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Abstrakt

Neotenie je diilezity mechanismus produkujici evoluéni novinky. V ptipadé studované
skupiny, neotenické modifikace vyvolavaji drastické zmény fenotypu v blizce piibuznych
skupinadch. Mnohonasobny ptvod neotenie u Celedi Lycidae (Insecta: Coleptera) je nedavno
publikovana hypotéza dosud podpofena omezenym datovym souborem. Ovéfoval jsem
postaveni podceledi XXXXXXXX a studoval jsem vzajemné postaveni skupin
XXXXXXXX, XXXXXXXX, XXXXXXXX a XXXXXXXX na zakladé nového,
nékolikandsobné vétSiho datového souboru. Mimo to, jsem urcil plivod velkych trilobitnich
larev uvnitf této linie. Nové vyprodukovana data byla zkombinovéna s dfive publikovanymi
datovymi soubory. Fylogenetickym analyzam ptedchéazelo vytvofeni ¢tyf datovych supermatic
metodami alignmentu ClustalX, BlastAlign, Muscle a Tcoffee. Kazdy gen byl alignovan
zvlast a poté byly geny spojeny a analyzovany pfistupem total evidence. Fylogeneticka
hypotéza byla zalozena na parcialnich sekvencich tfi mitochondridlnich genl coxi, nad5 a
16S rDNA a dvou jadernych genli /8S rDNA a 28S rDNA. Data byla analyzovéna tfemi
fylogenetickymi metodami — maximalni parsimonie v programu TNT, maximum likelihood v
programu RAXML a Bayesianskd analyza v programu MrBayes. Vysledky podporuji
nedavno publikovanou re-definici XXXXXXXX, mnohonasobny plivod neotenie a piivod
velkych samic v koncovych liniich XXXXXXXX. Dale se ukazalo, Ze neotenni skupiny
XXXXXXXX, XXXXXXXX a XXXXXXXX mohou sdilet spoleéného predka, coz
vypovida o zna¢ném evolucnim stafi. Vysledky fylogenetickych analyz podporuji vznik
neotennich linii pfed rozpadem Gondwany. VSechny neotenni taxony se vyskytuji v
dlouhodobé stabilnich ekosystémech a tento fakt podporuje ptredpoklddanou neschopnost
téchto linii reagovat na prudké klimatické zmény. Nekolik morfologickych znakl
povazovanych za unikatni synapomorfie se vyvinulo paraleln¢ v nezavislych liniich v

dusledku neotennich modifikaci.



Abstract

Neoteny is an important mechanism producing evolutionary novelties. The neotenics
despite close phylogenetic relationships may differ substantially in morphology. The recent
hypothesis proposes multiple origins of neoteny in the beetle family Lycidae. I tested the
relationships of XXXXXXXX, XXXXXXXX, XXXXXXXX and XXXXXXXX and the
origin of large-bodied trilobite larvae within XXXXXXXX. The phylogenetic hypotheses
were inferred from three fragments of cox/, nad5 and 16S rDNA mtDNA and two nuclear
genes [8S rDNA and 28S rDNA. The newly produced sequences were combined with
previously published dataset. Phylogenetic analyses were preceded by the assembling of four
supermatrices created by four alignment algorithms: ClustalX, BlastAlign, Muscle and
Tcoffee. Each gene was aligned separately and then the partial matrices were combined and
were analysed by total evidence approach. The phylogenetic hypotheses were inferred under
several optimisation criteria — maximum parsimony applied in TNT, maximum likelihood in
RAXML and Bayesian analysis in MrBayes. The results support the recently published re-
definition of XXXXXXXX, the multiple origin of neoteny and the origin of large-bodied
females in the terminal lineages of XXXXXXXX. Furthermore, preferred hypothesis suggests
that neotenic lineages XXXXXXXX, XXXXXXXX and XXXXXXXX may share a common
ancestor, which indicates an ancient evolutionary origin of neoteny. The data support the
origin of neotenics before the split of the Gondwanan continents. All taxa were collected in
areas with long term presence of tropical rain forests and this fact supports the presumed
inability of these lineages to respond to the rapid climatic changes and shift their ranges to
favourite regions in case of deep disturbances. Several morphological traits previously
considered to be unique synapomorphies evolved independently in distantly related lineages

as a result of neotenic modifications.
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1 Uvod

Lycidae jsou elateroidni celedi broukt (Coleoptera) a jejich nejbliz§imi ptibuznymi
jsou svétluskoviti (Lampyridae), patefickoviti (Cantharidae) a kovatikoviti (Elateridae)
(Bocdkova & kolektiv, 2007). Nékteré linie nadceledi Elateroidea se vyznacuji neotennim
vyvojem samic a celkové modifikovanou morfologii obou pohlavi v dasledku naruseni
ontogenetickych procesti (Bocak & kolektiv, 2008; Kundrata & Bocdk, v tisku). Studium
ontogenetickych procesit ma dlouhou tradici pokud se jednd o obratlovce (Gould, 1977),
avSak bezobratli, v€etn€ hmyzu, zlstavali dlouho mimo pozornost. Vyplyva to z toho, Ze
fauna hmyzu je mnohem bohatsi, a proto je taxonomicky podstatné méné prozkoumana.
Jednou z linii Zivoc¢ichl s velmi pozménénou ontogenezi jsou nékteti Lycidae (Lawrence &
Britton, 1991; Bocék & kolektiv, 2008). Z hlediska evoluce jsou tito brouci velmi zajimavou
skupinou. Samci cCeledi Lycidae dokoncuji metamorfézu, podobné jako ostatni skupiny
broukt: krovky a druhy par kiidel samct jsou pIné vyvinuté, avSak télo je slab¢
sklerotizované a abdomen si zachovavd néckteré larvalni znaky (napf. exponované
intersegmentalni membrany). Sexualné dospélé samice si zachovavaji kompletni larvalni
morfologii. Takto vyznamné modifikace ontogeneze siln€ ovliviiuji schopnost Sifeni a zplisob

speciace (Malohlava & Bocak, 2010).

1.1 Neotenie v celedi Lycidae

Pfevazna vétSina skupin Celedi Lycidae ma samce i1 samice okiidlené a vzdjemné
podobné, nicméne nékolik rodl z podceledi XXXXXXXX, Dilophotinae: Ateliini a Lycinae:
Calopterini ma neotenni larviformni samice. Dlouho ziistavaly znalosti o téchto skupinach
velmi omezené a samci a samice byli povazovani za samostatné taxony a n¢kdy klasifikovani
dokonce v riiznych €eledich: samci pod jménem XXXXXXXX Pic v ¢eledi Drilidae a samice
oznacované jako XXXXXXXX Mjoberg v celedi Lycidae (Wong, 1996; Bocidk & Bocakova,
2008). Samici neotenie byla definitivné prokdzana az pozorovanim kopulace samce a samice
patficich do rodu XXXXXXXX, v deStném pralese jihovychodni Asie (Mjoberg, 1925; Wong,
1996) a predpokladana na zakladé sbéru samcii a samic XXXXXXXX Waterhouse spole¢né pod
kusy dieva (Gravely, 1915). Nékteii samci a samice z rodu XXXXXXXX a Macrolibnetis Pic

byli neddvno identifikovani pomoci molekularnich markert (Levkanicova & Bocak, 2009).



Miller (1991) popsal larviformni samice druhu XXXXXXXX XXXXXXX Leng & Mutchler z
Velkych Antil. V ptipadé nékterych rodd, jejichz samci jsou uloZeni v muzejnich sbirkach ve
velkych poctech a jejichz samice jsou neznamé, lze neotenii prfedpokladat (Bocdk &
Bocdkova, 1990, 2008). Jednd se o rody XXXXXXXX Waterhouse (XXXXXXXX) z
Afrotropické oblasti, xxxxxx Waterhouse a xxxxxx Waterhouse (XXXXXXXX), xxxxxx Bocak,
xxxxxx Bocakova a Bocak, xxxxxXXXXXXXX Pic a xxxxxx Bocdkova a Bocak (XXXXXXXX)
z Orientalni oblasti (Bocakova, 2006).

Znalosti o biologii neotennich skupin jsou velmi omezené, protoZe chov téchto skupin
je velmi obtizny a pouze v ptirozenych podminkach se podafilo sledovani vyvoje po delsi
casové obdobi (Wong A. T. C., Singapore, osobni sdéleni). VSechny znamé samice roda
XXXXXXXX a XXXXXXXX zistavaly larviformni a nevytvofily kuklu. Sexudlni dospélost
nastava po poslednim svlékani bez jakékoliv metamorfézy, pouze se ¢aste¢né¢ méni struktura
kutikuly a otevira se kopula¢ni otvor (Wong, 1996). Samice obou rodd jsou mimotadné velké
a dosahuji az patnactinasobné délky téla ve srovnani se samci. Samice téchto skupin jsou
pravidelné pozorovany v pfirod¢. Dalsi druhy maji samice velmi pravdépodobné podobné
velikosti jako samci a dosud nebyly sbirany.

Neotenie v Celedi Lycidae je unikétni tim, ze neotenni skupiny prodélavaji neotenni
vyvoj obligatorné a nemohou tuto trajektorii opustit v piipad€, Ze jsou vystaveny jinym
podminkam, ve kterych by bylo vyhodnéj$i prodélavat kompletni metamorféozu. Tim se
podstatné lisi od znamych modelovych skupin jako jsou mloci Eurycea tynerensis (Bonett &
Chippindale, 2006), kteti za nepfiznivych podminek plné dospivaji a tim ziskavaji moznost
snadnéjsi disperse.

Obligatni neotenie se vyznacCuje tim, Ze jeji exprese neni fizena vlivy vné¢jsSiho
prostfedim, ale znak je fixovan v prubéhu evoluce (Bocdk & kolektiv, 2008), pfitom ziistava
nejasné jaky je vliv neotenie na fitness jednotliveli a jak je ovlivnéna evolu¢ni uspéSnost
neotennich linii. Zatimco fakultativni neotenie umoziuje reverzi k plné metamorfoze,
obligatorni neotenie je mnohem drastictéjSim zdsahem do biologie skupiny (Bonnet &
Chippindale, 2006). Obligatni neotenie je tedy evoluéné mnohem vyznamnéj$i zménou
ontogeneze a dosud nebyla zaznamenana moznost opusténi neotenniho zplsobu
rozmnozovani po jeho fixaci v linii. VSechny neotenni linie Elateroidea jsou velmi chudé na
pocet druhti a v pfirodé se vyskytuji pouze v malych populacich. Tato charakteristika ukazuje

na jejich potencidlni zranitelnost pii velkych environmentalnich disturbancich.



1.2 Cil prace

Tato studie se soustied’'uje na skupiny, ve kterych pouze samci dokoncuji metamorfézu
a samice zustavaji larviformni neboli neotenni. Informace o neotennich liniich brouki byly
velmi omezené a na zaklad¢ sbérli z posledni expedi¢ni €innosti jsou nyni k dispozici pro
isolaci DNA dalsi skupiny pravdépodobné neotennich linii.

Dosud je znamo pouze 24 druhli neotenniho rodu XXXXXXXX (Bocak & Bocakova,
1989) a piiblizn€¢ 10 druht v rodi XXXXXXXX a XXXXXXXX (Pic, 1921). Teprve Bocék a
Bocékova (1990) upozornili na moznost neotenniho vyvoje v dalSich skupinach. Bocak a
kolektiv (2008) publikovali fylogenezi celedi Lycidae a sekvenovali 17 neotennich zastupct z
tii samostatnych linii - XXXXXXXX, Dilophotinae: XXXXXXXX a Lycinae: Calopterini.
Pii expedi¢ni ¢innosti v jihovychodni Asii, Kamerunu, Portoriku, Bolivii a Panamé bylo
ziskéano dalSich 69 exemplait samci a samic pievazné neotennich skupin ¢eledi Lycidae (Tab.
1), jejichz vybrané fragmenty DNA byly sekvenovany a byl tak doplnén datovy soubor, ktery
byl publikovén jiz diive (Bocak & kolektiv, 2008) (Tab. 2). Diky dal§imu materidlu a dat zde
ziskanych, bychom méli ziskat dalsi informace o evoluci této skupiny a fylogenetickych
vztazich mezi jednotlivymi neotennimi liniemi. Tato data by méla pomoci pfi piesnéjSim
objasnéni vzniku neotennich linii a také potvrdit mnohonasobny vznik neotenie v této

skuping.

Cilem prace je zodpovédet nasledujici otazky:

a) jaka je fylogenetickd piibuznost afrotropickych a neotropickych skupin, které diive nebyly
k dispozici. Jednd se konkrétné o africkou skupinu XXXXXXXX a neotropicky rod
XXXXXXXX. Africti XXXXXXXX byli diive popsani jako samostatna celed’ (Kazantsev,
2003), ale Bocédk a Bocakova (2008) tuto skupinu povazovali za soucast Celedi Lycidae.
Podstatnou otazkou je, zda se jedna o samostatnou neotenni skupinu nebo o ptibuzné
orientalnich XXXXXXXX, coz by svédcilo o vyznamném evolu¢nim stafi téchto skupin.

b) potvrdit nebo vyvratit hypotézu mnohonasobného vzniku neotenie v ¢eledi Lycidae. Dosud
potvrzeny trojnadsobny vznik neotenie (Bocak & kolektiv, 2008) ukazuje na tendenci tvorby
neotennich linii v Lycidae. Faktory ovlivitujici vznik neotenie zistavaji predmétem spekulaci,
protoze mimo Elateroidea je vznik neotenie mimotfadné vyjimecny (Miller, 1991). Mapovani

vzniku neotenie je vyznamné pro dalsi studium tohoto jevu a jeho makroevolu¢nich dasledku.



¢) jsou podobnosti v morfologii neotennich skupin unikdtnimi apomorfiemi nebo se jedna o
paralelni vyvoj v disledku pfechodu na neotenni trajektorii ontogeneze? Morfologické
fylogenetické analyzy vedou k zavéru, Ze neotenni skupiny predstavuji monofyletickou
skupinu (Kazantsev, 2003). Molekularni markery jako nezavisly zdroj informaci umoziuji

testovani tohoto predpokladu.

2 Metodika a material

2.1 Laboratorni prace: izolace DNA, PCR amplifikace, ¢iSténi PCR produktu, cycle
sequencing, sekvenace

Pro extrakci DNA byly pouzity exemplafe studované skupiny z jihovychodni Asie
(Filipiny, Indonésie, Malajsie, Bocék L. coll.), Kamerunu (Bocék L. coll.), Portorika (Ivie M.
coll.), Bolivie (Grebenikov V. coll.) a Panamy (Windsor D. coll.) (Tab. 1). Material byl
usmrcen v terénu vlozenim do 96% alkoholu a uloZen pfi teploté -20°C do doby isolace DNA.
K extrakci DNA byla pouzita svalovina koncetin, metathoraxu, pfipadné cely meso-,
metathorax a abdomen drobnéjSich exemplafi. 1zolace DNA byla provadéna pomoci DNeasy
blood & tissue kitu (QIAGEN). Koncentrace DNA byla méfena pomoci spektrofotometru
nanodrop ND 1000.

PCR amplifikace mitochondrialnich genti cox/ a nad5 byla provedena s pouzitim
10xPCR pufru, 50mM MgCl,, Platinum Taq DNA polymerasy 5U / ul (Invitrogen), 2mM
kazdého dNTP (Fermentas), 10uM primerti, destilované vody pro doplnéni PCR reakce do 50
pl) a1 -4 pl templatu (10 - 30 ng dvousroubovice DNA). PCR amplifikace jadernych genti
28S rDNA, 18S rDNA a mitochondridlniho genu /6S rDNA byla provedena s pouzitim
10xNH4 PCR pufru, 50mM MgCl, 5x500 U BIOTAQ DNA polymerasy (Bioline), 2mM
kazdého dANTP (Fermentas), 10uM primert, destilované vody pro doplnéni vysledného
roztoku do 50 pl a 1 - 4 pl templatu (10 - 30 ng). Pro amplifikaci jednotlivych gent byly
pouzity protokoly uvedené v Tab. 4. Seznam primerti pouzitych v reakci je uveden v Tab. 3.
Vysledek PCR byl zjistén pomoci elektroforézy a barveni ethidium bromidem. PCR produkty
byly vycistény na MultiScreen filtrovacich destickach (MILLIPORE) a koncentrace DNA
zmeéfena na spektrofotometru nanodrop ND 1000.

Pro sekvenacni reakci byl pouzit Big Dye Terminator Cycle Sequencing kit v.

1.1, 1,6uM primery a destilovana voda. Sekvenacni reakce probchla za téchto podminek: 1



min pti 96°C, 10 s pii 96°C, 5 s pti 50°C, 4 min pti 60°C a 1 hod pti 4°C. Sekvenacni produkt
byl vyc¢istén 80% UV ethanolem, 3M NaAc a produkt byl dvakrat promyty 70% etanolem.
Sekvena¢ni produkty byly rozpuStény v Hi-Di formamidu (Applied Biosystems) a

sekvenovany v automatickém sekvenatoru ABI 3130.

Tab. 1 Prehled studovaného materialu
Tab. 1 Pokracovani

Tab. 1 Pokrac¢ovani

Tab. 2 Ptehled diive publikovanych sekvenci pouzitych pro mimoskupinové srovnani

¢islo GenBank

nazev rodu Cislo vzorku coxl nad5 285 rDNA  18S rDNA 16S rDNA zemé vyskytu
Plateros sp. A 303 DQ181215 DQ181369 DQ181141 DQ181067  DQ180993 Indonesia
Duliticola sp. A 588 DQ181239 DQ181393 DQI181165 DQI181165 DQI81165 Indonesia
Lyropaeus sp. A 584 DQ181235 DQ181389 DQI81161 DQI181087 DQI181013 Indonesia
Lyponia sp. A 816 DQ181248 DQ181402 DQI81174 DQI181100 DQI181026 China
Metacantharis sp. M14 DQ198608 DQ181417 DQ198768 DQ100526 DQ198685 Czech Republic
Calochromus sp. A 347 DQI81216 DQ181370 DQI81142 DQI181068 DQ180994 Malaysia
Konoplatycis sp. 575 DQ181226 DQ181380 DQI181152 DQI81078 DQ181004 Japan
Benibotarus sp. A 573 DQI81224 DQ181378 DQI81150 DQI181076  DQ181002 Japan
Cautires sp. A L14 DQ181193 DQ181347 DQI181119 DQI81045 DQ180971 South Africa
Dihammatus sp. A 1009 DQI181254 DQ181408 DQI81180 DQI181106 DQ181032 Malaysia
Calochromus sp. B 033 DQ181208 DQ181362 DQI81134 DQI181060 DQ180986 Malaysia
Duliticola sp. B LO01 DQ181185 DQ181339 DQI181111 DQI181037  DQ180963 Malaysia
Lycoprogenthes sp. A 358 DQ181218 DQ181372 DQI181144 DQI181070  DQ180996 Indonesia
Dembickyiella sp. 542 DQ181219 DQ181373 DQ181145 DQI181071  DQ180997 Indonesia
Libnetis sp. A 1002 DQ181252 DQ181406 DQI81178 DQI181104 DQI181030 Indonesia
Microtrichalus sp. L23 DQ181200 DQ181354 DQI181126 DQI181052 DQ180978 Malaysia
Macrolycus sp. A L18 DQ181197 DQ181351 DQ181123 DQ181049  DQ180975 China
Platerodrilus sp. A 587 DQ181238 DQ181392 DQI81164 DQI181090 DQI81016 Indonesia
Dictyoptera sp. A 570 DQI181221 DQ181375 DQI81147 DQI181073  DQ180999 Japan
Calochromus sp. C L16 DQI81195 DQ181349 DQI81121 DQI181047 DQ180973 China
Libnetis sp. B 1008 DQ181253 DQ181407 DQI181179 DQI181105 DQI181031 Malaysia
Idiopteron sp. M44 DQ181205 DQ181359 DQI81131 DQI181057 DQ180983 Ecuador
Scarelus sp. A 582 DQ181233 DQ181387 DQI181159 DQI81085 DQI181011 Malaysia
Platycis sp. A 576 DQ181227 DQ181381 DQI181153 DQ181079  DQ181005 Japan
Luciola sp. Mo3 DQ198595 DQ181415 DQ198762 DQ100514 DQ198672 Indonesia
Eropterus sp. A 580 DQI181231 DQ181385 DQI81157 DQI181083  DQI181009 USA
Thonalmus sp. A 594 DQ181241 DQ181395 DQI181167 DQI181093 DQI181019 Montserrat
Plateros sp. B 243 DQ181213 DQ181367 DQ181139 DQI81065 DQ180991 Malaysia
Lyropaeus sp. B 585 DQI181236 DQ181390 DQI81162 DQI181088 DQI81014 Malaysia
Horaliella sp. A 1043 DQ181258 DQ181412 DQI81184 DQI81110 DQI81036 Malaysia
Lyropaeus sp. C L1l DQI81190 DQ181344 DQIS8II16 DQI181042 DQI180968 Malaysia
Lycoprogenthes sp. B 805 DQ181245 DQ181399 DQI181171 DQI81097 DQ181023 Indonesia
Plateros sp. C 1031 DQ181257 DQ181411 DQ181183 DQI181109 DQ181035 USA
Libnetis sp. C 1012 DQI181255 DQ181409 DQI81181 DQI181107 DQ181033 Japan
Lycostomus sp. L27 DQ181203 DQ181357 DQI181129 DQI181055 DQ180981 China




Tab. 2 Pokracovani

Lycus sp. L03 DQI181187 DQ181341 DQI81113 DQI81039  DQ180965 South Africa
Rhagophthalmus sp. 155 DQ198587 DQI181413 DQ198756 DQ100508  DQ198665 India
Platycis sp. B 348 DQ181217 DQ181371 DQI181143 DQI81069  DQ180995 Czech Republic
Benibotarus sp. B 572 DQ181223 DQ181377 DQI181149 DQI181075 DQ181001 Japan
Lyponia sp. B L17 DQI181196 DQ181350 DQI181122 DQI181048 DQI180974 China
Pseudoceratoprion sp. 592 DQ181240 DQ181394 DQI181166 DQI181092  DQI181018 Costa Rica
Libnetis sp. D L02 DQ181186 DQ181340 DQI181112 DQI181038  DQ180964 Malaysia
Lyponia sp. C 817 DQ181249 DQ181403 DQI181175 DQI181101  DQ181027 South Korea
Macrolibnetis sp. 121 DQ181198 DQ181352 DQI181124 DQI181050  DQ180976 Malaysia
Lycoprogenthes sp. C 801 DQ181243 DQ181397 DQI181169 DQI181095 DQI181021 Indonesia
Platerodrilus sp. B 586 DQ181237 DQ181391 DQI81163 DQI81089 DQI81015 Indonesia
Calochromus sp. D 124 DQ181209 DQI181363 DQI181135 DQI81061 DQ180987 Malaysia
Macrolycus sp. B 828 DQ181250 DQ181404 DQI181176 DQI81102 DQI181028 Thailand
Thonalmus sp. B 595 DQI181242 DQI181396 DQI&1168 DQI181094 DQI181020 Montserrat
Metriorrhynchus sp. L05 DQI181188 DQ181342 DQI81114 DQI181040 DQI180966 Malaysia
Lycoprogenthes sp. D 802 DQ181244 DQ181398 DQI181170 DQI181096 DQI181022 Indonesia
Dictyoptera sp. B 571 DQ181222 DQ181376 DQI181148 DQI181074  DQI181000 Japan
Bicladon sp. M35 DQ198586 DQ181419 DQ198755 DQ100507 DQ198664 China
Calopteron sp. L25 DQ181201 DQ181355 DQI181127 DQI181053  DQ180979 Ecuador
Lyponia sp. D 815 DQ181247 DQ181401 DQI181173 DQI81099  DQI181025 Japan
Pendola sp. A M45 DQ181206 DQ181360 DQI181132 DQI81058  DQ180984 Indonesia
Dihammatus sp. B L12 DQI181191 DQ181345 DQI81117 DQI81043 DQ180969 Malaysia
Eurrhacus sp. A M43 DQ181204 DQ181358 DQI181130 DQI81056  DQ180982 Ecuador
Plateros sp. D 031 DQ181207 DQ181361 DQI81133 DQI81059 DQ180985 Malaysia
Pyropterus sp. 574 DQ181225 DQI181379 DQI81151 DQI81077 DQI181003 Japan
Phengodes sp. M29 DQ198583 DQ181418 DQ198752 DQ100504 DQ198661 USA
Alyculus sp. A 543 DQ181220 DQ181374 DQI181146 DQI81072 DQ180998 Indonesia
Dilophotes sp. 244 DQI181214 DQI181368 DQI181140 DQI81066 DQ180992 Malaysia
Plateros sp. E L13 DQ181192 DQ181346 DQI181118 DQI181044 DQ180970 Malaysia
Conderis sp. A 581 DQ181232 DQ181386 DQI181158 DQI181084  DQI181010 Japan

Taphes sp. 812 DQ181246 DQ181400 DQI181172 DQI181098  DQ181024 Laos
Conderis sp. B 194 DQI181210 DQ181364 DQI181136 DQI81062  DQ180988 Malaysia
Lopheros sp. 577 DQ181228 DQ181382 DQI181154 DQI181080  DQI181006 Japan
Flagrax sp. L26 DQ181202 DQ181356 DQI181128 DQI181054  DQ180980 South Africa
Cautires sp. B L06 DQI181189 DQ181343 DQI81115 DQI81041 DQI180967 Malaysia
Eropterus sp. B 579 DQ181230 DQ181384 DQI181156 DQI81082 DQI181008 Japan
Dihammatus sp. C 1001 DQ181251 DQ181405 DQI81177 DQI81103 DQ181029 Indonesia
Scarelus sp. B 583 DQ181234 DQ181388 DQI181160 DQI181086 DQI181012 Malaysia

Dihammatus sp. D 1017 DQ181256 DQ181410 DQ181182 DQI181108 DQ181034 Indonesia



Tab. 3 Prehled primert pouzitych ve studii

gen / mtDNA primer / F — forward, R — reverse autor
JerryM  23F CAA CAY YTATTT TGRTTY TTT GG Osaka / Neoteny
coxl (tRNA-Leu, cox2)
Marcy 27R TAR TTC RTA TGW RCA ATA YCA YTG RTG Osaka / Neoteny
OF1 28F CCT ACT CCT GTT TCT GCT TTA GTT CAT TC Osaka / Fukui
nad5 (tRNAs*)
R6 29R GAA ACG AAA AAT CGT ATT TAA TTT CGA CT  Osaka
16a 20F CGC CTG TTT AAC AAA AACAT London / Osaka
16S rDNA NDIA 27R GGT CCC TTA CGA ATT TGA ATA TAT CCT Simon et al.,1994 Dirk
ND1-2 24R ATC AAA AGG AGC TCG ATT AGT TTC Osaka / Simon
gen / nDNA primer / F — forward, R — reverse autor
ff 20F TTA CAC ACT CCT TAG CGG AT London
28S rDNA
dd 19R GGG ACC CGT CTT GAA ACA C London
5’ 24F GAC AAC CTG GTT GAT CCT GCC AGT Tautz
b5.0 19R TAA CCG CAA CAACTT TAAT Tautz
18S rDNA al.0 20F GGT GAA ATT CTT GGA CCG TC Tautz
bi 20R GAG TCT CGT TCG TTA TCG GA Tautz
a2.0 19F ATG GTT GCA AAG CTG AAAC Tautz
3’1 24R CAC CTA CGG AAA CCT TGT TAC GAC Tautz

* - tRNA-Phe, tRNA-Glu, tRNA-Ser

Tab. 4 Podminky PCR amplifikace pro jednotlivé geny

coxl (tRNA-Leu, cox2), nad5 (tRNAs*) 28S rDNA

1. 94°C — 1 min 1. 94°C — 2 min
2.94°C — 1 min 2.94°C—30s

3.45°C— 1 min ~40 cykld 3.50°C—45s }40 cykla
4.72°C — 2 min J 4.72°C — 1, 45 min

5.72°C— 10 min 5.72°C— 10 min

6.4°C—1h 6.4°C—1h

18S rDNA 16S rDNA

1.94°C — 2 min 1.96°C — 2 min

2.94°C-30's 2.96°C—30's

3.48°C-30's } 40 cykla 3.41°C-30's } 40 cykli
4.72°C— 1, 15 min 4.72°C — 1,45 /2 min

5.72°C — 10 min 5.72°C— 10 min

6.4°C—1h 6.4°C—1h

* - tRNA-Phe, tRNA-Glu, tRNA-Ser

2.2 Analyza dat: editace sekvenci, alignment, fylogenetické analyzy

Sekvence byly editovany v programu Sequencher verze 4.7 (Gene Codes Corp.) a

alignovany programem ClustalX verze 1.8 (Higgins & kolektiv, 1996) pro definici



homologickych tsek a strukturdlni kontrolu proteiny kddujicich tsekd. Mitochondridlni
geny vykazovaly minimum inzerci a deleci, zatimco »DNA geny obsahovaly vétSi mnozstvi
inzerci a deleci. Dlouhé useky inzerci a deleci, které nevykazovaly homologii s zZadnym
taxonem, byly pfed fylogenetickou analyzou odstranény. Fragment cox/ byl rozdélen na
useky cox! (proteiny koédujici), tRNA-Leu a cox2 (proteiny kodujici). Fragment nad5 byl
rozdélen na Useky nad5 (proteiny kodujici), tRNA-Phe, tRNA-Glu a tRNA-Ser (tRNAs). Kazdy
fragment (coxI, tRNA-Leu, cox2, nad5, tRNAs, 28S rDNA, 18S rDNA, a 16S rDNA) byl
alignovan samostatn¢. Proteiny kodujici fragmenty byly alignovany pouze v programu
ClustaX. Fragmenty tRNA a ¥rDNA byly alignovany ¢tyfmi metodami liSicimi se pouzitym
algoritmem (ClustalX, BlastAlign, Muscle, Tcoffee). Vysledné matice jednotlivych gent byly
konkatenovany s pouzitim skriptu v jazyce Perl. Vysledkem byly ¢tyii supermatice obsahujici
délkoveé variabilni tGseky alignované metodami ClustalX, BlastAlign, Muscle a Tcoffee a
proteiny kodujici useky alignované programem ClustalX. Pro vSechny alignmenty byly
pouzity defaultni nastaveni v pfisluSnych programech. Metoda alignmentu BlastAlign
eliminovala hypervariabilni regiony. Ctyfi metody alignmentu byly pouZity vzhledem k
nejistoté pii definovani homologii.

Kazdéd supermatice byla analyzovéana tfemi postupy: a) s pouzitim optimalizacniho
kritéria maximalni parsimonie (MP) v programu TNT verze 1.1 (Goloboff & kolektiv, 2003),
kde pro bootstrapovou analyzou bylo generovano 100 pseudoreplikaci; b) s pouzitim
optimaliza¢niho kritéria maximum likelihood aplikovaného v programu RAXML verze 7.2.3
(Stamatakis, 2006a; Stamatakis & kolektiv, 2008). Datovy soubor byl rozdélen na geny a
kodony v mtDNA protein kodujicich fragmentech, pro kazdou partici byl optimalizovan
model zvlast’ a bylo analyzovano 100 bootstrapovych replikaci podle GTRCAT substitu¢niho
modelu (Stamatakis, 2006b); c¢) postupem Bayesianské analyzy v programu MrBayes verze
2.3, kompilace pro paralelni zpracovani na multijadrovych procesorech Intel Nehalem
(Castillo & kolektiv, 2010). Bayesianské analyzy byly pocitany jako dvakrat Ctyfi fetézce, v
kazdé skuping 1 studeny fetézec a 3 horké fetézce po dobu 12 x 10° generaci, Markovovou
fetézcovou Monte Carlo metodou (MCMC). MCMC metoda byla nastavena pro nezavislou
proménlivost parametrti v individudlnich proteiny kédujicich a nekddujicich genech podle
GTR + I + G modelu. Hodnoty pravdépodobnosti byly vyhodnoceny v programu Tracer verze
1.4 (Rambaut & Drummond, 2004) a generace pired dosazenim staciondrni faze byly

vylouc€eny z dalSich analyz. Vysledné 50% konsensualni fylogenetické stromy byly vypocteny



v programu PAUP* verze 4.0b10 (Swofford, 2002).

3 Vysledky

Byly ziskany parcialni nebo kompletni sekvence pro 69 jedincl reprezentujicich 21
rodi a 48 druhti pro mitochondrialni geny cox/, tRNA-Leu, cox2, nad5, tRNAs a 16S rDNA a
pro jaderné ribosomdlni geny 28S rDNA a 18S rDNA (Tab. 1). Tyto jsem pro dalsi analyzu
spojil do jednoho datového souboru s diive publikovanymi sekvencemi ptibuznych druhti
(Tab. 2). Primérné zastoupeni bazi v jednotlivych fragmentech bylo nasledujici: v genu cox/
byl adenin (A) zastoupen z 33,73 %, cytosin (C) z 19,39 %, guanin (G) z 15,13 % a thymin
(T) z 31,74 %., v tRNA-Leu byl A zastoupen z 28,61 %, C z 22,21 %, G 222,29 % aT z 26,88
%; v cox2 byl A zastoupen z 29,22 %, C 222,91 %, G 220,64 % a T z 27,21 %; v nad5 byl A
zastoupen z 28,65 %, C z 9,50 %, G z 15,89 % a T z 45,95 %; v tRNAs byl A zastoupen z
38,01 %, C 29,01 %, Gz 13,39 % aT z 39,57 %; v 285 rDNA byl A zastoupen z 25,48 %, C
723,60 %, Gz30,44 % a T z 20,46 %; v 18S rDNA byl A zastoupen z 24,37 %, C z 24,16 %,
Gz27,76 % aT z 23,69 % av 16S rDNA byl A zastoupen z 31,35 %, C z 12,92 %, G z 18,13
% aTz37,58 %. Primérna délka fragmentu cox/ byla 806.49 bp, tRNA-Leu 106.27 bp, cox2
207.74 bp, nad5 1013.55 bp, tRNAs 202.09 bp, 28S rDNA 640.24 bp, 18S rDNA 1868.18 bp a
16S rDNA 805.09 bp (Tab. 5). Ziskané sekvence rDNA a tRNA genu byly alignovany s
vyuzitim ¢tyt algoritnli aplikovanych v programech ClustalX, BlastAlign, Muscle a Tcoffee.
Studované rDNA a tRNA fragmenty sestavené do matice reprezentujici homologické pozice
vykazovaly v zavislosti na pouzitém algoritmu alignmentu rtznou délku (Tab. 6). Pti
alignovani metodou ClustalX byl fragment tRNA-Leu 110 bp, tRNAs 278 bp, 28S rDNA 793
bp, 18S rDNA 2054 bp a 16S rDNA 839 bp. Cela supermatice vytvorend timto typem
alignmentu méla délku 6119 bp. Pii alignovani metodou BlastAlign byl fragment tRNA-Leu
97 bp, tRNAs 285 bp, 28S rDNA 713 bp, 18S rDNA 1977 bp a 16S rDNA 635 bp. Cela
supermatice vytvofena timto typem alignmentu méla délku 5747 bp. Pfi alignovani metodou
Muscle byl fragment tRNA-Leu 153 bp, tRNAs 251 bp, 285 rDNA 777 bp, 18S rDNA 2029 bp
a 16S rDNA 842 bp. Cela supermatice vytvoiena timto typem alignmentu méla délku 6094 bp.
Pti alignovani metodou Tcoffee byl fragment tRNA-Leu 185 bp, tRNAs 473 bp, 285 rDNA 797
bp, 185 rDNA 2066 bp a 16S rDNA 865 bp. Celd supermatice vytvofena timto typem
alignmentu méla délku 6425 bp. Pocet indelt v jednotlivych alignmentech vzniklych pfti



pouziti zminénych algoritmt pii tvorbé alignmentd byl riizny. Pti pouziti metody alignmentu
ClustalX bylo vytvofeno 68791 indelt, pifi pouziti metody BlastAlign 61969 indelt, pii
pouziti metody Muscle 60250 indelti a pifi pouziti metody Tcoffee bylo vytvofeno 60308
indelt. To svédci o délkové variabilité studovanych fragmentl a z tohoto diivodu bylo také

uplatnéno vice metod tvoficich alignmenty.

Po konkatenaci matic jednotlivych gentli, vytvofenych s pouzitim vyse uvedenych
metod alignmentli vznikly Ctyfi supermatice a kazda z nich byla pouZita pro tfi metody

fylogenetické analyzy.

a) optimalizacni kritérium MP aplikované programem TNT

Vysledkem analyzy byly maximalné parsimonni (MP) stromy (Obr. 1), jejichz pocet se
odvijel od pouzit¢ metody alignmentu. Parsimonni analyza supermatice alignované
programem BlastAlign poskytla 6 maximalné parsimonnich stromi, matice ClustalX 1 strom,
Muscle 2 stromy a Tcoffee 4 stromy. Topologie bazalnich ¢asti stromli byla nestabilni a
jednotlivé kladogramy se liSily v postaveni neotennich linii, kdyz XXXXXXXX
(XXXXXXXX, XXXXXXXX a ptibuzné rody) byly v parafyletickém postaveni v metodach
alignmentti ClustalX, BlastAlign a Muscle a identifikovani jako monofyleticka skupina v
analyze alignmentu Tcoffee (Tab. 7). Rod XXXXXXXX a skupina XXXXXXXX (XXXXXXXX
sp., XXXXXXXX gen. sp.) byly identifikovany jako monofyletické pouze v metodé
alignmentu BlastAlign s tim, Ze XXXXXXXX tvofil klad pouze s jednim ze dvou taxont tribu
XXXXXXXX zatazenych do analyzy (Tab. 7). Rod xxxxxxx tvofil parafyleticky klad se
skupinou Calopterini (Calopteron, Idiopteron, Pseudoceratoprion) pouze v metode
alignmentu Muscle. Kladogramy vyprodukované na zéklad¢ ostatnich metod alignmentu
nenabizely parafylii ani monofylii této skupiny taxond (Tab. 7). Rody XXXXXXXX a
XXXXXXXX tvorily parafyletické skupiny v kladogramech vyprodukovanych na zdkladé
alignmett Muscle a Tcoffee a ve zbylych dvou metodach nebyly pfitomny v zddném z téchto
dvou postaveni (monofylie, parafylie) (Tab. 7). Rody xxxx xxxxx a XXXXXXXX tvofily ve
vSech metodach alignmenti monofyletické klady (Tab. 7). Rody xxxxxx, xxxxx a XXXXXXXX
tvofily ve vSech metodach alignmentli, krom¢ metody BlastAlign, monofyletické klady. V
metod¢ BlastAlign nebyly pfitomny v Zadném z téchto postaveni (Tab. 7). Bootstrapova

analyza identifikovala vyznamnéj$i podporu pouze v termindlnich vétvich u vSech metod
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alignmentti (Obr. 1).

b) optimalizacni kritérium maximum likelihood v programu RAXML

Na zéklad¢ optimalizacniho kritéria maximum likelihood byl vyprodukovan maximalné
pravdépodobny strom pro kazdy alignment (Obr. 3) a majoritni konsensudlni strom
sumarizujici vysledky analyz 100 pseudoreplikaci datového souboru (Obr. 2). Na zaklad¢
vSech metod alignmentll byla zjiSt€éna monofylie skupiny XXXXXXXX (Tab. 7). Rod
XXXXXXXX a skupina XXXXXXXX tvorily ve vSech metodach alignmentli monofyletické
klady. V metodach BlastAlign a Tcoffee rod XXXXXXXX tvoftil klad pouze s jednim ze dvou
XXXXXXXX zatazenych do analyzy (Tab. 7). Rod xxxxxxx tvofil monofyletické klady se
skupinou Calopterini pouze v metodach alignmentii BlastAlign a Tcoffee s tim, Ze v obou
piipadech chybél v tomto kladu néktery z druht klasifikovanych ve skupiné Calopterini.
Analyzy matic zaloZenych na ostatnich metodach alignmentu neidentifikovaly xxxxxx a ostani
Calopterini jako monofyletické nebo parafyletické skupiny (Tab. 7). Rody XXXXXXXX,
XXXXXXXX, xxxxxx, xxxxx a XXXXXXXX byly ve vSech metodach alignmentli identifikovany
jako monofyleticka skupina (Tab. 7). Rody xxxxxx, xxxxxx a XXXXXXXX tvotily ve vSech
metodach alignmentl parafyletické klady (Tab. 7). Podpora bazalnich vétvi byla ve vSech
ptipadech nizka (Obr. 2).

¢) Bayesianska analyza v programu MrBayes

Prestacionarni faze analyzy byla identifikovdna v programu Tracer a byla vyhodnocena
dosazena troven zpétnych pravdépodobnosti v jednotlivych analyzach. Fylogenetické stromy
dosahujici maximalni hodnoty pravdépodobnosti ve staciondrni fazi byly kombinovany do
jednoho souboru a vypocteny majoritni konsensualni stromy (Obr. 4). Podpora bazalnich
vétvi byla pomérné nizka (Obr. 4). Pro jednotlivé metody alignmentti byly v programu Tracer
vypocitany hodnoty maximum likelihood s tim, ze byly z analyzy odstranény vSechny stromy
pied dosaZenim stacionarni faze. Stromy nachézejici se ve stacionarni fazi byly ponechany a
pouzity k analyze. Pro metodu BlastAlign byla zjiSt€éna hodnota maximum likelihood
-136132,2538 a bylo odstranéno 7,6 milionli stromli pfed dosaZenim stacionarni faze. Do
analyzy bylo zahrnuto 4,4 milionti stromd. Pro metodu ClustalX byla zjisténa hodnota
maximum likelihood -149820,9131 a bylo odstranéno 7 milionii stroml pfed dosaZenim
stacionarni faze. Do analyzy bylo zahrnuto 5 milion stromti. Pro metodu Muscle byla

zji$téna hodnota maximum likelihood -145878,1536 a bylo odstranéno 5 miliont strom pied
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dosazenim staciondrni faze. Do analyzy bylo zahrnuto 7 miliond stromt. Pro metodu Tcoffee
byla zjisténa hodnota maximum likelihood -144916,2543 a bylo odstranéno 8,85 miliont
stromt pred dosazenim stacionarni faze. Do analyzy bylo zahrnuto 3,15 milionl stromi.
Postaveni jednotlivych rodii a skupin ve fylogenetickych stromech bylo nésledujici.
XXXXXXXX byli shledani jako monofyleticti na zédklad¢ vSech metod alignmentt (Tab. 7).
Rod XXXXXXXX a skupina XXXXXXXX tvofily monofyletické klady v metodach
alignmentu BlastAlign, ClustalX a Tcoffee, pouze v metodé BlastAlign rod XXXXXXXX tvoftil
klad pouze s jednim taxonem ze dvou rudi tribu XXXXXXXX (Tab. 7). Rod xxxxx tvofil se
skupinou Calopterini monofyletické klady ve vSech metodach alignmentii. V metodach
BlastAlign, Muscle a Tcoffee chybély ve vétvi Calopterini nékteré klasifikované druhy (Tab.
7). Rody XXXXXXXX a XXXXXXXX vytvaiely monofyletické klddy v metodach alignmenta
BlastAlign a Tcoffee. V metod€ ClustalX vytvarely tyto rody klad parafyleticky (Tab. 7).
Skupina rodt xxxxx, xxxxxx a XXXXXXXX tvotila monofyletickou skupinu v kladogramech
vyprodukovanych na zakladé matic reprezentujicich vSechny metody alignmentu kromeé

metody alignmentu BlastAlign (Tab. 7).

Vsechny analyzy podporuji monofylii celedi Lycidae a majoritni fylogenetické stromy
zalozené na vSech alignmentech byly téméf plné dichotomické (Obr. 1, 2), pouze vysledek
Bayesianské analyzy alignmentu vyprodukovaného programem BlastAlign vykazoval
nedostatené rozliSeni bazalnich vétvi a vysledkem byla nékolikanasobnd multifurkace v
bazalni Casti kladogramu (Obr. 4). Podpora termindlnich linii byla vSeobecné vyssi.
XXXXXXXX reprezentovani rody XXXXXXXX a XXXXXXXX ziskavali podporu 100% v
analyzach supermatic ve vSech metodach alignmenti (Obr. 1, 4). VétSina analyz indikuje
ptibuznost rodt XXXXXXXX a XXXXXXXX, ovSem postaveni tohoto kladu viici XXXXXXXX
je variabilni a pouze alignment Tcoffee prifadil tuto skupinu do kladu s ostatnimi
XXXXXXXX (Obr. 2, 4).

Tab. 7 uvadi frekvenci vyskytu vybranych kladi neotennich Lycidae dle metody
alignmentu a metody fylogenetické analyzy. Zakladni otdzkou bylo postaveni neotennich linii.
Metoda maximalni parsimonie v programu TNT vykézala vysokou topologickou shodu v
postaveni skupin XXXXXXXX a XXXXXXXX, avSak postaveni XXXXXXXX, XXXXXXXX a
XXXXXXXX bylo variabilni v jednotlivych analyzach zaloZenych na kritériu maximalni

parsimonie a vSeobecné v konfliktu s vysledky maximum likelihood a Bayesidnské analyzy.
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Tab. 5 Primérna délka genti a zastoupeni bazi [%]

gen primérné zastoupeni bazi [%] priumérna délka fragmentd [bp]
A C G T
coxl 33,73 19,39 15,13 31,74 806.49
tRNA-Leu 28,61 22,21 22,29 26,88 106.27
cox2 29,22 2291 20,64 27,21 207.74
nad5 28,65 9,5 15,89 45,95 1013.55
tRNAs* 38,01 9,01 13,39 39,57 202.09
288 rDNA 25,48 23,6 30,44 20,46 640.24
18S rDNA 24,37 24,16 27,76 23,69 1868.18
16S rDNA 31,35 12,92 18,13 37,58 805.09

* - tRNA-Phe, tRNA-Glu, tRNA-Ser

Tab. 6 Srovnani délek alignovanych genti v supermaticich dle metody alignmentu

geny / [bp]
typ alignmentu ‘ cox]** tRNA-Leu cox2** nad5** tRNAs* 28SrDNA 18S rDNA 16S rDNA ‘ celkem [bp]
ClustalX 809 110 208 1028 278 793 2054 839 6119
BlastAlign 808 97 208 1024 285 713 1977 635 5747
Muscle 809 153 208 1025 251 777 2029 842 6094
Tcoffee 808 185 208 1023 473 797 2066 865 6425

* - tRNA-Phe, tRNA-Glu, tRNA-Ser
** - Protein kodujici geny byly alignovany pouze metodou ClustalX,
ale do vyslednych supermatic byly vlozeny tak, jak byly vytvofeny

touto metodou.

3.1 Shrnuti fylogenetickych analyz

Vysledky fylogenetickych analyz siln€ zavisely na pouzit¢é metod¢ alignmentu a
optimaliza¢nim kritériu pro vypocet fylogenetickych stromi. Presto je mozno konstatovat, ze
dostupna data podporuji:

a) monofylii ¢eledi Lycidae (Obr. 1 - 4).

b) mnohonésobny vznik neotennich skupin v celedi Lycidae (Obr. 1 - 4): rod Scarelus byl
vzdy soucasti kladi s plné metamorfovanymi samicemi, obvykle v ptibuznosti s rody Lyponia
a Macrolycus (Obr. 1 - 4). Rody xxxxxxx a xxxxxx byly obvykle souc¢asti kladu obsahujiciho
rody Lycus, Calopteron, Idiopteron a Lycostomus a tedy soucasti Lycinae (Obr. 2, 3, 4).
XXXXXXXX predstavuji dalSi nezavisly vznik neotenie v celedi Lycidae. Postaveni
XXXXXXXX a XXXXXXXX bylo nejisté a bud’ byli soucasti jinych neotennich linii, obvykle
XXXXXXXX (Obr. 1 -4)nebo ptedstavovali dalsi nezavisly vznik neotennich forem.
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¢) skupina rodl xxxxxx, xxxxx, xxxxxx, xxxxxx, xxxxx a XXXXXXXX tvorila klad a tento mél
vysokou statistickou podporu ve vétSin€ analyz (Obr. 1, 4). Tento klad byl identifikovan ve
vétsing fylogenetickych analyz napii¢ metodami alignmentu. Pouze rody xxxxx, xxxx a
XXXXXXXX tvorily parafyleticky klad ve fylogenetické analyze programu RAXML a to ve
vSech metodach alignmentii (Obr. 2, 3). A také u skupiny XXXXXXXX se vyskytovala
parafylie ve fylogenetické analyze programu TNT v metodach alignmentti BlastAlign,
ClustalX a Muscle (Obr. 1).

d) vétSina analyz ukazuje na piibuznost rodu XXXXXXXX z Indonésie a afrotropickych rodi
XXXXXXXX a XXXXXXXX gen. sp. Postaveni tohoto kladu je vysoce nestabilni a pouze
nekteré analyzy podporuji jejich pribuznost s XXXXXXXX (Obr. 1 - 4). Fylogenetickou
analyzou, ze které vyplyva piibuznost rodu XXXXXXXX se skupinou XXXXXXXX a to ve
vSech metodach alignmentti je RAXML (Obr. 2, 3). Alternativni postaveni rodtt XXXXXXXX a
XXXXXXXX byla nekonzistentni a neposkytla konkuren¢ni hypotézu podpofenou alespoii
dvéma analyzami.

e) vétsina analyz ukazuje na piibuznost rodu XXXXXXXX a XXXXXXXX. Ve fylogenetické
analyze programem RAXML vytvareji ve vSech metodach alignmenti monofyleticky klad
(Obr. 2, 3). Ve fylogenetické analyze programu MrBayes pak vykazuji monofylii v metodach
alignmentti BlastAlign a Tcoffee (Obr. 4). Ve fylogenetické analyze TNT a zbylych metodach
alignmentti se jednalo bud’ o parafylii nebo tento kldd nebyl v preferovaném kladogramu
pfitomen.

f) rody xxxxx a xxxxx tvoii ve vétsing pripadi klad se skupinou Calopterini, coz svéd¢i o jejich
vzajemné piibuznosti (Obr. 1 - 4).

g) vétSina analyz umoznila pravidelnou a dobfe podporovanou identifikaci jedné z neotennich
larev s adultnim exemplafem stejného druhu: adult XXXXXXXX sp. F (VP014) je
konspecificky s larvou XXXXXXXX sp. O (VP2316) (Obr. 2).

h) roz$ifeni pfibuznych neotennich skupin v Africe, Asii a sttedni Americe ukazuje na jejich

gondwansky ptivod a minimalni staii okolo 120 miliont let, kdy byly tyto fauny v kontaktu.
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Obr. 1 Majoritni konsensuélni strom ziskany metodou maximalni parsimonie na zéklad¢
alignmentu Muscle

Obr. 2 Majoritni konsensualni strom na zakladé 100 pseudoreplikaci ziskany metodou
RAXML pfi pouziti alignmentu Tcoffee

Obr. 3 Maximaln¢ pravdépodobny strom ziskany metodou RAXML na zaklad¢ alignmentu
BlastAlign

Obr. 4 Majoritni konsensualni strom sumarizujici 8400 stromt ze stacionarni faze
Bayesianské analyzy na zaklad¢ alignmentu Tcoffee

Tab. 7 Frekvence vyskytu zvolenych kladii neotennich Lycidae vybranych do analyzy
4 Diskuse a zavér

Neotenni linie ¢eledi Lycidae po dlouhou dobu pfedstavovaly zéhadnou skupinu, ktera
diky své vzacnosti a nemoznosti identifikace larvalnich stadii a konspecifickych dospélcti
stala mimo zajem entomologl 1 evolu¢nich biologii. Expedi¢ni ¢innost v poslednich letech
zajistila material, ktery bylo mozno pouzit k isolaci DNA a navazat na prvni prace zabyvajici
se touto skupinou (Bocakova & Bocdk, 2007; Bocék & kolektiv, 2008; Malohlava & Bocék,
2010).

Ve zde prezentovanych analyzach byla celed’ Lycidae velmi dobife podporovana jako
monofyletickd skupina vSemi datovymi soubory a vysokou statistickou podporu na trovni
100% ziskala predevs§im v Bayesidnské analyze (Obr. 4). Tento vysledek je v souladu s
predchozimi molekuldrnimi analyzami (Bocak & kolektiv, 2008; Bocak & Bocakova, 2008) a
morfologickymi studiemi (Bocak & Bocakova, 1991; Bocdk & Matsuda, 2003). Jednoznacné
je timto odmitnuta hypotéza polyfyletického piivodu celedi Lycidae v obvyklém pojeti jak
navrhl Kazantsev (2003). Celed XXXXXXXX sensu Kazantsev (2003) neméa misto ve
fylogenetické klasifikaci skupiny a tato skupina jako soucast ¢eledi Lycidae musi mit nizsi

klasifika¢ni Groven.

4.1 Nékolikanasobny nebo unikatni vznik neotenie

Zde piedlozené analyzy jsou poprvé zalozeny na kompletnim souboru neotennnich

linii vcetné skupin ze stfedni Ameriky a subsaharské Afriky. Rovnéz se podatilo podstatné

vvvvvv
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neotennich skupin v celedi Lycidae a naslednou reverzi zpét k okfidlenym, plné
metamorfovanym formam (Crowson, 1972; Kazantsev, 2003). Tato hypotéza vyzadovala
popteni Dollova zikona, ktery ptedpoklada nemoznost vzniku jednou ztracenych struktur.
Posledni prace (Bocakova & kolektiv, 2007; Bocak & kolektiv, 2008) naproti tomu predikuji
mnohonasobny vznik neotennich forem a jejich pfezivani, ackoliv v omezeném poctu druhd,
malych populacich a v omezenych aredlech (Malohlava & Bocék, 2010). VSechny dosavadni
studie se potykaly s nedostatkem materialu a nekompletnim nebo nerovnomérnym pokrytim
jednotlivych zoogeografickych oblasti.  Proto zlstavalo zcela nejisté postaveni rodu
XXXXXXXX a jeho ptipadnych piibuznych (klasifikovani jako podceled’ celedi Lycidae pouze
na zékladé¢ morfologickych dat, viz Bocdk & Bocakova, 2008 nebo jako samostatnd celed’
XXXXXXXX - viz Kazantsev, 2003). Dale panovala zna¢na nejistota ohledné postaveni rodu
XXXXXXXX z oblasti Velkych Antil (typicky rod podéeledi XXXXXXXX, Leng & Mutchler,
1922). XXXXXXXX byl s pochybnostmi klasifikovan spolecné s neotenimi skupinami xxxx,
xxxx a ptibuzni v rdmci pfevazné metamorfované skupiny Calopterini (podceled’ Lycinae, viz

Miller, 1991; Bocak & Bocakova, 2008).

Zakladni otdzkou je tedy vznik neotennich skupin: zda se jednd o jednu
monofyletickou linii nebo zda vznikly tyto skupiny nékolikanasobné. Bylo ziskano dalSich 69
exemplait reprezentujicich 21 roda a 48 druhti neotennich, ale také neneotennich Lycidae a
tim byl podstatné rozSiten datovy soubor, ktery byl jiz diive analyzovan (17 neotennich
taxontl a zédkladni zastoupeni plné metamorfovanych linii, Bocdk & kolektiv, 2008). Veskeré
vysledky jsou tedy zaloZzeny na kombinovaném souboru dat, ktery zahrnuje jak diive
publikované sekvence, tak nova data.

Ve vSech analyzach byl zjiStén minimalné trojnadsobny vznik neotenie v ¢eledi Lycidae
(Obr. 1 - 4). Podceled XXXXXXXX byla nové definovana jako jedna ze tfi neotennich linii v
Celedi Lycidae (Bocdk & Bocdkova, 2008). Vysledky soucasné analyzy nového
kombinovaného datového souboru tuto definici podceledi XXXXXXXX podporuji a to naptic
pouzitymi metodami konstrukce fylogenetického stromu (Obr. 1 - 4). Zadna analyza
nepodporuje moznost, ze by Dilophotinae: Ateiliini a XXXXXXXX byly monofylem a
XXXXXXXX jsou vzdy samostatnou neotenni linii (Obr. 1 - 4). Mimo to, v samostatném
postaveni vuci XXXXXXXX zlstavaji neotenni rody xxxxx a xxxxxx, které jsou v souladu s

pfedchozimi hypotézami povazovany za soucast tribu Calopterini (Obr. 2, 3, 4) (Miller, 1991;
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Bocak & Bocakova, 2008).

Pfes vyznamné zvysSeni poctu taxonll v analyze ani zde dosazené vysledky nejsou
zcela jednoznatné a pres v zasad¢ souhlasny fylogeneticky signal z jednotlivych analyz
zustava otevieny prostor ke spekulacim v jednotlivych dil¢ich otazkéch.

Metoda maximalni parsimonie v programu TNT vykéazala vysokou topologickou
shodu v sesterském postaveni rodi XXXXXXXX a XXXXXXXX a jejich ptibuznych, avSak
postaveni XXXXXXXX, XXXXXXXX a XXXXXXXX bylo velmi variabilni v jednotlivych MP
analyzach a vSeobecné v konfliktu s vysledky maximum likelihood a Bayesianské analyzy.
Slabinou metody maximalni parsimonie je nezohlednéni pravdépodobnosti mutaci mezi
jednotlivymi nukleotidy a v jednotlivych homologickych pozicich. Proto se tato metoda v
soucasnosti povazuje za nespolehlivou a pravideln€ jsou mimo kritéria parsimonie aplikovany

kritéria maximalni pravdépodobnosti a Bayesianské analyzy.

Robustnéjsi vysledky v identifikaci vybranych kladt definovanych na zéakladé
vyznamné morfologické shody a vyskytu v malych spole¢nych aredlech (skupiny definované
v Tab. 7), podavaly fylogenetick¢é analyzy v programu RAXML (maximalni
pravdépodobnost) a MrBayes (Bayesianska analyza). Analyzy na zékladé obou
optimalizac¢nich kritérii podporovaly blizkou piibuznost rodit XXXXXXXX a XXXXXXXX a
jejich ptibuznych (xoxooox, xxxx, xxx, xxxx, xxxx, XXXXXXXX, xxxx) (Obr. 2, 3, 4). Tyto linie
tedy mizeme povazovat za samostatnou skupinu a jeji limit pfiblizné odpovida nedavnému
pojeti (Bocak & Bocdkova, 2008).

Afrotropicka neotenni skupina XXXXXXXX, ktera byla diive charakterizovana jako
samostatna ¢eled’ (Kazantsev, 2003), vykazovala ve vétSin€ fylogenetickych analyz (RAXML,
MrBayes) piibuznost s neotennim rodem XXXXXXXX z jihovychodni Asie (Obr. 2, 3, 4).
Vzhledem k nutnosti testovat samostatné postaveni tohoto rodu v Elateroidea byly do analyzy
zafazeny 1 dalsi Celedi (Lampyridae, Omalisidae, Cantharidac a Phengodidae) avSak zadna
analyza neindikuje postaveni XXXXXXXX mimo Celed’ Lycidae. To znamena, Ze hypotéza o
samostatném postaveni XXXXXXXX (Kazantsev, 2003) je odmitnuta. VétSina analyz
ukazuje Ze skupiny XXXXXXXX, XXXXXXXX a XXXXXXXX sdileji spoleéné¢ho piedka
(Obr. 1 - 4). Vzhledem k tomu, ze se jedna o skupiny s neotennimi samicemi a tim extrémné

limitovanou schopnosti disperse, tyto vysledky ukazuji na zna¢né evoluéni stafi této neotenni
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skupiny. Datovani publikované Bocdkem (Bocak & kolektiv, 2008) predpoklada stati teéchto
linii ve svrchnim mezozoiku. To znamena, Ze tyto skupiny vedle sebe existovaly uz v dobé,
kdy byly jizni kontinenty spojeny v Gondwanu. Staii téchto dvou skupin také nasveédcuji

velmi dlouh¢ vétve (Obr. 3), ale samotné datovani nebylo v této studii analyzovano.

XXXXXXXX jako dalsi neotenni linie byli vZdy povazovéni za samostatnou linii a
zde provedené analyzy ve vSech piipadech tento predpoklad potvrdily (Obr. 1 - 4). Jedna se o
malou, samostatnou linii vyskytujici se vyhradné v Orientdlni oblasti a pravdépodobné
ptibuznou plné metamorfovanymi Lyponiini a Macrolycini. Morfologicky jsou tyto skupiny
velmi odlisné a jedinym spole€nym znakem jsou Sirokd pilovita tykadla. OvSem tvar tykadel
je vzhledem k ¢ichové funkci pro vyhledani sexualniho partnera povazovan za velmi plasticky

znak s niz8i vypovidaci hodnotou na vysSich urovnich klasifikace (Bocak a Bocakova, 2008).

Dalsi skupinou neotennich Lycidae jsou rody xxx a xxxx, ktefi byli klasifikovani na
zéklad¢ morfologické podobnosti ve skupiné XXXXXXXX (Bocak & Bocakova, 1991, 2008;
Kazantsev, 2003). Prekvapivé, XXXXXXXX je pfevazné nachdzen v piibuzenské pozici s
XXXXXXXX a XXXXXXXX (Obr. 1 - 4), zatimco pouze xxxx a piibuzni ziistavaji v
sesterské pozici s Calopterini (Obr. 1 - 4). Tim XXXXXXXX museji byt klasifikovani
samostatné a neotenni Calopterini piedstavuji dal$i nezavisly vznik neotenie v ¢eledi Lycidae.
Vzhledem k nejistoté jejich postaveni v analyzach musime tento vysledek povazZovat za

predbézny a dalsi data budou nutna k podpote dosavadnich vysledkd.

4.2 Vyznam neotenie v Celedi Lycidae

Heterochronie je vyznamnym zdrojem evoluc¢nich novinek a saltaénich zmén (Gould,
1977). Jednda se o modifikaci ontogeneze, kdy vznik nékterych morfologickych struktur
vazany na urcity ¢asovy usek ontogenetického vyvoje se piesouva do jiné faze ontogeneze. K
samotnému fenoménu neotenie vedou pomérné malé genetické zmény, v piipadé hmyzu
pravdépodobné zasahujici endokrinnim systémem a vyvolavajici vyznamné zmény ve
fenotypu (Nijhout, 1994; Jablonski, 2000). Vysledky soucasnych analyz znovu podporuji
n¢kolikandsobny vznik neotenie a avSak nepfinesly jednoznacnou podporu vicenasobnému

vzniku unikétnich neotennich samic v podceledi XXXXXXXX (Obr. 1 - 4). Tyto samice jsou
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zcela nepodobné larvam i dosp€lcim jinych linii Celedi Lycidae, jsou az 20krat t€z$i nez
samci a zcela jiného tvaru nez ostatni larvy (neotenni trilobitni larvy, Mjdberg, 1925).
Vyskytuji se v rodech XXXXXXXX, xxxxx a XXXXXXXX. Tyto rody tvoiily v nékterych
analyzach monofylum (Obr. 1 - 4). V pfipadé nékalikandsobného vzniku v piibuznych
skupinach by se jednalo o paralelni vyvoji unikatnich morfologickych struktur pod tlakem
pfirodniho vybéru modifikujiciho spolecny geneticky zaklad. V ptfipadé neotennich samic
obligatorni neotenie stoji na pocatku trendu k velkému télu, které zajistuje kladeni
mimotadné velkych vaji¢ek a tim lihnuti zivotaschopnéjsich larev (Bocak & kolektiv, 2008).
K definitvnimu objasnéni vzniku velkych samic bude nutno analyzovat vétsi datovy soubor.
Neotenie je podle vSeho uptfednostiiovana za podminek pomalého ristu ve stabilnim
prostiedi, které vyluCuje potifebu adultnich jedinct dispergovat do okolnich ekosystému a
omezuje potiebu velké produkce potomki (Gould, 1977). Jak je jiz vyse uvedeno, u mnohych
mlokil je neotenie reversibilni tzn., Zze podle tlaku vnéjSiho prostfedi mohou zlstat bud’
neotenni nebo mohou prodélat kompletni metamorfézu a stat se tak pln€ vyvinutymi, disperse
schopnymi jedinci. Tento jev, tzv. fakultativni neotenie, poskytuje tnikovou strategii, ktera
zabezpecuje preziti v nestabilnich podminkédch (Bonnet & Chippindale, 2006). Naopak
obligatni neotenie, tykajici se pravé nékterych rodl celedi Lycidae, se vyznacuje vysokym
rizikem vyhynuti pfi vyznamnéjs$i zméné vnéjSiho prostfedi a tento typ neotenie je patrné
evoluéné mnohem riskantnéjsi strategii nez neotenie fakultativni. VSechny vzorky neotennich
skupin pochazely pravé z oblasti, ve kterych existuje jiz po velmi dlouhou dobu tropicky
destny les. Je tedy mozné piedpokladat, Ze neotenie v dlouhodobém horizontu zvysuje riziko
vymieni ovlivnénych linii a je tedy z hlediska dlouhodobého pilisobeni ptirodniho vybéru

rysem spise tolerovanym nez preferovanym.

Ze ziskanych vysledkd vyplyva potvrzeni studie o mnohondsobném ptivodu neotenie
v Celedi Lycidae (Bocak & kolektiv, 2008). Pfes pomérné vysoky stupen nejistoty v postaveni
jednotlivych klada, vSechny analyzy ukazuji na mnohonasobny ptivod neotenie a to napfic
aplikovanymi metodami alignmentu a fylogenetické analyzy. Dale se ukazuje, Ze neotenni
skupiny jako XXXXXXXX, XXXXXXXX a XXXXXXXX mohou sdilet spolecného a tedy
neotenniho pfedka, coz poukazuje na znacné evolucni staii téchto skupin sahajici az do doby
pied pfiblizné 120 miliony let, kdy jesté¢ existoval kontinent Gondwana. Disperse téchto

skupin pies oceany je velmi nepravdépodobna vzhledem k tomu, ze moiska voda tyto
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organismy velmi rychle zabiji. K podobnym zévérim dosla detailni studie neotenniho tribu
XXXXXXXX, ktera prokéazala vikarianéni pivod ostrovnich neotennich skupin. V rdmci
jediného rodu byl na zdkladé¢ molekularnich dat predpokladdn prenos neotenikii na
kontinentalnich fragmentech a odmitnuta moznost Sifeni pfes vodni bariéry (Malohlava &
Bocak, 2010). Tento zavér je v souladu s vysledky datovani vzniku modernich ¢eledi fadu
Coleoptera (Hunt & kolektiv, 2007). Tato studie klade vznik dneSnich ¢eledi do doby pted 170

az 120 miliony let.

4.3 Paralelni vyvoj morfologickych znaku v neotennich liniich

Mimo 1épe podporované hypotézy o piibuznosti neotennich linii a jejich vzniku, tato
data mohou poskytnout novy pohled na potencialné¢ paralelni vznik podobnych struktur v
liniich se stejnou ontogenetickou modifikaci. Klasifikace skupin s vyraznymi morfologickymi
modifikace byla vzdy ovlivnéna problematickou interpretaci znakt. Prvni klasifikace
Coleoptera pokousejici se o zohlednéni piibuznosti jednotlivych linii obsahovaly skupinu
Malacodermata, kterd sdruZovala veskeré formy se slabou sklerotizaci kutikuly (viz literarni
piehled publikovany Lawrencem & kolektiv, 1995). Takto byly v jedné skupin¢ klasifikovany
celedi Dasytidae (dnes Cucujiformia: Cleroidea) a napi. Lycidae a Lampyridae (dnes
Elateriformia: Elateroidea). Ackoliv vzdalena pozice téchto skupin byla navrzena Crowsonem
(1955) a nasledujici klasifikace jiz tyto skupiny neobsahovaly (Lawrence & Newton, 1995),
zustaly v klasifikaci Coleoptera podobné problematické taxony na urovni ¢eledi a podceledi.
Zvlast¢ dlouho pfetrvala v zasad€ typologickd klasifikace nadceledi a celedi v sérii
Elateriformia. Skupiny s mekkym télem byli klasifikovani jako Cantharoidea (¢eledi Lycidae,
Phengodidae, Omalisidae, Drilidae, Lampyridae, Cantharidae, Telegeusidae, Omethidae) a
siln¢ sklerotizované skupiny jako nadceled’ Elateroidea (Elateridae, Throscidae a
Eucnemidae). Teprve posledni data presvédciveé ukazala, ze neni mozné akceptovat klasifikaci
podceledi Cantharoidea a Elateroidea: Lycidae, Cantharidae a Lampyridae jsou blizce
pfibuzni a tvofi monophylum, ovS§em Phengodidae, a Omalisidae jsou sesterskou skupinou
Elateridae. Drilidae jsou soucasti Elateridae jako terminalni linie v podc¢eledi Agrypninae a
Omethidae a Telegeusidae jsou bazalnimi liniemi Elateroidea (Bocdkova & Bocak, 2007;
Kundrata & Bocak, v tisku). Takto razantni zmény v klasifikaci zalozené na molekularnich

datech nas vedou k podobné analyze na trovni ¢eledi Lycidae.
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Neotenni skupiny v Celedi Lycidae byly ptivodné klasifikovany jako dvé samostatné
linie - monophylum tvofené podceledémi XXXXXXXX, XXXXXXXX a XXXXXXXX a
podceled’ Ateliinae (rody xxxx a xxxx) (Bocak & Bocakova, 1991). Pozdéji Kazantsev (2003)
osamostatnil XXXXXXXX jako sesterskou skupinu celedi Lycidae, a ponechal ostatni
neotenni skupiny v bazalni pozici jako neotenni grade ve vyvoji nasledovany terminalni
skupinou obsahujici vSechny plné¢ metamorfované linie Celedi Lycidae. Tyto klasifikace byly
zalozeny vyhradné na morfologickych datech: neotenni samice (neotenie byla vesmés pouze
pfedpokladana, protoze samice nebylo mozné identifikovat), Ustni organy redukované,
ulozené v hypognatni pozici - v disledku toho cranium charakteristického tvaru s
vystouplymi antennalnimi hrboly, tykadla cCasto zkracena, nékdy se snizenym poctem
tykadlovych clankt, krovky bez zpeviujicich Zeber, sam¢i kopulacni organy vesmés s
jednoduchym zaspicatélym phallem. Ackoliv se jedna o pomérné velky pocet dobie
definovatelnych unikéatnich znakd a morfologie hodnocena samostatné vede k zavéru, ze se
jednda o unikatni synapomorfie definujici skupinu neotennich linii v c&eledi Lycidae,
molekularni data ukazala, Ze se jedna o paralelni vyvoj znakli vazanych na existenci neotenie

samic a s tim souvisejiciho ovlivnéni morfologie samcu.

Zavéry této studie tedy ukazuji, Ze na vSech urovnich fylogenetickych analyz
zalozenych na morfologickych datech je nutné velmi obezietné piistupovat k potencialné
korelovanym znaklim a pokud moZzno jejich interpretaci potvrdit nebo vyvratit na zakladé
nezavislych informaci, jako jsou molekularni markery. V soucasnosti pouzivané markery jsou
adaptivné neutralni vic¢i vzniku a evoluci neotenie a proto jsou velmi vhodnym nastrojem k

testovani morfologickych hypotéz tykajicich se fylogeneze neotennich skupin.
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