspenzii jadier v objeme 1 ml

(Dolezel a kol. 2007).

V pufri Otto | mdéZzeme nechat suspenziu jadier par hodin pri izbovej teplote anemalo
by to negativhe ovplyvnit farbenie DNA. Naopak pri pufri Otto Il je nevyhnutné vzorku

¢o najrychlejsie zmerat aby nedoslo k poskodeniu jadier (Dolezel a kol. 2005).

Otto | (Otto 1990)

Pufer pripravujeme z 0,1 M monohydratu kyseliny citrénovej (4,2 g) a 0,5% Tween 20 (1 ml).
Rozpustime ich v destilovanej vode a takto vzniknuty roztok prelejeme do analytickej banky,
kde ho doplnime destilovanou vodou a prefiltrujeme cez filter. Pufer sa musi uskladnit

v chladnicke pri 4°C.
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Otto |obsahuje kyselinu citrénovu, ktord fixuje izolované jadrd a zlepsi pristup
farbiv.  k  chromatinu. Druhou  zlozkou pufru je chemikdlia Tween 20
(polyoxoethylensorbitanmoholaurat). Tento detergent rozrusi cytoplazmu a uvolni jadra.
Taktiez znizi zhlukovanie zbytkov cytoplazmy s jadrami a rozptyli chloroplasty (Dolezel a kol.

2006).

Otto Il (Dolezel a kol. 1995)

Otto Il sa pripravuje z destilovanej vody a 0,4 M dodekahydratu hydrogenfosforecnanu sodného
(28,65 g). Rozpustime sol a nasledne prelejeme do analytickej banky. Je potreba priliat este
destilovanu vodu a nasledne prefiltrovat. Pufer skladujeme pri izbovej teplote a v tme. lontovu

silu v pufri udrziavaju ionty hydrogenfosforecnanu sodného (Dolezel a kol. 2005).

6.4 Analyza prietokovym cytometrom

Analyzy prebiehali v softwari FloMax Version 2.4d a na prietokovom cytometri znacky Partec
CyFlow SL (Partec GmbH, Minster). V prvom rade prebieha kontrola nadoby na sheat fluid
(destilovanu vodu). Ak je nadoba prazdna, dolejeme dostatok destilovanej vody. TaktieZ
kontrolujeme nadobu s odpadom, ktoru je potreba vyliat ak je naplnend. Teraz mézeme zapnut
cytometer. Najprv zapiname pocitac, nasledne cytometer, a spustime program FloMax. Laser

zapiname tesne pred prvym meranim.

Pred zaciatkom merania premyjeme cytometer Savom a destilovanou vodou. To zabezpedi

vycistenie od minulych merani a odstrani jadra, ktoré tam mohli nachadzat.

Pri zapnuti programu mdame vsetky potrebné parametre nastavené z predchddzajuceho

merania.

Vzorku teraz mézeme vlozit do sampleportu a prietokovy cytometer si nasaje 150 pl a bude
analyzovat asi 90 pl. Po nasati vzorku sa ndm objavia body na histogramoch. Je potrebné par

krat tieto histogrami clearovat, kym sa analyza ustali a zniZi sa rychlost.

Dolezitym histogramom je historgram 532 Grn (Area) vs. count. Zobrazuje nam fluorescenciu na
1024 kanaloch a zobrazia sa nam tzv. peaky (obrazok 7). Su to gaussovské krivky fluorescencie

meranych castic.

Daldi histogram, ktory je pre nas indikaény je histogram 532 Grn vs. 532 LALS (area—peak).
Zobrazuje sa nam bocny rozptyl (side scatter) a analyzuje rozptyl lUca lasera (obrazok 6). Vdaka

tomuto histogramu uréujeme tvar meranych castic.
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Nastavenie parametrov

Pri samotnej analyze v prietokovom cytometri modzeme v histograme vidiet rdzne
neusporiadané Castice. Tieto nam vytvaraju Sum a spOsobuju nepresnu analyzu. V nastaveni
parametrov mbzeme orezat histogram len na cast nasho zaujmu. Ako som pisala vyssie,
parametre suU automaticky nastavené, no zalezi aky Standard pouzijeme. Podla Standardu potom
nastavujem gain tak, aby Standard vychadzal na 100, popripade 200, 300 alebo 400. Ak mame
stale analyzu v ktorej sa nachadza Sum okolo naSich hlavnych peakov, m6Zeme to dodatocne

upravit po samotnom merani pri vyhodnocovani vysledkov.

Co sa tyka samotnych parametrov mozeme s niektorymi pohybovat a upravovat ich podla
potreby. Mézeme napriklad nastavit rychlost akou sa bude suspenzia analyzovat. Zalezi na tom,
kolko castic sa v suspenzii nachadza. Ak ich je prili$ vela, rychlost znizujeme, a opacne. Vzorku
pri zvyenej rychlosti méze dojst k znizeniu kvality vyslednych dat. Dalsim parametrom, ktory
sme upravovali je osa x, ktora zobrazuje fluorescenciu. Tito osu sme podla potreby posunuli
doprava alebo dolava, pricom zélezalo na velkosti meranej vzorky, ktord mohla byt vyrazne
vacsia alebo mensia ako Standard. Niekedy ale bolo vyhodnejsie vzorku nasekat sinym

standardom ktorého velkost gendmu je blizsia studovanej vzorke.

Daldi parameter, ktory nds zaujima je tzv. variaény koeficient (CV). Tento koeficient ndm udava
presnost merania. Je to podiel smerodajnej odchylky a priemernej pozicii peaku. Najcastejsie je
v rozmedzi od 1-10%, pre kvalitnu analyzu by sa percento CV malo pohybovat do 3%. Tento
rozptyl hodndt ovplyviiuje rozne faktory, ako napriklad rozdielna farbitelnost ¢astic, neidentické
podmienky, alebo pristrojova chyba (Suda 2005). BohuZial, nie vidy je mozné tento parameter
ovplyvnit, hlavne pri rastlinach alebo vzorkach s rozpadnutymi jadrami. Analyzu ukladame vzdy

s popisom ¢Cisla vzorky a pozicie a ndzvom Standardu, ktory sme pouzivali.

Vyhodnotenie vysledkov
PI

Vysledky sme vyhodnocovali cez software FloMax Version 2.4d aanalyzy sme ukladali
vo formate histogramu. V programe sme si nasli moznosti pre gate a cez gating regions sme si
ohrani¢ili nade dva peaky (peak $tandardu a peak vzorky). Udaje ktoré budeme potrebovat na
vyhodnotenie sme si zobrazili cez region statistics. Zaujimal nds udaj o fluorescencii vzorku
a Standardu (6—mean, 4-mean), dalej taktieZ Udaje o variachom koeficiente (6—CV, 4—CV).
Pri vyhodnoteni sme si museli davat pozor pri Standarde Solanum pseudocapsicum, a to na jeho

G2, ktory bol vidy presne dvakrat vacsi ako G1 (obrazok 7).
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Velkym problémom boli vzorky starSie, kde boli jadra bohuzial rozpadnuté a nebolo mozné
poznat velkost genému. Udaje som nasledne zapisala do excelovej tabulky a pocitala z nich

velkost gendmu.
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Obrdzok 7: Ukdzka vysledku z programu Partec FloMax zobrazujuci analyzu jadier DNA. RN1-peak
standardu (2n), RN2— peak vzorky, G2— dvojndsobné mnoZstvo DNA Standardu (4n).

V programe Partec FloMax sa ndm zobrazuju tri okna (obrazok 7). V lavom okne mézZzeme vidiet
oznaceny peak Standrardu, ktory je oznaceny gatom RN1. V tomto pripade bol pouzity Standard
Solanum pseudocapsicum (Lulok okrasny), a druh, ktory sa analyzoval je Alpiscorpius alpha
(Caporiaco, 1950) z ¢elade Euscorpiidae. Rovnako vidime peak oznaceny ako G2, ktory zobrazuje
dvojnasobné mnozstvo DNA Standardu (4n) ako som spominala vyssie. Peak oznaceny ako RN2
je nasa neznama vzorka, ktorej velkost gendmu zistujeme. Mdzeme tiez vidiet Udaje, s ktorymi
budeme pracovat. Zajima nas Udaj Mean—x, ktory budeme davat do pomeru a idaj CV. Ako som
spominala vyssie udaj CV by mal byt do 3% pre PI. U $tandardu to jemne prevysuje s ¢islom 3,06.
To by ale nemal byt velky problém pre nasu analyzu a u rastlinnych Standardov je niekedy
naro¢né toto &islo udrzat pod 3%. Dalsie dva grafy vpravo nam zobrazuju fluorescenciu v ¢ase
a sidescatter. Tieto Udaje ndm mézu pocas analyzy poméct pri kontrole, ¢i analyza prebieha

spravne.
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Vypocet velkosti genému

Velkost gendmu som pocitala podla postupu od Dolezel akol. (2007). Na vypocet som
potrebovala informaciu o fluorescencii vzorky a Standardu. Fluorescenciu vzorky davame
do pomeru s fluorescenciou Standardu atento pomer vynasobime velkostou gendému

Standardu, ktory je znamy.

VG nezndamy = VG Standard X ( Pl neznamy / Pl Standard )

Standardy, ktoré boli v praci vyuzité:

Tabulka 2: Prehlad pouZitych standardov.

Latinsky nazov Slovensky nazov 2C (pg)
Carex acutiformis ostrica ostra 0.82
Solanum pseudocapsicum [ulok okrasny 2.61

6.5 Statistické spracovanie vysledkov

Na zaverecnu analyzu a Statistické spracovanie vysledkov dat bola vyuzita platforma R version

3.6.3 (2020—02-29) v prostredi RStudio (RStudio Team 2020).

Na uréenie signifikantnych rozdielov medzi jednotlivymi radmi sme vyuzili Tukeyho HSD test.
Tukeyho HSD test nam na zaklade jednotlivych pismen uréi odliSnost alebo podobnost medzi

jednotlivymi radmi.

Na potvrdenie signifikantnych rozdielov medzi jednotlivymi rddmi bol pouZity test anova.
Z vysledku anova testu nas zaujimala hodnota Pr (>F) a podla poctu hviezdiiek sme urcili
presnost. V nasom pripade vysledky mali ***, ¢o udédva, Ze medzi rddmi sa nachadzaju

signifikantné rozdiely a méZzeme to urcit s 99,9% presnostou.

Zavislost medzi dvomi veli¢inami sme urcili pomocou Pearsonovho korelaéného testu. Tento
nam pomocou p—value urdi, ¢i tam zavislost je alebo nie. Ak je hodnota p—value < 0,05, zavislost
tam je. Ak je hodnota p—value > 0,05, zavislost tam nie je. Zavislost sme graficky zobrazili

pomocou regresnej krivky.

V pripade urcenia signifikantného rozdielu medzi pohlaviami bol spraveny regresny model

a nasledne potvrdenie anovou.

Grafy boli zobrazené pomocou boxplotu a dotplotu v programe RStudio vo verzii 3.6.3.
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6.6 Analyza karyotypu

Na analyzu karyotypu boli pouZité chromozomalne preparaty pripravené technikou roztierania
(,,spreading”), ktord je popisand v Traut (1976). Najprv boli vypitvané gonady, a tie boli nasledne
hypotonizované v 0,075 M KCl po dobu 20 minut. Tkanivo sa dalSich 20 minuat fixovalo v zmesi
metanol:kyselina octova v pomere 3:1. Fixovany material sme v kvapke (60% kyseliny octovej)
preniesli na mikroskopické sklicko. Kvapka bola rozrusena wolframovou ihlou a premiestnena
na teplu histologickd platriu (45 °C) na odparenie. Chromozémy boli zafarbené 5% Giemsa
v Sorensenovom fosfatovom pufri (pH = 6,8) dalSich 20 min. Chromozdmové preparaty boli
pozorované s mikroskopom Olympus AX70 Provis a fotené kamerou Olympus DP72. Pocet
chromozémov (2n) bol nasledne stanoveny zfotografii pomocou softvéru Imagel 1.45r

(http://rsbweb.nih.gov/ij).
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7. Vysledky

7.1 Prehladna tabulka analyzovanych jedincov

Velkost gendmu, ako som spominala vyssie, bola vypocitana pre 220 jedincov z 6smich ¢eladi
(tabulka 1), zahfnajucich priblizne 90 druhov. Nasledujica tabulka 3 poskytuje prehladné

informdcie o vSetkych analyzovanych jedincoch.

Tabulka 3: Prehladnd tabulka s analyzovanymi jedincami popisujuca jednotlivé druhy podla celade,
informdciu o velkosti genomu, pocte chromozomov (udaje prevzaté z literatury oznacené *, vid Novotny
2012; Stundlovd 2019, Schneider a kol. 2022), pohlavi, roku zmrazenia a pdvode. Zoznam skratiek:
NA-nedostupnd informdcia, M—samec, F—samica, juv.—nedospely potomok, DR—Dominikdnska republika,
RSA—Juhoafricka republika.

3 Velkost Rok
Celad’ genému | 2n |Druh Pohlavie . | Povod
(pg) zmrazenia
Buthidae 2,5 20 | Aegaeobuthus cyprius juv. 2021 Cyprus
Buthidae 2,51 20 | Aegaeobuthus cyprius juv. 2021 Cyprus
Buthidae 2,52 20 | Aegaeobuthus cyprius M 2021 Cyprus
Buthidae 2,06 20 | Aegaeobuthus cyprius F 2021 Cyprus
Buthidae 3,11 20 | Aegaeobuthus cyprius juv. 2021 Cyprus
Buthidae 2,59 20 | Aegaeobuthus cyprius juv. 2021 Cyprus
Buthidae 2,99 20 | Aegaeobuthus cyprius juv. 2021 Cyprus
Buthidae 3,07 20 | Aegaeobuthus cyprius F 2018 Cyprus
Buthidae 2,94 20 | Aegaeobuthus galianoi M 2019 Grécko
Buthidae 3,06 20 | Aegaeobuthus gibbosus M 2019 Grécko
Buthidae 2,88 20 |Aegaeobuthus gibbosus M 2019 Grécko
Buthidae 3,54 20 |Aegaeobuthus gibbosus M 2019 Grécko
Buthidae 2,81 24 | Androctonus sp. M 2019 Oman
Buthidae 2,69 24 | Androctonus sp. M 2019 Maroko
Buthidae 2,44 24* | Androctonus aeneas M 2021 Tunsiko
Buthidae 2,57 24* | Androctonus aeneas M 2021 Tunsiko
Buthidae 2,25 24* | Androctonus aeneas M 2021 Tunisko
Buthidae 2,35 24* | Androctonus aeneas F 2021 Tunisko
Buthidae 2,39 24* | Androctonus aeneas F 2021 Tunisko
Buthidae 1,65 NA | Androctonus aeneas F 2021 Tunisko
Buthidae 2,65 24* | Androctonus amoreuxi M 2018 Maroko
Buthidae 2,66 24* | Androctonus amoreuxi M 2018 Maroko
Buthidae 2,6 24* | Androctonus amoreuxi M 2020 Maroko
Buthidae 2,48 24* | Androctonus amoreuxi F 2021 Maroko
Buthidae 2,51 22* | Androctonus crassicauda M 2020 Oman
Buthidae 2,55 24* | Androctonus crassicauda M 2021 Oman
Buthidae 2,25 24* | Androctonus crassicauda M 2021 Oman
Buthidae 2,34 24 | Androctonus crassicauda M 2021 Oman
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Tabulka 3: pokracovanie.

3 Velkost Rok
Celad’ genéomu | 2n |Druh Pohlavie . | Povod
(pg) Zmrazenia
Buthidae 2,43 24* | Androctonus crassicauda M 2021 Turecko
Buthidae 2,49 24* | Androctonus crassicauda M 2021 Turecko
Buthidae 2,57 24* | Androctonus crassicauda M 2021 Turecko
Buthidae 2,24 24* | Androctonus crassicauda M 2021 Oman
Buthidae 2,11 24 | Androctonus cholistanus M 2021 Pakistan
Buthidae 2,75 24* | Androctonus liouvillei M 2018 Maroko
Buthidae 2,72 24* | Androctonus mauritanicus M 2018 Maroko
Buthidae 2,39 24* | Androctonus mauritanicus F 2021 Maroko
Buthidae 2,82 24* | Androctonus tenuissimus M 2018 Egypt
Buthidae 2,15 24* | Androctonus tenuissimus M 2021 Egypt
Buthidae 2,83 26 | Buthacus leptochelys juv. 2018 Jordan
Buthidae 2,6 22 | Buthus elongatus M 2019 Spanielsko
Buthidae 2,62 22 | Buthus ibericus M 2012 Spanielsko
Buthidae 2,56 22 | Buthus ibericus M 2013 Portugalsko
Buthidae 2,42 22 | Buthus ibericus M 2013 Portugalsko
Buthidae 2,47 22 | Buthus ibericus M 2013 Portugalsko
Buthidae 2,52 22 | Buthus paris F 2013 Maroko
Buthidae 2,57 22* | Buthus paris M 2020 Tunisko
Buthidae 2,53 22 | Buthus sp. M 2018 Maroko
Buthidae 2,68 22 | Buthus sp. M 2019 Maroko
Buthidae 2,74 22* | Buthus sp. M 2019 Maroko
Buthidae 2,66 22 | Buthus sp. F 2019 Maroko
Buthidae 2,64 22 | Buthus sp. juv. 2019 Maroko
Buthidae 2,85 22* | Buthus sp. F 2019 Maroko
Buthidae 2,78 22 | Buthus sp. F 2019 Maroko
Buthidae 2,68 22* | Buthus sp. M 2019 Maroko
Buthidae 2,84 22 | Buthus sp. M 2019 Maroko
Buthidae 2,75 22 | Buthus sp. M 2019 Maroko
Buthidae 2,84 22 | Buthus sp. juv.F 2019 Maroko
Buthidae 2,79 22 | Buthus sp. M 2019 Maroko
Buthidae 2,77 22 | Buthus sp. juv.F 2019 Maroko
Buthidae 2,64 19 | Buthus sp. F 2019 Maroko
Buthidae 2,65 19 | Buthus sp. M 2019 Maroko
Buthidae 2,21 22 | Buthus sp. F 2021 Maroko
Buthidae 2,23 24 | Centruroides sp. M 2019 Mexiko
Buthidae 1,79 26 | Centruroides flavopiceus M 2019 Mexiko
Buthidae 1,87 26 | Centruroides lucidus M 2014 DR
Buthidae 2,29 22 | Compsobuthus maindroni M 2019 Oman
Buthidae 2,14 22 | Compsobuthus maindroni M 2019 Oman
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Tabulka 3: pokracovanie.

Velkost Rok
Celad' genému | 2n |Druh Pohlavie . | Pévod
(pg) Zmrazenia
C th ,
Buthidae 2,21 | 29+ |Comsobuthus 2021 | Omén
acutecarinatus
Buthidae 1,93 16* | Heteroctenus princeps 2014 DR
Buthidae 3,09 24* | Hottentota flavidulus NA 2012 Pakistan
Buthidae 3,19 22 | Hottentota pakistan M 2019 Pakistan
Buthidae 3,19 16* | Hottentotta hottentotta F 2018 Benin
Buthidae 3,7 16* | Hottentotta judaicus M 2019 Jordan
Buthidae 3,12 14 | Hottentotta salei M 2020 Oman
Buthidae 3,17 24 | Hottentotta sp. M 2021 India
Buthidae 1,92 28* | Jaguagjir rochae M 2021 Brazil
Buthidae 2,39 22 | Leiurus hebraeus M 2019 Jordan
Buthidae 2,35 22 | Leiurus cf. somalicus F 2021 Somaliland
Buthidae 2,25 22 | Leiurus cf. somalicus M 2021 Somaliland
Buthidae 3,67 16 | Lychas mucronatus F 2018 Thajsko
Buthidae 2,97 22* | Mesobuthus eupeus M 2012 Gruzie
Buthidae 2,69 22* | Mesobuthus haarlovi M 2012 Auganistan
Buthidae 1,91 2y | Odonthobuthus M 2021 | Oman
brevidigitatus
Buthidae 2,01 2y | Odonthobuthus M 2021 | Oman
brevidigitatus
Buthidae 2,02 22 | Parabuthus capensis M 2019 RSA
Buthidae 3,97 20* | Parabuthus glabrimanus M 2018 Namibia
Buthidae 2,06 22 | Parabuthus granimanus M 2021 Somaliland
Buthidae 3,16 24 | Parabuthus granulatus M 2018 Namibia
Buthidae 1,97 16* | Parabuthus heterurus M 2018 Somaliland
Buthidae 1,99 16* | Parabuthus kabateki M 2018 Somaliland
Buthidae 1,85 16 | Parabuthus leiosoma M 2021 Somaliland
Buthidae 2,27 20* | Parabuthus raudus M 2018 Namibia
Buthidae 2,38 20 | Parabuthus schlechteri M 2018 RSA
Buthidae 2,85 20 | Rhopalurus sp. M 2020 DR
Buthidae 1,2 20* | Tityus mana M 2021 Tunsiko
Buthidae 1,32 20* | Tityus mana M 2021 Tunsiko
Buthidae 1,31 20* | Tityus mana F 2021 Tunsiko
Buthidae 1,56 32* | Tityus neibae M 2014 DR
Buthidae 1,82 14 | Tityus obscurus M 2018 | French
Guyana
Buthidae 1,57 22 | Tityus silvestris M 2021 Tunsiko
Buthidae 3,31 19 | Tityus sp. M 2021 Ekvador
Buthidae 1,49 NA | Tityus sp. F 2021 Ekvador
Buthidae 2,62 26 | Trypanothacus buettikeri M 2018 Oman
_I 8,42 26 | Hadruroides juanchaparroi M 2018 Peru

28




Tabulka 3: pokracovanie.

3 Velkost Rok
Celad’ genéomu | 2n |Druh Pohlavie . | Povod
(pg) Zmrazenia

| caraboctonidae | 5,41 28 | Hadruroides sp. M 2021 | Ekvador
Euscorpiidae 11,58 90* | Alpiscorpius alpha F 2013 Taliansko
Euscorpiidae 11,59 90* | Alpiscorpius alpha F 2013 Taliansko
Euscorpiidae 11,69 90* | Alpiscorpius alpha F 2013 Taliansko
Euscorpiidae 12,56 NA | Alpiscorpius beta M 2014 Taliansko
Euscorpiidae 11,88 NA | Alpiscorpius beta M 2014 Taliansko
Euscorpiidae 12,51 NA | Alpiscorpius beta M 2014 Taliansko
Euscorpiidae 11,4 NA | Alpiscorpius beta M 2014 Taliansko
Euscorpiidae 11,46 NA | Alpiscorpius beta M 2014 Taliansko
Euscorpiidae 11,95 NA | Alpiscorpius beta M 2014 Taliansko
Euscorpiidae 12,21 NA | Alpiscorpius beta F 2014 Taliansko
Euscorpiidae 12,16 NA | Alpiscorpius beta F 2014 Taliansko
Euscorpiidae 11,99 NA | Alpiscorpius beta F 2014 Taliansko
Euscorpiidae 11,07 NA | Alpiscorpius beta F 2014 Taliansko
Euscorpiidae 11,69 NA | Alpiscorpius beta F 2014 Taliansko
Euscorpiidae 11,72 NA | Alpiscorpius beta F 2014 Taliansko
Euscorpiidae 11,47 NA | Alpiscorpius beta F 2014 Taliansko
Euscorpiidae 11,7 NA | Alpiscorpius beta F 2014 Taliansko
Euscorpiidae 11,62 NA | Alpiscorpius beta F 2014 Taliansko
Euscorpiidae 11,9 NA | Alpiscorpius beta F 2014 Taliansko
Euscorpiidae 12,19 60* | Alpiscorpius beta F 2014 Svajciarsko
Euscorpiidae 11,23 60* | Alpiscorpius beta F 2014 Taliansko
Euscorpiidae 12,01 60* | Alpiscorpius beta F 2014 Taliansko
Euscorpiidae 12,45 60* | Alpiscorpius beta F 2014 Taliansko
Euscorpiidae 13,28 60* | Alpiscorpius beta F 2014 Taliansko
Euscorpiidae 7,84 60* | Alpiscorpius beta F 2011 Svajciarsko
Euscorpiidae 11,36 60* | Alpiscorpius beta F 2011 Svajciarsko
Euscorpiidae 12,39 60* | Alpiscorpius beta F 2011 Svajciarsko
Euscorpiidae 11,7 60* | Alpiscorpius beta F 2011 Svajciarsko
Euscorpiidae 11,48 80* | Alpiscorpius delta M 2014 Taliansko
Euscorpiidae 11,35 80* | Alpiscorpius delta M 2014 Taliansko
Euscorpiidae 8,3 80* | Alpiscorpius delta M 2014 Taliansko
Euscorpiidae 8,36 80* | Alpiscorpius delta M 2014 Taliansko
Euscorpiidae 10,88 80* | Alpiscorpius delta M 2014 Taliansko
Euscorpiidae 11,62 80* | Alpiscorpius delta M 2014 Taliansko
Euscorpiidae 11,65 56* | Alpiscorpius delta F 2013 Taliansko
Euscorpiidae 11,38 56* | Alpiscorpius delta F 2013 Taliansko
Euscorpiidae 12,37 46* | Alpiscorpius germanus M 2020 Rakusko
Euscorpiidae 12,23 46* | Alpiscorpius germanus F 2014 Taliansko
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Tabulka 3: pokracovanie.

3 Velkost Rok
Celad’ genéomu | 2n |Druh Pohlavie . | Povod
(pg) Zmrazenia
Euscorpiidae 11,74 42* | Euscorpius calabriae M 2018 Taliansko
Euscorpiidae 13,18 90* | Euscorpius deltshevi M 2020 Bulharsko
Euscorpiidae 13,08 90* | Euscorpius deltshevi M 2020 Bulharsko
Euscorpiidae 9,28 122 | Euscorpius flavicaudis M 2012 Taliansko
Euscorpiidae 8,19 122 | Euscorpius flavicaudis M 2012 Taliansko
Euscorpiidae 7,6 126 | Euscorpius flavicaudis F 2011 Spanielsko
Euscorpiidae 12,19 68* | Euscorpius hadzii F 2011 Srbsko
Euscorpiidae 11,34 36* | Euscorpius italicus F 2021 Maroko
Euscorpiidae 16,09 36* | Euscorpius italicus F 2021 Chorvatsko
Euscorpiidae 12,24 36* | Euscorpius italicus M 2014 Taliansko
Euscorpiidae 14,92 36* | Euscorpius italicus F 2008 Grécko
Euscorpiidae 14,35 36* | Euscorpius italicus F 2011 Grécko
Euscorpiidae 14,11 36* | Euscorpius italicus F 2011 Turecko
Euscorpiidae 16,29 36* | Euscorpius italicus F 2011 Turecko
Euscorpiidae 14,63 60* | Euscorpius naupliensis F 2011 Grécko
Euscorpiidae 16,83 60* | Euscorpius naupliensis F 2011 Grécko
Euscorpiidae 19,72 62* | Euscorpius sicanus M 2014 Taliansko
Euscorpiidae 20,37 62* | Euscorpius sicanus M 2014 Taliansko
Euscorpiidae 18,09 62* | Euscorpius sicanus F 2014 Malta
Euscorpiidae 12,19 68 | Euscorpius solegladi M 2020 Bulharsko
Euscorpiidae 13,94 68 | Euscorpius solegladi M 2020 Bulharsko
Euscorpiidae 14,55 68 | Euscorpius solegladi M 2020 Bulharsko
Euscorpiidae 10,59 NA | Euscorpius sp. F 2011 Taliansko
Euscorpiidae 14,22 NA | Euscorpius sp. F 2011 Albansko
Euscorpiidae 11,71 100 | Euscorpius sp. F 2011 Grécko
Euscorpiidae 14,41 NA | Euscorpius sp. F 2011 Grécko
Euscorpiidae 13,84 NA | Euscorpius sp. F 2011 Grécko
Euscorpiidae 13,89 NA | Euscorpius sp. F 2011 Grécko
Euscorpiidae 14,26 NA | Euscorpius sp. F 2011 Grécko
Euscorpiidae 12,91 NA | Euscorpius sp. F 2011 Grécko
Euscorpiidae 13,07 NA | Euscorpius sp. F 2011 Grécko
Euscorpiidae 13,04 NA | Euscorpius sp. F 2011 Grécko
Euscorpiidae 14,02 NA | Euscorpius sp. F 2011 Grécko
Euscorpiidae 13,81 NA | Euscorpius sp. F 2011 Grécko
Euscorpiidae 14,97 NA | Euscorpius sp. F 2011 Grécko
Euscorpiidae 14 NA | Euscorpius sp. F 2011 Grécko
Euscorpiidae 14,04 NA | Euscorpius sp. F 2011 Grécko
Euscorpiidae 16,72 NA | Euscorpius sp. F 2011 Grécko
Euscorpiidae 16,05 70 | Euscorpius sp. M 2019 Grécko
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Tabulka 3: pokracovanie.

3 Velkost Rok
Celad’ genéomu | 2n |Druh Pohlavie . | Povod
(pg) Zmrazenia
Euscorpiidae 20,27 92 | Euscorpius sp. M 2020 Bulharsko
Euscorpiidae 13,07 88 | Euscorpius sp. M 2021 Chorvatsko
Euscorpiidae 17,73 118 | Euscorpius sp. M 2021 Taliansko
Euscorpiidae 12,59 66 | Euscorpius sp. M 2021 Chorvatsko
Euscorpiidae 12,85 66 | Euscorpius sp. F 2021 Chorvatsko
Euscorpiidae 15,31 92 | Euscorpius sp. M 2013 Chorvatsko
Euscorpiidae 12,1 88 | Euscorpius sp. M 2014 Chorvatsko
Euscorpiidae 14,77 NA | Euscorpius sp. M 2014 Taliansko
Euscorpiidae 16,62 116 | Euscorpius sp. F 2014 Taliansko
Euscorpiidae 13,03 52 | Euscorpius sp. juv.F 2014 Chorvatsko
Euscorpiidae 13,58 52 | Euscorpius tergestinus M 2014 Chorvatsko
Euscorpiidae 16,88 92* | Euscorpius thracicus 2020 Bulharsko
Euscorpiidae 18,89 92* | Euscorpius thracicus M 2020 Bulharsko
Euscorpiidae 8,08 138 | Megacormus gertschi M 2019 Mexiko
Euscorpiidae 7,66 138 | Megacormus gertschi M 2019 Mexiko
Hormuridae 12,24 86 | Hadogenes sp. M 2018 RSA
Hormuridae 13,17 28 | Opithacanthus sp. M 2018 Madagaskar
Chaerilidae 10,3 186* | Chaerilus stockmannorum M 2018 Thajsko
Chaerilidae 9,28 104* | Chaerilus cimrmani M 2018 Thajsko
Chaerilidae 11,52 104* | Chaerilus cimrmani F 2018 Thajsko
Chaerilidae 10,13 104* | Chaerilus cimrmani M 2018 Thajsko
Chaerilidae 11,34 104* | Chaerilus cimrmani F 2018 Thajsko
Chaerilidae 10,97 NA | Chaerilus sp. M 2019 Thajsko
Chaerilidae 8,03 136* | Chaerilus tichyi M 2018 Malajzia
Chaerilidae 8,07 136* | Chaerilus tichyi NA 2021 Malajzia
luridae 8,59 30 |/lurus dekanum M 2019 Grécko
luridae 5,55 34 | lurus dufoureius M 2013 Grécko
Scorpionidae 12,25 138 | Heterometrus missorensis M 2020 India
Scorpionidae 12,13 | 106 i”;gj;‘:n"; i;:;’:q, M 2013 |India
Scorpionidae 10,65 116 | Pandinurus exitilis M 2021 Etiopie
Scorpionidae 10,77 120* | Pandinurus hangarale M 2018 Somaliland
Scorpionidae 10,22 110* | Pandinurus intermedius M 2021 Etiopie
Scorpionidae 17,2 109* | Pandinus cavimanus M 2014 Tanzania
Scorpionidae 12,13 182: Pandinus imperator M 2014 Ghana
11,47 104* | Scorpiopss anthracinus M 2018 Thajsko
12,61 97* | Scorpiops problematicus M 2018 Thajsko
15,9 94* | Scorpiops thaomischorum M 2019 Cina
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Tabulku 3 som sa zamerne rozhodla napriek dizke zaradit do vysledkov, pretoze zobrazuje vietky

merania a prehladné informacie, na ktoré sa ¢asto v texte odkazujem.

Mozny vplyv dizky zmrazenia na merané hodnoty velkosti genému sme porovnavali u troch
jedincov druhu Aegeobuthus cyprius (Gantenbein a Kropf, 2000), ktoré sme zmerali najprv v den
zmrazenia a nasledne za tyZzden, mesiac a polrok (tabulka 4). Analyzy vykazovali podobnu
velkost gendmu, ¢o nam potvrdilo, Ze takidto doba zmrazenia nemd na analyzu vplyv.

Do vyslednej tabulky 3 tak bola pouzita spriemerovand hodnota zo vSetkych Styroch merani

u tychto druhov.

Tabulka 4: Velkosti genomu (v pg) Styroch merani troch jedincov druhu Aegeobuthus cyprius.

Druh 1. meranie | 2. meranie | 3. meranie | 4. meranie | Priemer
(den) (tyzden) (mesiac) (polrok)

Aegeobuthus cyprius 3,23 2,95 3,09 3,18 3,11

Aegeobuthus cyprius 2,39 2,58 2,68 2,7 2,59

Aegeobuthus cyprius 3,09 2,89 3,19 2,8 2,99
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7.2 Velkost genému jednotlivych éeladi

Velkost gendmu jednotlivych ¢eladi bola pomerne odlisna (obrazok 8). Priemerne najmensie
velkosti gendmu ma celad Buthidae, naopak najvacsie velkosti gendmu ma celad Scorpiopidae.
Konkrétne najmensiu zisteni velkost gendmu mal druh Tityus mana Lourenco, 2012;
2C=1,2 pg z ¢elade Buthidae. Najvacsiu velkost gendmu mal druh Euscorpius sicanus (C. L. Koch,
1837) 2C = 20,37 pg z celade Euscorpiidae. NajvariabilnejSou skupinou bola taktiez celad’
Euscorpiidae, kde sa hodnoty pohybovali od 2C = 7,6 pg u Euscorpius flavicaudis (DeGeer, 1778),
od 2C = 1,2 pg u Tityus mana, po 2C = 3,97 pg u Mesobuthus eupeus (C. L. Koch, 1839). Celad'
Caraboctninae obsahuje len 2 druhy svelkostami od 2C = 5,41 pg u Hadruroides sp.,
po 2C = 8,42 pg u Hadruroides juanchaparroi Ochoa a Prendini, 2010. Celad luridae taktie?
obsahovala dva analyzované druhy s hodnotami od 2C = 5,55 pg u lurus dufoureius (Brullé,
1832), po 2C = 8,59 pg u lurus dekanum (Roewer, 1943). Velkosti gendmu celade Chaerilidae
sa pohybovali od 2C = 8,03 pg u Chaerilus tichyi Kovafik, 2000, po 2C = 11,52 pg u Chaerilus sp.
Celad Scorpionidae obsahovala 7 jedincov s velkostou genému od 2C = 10,22 pg u Pandinurus
intermedius (Borelli, 1919), po 2C = 17,2 pg u Pandinus cavimanus (Pocock, 1888). Dva druhy
sa podarilo zanalyzovat z ¢elade Hormuridae, ato druh Hadogenes sp. s velkostou gendmu
2C=12,24 pg, a druh Opithacanthus sp. s velkostou genému 2C = 13,17 pg. Poslednou meranou
Celadou je celad Scorpiopidae, ktord ma v priemere najvacsie velkosti gendmov. Hodnoty
sa pohybovali od 2C = 11,47 pg u Scorpiops anthracinus (Simon, 1887), po 2C = 15,9 pg

u Scorpiops thaomischorum (Kovafik, 2012).
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Obrdzok 8: Porovnanie relativnej velkosti gendmu ésmich celadi Stirov pomocou boxplotov v programe
RStudio vo verzii 3.6.3. Pismend zobrazuju skupiny rozdelené na zdklade Tukeyho HSD testu.
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Podobnost jednotlivych skupin sme urcili pomocou Tukeyho HSD testu (tabulka 5). Skupiny (b),
Caraboctonidae a luridae, nemaju medzi sebou signifikantny rozdiel. Signifikantny rozdiel medzi
sebou taktiez nemaju skupiny (c), Scorpionidae, Euscorpiidae a Hormuridae a Scorpiopidae.
Celad' Chaerilidae stoji medzi tymito dvoma skupinami (bc). Samostatnou skupinou, ktord sa
signifikantne lisSi od ostatnych, je skupina (a) — Buthidae. Signifikantny rozdiel medzi skupinami
nam potvrdila anova, ktorej vysledok vidime v tabulke 6. KedZe hodnota Pr (>F) < 0,05,

¢o znamena, Ze medzi skupinami je signifikantny rozdiel.

Tabulka 5: Vysledok Tukeyho HSD testu pre velkost gendmu v ramci ¢eladi v programe RStudio vo verzii
3.6.3.

Celad’ Groups
Buthidae a
Caraboctonidae b
luridae b
Chaerilidae bc

Scorpionidae
Euscorpiidae

Hormuridae

oO([o|o|o

Scorpiopidae

Tabulka 6: Vysledok statistickej analyzy anova pre velkost gendmu v rdmci ¢eladi v programe RStudio
vo verzii 3.6.3.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Celad 7 5687 812.5 241.9 <2e—16 ***
Residuals 212 712 3.4
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7.3 Evolucia velkosti gendmu

Vdaka znalosti evoluénych vztahov studovanych éeladi mézeme odhadnut hlavné trendy zmeny
velkosti gendmu v ramci 6smich ¢eladi analyzovanych v tejto praci (obrazok 9). M6zeme vidiet,
Ze v oboch hlavnych skupinach sturov, Buthida a lurida, su ¢elade s vyraznymi rozdielmi velkosti
genému. Trieda Buthida obsahuje ¢elade Buthidae a Chaerilidae. Celad Buthidae ma velmi malé
genomy (priemerna velkost gendmu 2C = 2,5 pg), zatial ¢o ¢elad Chaerilidae ma takmer Styrikrat
vacSie genomy (priemerne 2C = 9,95 pg). Ako fylogeneticky pribuzné skupiny ide o pomerne
velky rozdiel, no z Celade Chaerilidae bola analyzovand omnoho mensia vzorka (tabulka 3).
Skupina lurida obsahuje celade Iluridae, Caraboctonidae, Euscorpiidae, Scorpiopidae,
Hormuridae a Scorpionidae. Obe bazalne ¢elade luridae a Caraboctonidae maju velmi podobnu

priemernu velkost gendmu (Caraboctonidae 2C = 6,92 pg, luridae 2C = 7,07 pg).

Ostatné celade maju opat vyrazne vacSie gendmy, pricom sesterské celade Euscorpiidae
a Scorpiopidae, maju taktiez velmi podobnu priemerni hodnotu (Euscorpiidae 2C = 12,97 pg,
Scorpiopidae 2C = 13,32 pg). Poslednymi dvoma pribuznymi skupinami st Hormuridae
a Scorpionidae s podobnymi priemernymi hodnotami 2C = 12 pg u c¢elade Scorpionidae

a2C=12,71pg.

Buthidae - m

BUTHIDA
Chaerilidae 8 :[
—— luridae 2 [
L Caraboctonidae 2 W
IURIDA
Euscorpiidae 93 l """""
Scorpiopidae 3 J {
Hormuridae 2 H
Scorpionidae 7 —I

Obrdzok 9: Fylogeneticky strom (upravené podla Sharma a kol. 2015) s velkostami gendmu jednotlivych
celadi (N-pocet analyzovanych vzoriek).
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7.4 Pocet chromozdémov jednotlivych celadi

Pocty chromozomov boli uréené na zaklade chromozomdlnych prepardtov (prilohy 1-4)
a niektoré pocty boli prevzaté zliterattry (vid' tabulka 3, Novotny 2012; Stundlova 2019;
Schneider a kol. 2022). Dostupné Udaje o analyzovanych vzorkdch boli zobrazené pre jednotlivé
¢elade pomocou boxplotu (obrazok 10), ¢o dobre dokumentuje ich rozdiely. Celad Buthidae ma
pocty chromozédmov u nasich analyzovanych jedincov od 2n = 14 u Tityus obscurus (Gervais,
1843) (priloha 1-m) a Hottentotta salei (Vachon, 1980) (priloha 1-b), po 2n= 32 u Tityus neibae
Armas, 1999. Celkovo je v Statistike zahrnutych 99 jedincov z ¢elade Buthidae so zndmym

poctom chromozémov.

Celad' Craboctonidae ma hodnoty chromozémov od 2n = 26 u Hadruroides juanchaparroi
(priloha 4-a), po 2n = 28 u Hadruroides sp. (priloha 4-b). Celad luridae, rovnako ako &elad

Caraboctpnidae obsahovala dva jedince.

Celad' luridae mda hodnoty od 2n = 30 u lurus dekanum po 2n = 34 u lurus dufoureius. Celad
Hurmuridae mda pocty chromozémov u analyzovanych druhov 2n = 28 u Opithacanthus sp.
a 2n = 86 u Hadogenes sp. Escorpiidae ma pocty od 2n = 36 u druhu Euscorpius italicus (Herbst,
1800), po 2n = 138 u Megacormus gertschi Diaz Najera, 1966 (priloha 3-I). Hodnoty celade
Scorpiopidae sa pohybuju od 2n = 94 u Scorpiops thaomischorum, po 2n = 104 u Scorpiops
anthracinus. Po€ty chromozédmov u Celade Scorpionidae su od 2n = 108-109 u Pandinus
imperator (Koch, 1841), po 2n = 138 u Heterometrus. Poslednou ¢efadou s priemerne najvacsim
poctom chromozdémov je celad Chaerilidae s po¢tami od 2n = 104 po 2n = 186 u druhu Chaerilus

sp., kde bohuzial nebolo mozné urdit rod.
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Obrdzok 10: Grafické zobrazenie poltu chromozomov u 6smich Celadi Sturov pomocou boxplotov
v programe RStudio vo verzii 3.6.3.
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7.5 Porovnanie velkosti gendomu celadi Euscorpiidae a Buthidae

Vdaka velkému poc¢tu analyzovanych jedincov sa podarilo ziskat najpresnejsie vysledky v rdmci
Celadi Buthidae a Euscorpiidae (tabulka 3), o umoZiiuje ich presnejSie porovnanie. Pomocou
dotplotu sme zobrazili rozdiel vo velkosti gendmu (obrdzok 11). Pomocou tohto grafu je jasne
vidiet kazdého jedinca, ktory reprezentuje jednu bodku. Celad’ Buthidae je zobrazena éervenou
farbou a ¢elad Euscorpiidae je oznacena farbou modrou. Celad Buthidae mé vyrazne mensie

gendmy, ktoré sa pohybuju priblizne do hodnoty 5 pg.

Velkosti gendmu celade Euscorpiidae su nad hodnotou 5 pg a siahaju az do hodnoty okolo
20 pg, takZze oproti celadi Buthidae maju vacsiu velkost gendmu a vacsi rozptyl velkosti

(obrazok 11).
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Obrdzok 11: Velkost gendmu celade Buthidae a Escorpiidae zobrazené pomocou dotplotu v programe
RStudio vo verzii 3.6.3.
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7.6 Zavislost velkosti gendmu a po¢tu chromozémov u ¢el'adi Buthidae
a Euscorpiidae

KedZe sme sledovali dve premenné (pocet chromozémov a velkost gendmu), zobrazili sme
aj moznu zavislost medzi tymito dvoma premennymi pomocou boxplotu (obrazok 12). Zobrazili
sme opat najpocetnejsie ¢elade. Na ose y mame velkost gendmu v pg, a na ose x mame pocet
chromozémov. Z grafu vidime, Ze celad Buthidae (zobrazend cervenou farbou), sa nachddza
vlavo dole, ¢o znamend, Ze ma malu velkost gendmu a zaroven nizsi pocet chromozémov.
Naopak celad Euscorpiidae sa nachadza vpravo hore, ¢o znamend, Ze ma vysSie pocty

chromozémov a vacsiu velkost genému.
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Obrdzok 12: Zdvislost dvoch premennych (velkost gendmu a pocet chromozomov) u celade Buthidae

a Euscorpiidae zobrazend pomocou boxplotu v programe RStudio vo verzii 3.6.3.

Aby sme overili zavislost medzi velkostou gendmu a poétom chromozdémov, pouZili sme
Pearsonov korelacny test v programe RStudio vo verzii 3.6.3. Zavislost sme overili samostatne
pre celad Buthidae a Euscorpiidae (tabulka 7). P—value pre celad Buthidae je 0,49, ¢o je vacsie
ako 0,05, a preto zavislost medzi velkostou gendmu a pocte chromozémov u ¢elade Buthidae
nie je. To isté plati pre ¢elad Euscorpiidae, kde je hodnota p—value = 0,07. Zavislost je taktiez
graficky zobrazena pre celad Buthidae (obrazok 13) a ¢elad’ Euscorpiidae (obrazok 14). Sklon

krivky potvrdzuje nezavislost tychto dvoch premennych.
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Obrdzok 13: Zavislost velkosti gendmu a poctu chromozomov pre celad’ Buthidae zobrazend pomocou
regresnej krivky v programe RStudio vo verzii 3.6.3.
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Obrdzok 14: Zavislost velkosti gendomu a poctu chromozémov pre celad’ Euscorpiidae zobrazend pomocou
regresnej krivky v programe RStudio vo verzii 3.6.3.

Tabulka 7: Vysledok Pearsonovho korelacného testu na urcenie zdvislosti medzi velkostou genomu
a poctom chromozdémov pre celad’ Buthidae a Euscorpiidae v programe RStudio vo verzii 3.6.3.

Celad’ t df p-value cor
Buthidae -0.69141 95 0.491 —-0.07075919
Euscorpiidae -1.8737 59 0.06593 —0.2369842
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7.7 Analyza genomu jednotlivych tkaniv druhu Pandinurus exitialis

Usamca druhu Pandinurus exitialis (Pocock, 1888) sme analyzou svaloviny koncatiny
identifikovali velkost gendmu 2C = 10,65 pg. Z tohto druhu sa nam viac menej vdaka jeho
velkosti, podarilo odobrat rézne typy tkaniv, o umoznilo porovnat ich vhodnost pre meranie
velkosti gendmu pomocou prietokovej cytometrie (obrazok 15). Analyzovala sa cievna sustava
(a), gonady (b), nervova sustava (c), ¢revo (d), hemolymfa (e) a svalovina kracavej koncatiny (f).
Vyslednad velkost gendmu bola vypoditana zo svalového tkaniva, ktord poskytovala
najkvalitnejsie vysledky (obrazok 15—f). Vdaka analyze svalového tkaniva, sme mobhli jasne urcit,

kde mbZeme ocakavat peak ostatnych vzoriek (obrazok 15-f).
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Obrdzok 15: Histogram z programu FloMax, zobrazujica analyzu jednotlivych tkaniv. a) cievna sustava b)
gonddy c) nervovd sustava d) crevo e) hemolymfa f) svalovina krdacavej koncatiny. PouZité skratky: X1—
pravdepodobne haploidné bunky, X2— pravdepodobne polyploidné jadra.

Pri analyze cievnej sustavy (obrazok 15—a) bol viditelne analyzovany iba Standard. V ocakavanej
oblasti v okoli PI-400 na ose x, mbieme vidiet viac menej iba naznak jadier,
a takyto maly ndznak nie je pre relevantnu analyzu postacujlci. Podobne je na tom aj analyza
znervovej sustavy (obrazok 15-c) aanalyza hemolymfy, kde naviac vidime peak G2
od Standardu (obrazok 15—e). Jedind analyza, u ktorej sa neobjavil ani ndznak peaku vzorky, bola
analyza ¢reva, kde naviac vidime velmi znecisteny peak Standardu nezndmymi jadrami (obrazok

15—d). NajzaujimavejSou analyzou je analyza gonad (obrazok 15-b).
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Pri tejto analyze mdzeme vidiet Styri r6zne peaky, pricom peak X1 je rozdeleny na dalsie dva.
Mézeme vidiet peak Standardu a vzorky, ale pri analyze vzorky s nezndmou velkostou genému,
by sme si nemohli byt isty, ktori z peakov je spravny. Peak X2 sistotou urlit nembzeme,
ale mohlo by ist o polyploidné jadra. U peaku oznaéeného ako X1, by mohlo ist o haploidné
bunky, ktoré sa vytvaraju pocas redukéného delenia (gametogenézy). Rozdelenie peaku na dve
naznacuje produkciu dvoch typov gamét s heterogametickym pohlavim. Tento vysledok je velmi

zaujimavy, pretoZe Skorpidony nemaju morfologicky diferencované pohlavné chromozdémy.

7.8 Rozdiel vo velkosti gendmu medzi pohlavim

U niektorych druhov sa podarilo zmerat velkost gendmu oboch pohlavi. Pre porovnanie rozdielu
vo velkosti gendmu boli vybrané druhy a jedince, ktoré obsahovali viac ako dve merania u oboch
pohlavi (tabulka 3). Ide konkrétne o druhy Androctonus aeneas (Koch, 1939), Alpiscorpius beta,
Alpiscorpius delta (Kovatik a kol., 2019) a Chaerilus cimrmani (Kovarik, 2012) (obrazok 16).
gendmu v rdmci samic je 2C = 1,65 pg a najvyssia 2C = 2,35 pg. U samcov to je 2C = 2,25 pg
a 2C = 2,57 pg. Bohuzial, u Siestich jedincov sa tento Udaj $tatisticky overit nedal, ale podla
tychto Udajov tam vyrazny rozdiel medzi pohlavim nie je. Z druhu Alpiscorpius beta sa zmeralo
devatnast samic a Sest samcov s velkostami u samic od 2C = 7,84 pg, po 2C = 13,28 pg, ¢o je
samo o sebe velkd diverzita vramci jedného druhu apohlavia. Usamcov su hodnoty
od 2C = 11,4 pg po 2C = 12,56 pg. Priemerne sa medzi pohlaviami pravdepodobne nenachadza
vyrazny rozdiel, no zaujimava je variabilita v ramci samic. Styri jedince z druhu Alpiscorpius beta
boli iného povodu a boli zmrazené vinom roku ako zbytok jedincov tohto druhu. Z druhu
Alpiscorpius delta sa zanalyzovalo Sest samcov adve samice. Velkosti gendmu samic
2C = 11,62 pg. Priemerne by opat medzi pohlavim u tohto druhu nemalo ist o vyrazny rozdiel.
U druhu Alpiscorpius delta boli taktiez samice zmrazené v inom roku ako samce tohto druhu.
Druh Chaerilus cimrmani obsahuje dve samice a dva samce. U tohto druhu sa nam ukazuje
naznak rozdielu vo velkosti gendmu medzi samcami a samicami. Velkosti gendmu u samic je
2C=11,34pga2C=11,52 pg. U samcovjeto2C=9,28 pga 2C=10,13 pg. Z obrazku 14 mézeme

vidiet jednotlivé velkosti gendmu konkrétneho druhu rozdelené na samice a samce.

Statisticky sa podarilo overit moiny rozdiel medzi pohlavim len u druhu Alpiscorpius beta,
a to vdaka dostatocne velkej vzorke. K tomu bol spraveny regresny model a nasledne anova
(tabulka 8). Hodnota Pr(>F) > 0,05, ¢o znamen4, Ze medzi pohlavim nie je signifikantny rozdiel

$ 99,9% presnostou.
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Obrdzok 16: Rozdiel vo velkosti gendmu medzi pohlavim styroch druhov skorpionov z celade Buthidae,
Chaerilidae a Euscorpiidae.

Tabulka 8: Vysledok Statistickej analyzy anova pre rozdiel velkosti gendmu pohlavia druhu Alpiscorpius
beta v programe RStudio vo verzii 3.6.3.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Celad’ 1 0.3472 0.34722 0.3572 0.5562
Residuals 22 21.3867 0.97212
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8. Diskusia

8.1 Velkost genému

Absolutna velkost gendmu u Skorpidnov analyzovanych v nasej praci sa pohybuje od 2C = 1,2 pg
u druhu Tityus mana z celade Buthidae, po 2C = 20,37 pg u druhu Euscorpius sicanus z ¢elade
Euscorpiidae. Velkosti genédmu Skorpiénov su zaznamenané v Animal Genome Size Database,
no tato databdza v sucasnosti nie je kompletnd a aktudlne sa v nej nachadzaju len dva zmerané
druhy z radu $tury. Jednym druhom je Centruroides vittatus (Say, 1821) z ¢elade Buthidae,
ktorého velkost gendmu bola stanovena na ziklade prietokovej cytometrie ako 2C = 1,8 pg.
Tento udaj bol publikovany v studii od Hannah a Johnston (2011). Analyzované tkanivo bolo
ziskané z mozgu a bol pouzity zvieraci Standard Drosophila virilis Sturtevant, 1916, 2C = 0,68 pg.
Studia je ale inak zamerand na analyzu velkosti genému ¢lankonozcov atoto je jediny
zanalyzovany druh vramci celej Studie. Druhym zmeranym druhom, ktory sa v databdaze
nachadza je Mesobuthus martensii taktiez z ¢elade Buthidae s velkostou gendému 2C = 2,7 pg,
ktord bola stanovend pomocou prietokovej cytometrie s vyuZzitim zvieracieho Standardu
Gallus domesticus Linnaeus, 1758, 2C = 2,5 pg. Tento udaj bol publikovany v praci od Cao a kol.
(2013), v ktorej sa ale venuju sekvencii celého gendmu tohto konkrétneho druhu. V tejto
diplomovej praci sa nam podarilo zanalyzovat ztohto rodu druhy Mesobuthus eupeus,
2C = 2,97 pg, a Mesobuthus haarlovi Vachon, 1958, 2C = 2,69 pg, ktoré su takmer totozné

s velkostou gendmu u Mesobuthus martensii z prace od Cao a kol. (2013).

Problém databdze je aj jej neaktualnost, minimalne z poslednych dvoch rokov. Studia od Yorke
(2020) zanalyzovala 20 druhov S$korpidnov zo Styroch celadi svelkostami gendmu
od 2C = 1,56 pg po 2C = 11,7 pg. Tieto udaje ale v databaze uvedené nie su. Na stanovenie
velkosti gendmu bola v tejto praci pouZitd denzitometria Feulgenovej analyzy obrazu (FIAD),
na rozdiel od nasej analyzy pomocou prietokovej cytometrie. Tdto metdda funguje na principe
farbenia fixovanych (vzduchom vysusenych) tkanivovych preparatov na mikroskopickych
sklickach Feulgenovou reakciou, najcastejSie s vyuZitim Schiffovho leukofuchsinu kyseliny
siriCitej. Nasledne predpoklada, Ze mnoZstvo naviazanej Skvrny je priamo Umerné mnozstvu
pritomnej DNA. MnoZstvo skvrny je uréené na zadklade mnoZstva svetla, ktoré absorbuje (Hardie

a kol. 2002).

Aj ked vzorka analyzovanych Skorpiénov v tejto Studii nie je dostatocne velkd (20 druhov),
podarilo sa im zmerat druhy z dvoch skupin — Buthida (12 druhov) a lurida (8 druhov). Tak ako
aj v nasej praci (vid tabulka 3), skupina Buthida vykazovala podstatne mensie velkosti gendmu

v priemere 2C = 2,42 pg, zatial ¢o skupina lurida vykazovala v priemere 2C = 9,28 pg.
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V praci od Yorke (2020) boli analyzované celade Vaejovidae, Scorpionidae, Diplocentridae
a Caraboctonidae zo skupiny lurida a ¢elad Buthidae zo skupiny Buthida. Z ¢elade Vaejovidae
boli analyzované styri druhy avelkost gendmu sa pohybovala od 2C = 6,48 pg udruhu
Smeringurus vachoni (Stahnke, 1961), po 2C = 11,70 pg u druhu Hoffmannius confusus (Stahnke,
1961). V nasej praci sa nam z tejto ¢elade nepodarilo zanalyzovat ani jeden druh. Z éelade
Diplocentridae, ktoru sme taktiez v naSej praci neanalyzovali, bol analyzovany iba druh
Nebo cf. whitei Vachon, 1980, 2C = 7,16 pg. Z celade Scorpionidae boli zmerané dva druhy
Heterometrus cf. spinifer (Ehrenberg, 1828), 2C = 12,18 pg a Pandinus sp., 2C = 10,36 pg a tieto
Udaje odpovedaju hodnotdm nameranym druhom z tejto celade v ramci nasej prace (tabulka 3).
U Celade Caraboctonidae bol zmerany len jeden druh, a to Hadrurus arizonensis Ewing, 1928
s velkostou gendmu 2C = 5,44 pg, a podobne nizku velkost gendmu sme zistili aj u dvoch nami
analyzovanych druhov celadi Caraboctonidae. Z ¢elade Buthidae bol zanalyzovany najvyssi
pocet druhov s hodnotami od 2C = 1,56 pg u Parabuthus granulatus (Ehrenberg, 1831),
po 2C = 3,08 pg u Hottentotta buchariensis (Birula, 1897). Tri druhy zmerané v tejto Studii sa
podarilo zanalyzovat aj nam. Ide o druhy Hottentotta hottentotta (Fabricius, 1787); 2C = 3,19 pg,
Hottentotta salei (Vachon, 1980; 2C = 3,12 pg) a Androctonus cholistanus Kovatik a Ahmed,
2013; 2C = 2,11 pg z celade Buthidae. Vysledky prace od Yorke (2020) boli u druhu Hottentotta
hottentotta 2C = 2,3 pg, u druhu Hottentotta salei 2C = 2,94 pg, a u Androctonus cholistanus
2C = 2,26. Druhy Hottentotta salei a Androctonus cholistanus maju podobné hodnoty ako u nas.
U druhu Hottentotta hottentotta bol rozdiel medzi nasimi vysledkami a Yorke (2020) pomerne
vysoky ato 00,89 pg. To ale mohlo byt spdsobené vyuZitim dvoch odlisnych metdd

na stanovenie velkosti gendmu.

V préaci boli opat vyuzité zvieracie standardy, konkrétne krv z kury doméacej Gallus domesticus,
2C = 2,5 pg; krv pstruha duhového Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792), 2C = 5,2 pg
a mozgové tkanivo vinnych ovocnych musiek Drosophila melanogaster Meigen, 1830,

2C =0,36 pg pre analyzu najmensich genémov.

V nasej praci bolo najviac jedincov zanalyzovanych z dvoch celadi — Buthidae zo skupiny Buthida
a Celad’ Euscorpiidae zo skupiny lurida (tabulka 1). Priemernd velkost gendmu u ¢elade Buthidae
bola u nas stanovend ako 2C = 2,5 pg, a u ¢elade Euscorpiidae 2C = 12,97 pg. Tento rozdiel je

vyrazny a signifikantne nam to potvrdila aj anova (tabulka 6).
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Velkost gendmu mozZe ovplyviiovat viacero faktorov. Malad velkost gendmu by mohla byt
vo vSeobecnosti spojena podla Sharaf a kol. (2008) s malou velkostou tela, holometabolickym
vyvojom, kratkym bunkovym cyklom, kratkym generaénym cyklom, schopnostou rychlo

kolonizovat nové potravinové zdroje, a taktiez by mala velkost gendmu mohla Setrit energiu.

V ramci radu Skorpidny vykazuju mensie gendmy celade zo skupiny Buthida, a naopak, vacsie
gendmy cCelade zo skupiny lurida, ako som spominala vysSie. Rozdiel medzi tymito dvoma
skupinami je napriklad v pritomnosti ovarialnej divertikuly (doplnkovy reprodukény organ).
Tento plni podobnu ulohu ako placenta cicavcov a poskytuje embryam vyZivu pocas vyvoja
vo vnutri matky. Skorpiény zo skupiny Buthida tieto ovarialne divertikuly nemaju a zvy&ajne maju
kratSiu dobu gravidity (2—-3 mesiace) v porovnani s druhmi, ktoré maju ovarialne divertikuly
(az 24 mesiacov) (Stockmann a kol. 2010). Takéto vysledky vykazovali aj iné taxény, kde sa

rychlejsi vyvoj odrazil v mensej velkosti gendmu (Gregory 2011).

Daldim rozdielom je aj Zivotnd stratégia, pricom vicsina celadi $korpidnov sa radi
ku K—stratégom, ktori maju dlhsi Zivotny cyklus a staraju sa o niekolko vacsich potomkov. Jedind
Celad’ skorpidnov, ktord sa vyznacuje r—stratégmi je celad Buthidae, do ktorej spadaju
predovsetkym pomerne malé druhy s kratkym Zivotnym cyklom a bohatym potomstvom
(Monge Najera 2019). Zda sa teda, Ze Zivotna stratégia by mohla suvisiet s velkostou genému,

pricom r—stratégovia by mohli Setrit energiu vdaka mensim genémom.

OdlisSnym znakom pozorovanym u Skorpidnov, ktory ich rozdeluje na dve skupiny podla
kinetickej aktivity, je pritomnost monocentrickych chromozémov u skupiny lurida
a chromozémov holocentrickych u celade Buthidae (Melters a kol. 2012; Prendini a Wheeler
2005). Tato charakteristika by taktiez mohla suvisiet s velkostou genédmu, pricom ¢elad Buthidae
s holokinetickymi chromozémami vykazuje mensie velkosti genémov (Yorke 2020). Studia
od Kral a kol. (2019) analyzovala rad pavukov z triedy pavukovce kde spada aj rad Skorpidny.
Praca je zamerand na vyvoj gendmu a chromozémov u haplogynnych pavukov s holokinetickymi

chromozémami. TaktieZ bol v praci analyzovany obsah GC (%) baze.

Zaujimavym vysledkom je analyza celade Caponiidae s monocentrickymi chromozomami
a Dysderinae s holokinetickymi chromozémami. VSetci zdstupcovia holokinetickej celade
Dysderinae vykazovali podstatne mensie gendmy (2C = 3,03-16,53 pg) v porovnani s ich
najbliz$imi pribuznymi Caponiidae (2C = 30,42-46,36 pg). Celad Caponiidae md okrem velkej

velkosti gendmu aj vysoky pocet diploidnych a pohlavnych chromozédmov.
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Autori v $tudii naznacduju, ze tieto hodnoty by mohla ovplyvnit polyploidna udalost u predkov
Celade Capanidae. Holokinetické chromozémy u delade Dysderinae by potom mohli byt

vysledkom naslednych fuzii viacerych chromozémov a znaénym zmensenim velkosti gendmu.

V praci od Kral a kol. (2019) bola dalej priemernd velkost holokinetickych genémov (6,36 pg)
podobna ako v monocentrickych gendmoch (6,06 pg), ¢o neodpoveda nasim vysledkom, kde
Celad’ s holokinetickymi chromozémami vykazovala podstatne mensie velkosti gendmov ako
Celade s monocentrickymi chromozémami. Rozsah velkosti holokinetickych genémov bol uzsi
(3,93-9,39 pg) ako rozsah monocentrickych genémov (1,76-11,54 pg), ¢o potvrdzuje aj nasa

analyza.

V praci taktiez stanovili obsah baz GC, ktory sa u pavikov pohyboval u celadi
s monocentrickymi chromozémami od 32,3% po 43,5% a uceladi s holocentrickymi
chromozémami od 36,5% po 39,4%. V studii vykazovali druhy so zvysenou velkostou genému
o nieco vyssi obsah GC baze ako ich blizki pribuzni s mensim gendmom. Velkost gendmu aj obsah
GC by mohli byt pohanané rovnakym procesom, ako je Sirenie alebo odstranovanie
transponovatelnych prvkov bohatych na GC alebo chudobnych na GC, ako uvadzaju Smarda
a Bure$ (2012). To moze stat za bezne zistenu pozitivnu korelaciu obsahu GC s velkostou genému
v rodoch s relativne malymi gendmami (Bures a kol. 2007). Tato pozitivha korelacia bola
potvrdend aj vinych Studidach napriklad od Veleba a kol. (2017), kde analyzovali masozravé
holokinetické rastliny s ¢elade Droseraceae. V tejto diplomovej praci sa nam nepodarilo tieto

Udaje ziskat, ale obsah baz GC by taktieZ mohol mat vplyv na velkost genému.

8.2 Standardy

Délezitou ¢astou analyzy velkosti gendmu je volba vhodného standardu. Aktuélne je vyuzivané
velké mnozstvo rastlinnych ale aj Zivocisnych $tandardov. Standard, ktory si zvolime, by mal
spliiat niekolko zasadnych podmienok, z ktorych najdéleZitej$ia je zndma a stabilnd velkost
gendmu bez vnutrodruhovej variability. TaktieZ je vhodné mat k dispozicii ¢o najviac informacii
o Strukture daného gendmu. V najidedlnejSom pripade by sa malo jednat o gendm, ktory je

osekvenovany a anotovany (DolezZel a Greilhuber 2010).

Druhy, ktoré maju aktudlne osekvenovany gendm a vyuZivaju sa ako Standardy su napriklad
Caenorhabditis elegans (Maupas, 1899) s 2C = 0,2 pg podla C. elegans Sequencing Consortium
1998, alebo Drosophila melanogaster s 2C = 0,36 pg podla Adams a kol. 2000. Velkost tychto
osekvenovanych gendmov je ale pomerne mald vzhladom na velkosti genédmov Skorpidnov,

ktoré sa v nasej praci pohybovali az do velkosti 2C = 20,37 pg.
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Ako som spominala vyssie v diskusii, v Studidch Skorpidnov sa pouzivaju zivocisSne Standardy ako
napriklad Gallus domesticus s velkostou gendmu 2C = 2,5 pg, pstruh ddhovy Oncorhynchus
mykiss, 2C = 5,2 pg, a vinne ovocné musky Drosophila melanogaster, 2C = 0,36 pg a Drosophila
virilis 2C = 0,68 pg. (Cao a kol. 2013; Hannah alJohnston 2011; Yorke 2020). Problémom pri
zvieracich $tandardoch je ale uréite ich dostupnost a skladovanie. Daldou komplikdciou
u zvieracich gendmoch je mozna vnutrodruhova variabilita a rozdiely vo velkosti genému
suvisiace s pohlavim, ktoré boli opisané u ludi a kuriat (De Vita a kol. 1994; Mefford

a kol. 1997).

Vo vseobecnosti sa neodporuca pouzivat rastliny ako standard pri analyze Zivocisnych velkosti
gendmov a naopak. Dovodom su niektoré odlisné vlastnosti ZivociSnych a rastlinnych buniek
(Greilhuber a kol. 2007; Suda a Leitch 2010). Sekundarne metabolity a dosledky ich pritomnosti
pre cytometriu su otdzkou riesenou hlavne pri rastlinach. Analyzy velkosti gendmu komplikuje
napriklad pritomnost taninov, réznych organickych kyselin ¢i alkaloidov (Loureiro a kol. 2006;
Nath a kol. 2014). Pritomnost tychto latok mdze ovplyviiovat mieru fluorescenéného farbenia,
kvalitu analyzy (Greilhuber 2008) a moze viest k nespravnym predpokladom o vnutrodruhovej
variabilite velkosti gendmu (Noirot a kol. 2002). Tieto komplikacie sa ale do istej miery mozu
riesit napriklad vyuZitim inej ¢asti rastliny alebo zmenou pufra (Loureiro a kol. 2006; Sadhu a kol.

2016).

Existuju ale Studie (napr. Rodrigues a kol. 2016; Sadilek a kol. 2019), ktoré povazuju vyuZzitie
rastlinnych Standardov na analyzu gendmu prietokovym cytometrom ZivocCichov za urcitych
podmienok vhodnejsie. Hlavnou vyhodou rastlinnych $tandardov je lepSia dostupnost, vyssie
overenie v praxi a taktieZ ich vyssia velkost gendmu, ktord bola vhodnd pri analyze jedincov
s vacsimi velkostami gendmov. To boli aj dévody preco sme sa v nasej praci rozhodli pouzivat

rastlinné Standardy.

8.3 Tkaniva

Na analyzu prietokovym cytometrom je potrebné zvolit vhodny typ analyzovaného tkaniva
u daného jedinca. Typ tkaniva moéze mat vyznamny vplyv na vyslednd analyzu a jej kvalitu.
V Studiach zameranych na analyzu Zivocisnych genédmov su najcastejSie vyuzivanymi tkanivami
hemolymfa, nervové tkanivo, svalové tkanivo a v jednej studii boli vyuzité aj spermie (Hanrahan
a Johnston 2011; Cao akol. 2013; Mao a kol. 2020). Hanrahan aJohnston (2011) vyuzivali
mozgové tkanivo, no komplikaciou bolo nevedomé pridanie o¢ného tkaniva, ktoré sa odrazilo
v kvalite analyzy a Sirky daného peaku. V praci od Kelly (2018) skimali bunky réznych typov

tkaniv u Svabov (Blattodea). Konkrétne hemolymfu, nervové tkanivo a svalové tkanivo.
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Z vysledkov vyslo, Ze sa velkosti gendmu jednotlivych tkaniv medzi sebou signifikantne nelisia,
zaroven ale nebolo konkrétne popisané u kolkych jedincov sa to pozorovalo, achyba tiez

Statistické overenie.

Problémy, ktoré mdzu niektoré tkaniva sposobit je napriklad obsah ¢reva, pripadne slinné zlazy
a niektoré dalsie tkaniva, v ktorych moze dochadzat k endopolyploidizacii (Lee a kol. 2009;

Camacho 2016).

V tejto praci sme sa pokusili zanalyzovat rdzne tkaniva Skorpidnov a vybrat najvhodnejSie
na urcenie velkosti gendmu $tdrov. Analyzované boli tkaniva samca druhu Pandinurus exitialis,
z ktorého sa nam vdaka jeho velkosti naviac podarilo odobrat rézne typy tkaniv, a to konkrétne
gonddy, nervovu sustavu, ¢revo, hemolymfu a svalové tkanivo (obrazok 15). Najkvalitnejsiu
analyzu sme dostali zo svalového tkaniva, z ktorého boli analyzované aj ostatné jedince v tejto
praci. Ako najmenej kvalitny vysledok z nasej analyzy sa ukazalo ¢revo, v ktorom nebol jasne
viditelny ndznak Studovaného tkaniva vzorky, a peak Standardu bol zaroven velmi znecisteny
neznamymi jadrami. Analyza cievnej a nervovej sustavy vykazovala podobny vysledok, pricom
bol viditelny ndznak Studovanej vzorky skorpiéna, no pocet zanalyzovanych jadier vzorky nebol
postacujuci na relevantnu a kvalitnd analyzu. Rovnako na tom bola aj analyza hemolymfy s tym,

Ze bol tiez viditelny peak G2 od pouZitého Standardu.

Najzaujimavejsim vysledkom je analyza gondd, kde boli viditelné styri rozne zhluky jadier.
Z analyzy je viditelnd velkost gendmu vzorky, ktoru sa podarilo urcit na zdklade znalosti velkosti
gendmu zo svaloviny, no bez tejto znalosti by sme si nemohli byt isty, kde presne sa nachadza
relativny obsah jadrovej DNA. Jeden zhluk jadier (obrazok 15—b;X1), ktory obsahoval rozdvojeny
peak, by mohol reprezentovat haploidné bunky, ktoré sa vytvaraju pocas redukéného delenia
(gametogenézy). Ako som spominala vo vysledkoch, rozdvojené peaky moézu naznacovat
produkciu dvoch typov gamét s heterogametickym pohlavim. Odlisnu velkost v haploidnej sade,
ktora indukuje vznik réznych typov gamét identifikovali aj Sadilek a kol. (2019) v rdmci analyzy
genomu plostic a ich variability pohlavnych chromozémov. U druhu Cimex lectularius (Linnaeus,
1758) vykazovala analyza gonad podobne rozdvojené peaky v relativnom obsahu jardovej DNA
ako v nasej praci. Tento vysledok potvrdil produkciu oboch typov gamét u druhu C. lectularius.
Toto zistenie je ale pre nds velmi zaujimavé, pretoze u radu Skorpiény zatial neboli morfologicky
diferencované pohlavné chromozémy (napr. Adilardi a kol. 2015; Schneider a kol. 2009;
Stundlovd 2019). Druhy zhluk jadier by mohol reprezentovat polyploidné jadra
(obrazok 15-b;X2).
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Tieto boli takisto identifikované v studii od Sadilek a kol. (2019) u druhu C. lectularius, ktoré bolo
mozné identifikovat pri analyze gonad a ¢reva pomocou farbiva DAPI. V tejto préci boli viditelné

tieto polyploidné jadra iba pri analyze gonad pomocou farbiva PI.

8.4 Evolucia velkosti gendmu u Skorpiénov

Tabulka 9: Pocet druhov jednotlivych celadi s informdciou o ich najvdcsom
a najmensom gendme (v pg). Pocet druhov podla Rein (2022).

Fylogenéza Zkorpidnov nie je v sucasnosti | Celad Poéet | Najmensi | Najvacsi
. . e . druhov | geném geném
jednoznacéne rozrieSena (vid kapitola 4.3).

' . o | Buthidae 1297 1,2 3,97
Napriek tejto skutocnosti sa pokusim Chaerilidae 54 8,03 1152
okomentovat suvislost medzi aktudlnym | luridae 14 5,55 8,59

L, ; ' , Caraboctonidae 25 5,41 8,42
fylogenetickym rozdelenim a velkostou —

Euscorpiidae 96 7,6 20,37

genému. Celad Buthidae radime do skupiny | Scorpiopidae 100 11,47 15,9

Buthida, ktord sa od ostatnych celadi Hormuridae 9 12,24 13,17

Scorpionidae 185 10,22 17,2

odlisuje vyskytom holocentrickych
chromozémov (Shanan 1989). Tato celad je aj spomedzi ¢eladi, ktoré sme analyzovali druhovo
najpocetnejsia (tabulka 9), a druhy z tejto celade radime k r—stratégom (Monge Ndjera 2019).
Spolu s ¢efadami Pseudochactidae a Chaerilidae tvoria v€asne sa vetviacu liniu celej skupiny
Buthida. Dalo by sa predpokladat, Ze pri takomto druhovo bohatom zastupeni bude této ¢elad'
vykazovat vysoku variabilitu vo velkosti gendmu, €o sa v nasej praci nepotvrdilo. Sesterska celad
Chaerilidae bola zaradena do skupiny Buthida len nedavno (Santibafez—Lépez a kol. 2019;
Sharma a kol. 2015,2018). Tato je druhovo podstatne menej pocetna ako celad Buthidae
(tabulka 9). Jej priemernd velkost gendmu v naSej praci bola podstatne vyssia ako u éelade
Buthidae (2C = 2,5 pg), Chaerilidae (2C = 9,95 pg). U tejto Celade zatial nebol potvrdeny typ
chromozémov, ale vysokd variabilita poctu chromozémov (2n = 76-186), avyrazne
diferencované karyotypy odpovedaju skér monocentrickym chromozémom (Kovarik a kol.
2018). To by mohlo vysvetlovat aj jej vyssi gendm, ktory bol v nasej praci identifikovany u ¢eladi
s monocentrickymi chromozémami. Prvou celadou a samostatnou liniou v skupine lurida je
celad'luridae, ktora patri do nadcelade luroidea. Tato je druhovo najmenej pocetna (tabulka 9).
Velkostami genému (2C = 5,55 pg, 2C = 8,59 pg) sa podobala celadi Caraboctonidae
(2C = 5,41 pg, 2C = 8,42 pg), ktord sa aktudlne radi do nadéelade Chactoidea. Dal$imi dvoma
¢eladami z nadcelade Chactoidea je Euscorpiidae a Scorpiopidae, pricom ide aj o dve sesterské
linie. Tieto mali priemerné hodnoty 2C = 12,97 u Euscorpiidae a2C = 13,32 pg. DalSou
nadéeladou je Scorpionoidea, zktorej sa nam podarilo zmerat celade Hormuridae

a Scorpionidae, pricom Hormuridae sa v su¢asnosti nepovaZzuje za monofyleticku.
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Priemerna hodnota u Hormuridae je 2C = 12,71 a u Scorpionidae 2C = 12 pg. Z nasich vysledkov
je moziné vidiet, Ze sesterské linie maju podobné velkosti genémov, pricom sa velkost gendému

postupne zvySuje u neskor sa vetviacich linii, u Scorpiopidae, Hormuridae a Scorpionidae.

Velkosti gendmu luridae a Caraboctonidae su o nie¢o mensie, ¢o by mohli byt pévodné velkosti
genodmu, ktoré sa nasledne bud zvacSovali alebo zmensovali. Jedinou vynimkou je celad'
Chaerilidae, ktora sa vyrazne lisila velkostou gendmu od sesterskej ¢elade Buthidae, ¢o ale moze
byt spdsobené pritomnostou rozdielnych typov chromozémov. Zaroven je ale dolezité zmienit,
Ze z niektorych celadi bolo namerané minimdlne mnoiZstvo jedincov a teda nejde o objektivny

vysledok.

8.5 Pocet chromozémov

Diploidny pocet chromozémov u radu Skorpidny sa v tejto praci pohyboval od 2n = 14 u Tityus
obscurus po 2n = 138 u Megacormus gertschi. Celkovo sa diploidny pocet chromozémov
u Skorpidnov pohybuje od 2n = 5 udruhu Tityus bahiensis a T. confluens (Borelli, 1899),

po 2n = 186 u Chaerilus stockmanorum.

Skorpidny maju taktie? vysoko variabilné karyotypy na medzidruhovej urovni. Napriklad
Chaerilus (Chaerilidae) 2n = 76-186 (Kovarik a kol. 2018), Alpiscorpius (Euscorpiidae)
2n = 46-92 (Stundlova a kol. 2019), Hadogenes (Hormuridae) 2n = 48-174 (Stahlavsky a kol.
2018) a Urodacus (Urodacidae) 2n =29-175 (Shanahan 1989). V sucasnosti sa ale vacsina studii
zameriava na cefad Buthidae (2n = 5-36). Tato celad ma ako jedina v ramci radu skorpiénov
holokinetick organizaciu chromozédmov. Tento typ chromozémov umoZnuje ich ¢asté stiepenie
a fuzie, ako uvadza Melters a kol. (2012), a to by mohlo stat za objasnenim variability karyotypu
na vnutrodruhovej Urovni (napr. Tityus bahiensis 2n = 5-19) (Schneider a kol. 2009). U tohto
druhu Skorpiéna boli zistené velmi ¢asté chromozémové prestavby, a taktiez bol zisteny
synaptonemadlny komplex, ktory je zodpovedny za riadne homoldgne rozdelenie v anafaze |
bunkového cyklu (Schneider a kol. 2009). To by mohlo byt hlavne vyhodné pre druhy
¢lankonozZcov, ktori maju achiazmaticki meiézu a synaptonemalny komlex by mohol plnit

funkciu chiazmat (Rasmussen 1977).

Tato celad c¢asto vykazuje konstantny pocet chromozédmov v rdmci jednotlivych rodov (napr.
Sadilek a kol. 2015; Kovarik a kol. 2020). Tento fakt sa nam potvrdil aj v nasej praci (tabulka 3).
Napriklad druh Androctonus ma konstantny pocet chromozéomov 2n = 24, a rovnako aj druh
Buthus, ktory ma pocet chromozémov 2n = 22. Zvysné celade Skorpidnov maju monocentrické

chromozémy a zvy€ajne maju aj vysdie pocty chromozémov (Stahlavsky akol. 2020b).
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Analyzované druhy vtejto praci s monocentrickymi chromozémami vykazovali pocty
chromozémov od 2n = 28 u Opisthacanthus sp. z celade Hormuridae (priloha 4—d) po 2n = 138
u Heterometrus mysorensis Kovafrik, 2004 z celade Scorpionidae (priloha 4—g). V ramci celadi

s monocentrickymi chromozémami naviac mdzeme vidiet vys$siu variabilitu na Urovni ¢eladi.

Co sa tyka medzidruhovej variability, td je tie? oproti ¢eladi Buthidae s holocentrickymi
chromozémami vysSia. Napriklad druhy rodu Euscorpius z Celfade Euscorpiidae maju pocty
chromozémov 2n = 36 u Euscorpius italicus, po 2n = 128 u Euscorpius flavicaudis (tabulka 3,

priloha 3—d).

8.6 Zavislost velkosti gendmu na poéte chromozémov

Gendm je zodpovedny za reprodukciu jedinecnych vlastnosti druhu v priebehu generacii. Ak sa
velkost alebo pocet chromozdmov zmeni, mbéze doéjst k drastickym zmendm charakteristik
druhu. Studie potvrdili, e dva rozli¢né druhy mézu mat rovnaku velkost genému, ale odlisny

pocet chromozémov s Uplne inymi fenotypovymi znakmi. (El-Shehawi a Elseehy 2017).

Existuje viacero S3tudii, ktoré skumaju zavislost medzi velkostou gendmu a poétom
chromozdémov. Velky pocet studii je hlavne zameranych na analyzu zavislosti velkosti gendmu
a poctu chromozdémov u rastlin. Napriklad v studii od Choi a kol. (2020), kde vysledky ukazali,
Ze medzi poctom chromozdmov neexistuje Ziadna korelacia s velkostou genému druhov rodu
Iris. Napriklad druh Iris ensata Thumb. s nizkym pocétom chromozémov 2n = 24 ma velkost
gendmu 2C = 15,52 pg, zatial ¢o jej blizky pribuzny /. setosa Pallas ex Link ma 2n = 38, ale velkost

gendmu 2C = 11,26 pg.

Studia od Pandit a kol. 2014 nasla pozitivhu koreldciu medzi velkostou gendému a poctom
chromozdémov u invazivnych rastlin, pricom tieto rastliny vykazovali mensiu velkostou genému
a vyssi pocet chromozémov. Taktiez v praci navrhuji, Ze invazivnost moze stvisiet so zmenami
v pocte chromozdmov a ich naslednom Ucinku na velkost gendmu. Toto potvrdzuje, Ze velkost
gendmu by mohla ovplyvriovat adaptabilitu rastlinnych a Zivoéisnych druhov, priom druhy
s vacsou velkostou gendmu sa nedokazu prispdsobit premenlivym podmienkam, zatial' ¢o
rastliny a ZivoCichy s mensimi gendmami vtakomto prostredi prosperuji a stavaju sa

invazivnymi (Bennett 1987; Bennett a kol. 1998).

V tejto praci sme popisovali zavislost velkosti gendmu a poc¢tu chromozdémov u ¢eladi Buthidae
a Euscorpiidae. Z vysledkov, ktoré boli Statisticky overené mbzeme tuto zavislost vylucit. Vyssia
velkost gendmu nekoreluje s vy$sim po¢tom chromozdémov a velkost gendmu budu ovplyvriuju

iné vlastnosti.
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8.7 Rozdiel medzi samcami a samicami

U celého radu druhov ¢lankonozZcov boli vo velkostiach gendmov pozorované rozdiely medzi
pohlaviami (napr. Hanrahan a Johnston; 2011, Picard a kol. 2012), ktoré pramenia z pritomnosti
heteromorfnych pohlavnych chromozémov (Sharaf a kol. 2010) alebo z rozdielu poctu

chromozémov (He a kol. 2016).

Vysledky tejto prace obsahuji porovnanie velkosti gendmu medzi samcami a samicami.
Aktudlne nie su ziadne Studie, ktoré by sa zaoberali rozdielmi vo velkosti gendmu samcov a samic
u Skorpidnov. V praci od Hanrahan a Johnston (2011), kde bola analyzovana velkost genému
udruhu Centruroides vittatus zrddu Skorpidny, boli rozoznané a analyzované pohlavia
u niektorych radov z triedy hmyz. Druhy u ktorych boli signifikantné rozdiely vo velkosti gendmu
medzi pohlavim boli z rddu Mecoptera a Orthoptera. Naopak druhy z ¢elade Blaberidae a rddu
Coleoptera nevykazovali signifikantné rozdiely vo velkosti gendmu u samcov a samic. U radu
Hemiptera z triedy hmyz boli ale analyzované signifikantné rozdiely medzi pohlavim v studii od
Rodrigues (2016). Konkrétne u druhu Philaenus spumarius (Linnaeus, 1758), sa samce a samice
vyznamne liSili velkostou gendmu, pricom samce mali v priemere mensiu velkost genému nez
samice. Rozdiely vo velkosti gendmu medzi pohlavim moze zapricinovat napriklad pritomnost
heteromorfnych pohlavnych chromozémov (Sharaf a kol. 2008) alebo rozdiel poctu

chromozémov (He a kol. 2016).

V tejto diplomovej praci sa nam podarilo zanalyzovat styri druhy skorpidnov z troch ¢eladi. ISlo
o druhy Androctonus aeneas, Alpiscorpius beta, Alpiscorpius delta a Chaerilus cimrmani.
Statisticky sa ndm podarilo overit rozdiel len u druhu Alpiscorpius beta, kde sa nam signifikantny
rozdiel nepotvrdil. Vysledky u druhov Androctonus aenea a Alpiscorpius beta taktiez naznacuju,
Ze sa medzi pohlavim rozdiely vo velkosti gendmu nenachdadzaju. Jedinym druhom u ktorého bol
viditelny rozdiel medzi pohlavim bol druh Chaerilus cimrmani, pricom samice mali velkosti
gendémov 2C = 11,34 pg a 2C = 11,52 pg a samce 2C = 9,28 pg a 2C = 10,13 pg. Tieto uvedené
pohlavné rozdiely treba brat len ako orientacné, pretoze sme nemali dostatok dat aby sme tieto

rozdiely Statisticky overili.
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9. Zaver

Tato diplomova praca sa venovala studiu velkosti gendmu u rddu Skorpidny s vyuzitim metddy
prietokova cytometria. Hlavnym cielom bolo zanalyzovat velkost genému ¢o najvacésieho poctu

druhov a €eladi tohto radu s prihliadnutim na ich odlisny typ chromozémov.

Najmensie velkosti gendmu vykazovala celad” Buthidae svyskytom holocentrickych
chromozémov a priemernou velkostou gendému (2C = 2,5 pg) anajmensim gendmom
2C = 1,2 pg. Najvacsie priemerné velkosti vykazovala ¢elad Scorpiopidae 2C = 13,32 pg, pricom
najvacSia velkost gendmu bola u éelade Euscorpiidae 2C = 20,37 pg. Je moiné, Ze prave
holocentrické chromozdémy, ktoré mohli vznikndt naslednymi fiziami chromozémov suvisia

s vyraznym zmens$enim velkosti genému.

V praci boli taktiez stanovené pocty chromozdémov u Siestich ¢eladi s hodnotami od 2n = 14
u ¢elade Buthidae po 2n = 138 u ¢elade Euscorpiidae. Celad Buthidae vykazovala konstantné
poéty chromozémov na medzidruhovej Urovni. Zavislost medzi velkostou gendmu a poétom

chromozémov u tychto celadi potvrdena nebola.

Analyzy velkosti gendmu boli prevedené zo svalového tkaniva kracavej koncatiny. Zaujimala nas
ale aj vhodnost vyuZzitia inych tkaniv k analyze gendmu prietokovym cytometrom. Zanalyzovana
bola cievna sustava, nervovd sustava, €reva, hemolymfa, gonady a svalovina. Ukazalo sa,
Ze najvhodnejsim tkanivom s najkvalitnejSou analyzou bola svalovina. Najzaujimavejsie vysledky
boli z analyzy gonad, ktora naznacduje pritomnost gamét dvoch pohlavi, priCom u Skorpiénov
v stcasnosti nebola pritomnost pohlavnych chromozémov potvrdend. U vacésiny jedincov bolo
rozli¥ené pohlavie, ktoré sme nasledne zrovnali u $tyroch druhov z troch &eladi. Statisticky sa
nam podarilo overit rozdiely u druhu Alpiscorpius beta z ¢elade Euscorpiidae, a signifikantny

rozdiel medzi samcami a samicami nebol potvrdeny.

Celkovo sa podarilo uréit velkost genédmu u priblizne 90 druhov a 220 jedincov z 8 celadi.
Takmer uvsetkych druhov ide o Uplne nové Udaje, pricom databaza zvieracich gendmov
obsahuje aktudlne z radu skorpidony len 2 zmerané druhy z jednej ¢elade. Tato praca prispieva
novymi datami k vyskumu velkosti gendmu skorpidnov a pomaha objasnit tzv. C—value paradox.

TaktieZ sa z dat diplomovej prace planuje napisat ¢lanok do impaktovaného ¢asopisu.
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11. Prilohy

. —

Priloha 1: Chromozomy celadi Buthidae. Mitotickd metafdza (a—c, e—l, o), postpachytene (d, m, n, p).
a) Aegeobuthus cyprius (2n=20); b) Aegeobuthus galianoi (2n=20); c) Aegeobuthus gibbosus (2n=20);
d) Androctonus cholistanus (2n=24); e) Androctonus sp. z Moroka (2n=24); f) Androctonus sp. z Omdnu
(2n=24); g) Buthacus leptochelys (2n=26); h) Buthus elongatus (2n=22); i) Buthus ibericus (2n=22);
j) Buthus paris (2n=22); k) Buthus sp. (2n=22); 1) Buthus sp. (2n = 22); m) Centruroides flavopiceus (2n=26);
n) Centruroides lucidus (2n=26); o) Centruroides sp. (2n=24); p) Compsobuthus maidroni (2n=22).
Mierka =5 um.
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Priloha 2: Chromozémy celadi Buthidae. Mitoticka metafdza (b—g, i-k, m, o, p), postpachytene (a, h, |,
n, p). a) Hottentota pakistan (2n=22); b) Hottentotta salei (2n=14); c) Hottentotta sp. (2n=24); d) Leirurs
somalicus (2n=22); e) Leirurs sp. (2n=22); f) Odonthobuthus brevidigitatus (2n=22); g) Parabuthus capensis
(2n=20); h) Parabuthus granimanus (2n=22); i) Parabuthus granulatus (2n=20); j) Parabuthus leiosoma

(2n=16); k) Parabuthus schlechteri (2n=20); I) Rhopalurus sp. (2n = 20); m) Tityus obscurus (2n=14);
n) Tityus silvestris (2n=22); o) Tityus sp. (2n=19); p) Trypanothacus buettikeri (2n=26). Mierka =5 um.
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Priloha 3: Chromozémy celadi Euscorpidae. Mitoticka metafdza (d—f, i, k, 1), postpachytene (b,c, g, h, j).
a) Euscorpius aquilejensis (2n=61); b) Euscorpius calabriae (2n=42); c) Euscorpius deltschevi (2n=90);
d) Euscorpius flavicaudis (2n=126); e) Euscorpius solegladi (2n=68); f) Euscorpius sp. (2n=66); g) Euscorpius
sp. (2n=70); h) Euscorpius sp. (2n=88); i) Euscorpius sp. (2n=92); j) Euscorpius sp. (2n=100); k) Euscorpius
sp. (2n=118); 1) Megacormus gertschi (2n = 138). Mierka = 10 um.

Priloha 4: Chromozomy celadi Caraboctonidae (a, b), Hormuridae (c, d), luridae (e, f) a Scorpiopidae (g,
h). Mitoticka metafdza (a—d, g, h), postpachytene (e, f). a) Hadruroides juanchaparroi (2n=26);
b) Hadruroides sp. (2n=28); c) Hadogenes sp. (2n=86); d) Opisthacanthus sp. (2n=28); e) lurus dekanum
(2n=30); f) lurus dufoureus (2n=34); g) Heterometrus missorensis (2n=138); h) Heterometrus
swammerdami (2n=106). Mierka =10 um.
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