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ABSTRAKT

Tribus Calopterini Green, 1949 (Coleoptera: Lycidae) je prevazné
neotropicka skupina obsahujici nékolik set druhli, z nichz ¢éast je potencialné
nékterym chybgjicim zdstupcim s problémy pifi definovani morfologickych
synapomorfii. Prace zalozend na morfologickych znacich rozdélila tribus Calopterini do
tii podtribii: Eurrhacina, Acroleptina a Calopterina. Eurrhacina byly pozdéji povySeni
na tribus. Molekularni fylogeneze této skupiny dosud nebyla studovdna. Predlozena
prace je tedy prvni molekuldrné zalozenou fylogenetickou studii tribu Calopterini a
predklada podklady pro novou klasifikaci a hypotézu o evoluci neotenie. Tato studie je
postavend na péti genovych fragmentech: jaderné markery zastoupeny sekvencemi
ribozomdlnich genti 18S rRNA a 28S rRNA, mitochondridlni markery zastoupeny
fragmenty rrnl, nad5 a cox] mtDNA. Vysledky fylogenetické analyzy podporuji
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ABSTRACT

The Calopterini Green, 1949 (Coleoptera: Lycidae) is a predominantly tropical
lineage of net-winged beetles and contains several hundred described species. Some of
them putatively have larviform females and are considered as neotenics. Earlier studies
had to solve problems with character homologation owing to the considerably modified
morphology of species with the neotenic development. Additionally, some species have
not been available for the analysis. Morphology-based analysis defined three subtribes:
Eurrhacina, Acroleptina a Calopterina. The first of them was later elevated to the tribal
rank - Eurrhacini. The molecular phylogeny of this group have not yet been studied and
this is the first trial to present a comprehensive molecular hypothesis for this lineage.
Here, I present the basis for the new classification and a modified hypothesis on the
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Uvod

Systematicka biologie je zadkladni biologicky obor, ktery poskytuje vSem
védcim slovni pojmenovéni organismu a fylogenetickou hypotézu o jejich pfibuznosti
(Hennig, 1965; Wiley a Lieberman, 2011). Popsani druhu zahrnuje klasifikaci do rodu,
¢imz umist'uje kazdy organismus do vysSich taxonomickych jednotek a na zéklad¢ toho
pak do fylogenetického stromu zivota, a tim definuje jeho piibuzenské vztahy (Ride,
1999). Poznani fylogeneze je nezbytné nejen pro sestaveni formalni klasifikace, ale i
pro pochopeni evoluce jednotlivych znakl, vzniku adaptaci a slozitych interakci ve
spolecenstvech organismil a fungovani ekosystému na Zemi.

Obor systematickd entomologie se zabyva, jak uz je z ndzvu patrné, klasifikaci
hmyzu. Hmyz je mimotfadné uspé$na skupina a na Zemi dominuje jiz po stovky miliont
let. Béhem této doby pievySuje ostatni skupiny nejen svou biomasou a poctem druht,
ale 1 mnozstvim adaptaci a zejména pak svym ekologickym vlivem (Grimaldi a Engel,
2005; Samways, 2005). Pravé kvuli vysoké diverzité¢ predstavuje velmi obtiznou
skupinu z hlediska klasifikace, ktera je doposud neuplnd (Brues a kol., 1954).
Minimalni odhady hovofi o trojndsobku druhii, nez bylo doposud popsano, ty extrémni
az o desetinasobku druht (Erwin, 1982; Gaston, 1991; Novotny a kol., 2006; Hamilton
a kol., 2010). VySe zminéné rysy znamenaji, ze hmyz ma velky vyznam pro lidské
ekonomické aktivity. Nejcastéji se hmyz dostava do konfliktu s lidskymi zdjmy v
zemédé@lstvi (Essig, 1933; Zhang a kol., 2007) a lesnictvi (Wood, 1982; Bashford,
2008), vyznamni jsou skiidci skladovanych potravin (Freeman, 1948; Campbell, 2002) a
pfenaseci chorob (Purcell a Finlay, 1979; Ligon, 2005; Busvine, 2012). DalSimi ¢asto
studovanymi skupinami hmyzu jsou parazitické druhy jak hospodarky vyznamnych
zvitat, tak lidi samotnych (Marshall, 1981; Randolph a Storey, 1999). Na druhou stranu
vnimame mnoho hmyzich druhti pozitivné az nezbytné pro jejich interakce s rostlinami
1 jinymi organismy, pro suroviny, které produkuji, nebo pro jejich dekompozicni
vlastnosti (Gullan a Cranston, 2014). Tlak lidské populace na zmenSeni ptivodnich
biotopli nastoluje také otazku vymezeni chranénych tizemi, kterd by pfi obhajitelnych
nakladech zachrdnila maximalni podil souCasné biodiverzity. Ackoliv velkd cast
ochrany piirody se primarné¢ zamétuje na obratlovce (Balmford a kol., 2002), hmyz je

Casto velmi spolehlivym indikatorem oblasti s mimotadnou lokalni diverzitou (Brown,



1991; McGeoch, 1998; Andersen a kol., 2002; Belore a kol., 2002; McGeoch a kol.,
2002; Rainio, J. a Niemela, J., 2003; Bocek a kol., 2018).

Systematicka entomologie se zabyva nejrozsahlejsi skupinou zivocichd na této
planeté. Vezmeme-li v uvahu, ze doposud bylo popsdno a pojmenovano témétr 2
miliony druhti zivocicht (Costello a kol., 2011), tak hmyz s ptiblizn¢ milionem druhti
tvofi v soucasnosti ~50 % diverzity (McKenna a kol., 2015) a je zfejmé, Ze tato skupina
sehrava kli¢ovou roli v mnoha ekosystémech z hlediska poctu jedincti i jejich celkové
biomasy. Hmyz a hlavné brouci jsou povazovani za nejuspé$néjsi Zzijici skupinu
dominujici na Zemi jiz od osidleni souse prvnimi zivo€ichy, respektive od permu v
ptipad¢ broukt (Grimaldi a Engel, 2005). Mimotadna diverzita je pfitom vyzvou z
hlediska zaméfeni studia: mnoho skupin je endemickych a vyskytuji se v méné
prostudovanych oblastech, takZze unikaji pozornosti a znalosti i takovych skupin, jako
jsou tady, takze studie jsou netplné a dochdzi k ptekvapivym objevim (Klass a kol.,
2002). Pfedevsim tropicka diverzita zGstava velmi slabé prozkoumana. Jednotlivé
skupiny hmyzu, typicky obsahujici desitky tisic druhd, jsou studovany uzavienymi
komunitami systematickych entomologli (Riedel a kol., 2013) a v mnoha ptipadech
nejsou pfedmétem trvalého intenzivniho studia a pouze pfilezitostné jsou publikovany
dil¢i informace. Systematickd entomologie proto v dohledné dobé neni schopna
vyprodukovat detailni strom Zivota pro vSechen hmyz a studium pokracuje dil¢imi
revizemi zalozenymi jak na morfologii, tak v soucasnosti na molekularnich
mitochondridlnich a genomickych datech (Hansen, 1991; Miller, 1991; Howland a
Hewitt, 1995; Misof a kol., 2014).

Rad brouci (Coleoptera) obsahuje nejvétsi poéet popsanych druhi: 380 000—400
000 podle riznych autorti (Hammond, 1992; Bocak a kol., 2014; McKenna a kol., 2015)
a je rozdélen do Ctyf podiadi: Archostemata, Myxophaga, Adephaga a Polyphaga.
Posledni z nich je nejvice diverzifikovan, obsahuje pfes 300 000 druhti a je clenén do
sérii (ekvivalent infrarddl), nadceledi a cca 170 celedi (Bocak a kol., 2014).
Morfologické studie Coleoptera maji dlouhou tradici a prvni kritické hodnoceni
morfologie celého fadu bylo publikovano Crowsonem (1955, 1960). Na né&j navazala
velkd studie Lawrence a kol. (2011). Mimo to existuje velké mnozstvi studii
vénovanych jednotlivym podceledim nebo celedim brouktli, protoze homologizace
znakll napfi¢ celym fadem je mimotadné obtizna. Jednotlivym skupindm se vénovali

napi. Beutel (1999), Branham a Wenzel (2003), Leys a kol. (2003) nebo Ulyshen a kol.



(2017). Molekularni studie mohou byt zalozeny na fylogenomickych analyzach (Misof,
2014; Peters a kol.,, 2014; Kusy a kol., 2018), na vétSich datovych souborech
reprezentujicich desitky markerit a zastupce vyznamnych celedi celého fadu
(Timmermans a kol., 2010; McKenna a kol., 2015; Zhang a kol. 2017), studie vénované
jednotlivym nadceledim a obvykle limitované nékolika markery jako rRNA a
mitochondrialni DNA (O'Neill a kol., 1992; Ribera a kol., 2002; Kundrata a kol., 2014).
Mimo to jsou analyzovéany jednotlivé ¢eledi nebo triby a tyto data mohou byt pouzita k
naslednym rozsdhlym meta-analyzam, které obsahuji tisice terminalti (Bocak a kol.,

2014; Linard a kol., 2018).

V souCasné dob¢é je diverzita na naSi planet¢ vyznamné ohrozena a
entomologické studie se zamécfuji mimo zdkladniho taxonomického vyzkumu i na
obecnéji formulované otazky (ne)rovnomérnosti distribuce diverzity, definovani oblasti
s vysokou alfa-diverzitou a fylogenetickou diverzitou, identifikaci ancestralnich tizemi a
smért disperse jednotlivych taxonli. Zmény klimatu a jinych podminek prostiedi, jako
jsou tektonické zmény ménici pozici kontinentl, vyzdviZeni pohofi, nebo zaplaveni
Selfil, vedou k dynamickym zménam v rozsahu pfirozenych aredlii a tim pak k expanzi
nebo zmenSovani lokalni diverzity (Sanmartin a kol., 2001; Sklenarova a kol., 2013;
Clapham a kol., 2016). Mimo dlouhodobé piisobici tektonické a klimatické zmény, dnes
nejvice ovliviiuji diverzitu predevsim lidské aktivity, které ohrozuji lokality s nejvyssi
koncentraci vyskytu zivocichll a rostlin a vyskytem endemitii (Gardner a kol., 2009;
Sodhi a kol., 2010). Takové 'hotspots' reprezentuji na Zemi pouhd 2 % povrchu, ale na
nich se vyskytuje polovina vSech terestrickych druhii Zivo¢ichti (Myers a kol., 2000).
Delimitace téchto oblasti je nutna pro jejich efektivni ochranu. Tradi¢ni taxonomie je
omezena historickym dédictvim: nedostupnosti typového materidlu, kratkymi a
neinformativnimi popisy, které neumoziuji identifikaci a dédictvim typologické
klasifikace, ktera nerespektuje pozadavek monofyleticnosti vSech taxonti vysSich nez
druh. Podstatnd Cast literatury pro studium systematické entomologie je z dneSniho
pohledu archaickd a casto je, misto piirozené¢ fylogenetické klasifikace, pouze
bezobsaznym jmennym seznamem postradajicim ptirozeny zéklad. Jednim z moznych
feSeni je molekuldrni fylogenetika, ktera je schopna poskytnout nezavisly zdroj

informaci pro klasifikaci.



Celed’ Lycidae - modelovid skupina
Studovanou skupinou v této praci je Celed’ Lycidae (dlouhoustcoviti), jez nalezi

do tadu Coleoptera, nadceledi Elateroidea, série Elateriformia a podiddu Polyphaga
(Crowson, 1955; Lawrence a Newton 1995; Bocakova a kol., 2007). Doposud bylo v
této Celedi popsano vice nez 4200 druhti a tato skupina se tak fadi mezi nejvice
diversifikované elateroidni linie (Kleine, 1933; Bocak a Bocakova 2008; Bocak a kol.,
2014; Masek a kol., 2018). Tito brouci se vyskytuji kosmopolitné, a nejvyssi diverzity
dosahuji ve vlhkych tropickych lesich, coz patrné souvisi s vyvojem unikatné
modifikovanych ustnich organt larev, které se zivi pouze tekutinami (Bocak a Matsuda,
2003). Larvy se obvykle vyvijeji ve vlhkych svrchnich vrstvach piidy, rozkladajicim se
dievé, v pudé nebo ve vétvich v korunach horskych mlznych lesii. Obvykle vyhledavaji
pudy bohaté na organické latky, z nichZ pomoci specifickych mandibularnich stylet
vysavaji vodu bohatou na mikrobidlni zivot (Cicero, 1994; Bocak a Matsuda, 2003;
Kazantsev, 2005).

Brouci z ¢eledi Lycidae se vyznacuji slabé sklerotizovanym télem (Bocak a kol.,
2018). Jedna se o maly az stfedn¢ velky hmyz, dosahujici typicky velikosti téla od 2.5
do 25.0 mm. T¢lo je dorzoventraln¢ zplostélé, hlava obvykle mald, ¢astecné zatazena do
prothoraxu. Tykadla jsou velmi ¢asto pohlavné dimorficka, pilovitd v pfipad¢ samic a
hiebenitd v piipadé¢ samci. Charakteristickym znakem naprosté vétSiny druhil je
pfitomnost zpeviujicich kyli a podélnych a ptficnych Zeber na S§titu a krovkach.
Abdomen je obvykle vyrazné kratsi a uz$i nez krovky a jeho okraje nejsou
koadaptovany s krovkami. Charakteristicky trilobatni elateroidni aedeagus je vyvinuty
pouze u nékterych skupin a velmi Casto dochdzi k redukci na phallus a phallobazi
(Bocak a Bocakova 1990, 2008).

Dospélci vSeobecné potravu nepfijimaji, byt se nékteti zastupci mohou zivit
nektarem, a ziji kratkou dobu, obvykle 2-3 tydny (Motyka a kol., 2017). Slabé
sklerotizované a mékké té€lo ma za nasledek vyssi nachylnost k vysychéni, rovnéz chybi
dobra podpora pro létaci svaly a tak jsou disperzni schopnosti této skupiny znacné
omezené (Sklenarova a kol., 2013). Létaji nepfili§ obratné¢ a na kratké vzdalenosti,
vyhybaji se pfimému slunci a spiSe je nalezneme 1ézt ve stinu, nebo sedét na spodni

stran¢ listi (Bocak a Bocakova, 2008).
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Biologie Celedi Lycidae
Vzhledem k omezené sklerotizaci nejsou Lycidae schopni rychlého letu a jinych

unikovych reakci. Jako alternativni antipredacni strategii pouzivaji chemickou ochranu
(Lindsley, 1961; Eisner a kol., 2008). T¢lo larev i dospélcti obsahuje mirn¢ jedovatou
hemolymfu (Moore a Brown, 1981). Lycidae demonstruji svou chemickou ochranu
aposematickym zbarvenim a mnoho druhl je mimetickych (Bocak a Yagi, 2010).
Sdileji podobny tvar, velikost a zbarveni téla s nepfibuznymi druhy stejné celedi
(Miiellerianské mimikry; Miiller, 1879) nebo jsou soucasti komplext, ve kterych jsou
napodobovani druhy hmyzu, ktery neni proti preddtorim chranén (Batesianské
mimikry; Turner, 1987; Mallet a Joron, 1999). S vyvojem mimikry je spojena omezena
schopnost disperse mimo oblast vyskytu aposematického vzoru, protoze allochtonni
druhy nejsou zapojeny do lokéalnich mimetickych komplexii a jsou vystaveni zvySené
predaci (Kapan, 2001; Ihalainen a kol., 2008; Bocak a Yagi, 2010). Evoluce
mimetickych vzorGi proto casto predchazi vyvoji jinych reprodukéné izolacnich
mechanismi jako je odliSny tvar kopulacnich organt (Bocak a Yagi, 2010). Mimikry
rovnéz piedstavuje soubor slozitych evoluénich omezeni, které maji vliv na fekunditu a
moznost presného kopirovani mimetickych vzort. Takto se ukdzalo, Ze v ¢eledi Lycidae
dochazi v Miilleridnském mimetickém komplexu k evoluci sexudlniho dimorfismu a
vyvoji  nedokonalych  aposematickych  vzoriiT (Motyka a kol., 2018).

Dalsim rysem nékterych skupin celedi Lycidae je modifikace ontogeneze,
pfesnéji jev zvany neotenie, ktery sdileji s dal$imi elateroidnimi celedémi jako jsou
Lampyridae, Phengodidae, Rhagophthalmidae, Telegeusidae a néckteré skupiny
Elateridae (Crowson, 1972; Branham a Wenzel, 2003; Bocakova a kol., 2007; Kusy a
kol., 2018). Tento jev je charakteristicky prodluzovanim larvalni faze, naslednym
vyvojem pohlavnich orgadni pii zachovéani larvalni morfologie a dosahnutim tak
pohlavni dospélosti samic bez metamorféozy do imagindrniho stadia. Vzhledem k
modifikované morfologii téchto skupin byly entomology neotenické formy casto
chybné urCovany a popisovany jako jiné druhy nebo samostatné celedi (Kazantsev
2005; Bocak a kol., 2008; Kusy a kol., 2018). U neotenickych druhti z ¢eledi Lycidae
samice nedosahuji stadia kukly ani dospélce a zachovavaji si tak plné vzhled larvy
(Wong 1996, 1998), nékteré¢ dalsi skupiny maji metamorfézu pouze nedokoncenou.
Podobné modifikovana ontogeneze je zndma i u jinych skupin organismt (Bonett a

Chippindale, 2006).
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Klasifikace Celedi Lycidae
V celedi Lycidae v soucasnosti rozliSujeme 6 podceledi: Libnetinae,

Dictyopterinae, Ateliinae, Dexorinae, Lyropaeinae a Lycinae (Bocak a Bocakova,
2008). Klasifikace této celedi je neustalena a ani posledni molekularni studie nepfinesla
robustné podporovanou fylogenezi, kterd by umoznila stabilizaci klasifikace (Masek a
kol. 2018). Alternativni klasifikace publikoval Kazantsev (2005, 2013), avSak tyto
nebyly akceptovany (Bouchard a kol., 2011; Masek a kol. 2018).

Postaveni a klasifikace tribu Calopterini
V této studii se zamétuji na tribus Calopterini (Green, 1949) nalezici do

podceledi Lycinae a blizce piibuzny tribu Lycini (Bocak a Bocakova 1990, 2008).
Taxon Calopterini byl poprvé uveden ve svétovém katalogu Celedi Lycidae (Kleine,
1933) a zpocatku zahrnoval 25 rodi, nicméné jméno nebylo pouzito v souladu s
nomenklatorickymi pravidly, protoze navrzené jméno ze skupiny celedi nebylo po roce
1930 doprovazeno diagnézou (ICZN 1985). Proto Bocak (1998) navrhl, ze prvnim
autorem, ktery splnil pozadavky nomenklatorickych pravidel je Green (1949) a timto se
stava  autorem jména Calopterini.

Tribus Calopterini je s ptiblizn¢ 400 popsanymi druhy nejhojnéjsi skupinou této
¢eledi v neotropické oblasti a patii 1 v ramci Celedi mezi velmi diverzifikované linie
(Masek a kol. 2018). Rod Calopteron Castelnau, 1838 patii k nejstarSim popsanym
taxoniim v celé Celedi a po dlouho dobu slouzil jako sbérny taxon pro celou skupinu.
Jesté do nedévna byl indonésky rod Broxylus Waterhouse, 1879 povazovan za soucast
tribu Calopterini a byl tak jedinym neamerickym rodem, nicméné byl na zaklad¢ studia
kopulaénich organti presunut do tribu Metriorrhynchini (Bocakova, 2003). Nespravna
klasifikace tohoto rodu ukazuje na jeden ze zakladnich problému klasifikace celedi
Lycidae. Vzhledem k chemické ochrané mnoho druhti vytvéii rizné aposematické
signaly a na zéklad¢ stejnych struktur paraleln¢ vznikaji podobné modifikace vyuzivané
jako aposematicky signal (Bocak a Yagi, 2010). Rozsifeni krovek a vznik velkych
konkavnich policek na krovkach soucasné s eliminaci zpevnujicich kyli na Stitu a
ptitomnosti modrého kovového zbarveni vedly k nespravné klasifikaci rodu Broxylus do
tribu Calopterini. Spravnost pfefazeni tohoto rodu z Calopterini do Metriorrhynchini
byla potvrzena i molekularni fylogenetickou analyzou (Sklenarova a kol., 2013).

V priibéhu 19. stoleti a v prvni poloviné 20. stoleti byly popisovany i dalsi nové
definované rody (Newman, 1838; Waterhouse, 1879; Gorham 1881, 1884; Bourgeois,
1905; Pic 1911, 1922, 1926, 1929). Jednalo se o taxony pochazejici hlavné ze severni a
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centradlni Ameriky (Tab. 1). Poté bylo zarazeno do tribu Calopterini dalSich 11 rodd
Mauricem Picem (Pic 1911, 1922, 1926, 1929). Mnoho autori bohuzel uvadi jen malé
mnozstvi exemplari,, nedostate¢né definujici znaky a dal§i informace potiebné pro
spravné urceni a delimitaci rodl. Nékteré druhy byly popsany pouze na zéklad¢ samcich
exemplait,, coz v pfipadé této skupiny broukii s vyskytem neotenie doprovéazené
zna¢nymi morfologickymi modifikacemi vyvolava otdzku, zda se jednd o spravné
delimitované rody a jestli nejsou samice neotenické. Morfologickou revizi tribu
Calopterini publikovala Bocakova (2003, 2005). Ptes detailni analyzu, pfesné postaveni
tribu ve fylogenezi Celedi i vnitini struktura jsou doposud v nékterych ¢astech slabé
podporované kvuli problémiim s homologizaci morfologickych znaki. Na zakladé této
revize tribu Calopterini a delimitaci linii Eurrhacina a Acroleptina doslo k synonymizaci
n¢kterych rodi, nebo jejich presunuti do jinych tribli (Bocakova 2003, 2005; Miller,
2003). Na zékladé toho je v souCasnosti uzndvano 23 rodi (Tab. 1).

Bocakova (2003) publikovala podrobnou morfologickou revizi roda tribu
Calopterini. V této praci byla studovana morfologie jednotlivych druhti a vzhledem k
neinformativnim popisim v historické literatuie byl kazdy rod znovu podrobné popsan
na zaklad¢ typového druhu. Pro mnoho roda nebyly k dispozici z4dné informace o
sexualnim dimorfismu, variabilit¢ znakd uvnitf rodu a v mnoha piipadech nebyly
studovany ani kopula¢ni organy samic. VSechny struktury podstatné pro klasifikaci byly
v této praci popsdny a vyobrazeny ve velkém mnozstvi ilustraci. Na zaklade
morfologickych dat byly synonymizovany rody Callanganum Pic, 1922 (=
Ceratopriomorphus Pic, 1922) a Pseudolinoptes Pic, 1922 (= Emplectus Erichson,
1847). Rod Broxylus byl pteveden do tribu Metriorrhynchini a tim doslo k omezeni
vyskytu tribu Calopterini pouze na Neotropickou a Nearktickou oblast. Déle v této
studii byly nékteré podrody povySeny na statut rodu (Falsocaenia Pic, 1922 a
Lycomorphon Pic, 1922). Vzhledem k nutnosti stabilizace nomenklatury a ztraté
historického typového materidlu, Bocakova (2003) designovala neotypy pro typové
druhy rodt Calopteron Castelanu, 1838 (Calopteron apicale Guérin-Méneville, 1838) a
Idiopteron (ldiopteron biplagiatum (Kirsch, 1884)). Dale, ze stejného divodu pro
zajisténi stability klasifikace, byl fixovan typovy druh pro rod Celetes (Celetes basalis
LeConte,1847).

Na tuto praci navazala parsimonni fylogenetickd analyza tribu Calopterini
(Bocakova, 2005). V této studii byla analyzovana morfologie 19 rodl; 4 rody nebyly k

dispozici pro morfologickou analyzu. Jako mimoskupina byly do analyzy zatazeny rody
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Dictyoptera (Dictyopterinae), Lygistopterus (Calochrominae), Plateros (Lycinae),
Conderis (Lycinae). Rod Lycus (Lycinae) byl nejblizs§i pfedpokladanou sesterskou
skupinou tribu Calopterini na zaklad€ larvalnich znakd (Bocak a Matsuda, 2003) a byl
zahrnut do ingroup (Bocakova, 2005). Pro kazdy rod bylo kdédovano celkem 33
morfologickych znakli a byla vytvofena fylogenetickd hypotéza, ktera definovala tfi
zakladni linie: (1) Eurrhacina obsahujici rody Haplobothris Bourgeois, 1879;
Calocladon, Gorham, 1888; Lycoplateros, Pic, 1922; Linoptes, Gorham, 1884;
Emplectus Erichron, 1847 a Eurrhacus Waterhouse, 1879; (2) Calopterina obsahujici
rody Metapteron, Bourgeois, 1905; Caenia Newman, 1838; Calopteron, Castelnau,
1838; Cartanonum, Pic, 1922; Leptoceletes Green, 1952 a Idiopteron Bourgeois, 1905 a
(3) Acroleptina obsahujici rody s pravdépodobné larviformnimi samicemi, tj.,
Lycomorphon Pic, 1922; Lycinella, Gorham, 1884; Ceratopriomorphus Pic, 1922 a
Acroleptus Bourgeois, 1886 a s nimi v jednom kladu Cyrtopteron, Bourgeois, 1905;
Mesopteron Bourgeois, 1905 a Falsocaenia Pic, 1922. V této praci byly definovany
morfologické znaky podporujici ptibuznost Calopterini, Lycini a Calochromini: pfi¢né
zilky na krovkach nejsou pfitomny, sami¢i termindlni abdominalni sternum bez
spiculum gastrale, 3 nebo 4 podélnd Zebra na krovkach, tj. sekundarni Zebernatina
nepiitomna. Dale byly definovany znaky podporujici monofylii tribu Calopterini jak byl
definovdn M. Bocakovou (Bocakova, 2005): paramery samcich kopula¢nich organt
ventro-bazalné spojeny, ventro-distalni otvor phallu téméf tak dlouhy jako polovina
jeho délky, valvifery kladélka bazalné srostlé, vnitini okraj coxiti hluboce vykrojeny ve
sttedni casti. Podpora pro monofylii jednotlivych linii v Calopterini byla jiz nizsi.
Eurrhacina jsou definovani dlouhym saméim termindlnim sternem a pfetocenou
phallobazi. Sesterskd pozice Calopterini a Acroleptini je podpofena pouze jedinym
znakem - dorso-ventraln¢ zplosténou termindlni Casti phallu. Acroleptina, pokud by
jejich definice byla rozsitena o rody Cyrtopteron, Mesopteron a Falsocaenia, jsou
definovéni pouze siln¢ zizenymi coxity v apikalni poloviné jejich délky. Calopterina

jsou definovani dvéma vybézky na phallu v oblasti, kde se napojuji paramery.
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Tabulka 1. Piehled rodi tribu Calopterini dle Bocakove (2003, 2005).

Subtribe Rod Autor, rok Vyskyt
Haplobothris Bourgeois, 1879 Neotropické oblast
Calocladon Gorham, 1881 Neotropické oblast
Emplectus Erichson, 1847 Jizni Amerika

Eurrhacina Centralni Amerika,
Eurrhacus Waterhouse, 1879 Jizni Amerika
Linoptes Gorham, 1884 Centralni Amerika
Lycoplateros Pic, 1922 Jizni Amerika
Metapteron Bourgeois, 1905 Neotropické oblast
Nearkticka oblast,
Calopteron Castelnau, 1838 Neotropické oblast
Cartagonum Pic, 1922 Kolumbie
Calopterina Neotropicka oblast,
Caenia Newman, 1838 Nearkticka oblast
Idiopteron Bourgeois, 1905 Neotropické oblast
Nearkticka oblast,
Leptoceletes Green, 1952 Neotropické oblast
Cyrtopteron Bourgeois, 1905 Neotropické oblast
Mesopteron Bourgeois, 1905 Ekvador
Falsocaenia Pic, 1922 Nearktika oblast
Lycomorphon Pic, 1922 Kolumbie, Peru
. Lycinella Gorham, 1884 Centralni Amerika
Acroleptina . . .
Ceratopriomorphus Pic, 1922 Brazilie, Peru
Acroleptus Bourgeois, 1886 Brazilie
Broxylus* Waterhouse, 1879 Indonésie
Ceratoprion™ Gorham, 1884 Panama
Pseudacroleptus™* Pic, 1911 Jizni Amerika
Macrolycinella** Pic, 1922 Mexiko
Cephalolycus** Pic 1926 Kolumbie
Flabellocaenia** Pic, 1929 Brazilie

* Rod Broxylus Pretazen do Metriorrthynchinae, rod Ceratoprion pietazen do Leptolycinae (Bocakova,

2003)

** Rody Pseudacroleptus, Macrolycinella, Cephalolycus a Flabellocaenia nebyly k dispozici pro

fylogenetickou analyzu (Bocakova, 2003)
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Cile prace

Cilem této prace je shromazdit reprezentativni vzorek fylogeneticky a
morfologicky rtiznorodych taxonli ze skupiny rodu z celého tribu Calopterini, ziskdni
sekvenci péti molekularnich markerti a jejich molekularné fylogeneticka analyza. Pro
dal$i studium je nutné potvrzeni monofylie této skupiny a vytvoreni fylogenetické
molekularni hypotézy pro vnitini ptfibuzenské vztahy v tribu Calopterini. Na zakladé
fylogenetické analyzy budou definovany zékladni linie obsahujici monofyletické
skupiny rodd, piipadné bude diskutovana monofylie jednotlivych rodd, jak byly diive
definovany. Bude zjisténo, jak velky podil fylogenetické diverzity je jiz znam a tato
bude srovnana s poctem dosud formalné¢ definovanych taxond ze skupiny rodu. Dale
bude vyhodnocena piibuznost skupin, pro které je predpoklddand samici neotenie, bude
zjisténo, zda se jedna o unikatni vznik této modifikace nebo jestli u skupin vznikaly v

prabéhu evoluce opakovang.
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Material a metodika
Material

Exemplafe ze studovaného materidlu byly odchyceny na lokalitich v Peru a
Ekvadoru v ramci projektti katedry biologie Pedagogické fakulty University Palackého
v Olomouci (2010, 2012) a v terénu byly fixovany v 96% etanolu pro nadchazejici
laboratorni analyzy. Analyzovany soubor obsahuje 91 jedinct nélezici do triba
Eurrhacini a Calopterini (Calopterina a Acroleptina) pod¢eled’ Lycinae (Coleoptera).
Kazdému exemplafi bylo pfifazeno registraéni cislo (Cisla vzorkd, Tab. 2) a po
zpracovani dat byly uloZzeny ve sbirce dokladovych exempléit na katedfe biologie PdF
UP. Toto cisla ve formatu UPOL+6-mistny kod jsou pouzita pro identifikaci vzorkl v

GenBank.

Studie je pro vySsi stabilitu analyz postavena celkem na péti fragmentech
jadernych i mitochondrialnich genti. Fragment 18S rRNA (~1880 part bazi, bp), 28S
rRNA (~650 bp), rrnl mtDNA (~740 bp), cox] mtDNA (~1100 bp) a nad5 mtDNA
(~1220 bp). Tyto molekularni markery jsou tradi¢n¢€ pouzivany pro studium fylogeneze
Coleoptera a umoziuji spojeni novych a dfive ziskanych dat. Jako outgroup byli
vybrani zastupci rodi: Plateros, Lycus a Lycostomus povazovani za fylogeneticky
blizké  skupiny (Bocak a Bocakova, 2008, Masek a kol, 2018).

M. Bocékova poskytla identifikaci vzorkidl a informace o tom, které linie jsou
znamy vyhradné v sam¢im pohlavi a tim je u nich pfedpoklddand neotenie samic.
Neotenie v Celedi Lycidae je s jistotou prokazéna pouze v n¢kolika skupinach (Mjoberg,
1925; Wong, 1996; Kazantsev, 2005; Bocak a kol., 2008; Masek a kol., 2018). V
dalSich skupinach je mozno usuzovat na neotenii, pokud pfi vétSim mnoZzstvi ziskanych
vzorkil jsou k dispozici pouze samci a pokud jsou pozorovany u samcti morfologické
modifikace charakteristické pro neotenni linie, jako jsou redukovany pocet tykadlovych
¢lankd, zakrnélé Ustni Ustroji, miniaturizace, ztrata zpevinujicich struktur na Stitu a
krovkach nebo zkracené a ztzené krovky (Lyropaeus, Leptolycus, Bocak a Bocakova

1990; Kazantsev 2005; Masek a kol. 2013).
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Tabulka 2. Seznam vzorku

Cislo vzorku Jméno Lokalita
J00001 _ Ecuador, Zamora, 2010
100002 ] Ecuador, 10 km S of Loja, 2010
JO0003 Emplectus Peru, Pampa Hermosa 2012
100004 ] Peru, Tingo Maria 2012
J00005 ] Ecuador, Misahualli, 2010
J00006 ] Ecuador, Misahualli, 2010
J00007 _ Ecuador, Cosanga, 2010
100008 ] Ecuador, San Isidro 2010
J00009 _ Ecuador, San Francisco dela Pampas 2010
J00010 ] Ecuador, Misahualli, 2010
J00011 e Ecuador, Misahualli, 2010
J00012 _ Ecuador, San Francisco dela Pampas 2010
J00013 e Peru, Tingo Maria, 2012
100014 s Peru, Tingo Maria, 2012
J00015 Haplobothris Ecuador, Cosanga, 2010
J00016 Haplobothris Ecuador, Shell 2010
J00017 _ Ecuador, Jatun Sacha, 2010
100018 ] Ecuador, Misahualli, 2010
J00019 _ Ecuador, Cosanga, 2010
J00020 _ Peru, Pampa Hermosa 2012
J00021 _ Peru, Puerto Maldonado 2012
100022 ] Ecuador, Sumaco, 2010
J00023 _ Peru, Pampa Hermosa 2012
J00024 _ Peru, Puerto Maldonado 2012
100025 ] Ecuador, San Isidro 2010
100026 e Ecuador, Misahualli, 2010
J00027 Lycoplateros Ecuador, Misahualli, 2010
J00028 Cartagonum Ecuador, San Isidro 2010
J00029 Leptoceletes Peru, Tingo Maria, 2012
JO0030 Leptoceletes Peru, Pampa Hermosa 2012
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Pokracovani tabulky 2

J00031
J00032
JO0033
J00034
JO0035
JO0036
J00037
JO0038
JO0039
J00040
J00041
100042
J00043
J00044
J00045
J00046
100047
J00048
J00051
J00052
JO0053
JO0055
JO0056
JO0057
JO0058
JO0059
J00060
J00061

J00062

Idiopteron

Leptoceletes
Leptoceletes

Colyobris

Peru, Pampa Hermosa 2012
Ecuador, Zamora, 2010

Peru, Tingo Maria, 2012
Ecuador, Cosanga, 2010

Peru, Puerto Maldonado 2012
Peru, Puerto Maldonado 2012
Peru, Oxapampa, 2012

Peru, Puerto Maldonado 2012
Peru, Puerto Maldonado 2012
Peru, Tingo Maria, 2012

Peru, Puerto Maldonado 2012
Peru, Puerto Maldonado 2012
Ecuador, Cosanga, 2010

Peru, Pampa Hermosa 2012
Ecuador, Cosanga, 2010
Ecuador, Cosanga, 2010
Ecuador, Cosanga, 2010
Ecuador, Jatun Sacha, 2010
Ecuador, Loja 2010

Ecuador, Zamora, 2010
Ecuador, Zamora, 2010

Peru, Puerto Maldonado 2012
Ecuador, San Isidro, 2010
Ecuador, Jatun Sacha, 2010
Ecuador, San Francisco de la Pampas 2010
Ecuador, Misahualli, 2010
Peru, Tingo Maria, 2012
Ecuador, San Isidro, 2010

Ecuador, Sumaco, 2010
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Pokracovani tabulky 2

J00063
Jo0064
JO0065
J00066
J00067
J00068
J00069
J00070
J00071
J00072
J00073
J00074
J00075
J00076
J00077
J00078
J00079
J00080
J00081
J00082
J00083
J00084
JO0085
J00086
J00087
JO0088
J00089
JO0090
J00091
J00092
JO0093

Colyobris
Colyobris

Leptoceletes
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Ecuador, Sumaco, 2010
Ecuador, Sumaco, 2010
Ecuador, San Isidro, 2010
Ecuador, San Isidro, 2010
Ecuador, Jatun Sacha, 2010
Ecuador, Jatun Sacha, 2010
Ecuador, Jatun Sacha, 2010
Peru, Pampa Hermosa, 2012
Peru, Tingo Maria, 2012

Peru, Machu Picchu, 2012
Ecuador, Misahualli, 2010
Ecuador, Cosanga, 2010
Ecuador, Cosanga, 2010
Ecuador, Cosanga, 2010
Ecuador, Zamora, 2010
Ecuador, Misahualli, 2010
Ecuador, San Isidro, 2010
Ecuador, Sumaco, 2010
Ecuador, San Francisco dela Pampas 2010
Peru, Puerto Maldonado 2012
Ecuador, San Francisco dela Pampas 2010
Ecuador, Zamora, 2010

Peru, Pampa Hermosa 2012
Ecuador, San Isidro, 2010
Peru, Puerto Maldonado 2012
Ecuador, Cosanga, 2010
Ecuador, Cosanga, 2010
Ecuador, Jatun Sacha, 2010
Ecuador, Jatun Sacha, 2010
Ecuador, Misahualli, 2010
Ecuador, Misahualli, 2010
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Pokracovani tabulky 2

J00094 Colyobris Peru, Pilcopata, 2014
J00095 Neolinoptes Peru, Pilcopata, 2014
JO0096 Gen. nov. 9 Peru, Pilcopata, 2014

Izolace DNA, PCR amplifikace a sekvenovani

Izolace DNA

Pro vzorky J00001-J00062 a J00094-J0O0099 byla k dispozici jiz diive izolovana
DNA, deponovana v DNA sbirce laboratofe molekularni systematiky, zbyvajici vzorky
byly izolovany kitem DNeasy Blood&Tissue kit (Qiagen, Inc.) ze sbirky tkani uloZené
v 96% alkoholu v -20° C.

Z mikrozkumavek s thorakalni svalovinou byl odstranén veskery etanol
odpipetovanim a odsanim zbytku ptes papirovou utérku a poté byl vzorek vysuSen po
20 min v koncentratoru. Do kazdé mikrozkumavky bylo pfidano 180 ul ATL pufru a 20
ul proteinazy K, vSe se pak zhomogenizovalo sterilni plastovou tyCinkou a kratce
sto¢ilo. Vzorky byly dale vloZeny do termobloku nastaveného na 56 °C/600 rpm a to po
dobu 30 min. Nasledovalo ptidani 200 pul AL pufru, zvortexovani, ptidani 200 pl 96%
UV etanolu a dal$i zvortexovani. Obsah mikrozkumavek byl poté piepipetovan na
kolonku s novymi sbérnymi mikrozkumavkami a centrifugovan pfi 8000 rpm/1 min.
Kolonka byla znovu piepipetovana s ptfidanim 500 ul AW1 pufru a centrifugovana pfi
8000 rpm/1 min. Tento krok se opakoval, pfi¢emz se pipetovalo 500 pl AW2 pufru a
centrifugovalo se pfi 14 000 rpm/3 min. Po dal$im pfeneseni kolonky nésledovalo
centrifugovani ,,na sucho™ pii 14 000 rpm/1 min. Dale byly vzorky pieneseny do
zkumavek se zdmkem, napipetovano 100 pl nuclease-free H,O a po minutové inkubaci
pfi pokojové teploté probéhla centrifugace pfi 800 rpm/l min. Posledni krok se
zopakoval, misto 100 pl bylo pfipipetovano 50 pl nuclease-free H,O. Vysledny produkt,
1. eluce, byla poté vkladana do Nanodropu ND-1000, kde jsme zjistili koncentrace
vyizolované DNA.
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PCR amplifikace

Pomoci polymerazové fetézcové reakce (PCR) byly syntetizovany fragmenty
gent 18S, 28S, rruL, coxIl a nad5. Pro kazdy fragment byly pouZzity odpovidajici
primery (Tab. 3) a pii reakcich se vyuzivaly dva typy Taq polymerdz (Bioline,

Invitrogen).

Prvnim krokem v této reakci je namichani pfesné daného mnoZzstvi mastermixu
(dle poctu vzorkd, nize uvedené mnozstvi pro jeden vzorek). Smés se pfipravuje na

ledu, kde se do vanic¢ky postupné ptida:

5 pl 10x buffru;

2 pl 50mM MgCl2;

1 pl 10puM prvniho primeru;

1 pl 10uM druhého primeru;

1,25 pl 2 mn dNTPs;

x pl Taq polymerazy' (Bioline, Invitrogen);
x pl H,0?

x ul DNA templatu’

Do kazdého stripu s DNA byl pfiddn dany objem mastermixu a poté vse
vortexovano a sto¢eno na Thermo Cycleru 9700 (Applied Biosystems) s programem
LONG 45 v pfipadé¢ pouziti Invitrogen Tag polymerdzy. PCR s Bioline Tag
polymerazou probihala v Thermo Cycleru 2720 (Applied Biosystems) s programem
rrnL NDI141. Usp&nost PCR reakce byla zkontrolovdna pomoci elektroforézy.

! Pro amplifikaci fragmentii 28S a 18S bylo pouzito 0,12 pl Tag polymerazy Bioline,
pro amplifikaci fragmentd rrnL, cox! a nad5 0,2 pl Taq polymerazy Invitrogen. Taq

Polymeraza se ptidava do amplifika¢ni reakce jako posledni.

* Do smési se pridava takové mnozstvi vody, aby se celkovy objem dorovnal do 50 pl,

pfi¢emz tato komponenta je pipetovana jako prvni.

? Dle protokolu je k reakci potieba 10-30 ng dsDNA, pro dodani templatu je rozhodujici

vsak to, jakou maji koncentraci naSe vzorky.
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Tabulka 3. Piehled pouzitych primert pro amplifikaci vzorki.

Genovy
fragment Primer Sekvence (5'>>3")
18S 5' GAC AAC CTG GTT GAT CCT GCC AGT
b2.5 TCT TTG GCA AAT GCT TTC GC
b5.0 TAACCGCAACAACTTTAAT
bi GAG TCT CGT TCG TTA TCG GA
al.0 GGT GAA ATT CTT GGA CCG TC
ai CCT GAG AAA CGG CTACCA CATC
a2.0 ATG GTT GCA AAG AAAC
3'1 CAC CTA CGG AAA CCT TGT TAC GAC
28S ff TTA CAC ACT CCT TAG CGG AT
dd GGG ACC CGT CTT GAA ACAC
rrnlL 16a CGC CTG TTT AAC AAA AAC AT
GGR CCY TTW CGA ATY TGA ATA TAN
NDIAMetN |CCM
NDI1A GGT CCC TTA CGA ATT TGA ATA TAT CCT
cox1 JerryM CAACAY YTATTT TGRTTY TTT GG
Marcy TAR TTC RTA TGW RCA ATA YCA YTG RTG
CCT ACT CCT GTT TCT GCT TTA GTT CAT
nad5 OF1 TC
GAA ACG AAA AAT CGT ATT TAA TTT CGA
R6 CT
AAT TGA ASC CAA AAA GAG GTA TAT CAC
R2M TG

Elektroforéza a ¢isténi PCR produktu

Abychom zjistili, zda se podafilo amplifikovat naSe vzorky, vyuzili jsme

elektroforézy, kde miizeme na zékladé rizné pohyblivosti molekul v gelu separovat a
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identifikovat nami zkoumané latky.

Pro tuto reakci je nutné pfipravit potfebné mnozstvi gelu smichanim 0,45 g
normalni agarézy a 45 ml 0,5x TAE pufru. Tento roztok byl zahfivan v mikrovinné
troubé€, dokud se vSechna agardza nerozpustila. Po zchladnuti na teplotu cca 50 °C bylo
pfidano 2 pl barviva Gel Red. Tato smés byla poté nalita do pfedem sloZené vanicky,
pfiCemz se snazime, aby se vytvafelo minimum bublin. Po ztuhnuti v lednici byly
opatrné vytdhnuty hiebinky, vanicka s gelem ptenesena do elektroforetické vany a
ptelita 0,5x TAE pufrem tak, aby byl gel ponofen. Do kazdé fady bylo pak
napipetovano 4 ul HIND-III ladder, jakozto kontroly. Na parafilmu byly promichany 4
ul DNA s 1 pl nanaSeciho pufru a poté pteneseny do jednotlivych jamek. Elektroforéza
probihala 15 min pii 100 V. Vysledek byl zkontrolovan pod UV svétlem v
transaminacnim  boxu a  nasledn¢  vyfotografovain  pro  dokumentaci.

PCR produkt byl cistén dle standardniho protokolu na destickach Millipore
filtrovanim pod vakuem, promyvanim a naslednym rozpusténim v nuclease free H,O.

Mnozstvi PCR produktu bylo zméfeno na Nanodropu ND-1000.

Sekvenacni reakce a ¢isténi sekvenacniho produktu

Pti sekvenacni reakci pouzivime PCR produkt jako templat pro amplifikaci. V
reakéni smési je piitomen pouze jeden primer a dale fluorescencné oznacené
nukleotidy, kdy je kazdd barva reprezentovana odliSnou barvou a na zdklad¢ toho

muizeme posléze zjistit jednotlivé sekvence.
Reakéni smés se obsahovala:

1 ul Big Dye

2 pl 1,6uM primeru

1 pl sekvenéniho pufru
52)* Wl H,O

1 (4)* ul DNA

Cely proces piipravy smesi i aplikace probihali na ledu a barvivo bylo pfidano
jako posledni. Dle pfipraveného rozpisu byl nepipetovan mastermix a DNA do pfedem
vyklavované desticky. Ty se poté vkladaly bud’ do Applied Biosystems™ 2720
ThermalCycler (primer: NDIAMetN, NDI1A, 16a, a2.0, OF1, R6, R2M, b5.0, ai,
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Marcy, dd) nebo do druhého celeru Gene Amp® PCR System 9700 (primer: JerryM,
FF, 5',b2.5, bi, al.0, 3'). Program pouzivany v cyclerech byl cycleabi 10 pl nastaveny
podle manualu vyrobce sekvencniho kitu.

Pro vycisténi sekvenacniho produktu je potfeba namichat na ledu vzdy cerstvou
smes, obsahujici UV ETOH (49,5 ul), 3M NaAc (1 pl) a nuclease-free HO (9,5 pl).
Mnozstvi uvedené v zavorkdch je pro jeden vzorek. Produkt byl stocen a do kazdé
jamky pipetovano 60 pl smési, obsah byl vortexovan a ptrekryti matrici. Po 15 min na
ledu a v temnu byla desticka centrifugovana pii 2500g, 15 °C, po dobu 30 min. Poté byl
obsah desticky vyklepan a piekryt savymi papiry. OtoCend desticka i s papirky byla
centrifugovdna pii 700g 1 min. Dale se do kazdé jamky pipetovalo 60 ul 80% UV
alkoholu. Desticka se centrifugovala pii 2500g, 15 °C, 10 min. Nasledovalo opakovani
poslednich ¢ty krokt. Nakonec byl obsah desticky vyklepan a po posledni centrifugaci
pti 700g, 1 min, byla desti¢ka vysuSena v koncentratoru, po 15 min vyndana, prekryta

Sedou matrici, zabalena do igelitového sacku a zmrazena.

*pii nizkych koncentraci bylo pouzivano vétsi mnozstvi PCR produktu a nasledné méné

H,O0.

Sekvenovani

Pted samotnou sekvenaci bylo do kazdé jamky napipetovano 12 plfromamidu.
Desticka se prekryla Sedou matrici, kratce stocila a nechala 15-30 min na tfepacce pfi
400 rpm, 24 °C. Poté doslo k denaturaci na cycleru pii 95 °C po 3 min a naslednému
zchlazeni na ledu. K sekvenovani byl pouzit sekvenator ABI 3130 (Applied

Biosystems).

Editace sekvenci a fylogenetické analyzy

Chromatogramy sekvenci byly editovany v programu Sequencher 5.2.4 (Gene
Code, Inc). Pted dalsi praci se sekvencemi je nutné spojit vlakna k sob¢ tak, aby se
holomogické useky ptekryvaly, a zkontrolovat jejich ¢teni a ruéné opravit mozné chyby.
Zpravidla se odstraiuji zacatky a konce kviili nizké spolehlivosti ¢teni, dale musi byt
odstranény nelegitimni gapy a pfipadné opraveny béaze tam, kde se piky slucuji. Takto

upravené sekvence byly exportovany ve formatu FASTA do programu Geneious 7.1.7.
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Analyza datové matice

Datova matice se skladala z celkem 3 fragment mitochondridlniho genomu a 2
fragmenti genomu jaderného. Jaderné markery byly zastoupeny kompletni sekvenci
18S rRNA (~1880 part bazi; bp) a sekvenci D2 smycky 28S rRNA (~650 bp;
fragmenty jaderného genomu). Ribozomalni jaderné geny 18SrRNA a 28SrRNA maji
fylogeneze bazélnich linii Metazoa. Sekundarni struktura téchto geni je komplikovana a
pro alignment rychle se vyvijejicich usekli je nutno pouzit v mnoha piipadech
strukturalni modely. Vzhledem k blizké ptibuznosti studovanych vzorkd toto nebylo
nutné.

Mitochondrialni markery byly zastoupeny geny rrnL mtDNA (rrnL+tRNA-
Leu+nadl; ~740 bp), coxI-3° konec mtDNA a nasledujici geny (cox!+tRNA-
Leu+cox2; ~1100 bp) a nad5 a nasledujici tRNa geny (nad5+tRNA-Phe+tRNA-
Glu+tRNA-Ser; ~1220 bp). VétSina gend je délkove nevariabilnich a jejich alignment je
jednoduchy a homologie byla zkontrolovdna piekladem sekvence do aminokyselin a
oveéfenim jejich homologie v alignmentu. Pouze rrnl a tRNA geny jsou délkove
variabilni. Fragment rrnl vSak vykazoval v této analyze blizce ptibuznych druht
omezenou délkovou variabilitu a nebylo nutné provadét strukturalni alignment. Délka
kompletni tRNA je typicky 65 pard bazi a pfi samostatném alignmentu jednotlivych
gent je homologie  robustni.

Kazdy z fragment byl individudlné alignovan pomoci algoritmu G-INS-i v
plug-inu MAFFT 7.017 pro Geneious 7.1.7 (GeneCodes Inc., New Yersey, USA).
Vsechny alignmenty jednotlivych fragmentii pro koédujici useky gent (konkrétné ndl,
coxl, cox2 a nad5) byly pak zkontrolovany pomoci transla¢nich ctecich ramcl na
ptitomnost chyb nebo stop kodonli na nelegitimnich pozicich, které byly piipadné
manuélné opraveny. Dale byly zkontrolované alignmenty konkatenovany do jedné
supermatice, kterou jsem pouzila pro vypocet fylogenetického stromu a tim urceni
vzéjemnych vztahli uvnitf tribli Eurrhacini a Calopterini. Konkatenovanou supermatici
jsem pak rozdé¢lila podle pozic jednotlivych kodont na partice, které slouzi pro presnéjsi
vypocet modelll evoluce jednotlivych tsekl vybranych genil. Pro vypocet fylogenetické
hypotézy byl pouzit program IQ-TREE 1.6.6 v ptikazovém tadku linux, ve kterém je jiz
inkorporovan plug-in ModelFinder pro stanoveni modelu evoluce jednotlivych
fragmentt, jak je popsano vySe. ModelFinder identifikoval modely evoluce na zakladé

Bayesianského informacniho kritéria (BIC) a pro ucely analyzy byly nastaveny modely
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uvedené v Tab. 4.

Program IQ-TREE pracuje na principu vypoftu maximum likelihood
(maximalni pravdépodobnost) s ultrafast bootstrapovou podporou (UFboot, parametr -
bb) pro jednotlivé vétve na fylogenetickém stromu. UF boot byl nastaven na 5000
iteraci, diky parametru -spp v programu IQ-TREE bylo povoleno kazdé genové partici
datové supermatice mit své vlastni evoluéni tempo. Vysledny fylogeneticky strom byl
zobrazen v programu FigTree 1.4.2 a nasledné graficky upraven v programech Adobe

[lustratorCS6 a Adobe PhotoshopCS6.

Tabulka 4. Piehled vlastnosti alignovanych sekvenci ve finalni matici bez outgroup a

pouzité modely pro jednotlivé fragmenty.

; Pocet : Pocet Pocet znakiti Pocet e
Sekvenovany . , Délka o . . , Pouzite
alignovanych . unikatnich informativnich konstantnich
fragment f alignmentu . . . modely
sekvenci znakl pro parsimonii znaku

rrnL 68 879
18S 103 1997
28S 91 713
coxl tRNA 96 1119
nad5 tRNA 98 1386
supermatrix 111 6094
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Vysledky
Data

S pouzitim uvedenych primerti se podafilo amplifikovat naprostou vétSinu
vzorkl pro studované fragmenty. Z nové sekvenovanych 99 a 71 outgroup vzorkl se
podatilo amplifikovat a zafadit do analyzy 153 vzorkti cox/ mtDNA, 118 rrnL mtDNA
a 149 nad5 mtDNA fragmentl. Jaderné geny 18SrRNA a 28S rRNA byly
amplifikovany vzhledem k nizs$i variabilité¢ a snaze snizit ndklady studie pouze pro
vybrané vzorky ingroup a tim bylo ziskdno véetné€ outgroup 119 sekvenci 18S rRNA a
109 sekvenci 28S rRNA. Po spojeni s diive sekvenovanymi daty kompletni matice
véetné outgroup obsahovala 170 vzorkl. Kompletnost matice ¢inila 66,69 %, podil
parsimonné informativnich znakt ¢inil 23,63 %. Do analyzy byly zafazeny vSechny

vzorky, pro které¢ byl k dispozici alespoii jeden fragment.

Délka sekvenovanych fragmenti v Tab. 5. Celkova délka alignované matice
¢inila 6094 homologickych znakl. Mitochondridlni a ribozomalni markery se liSily v
zastoupeni nukleotidi. Mitochondridlni markery mély vyznamné vyssi zastoupeni A a T
bazi. Ribozomalni markery mély zastoupeni nukleotidli pfiblizné vyrovnané (A, C, T,

G).

Tabulka 5. Délka alignovanych fragmenti ve fylogenetické analyze.

Sefli\alz:nog:tny Zacatek Konec Délka
coxl tRNA 1 1119 879
nad5 tRNA 4709 6094 1997
18S 2712 4708 713
rrnlL 1120 1998 1119
28S 1999 2711 1386
supermatrix 1 6094 6094
Alignment

Pro analyzu fylogeneze byla konkatenovéna pouze jedna matice obsahujici
vSechny fragmenty a byla alignovana v programu MAFFT. Vzhledem k malému poctu
indelt (9,70 %) nebyl pouzity strukturalni alignment. Délka jednotlivych fragmentt je

uvedena v Tab. 5. Pocet variabilnich znakll v jednotlivych fragmentech se lisil a
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odpovid4d mutacnich rychlosti pfislusného tiseku DNA. Nejvyssi mnozstvi variabilnich

znakt bylo zjiSténo ve fragmentu cox/ mtDNA, nejnizsi ve fragmentu 28S rRNA.

Fylogeneticka hypotéza
Kompletni konkatenovany dataset byl analyzovan metodou maximalni

pravdépodobnosti a byl ziskan nejpravdépodobnéjsi strom pro analyzované sekvence a
model evoluce DNA. Hodnoceni robustnosti jednotlivych ¢asti fylogenetického stromu

bylo provedeno na zakladé¢ uréeni bootstrapové podpory (Obr. 1).

Triby Eurrhacini a Calopterini jsou oba monofyletické a jejich sesterské
postaveni je pomérn¢ dobie podporovano (BS 89 %). Vysledny strom vcetné
bootstrapovych podpor pro hluboka Stépeni po uroven podpory rodu je zobrazen na obr.
1. Bylo podpofeno, ze tribus Calopterini je monofyleticky s vyznamnou bootstrapovou
podporou 100 %. Podobn¢ tribus Eurrhacini byl podpofen jako samostatna
monofyletické skupina s bootstrapovou podporou 100 %. Mensi podpora byla zjisténa
pro piibuznost hlubokych vétvi v subtribech Acroleptina a Calopterina (BS 63-89 %).
Vysokd podpora byla zjiSténa pro naprostou vétSinu termindlnich S§té€peni na trovni

druhovych skupin a piibuznosti jednotlivych sesterskych druhi. |GG
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l.a

nezvetejnéno
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1.b

nezvetejnéno

Obrazek 1a-b. Fylogeneze tribi Calopterini a Eurrhacini vytvofené metodou maximalni
pravdépodobnosti. Bootstrapové podpory jsou uvedeny pouze pro hluboké st€peni podporujici

monofylii rodd a vyssi. Cervené jsou oznaceny neotenni linie.
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Diskuze
Datovy soubor

Délkovéa wvariabilita rrnl fragmentu byla vzhledem k pomérmné vysoké
pfibuznosti studovanych taxonid omezend. Délka indeld byla nizkd a indely tvofily
pouze 9.70 % znaku. Proteiny kodujici fragmentu byly délkové nevariabilni. Vzhledem
k této omezené délkové variabilité nebyl pii alignmentu jednotlivych fragmenti pouzit
strukturalni model a bylo aplikovano pouze defaultni nastaveni v programu MAFFT.
Bootstrapova podpora, kterou povazujeme za vyznamnou, by méla dosahovat alesponl
90 %. Vzhledem k omezenému poctu molekularnich markert je nutné uvazovat také
podporu jiz diive uvazovanou na zédkladé morfologie. Pfes urc¢ité omezeni vyplyvajici z
dostupnych markerti a absenci genomickych proteiny kodujicich gentt v soucasné
analyze, nyni ziskana data umoziluji vyznamné pokrocit v klasifikaci skupiny,
identifikovat dal$i samostatné linie v ramci tribu a navrhnout velmi dobie

podporovanou hypotézu o evoluci neotenie v této skuping.

Fylogeneticka hypotéza
Predchozi prace povysila podtribus Eurrhacina na uroven tribu Eurrhacini

(Bocak a Bocakova, 2008; Masek a kol., 2018) a v nasledujicim textu bude toto
povyseni respektovano. Zjisténa sesterska pozice téchto linii odpovida fylogenetické
hypotéze vytvotfené na zéklad¢ analyzy morfologie a je podporovana bootstrapovou
podporou na urovni 89 %, tj. na hranici akceptovatelné podpory. Vzhledem k tomu, ze
tato hypotéza je velmi dobfe podpotfena morfologicky ptfitomnosti ¢tyf synapomorfii,
povazujeme tuto topologii za velmi dobfe podpofenou a poskytujici dostatecny zaklad
pro formalni klasifikaci téchto skupin, tak jako byla prezentovdna v posledni studii
(Masek a kol. 2018).

Pfes omezeny pocet vzorkii a relativné malou oblast odkud tyto vzorky

pochazely se ukazalo, | NN
N, -2 Cenim
jsou dale diskutovany v textu. Toto zjiSténi ukazuje na nedostate¢né propracovanou
Klasifikaci skupiny, kdy |
N, ::cjsou

soucasti této studie.

32



Tribus Eurrhacini je velmi dobfe podpofen (bootstrapovd podpora 100 %) a

obsahuje celkem sedm linii, |
B Ob:. 1). Sesterskou skupinou vii¢i viem ostatnim rodim je,

stejn¢ jako v morfologické analyze, rod Haplobothris. Podpora jeho monofylie je velmi
vysokd, stejné jako podpora internich S$tépeni, pfitom podpora této skupiny v
morfologické analyze byla velmi omezenéd (Bocakova, 2005). Skupina dalsich rodi byla
podpoiena tiemi znaky v morfologické analyze (Bocakova, 2005) avSak molekularni
data poskytuji pro toto monofylum pouze limitovanou podporu (BS 82 %). Tento klad
obsahuje rody Eurrhacus, Emplectus, Neolinoptes, Lycoplateros, Calocladon -
B P odpora pro bazalni §tépeni v tomto kladu je omezena a pohybuje se na
hodnoté BS tésné nad 80 % (Obr. 1). Navic nesouhlasi zcela s topologii vytvofenou na
zaklad¢ morfologickych dat. Napiiklad Emplectus a Eurrhacus netvoii v molekularni
analyze monofylum, ale parafylum. Ani podpora morfologickymi znaky neni

jednoznac¢na a dalsi data budou nutna pro feseni fylogeneze uvnitt této skupiny.

Tribus Calopterini je velmi dobfe podpofen (BS 100 %) avSak jeho vnitini
struktura neodpovida pfedchozim studiim. Podtribus Calopterini neni podpofen jako

monofylum molekularnimi daty a piedstavuje v soucasné analyze || Gz

N V1o fologick

podpora pro monofylii téchto dvou kladi byla zalozena na jediném morfologickém
znaku v predchozi analyze (Bocakova, 2005), tj. na dvou vybézcich na phallu v oblasti,
kde se napojuji paramery. Phalli jsou velmi morfologicky plastické organy, které
podléhaji sexudlnimu vybéru a Casto dochdzi k tomu, Ze i velmi piibuzné skupiny
mohou mit pomérn¢ odlisné tvary kopulac¢nich organti (Bocak a Yagi, 2010). Proto je

mozné, ze doSlo ke ztraté¢ téchto vybézk v termindlni linii pfedstavované kladem

Acroleptina (Obr. 1). |
I (-« dcfinovany jsou tyto rody monofyletické a
spliiuji podminky akceptovatelnosti ve fylogenetické klasifikaci (Hennig, 1965).
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Sesterskou skupinou ke klddu A je redefinovany klad ptedstavujici vétSinu
taxonti diive morfologicky definovan¢ho subtribu Acroleptina. Tento subtribus byl

navrzen pro skupinu neotennich linii s pfedpoklddanou existenci larviformnich samic.

IV i:hy mezi témito liniemi jsou relativng dobie podporené (BS >90 %).
Naproti tomu je velmi obtizné tyto skupiny definovat morfologicky, protoze velka ¢ést z
nich ma pravdépodobné larviformni samice a proto i morfologicky modifikované
samce. Paralelni modifikace sam¢i morfologie v liniich s prokdzanou neotenii byla
popsana pro vice skupin, naptiklad Elateridae: Drilini, Elateridae: Omalisidae (Kundrata
a Bocak 2011; Kundrata a kol. 2014; Bocak a kol. 2018; Kusy a kol. 2018). Samci
neotennich linii maji velmi ¢asto vyznamné redukované ustni Ustroji, redukovana zebra
na krovkach, zkracené krovky, a celkové miniaturizované télo (Kazantsev 2005; Bocak
a Bocakova 2008; Masek a kol.,, 2018). Procesy redukce a miniaturizace
morfologickych struktur jsou zndmy nejen u ¢lenovci ale také u obratlovet a jedna se o
vSeobecny evolu¢ni trend spojeny se zmenSenim téla (Conway a kol., 2017). Tyto
paralelni modifikace jsou obtizn¢ odhalovany pii pouziti vyhradné¢ morfologické

analyzu. Vyhodou molekuldrnich dat je, Ze nejsou funkéné ovlivnéna neotenii.

Vznik neotenie je omezen v ramci fadu Coleoptera pouze na nékolik skupin a

nejcastejsi je v nadCeledi Elateroidea (McMahon a Hayward, 2016). Piivodni piedstava,

ze pouze nedavno vzniklé termindlni linie mohou byt neotenni, byla odmitnuta v prvni

molekularni studii Elateroidea (Bocakova a kol., 2007). [ EGTGcGcGGG
|
|
I (Bocakova a kol. 2007;
Bocak a kol. 2008; Kundrata a Bocak, 2011; Kundrata a kol. 2014). Podstatna ¢ast
neotennich skupin v Celedi Lycidae je ovSem velmi starych a prace, ktera tyto vztahy
popsala soucasné zdiraziiuje, Ze neotenie mize velmi dlouho pfetrvavat v ekologicky a
klimaticky stabilnich oblastech s nepferusenou dlouhodobou existenci (Bocak a kol.,
2008). Podobné dlouhodobé piezivani neotennich linii bylo prokdzano v podceledi

Omalisinae v mediteranni oblasti (Bocek a kol., 2018). Na rozdil od ostatnich linii,

nedavny vznik neotenie byl predpokladan u jediného druhu rodu Cautires Waterhouse,



1878 znamého z tektonicky starych pohoti v Tanzanii — Cautires apterus Bocak a kol.,
2014.

Neotenni skupiny v tribu Calopterini jsou vzhledem ke své pozici v topologii

povazovany |
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problematické. Ziskand topologie nabizi dvé alternativy:

Alternativné mizeme navrhnout, ze neotenie vznikla

I situace v Celedi Lycidae

umoznuje predpokladat, ze dojde jen k zapnuti gentl, protoze samci téchto linii ziistavaji

regulacnich mechanismii zodpovédnych za evoluci bezkiidlych samic a samici neotenie.
Whiting a kol. (2003) uvazovali parsimonni evoluci a hledali nejmensi pocet krokt
vysvétlujicich evoluci ktidel. || GGG
_ Tento postup byl kritizovan

I lcrnativn
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vysvétleni rozlozeni |

Pfiromnost neotennich forem v tribu Calopterini ma ovSsem dusledky pro
celkové chapani vzniku neotennich forem. | EEEEEEEEE
I  :voluce ncotenie v
tomto tribu tak podporuje scenar | N

¢eledi Lycidae a diferencialni piezivani neotennich forem v jednotlivych oblastech na
zaklade¢ stability ekologickych podminek. Oproti ptivodnim pfedstavam, vznik neotenie
je tedy podstatné vice riiznorody. Neddvno prokazany vznik neotennich forem piimo z
dokonale sklerotizovanych forem v celedi Elateridae (Kusy a kol., 2018) je nyni

doplnén prokazanou postupnou evoluci neotennich forem v jednotlivych liniich.

Diverzita tribGi Calopterini a Eurrhacini je nepochybné vyssi, nez bylo dosud
prokazano. Soucasna studie je omezena pouze na oblast Ekvadoru a Peru vzhledem k
nedostupnosti materidlu z Brazilie v disledku striktni proprietarni ochrany genetickych
zdroji (Prathapan a kol., 2018) a vzhledem k omezenym moznostem ziskani tkéani
fixovanych pro molekularni analyzy z tak rozsihl¢ oblasti jako je Severni a jizni
Amerika. Do analyzy bylo i z tohoto omezeného uzemi zatazeno cca 91 druht, tedy ve
srovnani s celkovou diverzitou skupiny asi 20 % popsanych druhti. VétSina druhti v této
analyze byla sbirana pouze v omezené oblasti, piesto, jak je obvyklé v ¢eledi Lycidae, v
geografickém prostoru se velmi lisi alfa-diverzita (Masek a kol., 2018). Da se tedy
pfedpokladat, ze materidl z dalSich oblasti nebude sdilet stejné druhy s dosud
sekvenovanou faunou Ekvadoru a Peru.

Velmi bohatd je jak fauna Kolumbie a Venezuely, tak stfedoamerické horské
oblasti Kostariky a destné pralesy Panamy. VétSina diverzity této skupiny tedy zistava
pravdépodobné nepoznand. Oblast Ekvadoru a Peru, v tomto piipadé ptredevSim
vychodni svahy And, které zahrnuji ekosystémy od nizinného amazonského pralesa po
horské mlzné lesy v nadmotskych vyskach okolo 3500 m nad mofem je velmi bohata a
pfedstavuje centrum biodiverzity (Myers a kol., 2000). Identifikace vétsiho poctu
hluboko zakotenénych linii, které si v budoucnu zaslouzi popsani, jako samostatné rody
ukazuje, Ze tato oblast neni bohatd pouze na druhové urovni, ale je i centrem

fylogenetické diverzity.
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Zavér

Tato studie pfinasi prvni rozsdhlou fylogenetickou molekularni analyzu s
reprezentativnim zastoupenim roda tribu Calopterini. Pfedchozi studie obsahovaly
pouze nekolik vzorki (5 vzorkl, Bocak a kol., 2008) nebo velmi slabé a nerovnomérné
zastoupeni linii (Masek a kol., 2018). Pfi analyze tohoto datového souboru byla v
mnoha piipadech potvrzena topologie navrzena na zdkladé morfologickych dat, ale v
nékterych ¢astech fylogenetického stromu byly zjiStény nekompatibilni topologie. Pfi
srovnani morfologického a molekularniho signalu se ukazalo, Zze vysledky se cCasto
dopliuji, tj., stejnd topologie mulze byt siln¢ podpofena morfologii a slabé
molekularnimi daty a naopak. Toto wukazuje na potiebnost integrovaného
taxonomického pfistupu v systematické entomologii.

Vysoka genetickd diverzita a prokézani existence mnoha samostatnych linii
velkého stafi a zasluhujicich stanoveni taxontt v ranku rodu ukazuje na omezené
znalosti tropické diverzity. Tato prace proto poskytuje zdkladni klasifika¢ni rdmec pro
dalsi studie vénované obecnym evolu¢nim otazkam, napt. feSeni vzniku a diversifikace
neotennich linii, pro studium diverzity, nebo identifikaci diversifika¢nich center.
Neotenni skupiny se vyznacuji mimotadné nizkou disperzni kapacitou a jejich vyskyt
definuje stabilni oblasti s nepferusenou evoluci, jsou tedy vyznamnou bioindikacni

skupinou.
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