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ABSTRAKT 

 Tribus Calopterini Green, 1949 (Coleoptera: Lycidae) je převážně 

neotropická skupina obsahující několik set druhů, z nichž část je potenciálně 

neotenních. Dřívější studie se potýkaly vzhledem k modifikované ontogenezi i 

některým chybějícím zástupcům s problémy při definování morfologických 

synapomorfií. Práce založená na morfologických znacích rozdělila tribus Calopterini do 

tří podtribů: Eurrhacina, Acroleptina a Calopterina. Eurrhacina byly později povýšeni 

na tribus. Molekulární fylogeneze této skupiny dosud nebyla studována. Předložená 

práce je tedy první molekulárně založenou fylogenetickou studií tribu Calopterini a 

předkládá podklady pro novou klasifikaci a hypotézu o evoluci neotenie. Tato studie je 

postavená na pěti genových fragmentech: jaderné markery zastoupeny sekvencemi 

ribozomálních genů 18S rRNA a 28S rRNA, mitochondriální markery zastoupeny 

fragmenty rrnL, nad5 a cox1 mtDNA. Výsledky fylogenetické analýzy podporují 

sesterské postavení Eurrhacini a Calopterini, nepodporují monofylii Calopterina a 

vyvolávají nutnost předefinovat Acroleptina. I při relativně malém počtu vzorků je 

identifikováno devět nových linií zasluhující statut rodu, což odráží nedostatečnou 

znalost této skupiny. Byl prokázán několikanásobný vznik neotenie a potvrzeno 

soustředění neotenních forem v podtribu Acroleptina. 
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not been available for the analysis. Morphology-based analysis defined three subtribes: 
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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 

evolution of ontogeny. The phylogenetic tree was recovered using five nuclear and 

mitochondrial DNA fragments: 18S rRNA, 28S rRNA, and rrnL, nad5, cox1 mtDNA. 

The results support the sister relationships of Calopterini and Eurrhacini, but do not 
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Úvod	
 

 Systematická biologie je základní biologický obor, který poskytuje všem 

vědcům slovní pojmenování organismů a fylogenetickou hypotézu o jejich příbuznosti 

(Hennig, 1965; Wiley a Lieberman, 2011). Popsání druhu zahrnuje klasifikaci do rodu, 

čímž umisťuje každý organismus do vyšších taxonomických jednotek a na základě toho 

pak do fylogenetického stromu života, a tím definuje jeho příbuzenské vztahy (Ride, 

1999). Poznání fylogeneze je nezbytné nejen pro sestavení formální klasifikace, ale i 

pro pochopení evoluce jednotlivých znaků, vzniku adaptací a složitých interakcí ve 

společenstvech organismů a fungování ekosystémů na Zemi. 

 Obor systematická entomologie se zabývá, jak už je z názvu patrné,	klasifikací 

hmyzu. Hmyz je mimořádně úspěšná skupina a na Zemi dominuje již po stovky miliónů 

let. Během této doby převyšuje ostatní skupiny nejen svou biomasou a počtem druhů, 

ale i množstvím adaptací a zejména pak svým ekologickým vlivem (Grimaldi a Engel, 

2005; Samways, 2005). Právě kvůli vysoké diverzitě představuje velmi obtížnou 

skupinu z hlediska klasifikace, která je doposud neúplná (Brues a kol., 1954). 

Minimální odhady hovoří o trojnásobku druhů, než bylo doposud popsáno, ty extrémní 

až o desetinásobku druhů (Erwin, 1982; Gaston, 1991; Novotny a kol., 2006; Hamilton 

a kol., 2010). Výše zmíněné rysy znamenají, že hmyz má velký význam pro lidské 

ekonomické aktivity. Nejčastěji se hmyz dostává do konfliktu s lidskými zájmy v 

zemědělství (Essig, 1933; Zhang a kol., 2007) a lesnictví (Wood, 1982; Bashford, 

2008), významní jsou škůdci skladovaných potravin (Freeman, 1948; Campbell, 2002) a 

přenašeči chorob (Purcell a Finlay, 1979; Ligon, 2005; Busvine, 2012). Dalšími často 

studovanými skupinami hmyzu jsou parazitické druhy jak hospodářky významných 

zvířat, tak lidí samotných (Marshall, 1981; Randolph a Storey, 1999). Na druhou stranu 

vnímáme mnoho hmyzích druhů pozitivně až nezbytně pro jejich interakce s rostlinami 

i jinými organismy, pro suroviny, které produkují, nebo pro jejich dekompoziční 

vlastnosti (Gullan a Cranston, 2014). Tlak lidské populace na zmenšení původních 

biotopů nastoluje také otázku vymezení chráněných území, která by při obhajitelných 

nákladech zachránila maximální podíl současné biodiverzity. Ačkoliv velká část 

ochrany přírody se primárně zaměřuje na obratlovce (Balmford a kol., 2002), hmyz je 

často velmi spolehlivým indikátorem oblastí s mimořádnou lokální diverzitou (Brown, 
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1991; McGeoch, 1998; Andersen a kol., 2002; Belore a kol., 2002; McGeoch a kol., 

2002; Rainio, J. a Niemelä, J., 2003; Bocek a kol., 2018). 

 Systematická entomologie se zabývá nejrozsáhlejší skupinou živočichů na této 

planetě. Vezmeme-li v úvahu, že doposud bylo popsáno a pojmenováno téměř 2 

miliony druhů živočichů (Costello a kol., 2011), tak hmyz s přibližně milionem druhů 

tvoří v současnosti ~50 % diverzity (McKenna a kol., 2015) a je zřejmé, že tato skupina 

sehrává klíčovou roli v mnoha ekosystémech z hlediska počtu jedinců i jejich celkové 

biomasy. Hmyz a hlavně brouci jsou považováni za nejúspěšnější žijící skupinu 

dominující na Zemi již od osídlení souše prvními živočichy, respektive od permu v 

případě brouků (Grimaldi a Engel, 2005). Mimořádná diverzita je přitom výzvou z 

hlediska zaměření studia: mnoho skupin je endemických a vyskytují se v méně 

prostudovaných oblastech, takže unikají pozornosti a znalosti i takových skupin, jako 

jsou řády, takže studie jsou neúplné a dochází k překvapivým objevům (Klass a kol., 

2002). Především tropická diverzita zůstává velmi slabě prozkoumaná. Jednotlivé 

skupiny hmyzu, typicky obsahující desítky tisíc druhů, jsou studovány uzavřenými 

komunitami systematických entomologů (Riedel a kol., 2013) a v mnoha případech 

nejsou předmětem trvalého intenzivního studia a pouze příležitostně jsou publikovány 

dílčí informace. Systematická entomologie proto v dohledné době není schopna 

vyprodukovat detailní strom života pro všechen hmyz a studium pokračuje dílčími 

revizemi založenými jak na morfologii, tak v současnosti na molekulárních 

mitochondriálních a genomických datech (Hansen, 1991; Miller, 1991; Howland a 

Hewitt, 1995; Misof a kol., 2014). 	

 Řád brouci (Coleoptera) obsahuje největší počet popsaných druhů: 380 000–400 

000 podle různých autorů (Hammond, 1992; Bocak a kol., 2014; McKenna a kol., 2015) 

a je rozdělen do čtyř podřádů: Archostemata, Myxophaga, Adephaga a Polyphaga. 

Poslední z nich je nejvíce diverzifikován, obsahuje přes 300 000 druhů a je členěn do 

sérií (ekvivalent infrařádů), nadčeledí a cca 170 čeledí (Bocak a kol., 2014). 

Morfologické studie Coleoptera mají dlouhou tradici a první kritické hodnocení 

morfologie celého řádu bylo publikováno Crowsonem (1955, 1960). Na něj navázala 

velká studie Lawrence a kol. (2011). Mimo to existuje velké množství studií 

věnovaných jednotlivým podčeledím nebo čeledím brouků, protože homologizace 

znaků napříč celým řádem je mimořádně obtížná. Jednotlivým skupinám se věnovali 

např. Beutel (1999), Branham a Wenzel (2003), Leys a kol. (2003) nebo Ulyshen a kol. 
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(2017). Molekulární studie mohou být založeny na fylogenomických analýzách (Misof, 

2014; Peters a kol., 2014; Kusy a kol., 2018), na větších datových souborech 

reprezentujících desítky markerů a zástupce významných čeledí celého řádu 

(Timmermans a kol., 2010; McKenna a kol., 2015; Zhang a kol. 2017), studie věnované 

jednotlivým nadčeledím a obvykle limitované několika markery jako rRNA a 

mitochondriální DNA (O'Neill a kol., 1992; Ribera a kol., 2002; Kundrata a kol., 2014). 

Mimo to jsou analyzovány jednotlivé čeledi nebo triby a tyto data mohou být použita k 

následným rozsáhlým meta-analýzám, které obsahují tisíce terminálů (Bocak a kol., 

2014; Linard a kol., 2018).	

 V současné době je diverzita na naší planetě významně ohrožena a 

entomologické studie se zaměřují mimo základního taxonomického výzkumu i na 

obecněji formulované otázky (ne)rovnoměrnosti distribuce diverzity, definování oblastí 

s vysokou alfa-diverzitou a fylogenetickou diverzitou, identifikaci ancestrálních území a 

směrů disperse jednotlivých taxonů. Změny klimatu a jiných podmínek prostředí, jako 

jsou tektonické změny měnící pozici kontinentů, vyzdvižení pohoří, nebo zaplavení 

šelfů, vedou k dynamickým změnám v rozsahu přirozených areálů a tím pak k expanzi 

nebo zmenšování lokální diverzity (Sanmartin a kol., 2001; Sklenarova a kol., 2013; 

Clapham a kol., 2016). Mimo dlouhodobě působící tektonické a klimatické změny, dnes 

nejvíce ovlivňují diverzitu především lidské aktivity, které ohrožují lokality s nejvyšší 

koncentrací výskytu živočichů a rostlin a výskytem endemitů (Gardner a kol., 2009; 

Sodhi a kol., 2010). Takové 'hotspots' reprezentují na Zemi pouhá 2 % povrchu, ale na 

nich se vyskytuje polovina všech terestrických druhů živočichů (Myers a kol., 2000). 

Delimitace těchto oblastí je nutná pro jejich efektivní ochranu. Tradiční taxonomie je 

omezena historickým dědictvím: nedostupností typového materiálu, krátkými a 

neinformativními popisy, které neumožňují identifikaci a dědictvím typologické 

klasifikace, která nerespektuje požadavek monofyletičnosti všech taxonů vyšších než 

druh. Podstatná část literatury pro studium systematické entomologie je z dnešního 

pohledu archaická a často je, místo přirozené fylogenetické klasifikace, pouze 

bezobsažným jmenným seznamem postrádajícím přirozený základ. Jedním z možných 

řešení je molekulární fylogenetika, která je schopna poskytnout nezávislý zdroj 

informací pro klasifikaci.	

 



10	
	

Čeleď Lycidae - modelová skupina 
 Studovanou skupinou v této práci je čeleď Lycidae (dlouhoústcovití), jež náleží 

do řádu Coleoptera, nadčeledi Elateroidea, série Elateriformia a podřádu Polyphaga 

(Crowson, 1955; Lawrence a Newton 1995; Bocakova a kol., 2007). Doposud bylo v 

této čeledi popsáno více než 4200 druhů a tato skupina se tak řadí mezi nejvíce 

diversifikované elateroidní linie (Kleine, 1933; Bocak a Bocakova 2008; Bocak a kol., 

2014; Masek a kol., 2018). Tito brouci se vyskytují kosmopolitně, a nejvyšší diverzity 

dosahují ve vlhkých tropických lesích, což patrně souvisí s vývojem unikátně 

modifikovaných ústních orgánů larev, které se živí pouze tekutinami (Bocak a Matsuda, 

2003). Larvy se obvykle vyvíjejí ve vlhkých svrchních vrstvách půdy, rozkládajícím se 

dřevě, v půdě nebo ve větvích v korunách horských mlžných lesů. Obvykle vyhledávají 

půdy bohaté na organické látky, z nichž pomocí specifických mandibulárních styletů 

vysávají vodu bohatou na mikrobiální život (Cicero, 1994; Bocak a Matsuda, 2003; 

Kazantsev,  2005). 

 Brouci z čeledi Lycidae se vyznačují slabě sklerotizovaným tělem (Bocak a kol., 

2018). Jedná se o malý až středně velký hmyz, dosahující typicky velikosti těla od 2.5 

do 25.0 mm. Tělo je dorzoventrálně zploštělé, hlava obvykle malá, částečně zatažená do 

prothoraxu. Tykadla jsou velmi často pohlavně dimorfická, pilovitá v případě samic a 

hřebenitá v případě samců. Charakteristickým znakem naprosté většiny druhů je 

přítomnost zpevňujících kýlů a podélných a příčných žeber na štítu a krovkách. 

Abdomen je obvykle výrazně kratší a užší než krovky a jeho okraje nejsou 

koadaptovány s krovkami. Charakteristický trilobátní elateroidní aedeagus je vyvinutý 

pouze u některých skupin a velmi často dochází k redukci na phallus a phallobázi 

(Bocak  a  Bocakova  1990,  2008). 

 Dospělci všeobecně potravu nepřijímají, byť se někteří zástupci mohou živit 

nektarem, a žijí krátkou dobu, obvykle 2-3 týdny (Motyka a kol., 2017). Slabě 

sklerotizované a měkké tělo má za následek vyšší náchylnost k vysychání, rovněž chybí 

dobrá podpora pro létací svaly a tak jsou disperzní schopnosti této skupiny značně 

omezené (Sklenarova a kol., 2013). Létají nepříliš obratně a na krátké vzdálenosti, 

vyhýbají se přímému slunci a spíše je nalezneme lézt ve stínu, nebo sedět na spodní 

straně listů (Bocak a Bocakova, 2008). 	

 



11	
	

Biologie čeledi Lycidae 
 Vzhledem k omezené sklerotizaci nejsou Lycidae schopni rychlého letu a jiných 

únikových reakcí. Jako alternativní antipredační strategii používají chemickou ochranu 

(Lindsley, 1961; Eisner a kol., 2008). Tělo larev i dospělců obsahuje mírně jedovatou 

hemolymfu (Moore a Brown, 1981). Lycidae demonstrují svou chemickou ochranu 

aposematickým zbarvením a mnoho druhů je mimetických (Bocak a Yagi, 2010). 

Sdílejí podobný tvar, velikost a zbarvení těla s nepříbuznými druhy stejné čeledi 

(Müelleriánské mimikry; Müller, 1879) nebo jsou součástí komplexů, ve kterých jsou 

napodobováni druhy hmyzu, který není proti predátorům chráněn (Batesiánské 

mimikry; Turner, 1987; Mallet a Joron, 1999). S vývojem mimikry je spojena omezená 

schopnost disperse mimo oblast výskytu aposematického vzoru, protože allochtonní 

druhy nejsou zapojeny do lokálních mimetických komplexů a jsou vystaveni zvýšené 

predaci (Kapan, 2001; Ihalainen a kol., 2008; Bocak a Yagi, 2010). Evoluce 

mimetických vzorů proto často předchází vývoji jiných reprodukčně izolačních 

mechanismů jako je odlišný tvar kopulačních orgánů (Bocak a Yagi, 2010). Mimikry 

rovněž představuje soubor složitých evolučních omezení, které mají vliv na fekunditu a 

možnost přesného kopírování mimetických vzorů. Takto se ukázalo, že v čeledi Lycidae 

dochází v Mülleriánském mimetickém komplexu k evoluci sexuálního dimorfismu a 

vývoji nedokonalých aposematických vzorů (Motyka a kol., 2018). 

 Dalším rysem některých skupin čeledi Lycidae je modifikace ontogeneze, 

přesněji jev zvaný neotenie, který sdílejí s dalšími elateroidními čeleděmi jako jsou 

Lampyridae, Phengodidae, Rhagophthalmidae, Telegeusidae a některé skupiny 

Elateridae (Crowson, 1972; Branham a Wenzel, 2003; Bocakova a kol., 2007; Kusy a 

kol., 2018). Tento jev je charakteristický prodlužováním larvální fáze, následným 

vývojem pohlavních orgánů při zachování larvální morfologie a dosáhnutím tak 

pohlavní dospělosti samic bez metamorfózy do imaginárního stádia. Vzhledem k 

modifikované morfologii těchto skupin byly entomology neotenické formy často 

chybně určovány a popisovány jako jiné druhy nebo samostatné čeledi (Kazantsev 

2005; Bocak a kol., 2008; Kusy a kol., 2018). U neotenických druhů z čeledi Lycidae 

samice nedosahují stádia kukly ani dospělce a zachovávají si tak plně vzhled larvy 

(Wong 1996, 1998), některé další skupiny mají metamorfózu pouze nedokončenou. 

Podobně modifikovaná ontogeneze je známá i u jiných skupin organismů (Bonett a 

Chippindale, 2006).	



12	
	

Klasifikace čeledi Lycidae 
 V čeledi Lycidae v současnosti rozlišujeme 6 podčeledí: Libnetinae, 

Dictyopterinae, Ateliinae, Dexorinae, Lyropaeinae a Lycinae (Bocak a Bocakova, 

2008). Klasifikace této čeledi je neustálená a ani poslední molekulární studie nepřinesla 

robustně podporovanou fylogenezi, která by umožnila stabilizaci klasifikace (Masek a 

kol. 2018). Alternativní klasifikace publikoval Kazantsev (2005, 2013), avšak tyto 

nebyly akceptovány (Bouchard a kol., 2011; Masek a kol. 2018). 

Postavení a klasifikace tribu Calopterini 
 V této studii se zaměřuji na tribus Calopterini (Green, 1949) náležící do 

podčeledi Lycinae a blízce příbuzný tribu Lycini (Bocak a Bocakova 1990, 2008). 

Taxon Calopterini byl poprvé uveden ve světovém katalogu čeledi Lycidae (Kleine, 

1933) a zpočátku zahrnoval 25 rodů, nicméně jméno nebylo použito v souladu s 

nomenklatorickými pravidly, protože navržené jméno ze skupiny čeledi nebylo po roce 

1930 doprovázeno diagnózou (ICZN 1985). Proto Bocak (1998) navrhl, že prvním 

autorem, který splnil požadavky nomenklatorických pravidel je Green (1949) a tímto se 

stává  autorem  jména  Calopterini.  

 Tribus Calopterini je s přibližně 400 popsanými druhy nejhojnější skupinou této 

čeledi v neotropické oblasti a patří i v rámci čeledi mezi velmi diverzifikované linie 

(Masek a kol. 2018). Rod Calopteron Castelnau, 1838 patří k nejstarším popsaným 

taxonům v celé čeledi a po dlouho dobu sloužil jako sběrný taxon pro celou skupinu. 

Ještě do nedávna byl indonéský rod Broxylus Waterhouse, 1879 považován za součást 

tribu Calopterini a byl tak jediným neamerickým rodem, nicméně byl na základě studia 

kopulačních orgánů přesunut do tribu Metriorrhynchini (Bocakova, 2003). Nesprávná 

klasifikace tohoto rodu ukazuje na jeden ze základních problémů klasifikace čeledi 

Lycidae. Vzhledem k chemické ochraně mnoho druhů vytváří různé aposematické 

signály a na základě stejných struktur paralelně vznikají podobné modifikace využívané 

jako aposematický signál (Bocak a Yagi, 2010). Rozšíření krovek a vznik velkých 

konkávních políček na krovkách současně s eliminací zpevňujících kýlů na štítu a 

přítomností modrého kovového zbarvení vedly k nesprávné klasifikaci rodu Broxylus do 

tribu Calopterini. Správnost přeřazení tohoto rodu z Calopterini do Metriorrhynchini 

byla potvrzena i molekulární fylogenetickou analýzou (Sklenarova a kol., 2013). 

 V průběhu 19. století a v první polovině 20. století byly popisovány i další nově 

definované rody (Newman, 1838; Waterhouse, 1879; Gorham 1881, 1884; Bourgeois, 

1905; Pic 1911, 1922, 1926, 1929). Jednalo se o taxony pocházející hlavně ze severní a 
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centrální Ameriky (Tab. 1). Poté bylo zařazeno do tribu Calopterini dalších 11 rodů 

Mauricem Picem (Pic 1911, 1922, 1926, 1929). Mnoho autorů bohužel uvádí jen malé 

množství exemplářů, nedostatečné definující znaky a další informace potřebné pro 

správné určení a delimitaci rodů. Některé druhy byly popsány pouze na základě samčích 

exemplářů, což v případě této skupiny brouků s výskytem neotenie doprovázené 

značnými morfologickými modifikacemi vyvolává otázku, zda se jedná o správně 

delimitované rody a jestli nejsou samice neotenické. Morfologickou revizi tribu 

Calopterini publikovala Bocakova (2003, 2005). Přes detailní analýzu, přesné postavení 

tribu ve fylogenezi čeledi i vnitřní struktura jsou doposud v některých částech slabě 

podporované kvůli problémům s homologizací morfologických znaků. Na základě této 

revize tribu Calopterini a delimitaci linií Eurrhacina a Acroleptina došlo k synonymizaci 

některých rodů, nebo jejich přesunutí do jiných tribů (Bocakova 2003, 2005; Miller, 

2003). Na základě toho je v současnosti uznáváno 23 rodů (Tab. 1).  

 Bocakova (2003) publikovala podrobnou morfologickou revizi rodů tribu 

Calopterini. V této práci byla studována morfologie jednotlivých druhů a vzhledem k 

neinformativním popisům v historické literatuře byl každý rod znovu podrobně popsán 

na základě typového druhu. Pro mnoho rodů nebyly k dispozici žádné informace o 

sexuálním dimorfismu, variabilitě znaků uvnitř rodu a v mnoha případech nebyly 

studovány ani kopulační orgány samic. Všechny struktury podstatné pro klasifikaci byly 

v této práci popsány a vyobrazeny ve velkém množství ilustrací. Na základě 

morfologických dat byly synonymizovány rody Callanganum Pic, 1922 (= 

Ceratopriomorphus Pic, 1922) a Pseudolinoptes Pic, 1922 (= Emplectus Erichson, 

1847). Rod Broxylus byl převeden do tribu Metriorrhynchini a tím došlo k omezení 

výskytu tribu Calopterini pouze na Neotropickou a Nearktickou oblast. Dále v této 

studii byly některé podrody povýšeny na statut rodu (Falsocaenia Pic, 1922 a 

Lycomorphon Pic, 1922). Vzhledem k nutnosti stabilizace nomenklatury a ztrátě 

historického typového materiálu, Bocakova (2003) designovala neotypy pro typové 

druhy rodů Calopteron Castelanu, 1838 (Calopteron apicale Guérin-Méneville, 1838) a 

Idiopteron (Idiopteron biplagiatum (Kirsch, 1884)). Dále, ze stejného důvodu pro 

zajištění stability klasifikace, byl fixován typový druh pro rod Celetes (Celetes basalis 

LeConte,1847). 

 Na tuto práci navázala parsimonní fylogenetická analýza tribu Calopterini 

(Bocakova, 2005). V této studii byla analyzována morfologie 19 rodů; 4 rody nebyly k 

dispozici pro morfologickou analýzu. Jako mimoskupina byly do analýzy zařazeny rody 
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Dictyoptera (Dictyopterinae), Lygistopterus (Calochrominae), Plateros (Lycinae), 

Conderis (Lycinae). Rod Lycus (Lycinae) byl nejbližší předpokládanou sesterskou 

skupinou tribu Calopterini na základě larválních znaků (Bocak a Matsuda, 2003) a byl 

zahrnut do ingroup (Bocakova, 2005). Pro každý rod bylo kódováno celkem 33 

morfologických znaků a byla vytvořena fylogenetická hypotéza, která definovala tři 

základní linie: (1) Eurrhacina obsahující rody Haplobothris Bourgeois, 1879; 

Calocladon, Gorham, 1888; Lycoplateros, Pic, 1922; Linoptes, Gorham, 1884;  

Emplectus Erichron, 1847 a Eurrhacus Waterhouse, 1879; (2) Calopterina obsahující 

rody Metapteron, Bourgeois, 1905; Caenia Newman, 1838; Calopteron, Castelnau, 

1838; Cartanonum, Pic, 1922; Leptoceletes Green, 1952 a Idiopteron Bourgeois, 1905 a 

(3) Acroleptina obsahující rody s pravděpodobně larviformními samicemi, tj., 

Lycomorphon Pic, 1922; Lycinella, Gorham, 1884; Ceratopriomorphus Pic, 1922 a 

Acroleptus Bourgeois, 1886 a s nimi v jednom kládu Cyrtopteron, Bourgeois, 1905; 

Mesopteron Bourgeois, 1905 a Falsocaenia Pic, 1922. V této práci byly definovány 

morfologické znaky podporující příbuznost Calopterini, Lycini a Calochromini: příčné 

žilky na krovkách nejsou přítomny, samičí terminální abdominální sternum bez 

spiculum gastrale, 3 nebo 4 podélná žebra na krovkách, tj. sekundární žebernatina 

nepřítomná. Dále byly definovány znaky podporující monofylii tribu Calopterini jak byl 

definován M. Bocakovou (Bocakova, 2005): paramery samčích kopulačních orgánů 

ventro-bazálně spojeny, ventro-distální otvor phallu téměř tak dlouhý jako polovina 

jeho délky, valvifery kladélka bazálně srostlé, vnitřní okraj coxitů hluboce vykrojený ve 

střední části. Podpora pro monofylii jednotlivých linií v Calopterini byla již nižší. 

Eurrhacina jsou definováni dlouhým samčím terminálním sternem a přetočenou 

phallobází. Sesterská pozice Calopterini a Acroleptini je podpořena pouze jediným 

znakem - dorso-ventrálně zploštěnou terminální částí phallu. Acroleptina, pokud by 

jejich definice byla rozšířena o rody Cyrtopteron, Mesopteron a Falsocaenia, jsou 

definováni pouze silně zúženými coxity v apikální polovině jejich délky. Calopterina 

jsou definováni dvěma výběžky na phallu v oblasti, kde se napojují paramery. 
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Tabulka 1. Přehled rodů tribu Calopterini dle Bocakove (2003, 2005). 

Subtribe	 Rod Autor, rok Výskyt 

Eurrhacina	

Haplobothris      Bourgeois, 1879 Neotropická oblast 
Calocladon      Gorham, 1881 Neotropická oblast 
Emplectus    Erichson, 1847 Jižní Amerika 

Eurrhacus      Waterhouse, 1879 
Centrální Amerika, 

Jižní Amerika 
Linoptes    Gorham, 1884 Centrální Amerika 
Lycoplateros    Pic, 1922 Jižní Amerika 

Calopterina	

Metapteron      Bourgeois, 1905 Neotropická oblast 

Calopteron      Castelnau, 1838 
Nearktická oblast, 
Neotropická oblast 

Cartagonum    Pic, 1922 Kolumbie 

Caenia   Newman, 1838 
Neotropická oblast, 
Nearktická oblast 

Idiopteron    Bourgeois, 1905 Neotropická oblast 

Leptoceletes  Green, 1952 
Nearktická oblast, 
Neotropická oblast 

		 Cyrtopteron      Bourgeois, 1905  Neotropická oblast 
		 Mesopteron   Bourgeois, 1905 Ekvádor 
		 Falsocaenia     Pic, 1922 Nearktiká oblast 

Acroleptina	

Lycomorphon     Pic, 1922 Kolumbie, Peru 
Lycinella        Gorham, 1884 Centrální Amerika 
Ceratopriomorphus      Pic, 1922 Brazílie, Peru 
Acroleptus      Bourgeois, 1886 Brazílie 

		 Broxylus* Waterhouse, 1879 Indonésie 
		 Ceratoprion* Gorham, 1884 Panama 
		 Pseudacroleptus**     Pic, 1911 Jižní Amerika 
		 Macrolycinella** Pic, 1922 Mexiko 
		 Cephalolycus** Pic 1926 Kolumbie 
		 Flabellocaenia**  Pic, 1929 Brazílie 

 

* Rod Broxylus Přeřazen do Metriorrhynchinae, rod Ceratoprion přeřazen do Leptolycinae (Bocakova, 

2003) 

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

fylogenetickou analýzu (Bocakova, 2003) 
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Cíle práce	
 

 Cílem této práce je shromáždit reprezentativní vzorek fylogeneticky a 

morfologicky různorodých taxonů ze skupiny rodu z celého tribu Calopterini, získání 

sekvencí pěti molekulárních markerů a jejich molekulárně fylogenetická analýza. Pro 

další studium je nutné potvrzení monofylie této skupiny a vytvoření fylogenetické 

molekulární hypotézy pro vnitřní příbuzenské vztahy v tribu Calopterini. Na základě 

fylogenetické analýzy budou definovány základní linie obsahující monofyletické 

skupiny rodů, případně bude diskutována monofylie jednotlivých rodů, jak byly dříve 

definovány. Bude zjištěno, jak velký podíl fylogenetické diverzity je již znám a tato 

bude srovnána s počtem dosud formálně definovaných taxonů ze skupiny rodu. Dále 

bude vyhodnocena příbuznost skupin, pro které je předpokládaná samičí neotenie, bude 

zjištěno, zda se jedná o unikátní vznik této modifikace nebo jestli u skupin vznikaly v 

průběhu evoluce opakovaně. 	
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Materiál a metodika 

Materiál 
 Exempláře ze studovaného materiálu byly odchyceny na lokalitách v Peru a 

Ekvádoru v rámci projektů katedry biologie Pedagogické fakulty University Palackého 

v Olomouci (2010, 2012) a v terénu byly fixovány v 96% etanolu pro nadcházející 

laboratorní analýzy. Analyzovaný soubor obsahuje 91 jedinců náležící do tribů 

Eurrhacini a Calopterini (Calopterina a Acroleptina) podčeleď Lycinae (Coleoptera). 

Každému exempláři bylo přiřazeno registrační číslo (čísla vzorků, Tab. 2) a po 

zpracování dat byly uloženy ve sbírce dokladových exemplářů na katedře biologie PdF 

UP. Toto čísla ve formátu UPOL+6-místný kód jsou použita pro identifikaci vzorků v 

GenBank. 	

 Studie je pro vyšší stabilitu analýz postavena celkem na pěti fragmentech 

jaderných i mitochondriálních genů. Fragment 18S rRNA (~1880 párů bází, bp), 28S 

rRNA (~650 bp), rrnL mtDNA (~740 bp), cox1 mtDNA (~1100 bp) a nad5 mtDNA 

(~1220 bp). Tyto molekulární markery jsou tradičně používány pro studium fylogeneze 

Coleoptera a umožňují spojení nových a dříve získaných dat. Jako outgroup byli 

vybráni zástupci rodů: Plateros, Lycus a Lycostomus považovaní za fylogeneticky 

blízké skupiny (Bocak a Bocakova, 2008, Masek a kol., 2018). 

 M. Bocáková poskytla identifikaci vzorků a informace o tom, které linie jsou 

známy výhradně v samčím pohlaví a tím je u nich předpokládaná neotenie samic. 

Neotenie v čeledi Lycidae je s jistotou prokázána pouze v několika skupinách (Mjöberg, 

1925; Wong, 1996; Kazantsev, 2005; Bocak a kol., 2008; Masek a kol., 2018). V 

dalších skupinách je možno usuzovat na neotenii, pokud při větším množství získaných 

vzorků jsou k dispozici pouze samci a pokud jsou pozorovány u samců morfologické 

modifikace charakteristické pro neotenní linie, jako jsou redukovaný počet tykadlových 

článků, zakrnělé ústní ústrojí, miniaturizace, ztráta zpevňujících struktur na štítu a 

krovkách nebo zkrácené a zúžené krovky (Lyropaeus, Leptolycus, Bocak a Bocakova 

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

Číslo	vzorku	 Jméno	 Lokalita	

J00001	 Gen.	nov.	4	 Ecuador,	Zamora,	2010	

J00002	 Gen.	nov.	1	 Ecuador,	10	km	S	of	Loja,	2010	

J00003	 Emplectus	 Peru,	Pampa	Hermosa	2012	

J00004	 Gen.	nov.	2	 Peru,	Tingo	Maria	2012	

J00005	 Gen.	nov.	2	 Ecuador,	Misahuallí,	2010	

J00006	 Gen.	nov.	2	 Ecuador,	Misahuallí,	2010	

J00007	 Gen.	nov.	1	 Ecuador,	Cosanga,	2010	

J00008	 Gen.	nov.	1	 Ecuador,	San	Isidro	2010	

J00009	 Gen.	nov.	1	 Ecuador,	San	Francisco	dela	Pampas	2010	

J00010	 Gen.	nov.	2	 Ecuador,	Misahuallí,	2010	

J00011	 Calocladon	 Ecuador,	Misahuallí,	2010	

J00012	 Gen.	nov.	3	 Ecuador,	San	Francisco	dela	Pampas	2010	

J00013	 Calocladon	 Peru,	Tingo	Maria,	2012	

J00014	 Gen.	nov.	5	 Peru,	Tingo	Maria,	2012	

J00015	 Haplobothris	 Ecuador,	Cosanga,	2010	

J00016	 Haplobothris	 Ecuador,	Shell	2010	

J00017	 Haplobothris	 Ecuador,	Jatun	Sacha,	2010	

J00018	 Gen.	nov.	4	 Ecuador,	Misahuallí,	2010	

J00019	 Gen.	nov.	4	 Ecuador,	Cosanga,	2010	

J00020	 Gen.	nov.	4	 Peru,	Pampa	Hermosa	2012	

J00021	 Gen.	nov.	5	 Peru,	Puerto	Maldonado	2012	

J00022	 Gen.	nov.	1	 Ecuador,	Sumaco,	2010	

J00023	 Gen.	nov.	5	 Peru,	Pampa	Hermosa	2012	

J00024	 Gen.	nov.	4	 Peru,	Puerto	Maldonado	2012	

J00025	 Gen.	nov.	4	 Ecuador,	San	Isidro	2010	

J00026	 Lycoplateros	 Ecuador,	Misahuallí,	2010	

J00027	 Lycoplateros	 Ecuador,	Misahuallí,	2010	

J00028	 Cartagonum	 Ecuador,	San	Isidro	2010	

J00029	 Leptoceletes	 Peru,	Tingo	Maria,	2012	

J00030	 Leptoceletes	 Peru,	Pampa	Hermosa	2012	
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J00031	 Gen.	nov.	6	 Peru,	Pampa	Hermosa	2012	

J00032	 Haplobothris	 Ecuador,	Zamora,	2010	

J00033	 Haplobothris	 Peru,	Tingo	Maria,	2012	

J00034	 Haplobothris	 Ecuador,	Cosanga,	2010	

J00035	 Metapteron	 Peru,	Puerto	Maldonado	2012	

J00036	 Gen.	nov.	5	 Peru,	Puerto	Maldonado	2012	

J00037	 Calopteron	 Peru,	Oxapampa,	2012	

J00038	 Calopteron	 Peru,	Puerto	Maldonado	2012	

J00039	 Lycomorphon	 Peru,	Puerto	Maldonado	2012	

J00040	 Calopteron	 Peru,	Tingo	Maria,	2012	

J00041	 Calopteron	 Peru,	Puerto	Maldonado	2012	

J00042	 Calopteron	 Peru,	Puerto	Maldonado	2012	

J00043	 Leptoceletes	 Ecuador,	Cosanga,	2010	

J00044	 Mesopteron	 Peru,	Pampa	Hermosa	2012	

J00045	 Idiopteron	 Ecuador,	Cosanga,	2010	

J00046	 Flabellolycinella	 Ecuador,	Cosanga,	2010	

J00047	 Flabellolycinella	 Ecuador,	Cosanga,	2010	

J00048	 Flabellolycinella	 Ecuador,	Jatun	Sacha,	2010	

J00051	 Andepteron	 Ecuador,	Loja	2010	

J00052	 Petrovia	 Ecuador,	Zamora,	2010	

J00053	 Petrovia	 Ecuador,	Zamora,	2010	

J00055	 Gen.	nov.	7	 Peru,	Puerto	Maldonado	2012	

J00056	 Gen.	nov.	8	 Ecuador,	San	Isidro,	2010	

J00057	 Colyobris	 Ecuador,	Jatun	Sacha,	2010	

J00058	 Mesopteron	 Ecuador,	San	Francisco	de	la	Pampas	2010	

J00059	 Colyobris	 Ecuador,	Misahuallí,	2010	

J00060	 Leptoceletes	 Peru,	Tingo	Maria,	2012	

J00061	 Leptoceletes	 Ecuador,	San	Isidro,	2010	

J00062	 Colyobris	 Ecuador,	Sumaco,	2010	
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J00063	 Colyobris	 Ecuador,	Sumaco,	2010	

J00064	 Colyobris	 Ecuador,	Sumaco,	2010	

J00065	 Leptoceletes	 Ecuador,	San	Isidro,	2010	

J00066	 Mesopteron	 Ecuador,	San	Isidro,	2010	

J00067	 Gen.	nov.	4	 Ecuador,	Jatun	Sacha,	2010	

J00068	 Gen.nov.	5	 Ecuador,	Jatun	Sacha,	2010	

J00069	 Gen.	nov.	4	 Ecuador,	Jatun	Sacha,	2010	

J00070	 Mesopteron	 Peru,	Pampa	Hermosa,	2012	

J00071	 Mesopteron	 Peru,	Tingo	Maria,	2012	

J00072	 Mesopteron	 Peru,	Machu	Picchu,	2012	

J00073	 Mesopteron	 Ecuador,	Misahuallí,	2010	

J00074	 Mesopteron	 Ecuador,	Cosanga,	2010	

J00075	 Mesopteron	 Ecuador,	Cosanga,	2010	

J00076	 Leptoceletes	 Ecuador,	Cosanga,	2010	

J00077	 Falsocaenia	 Ecuador,	Zamora,	2010	

J00078	 Falsocaenia	 Ecuador,	Misahuallí,	2010	

J00079	 Falsocaenia	 Ecuador,	San	Isidro,	2010	

J00080	 Lycomorphon	 Ecuador,	Sumaco,	2010	

J00081	 Lycomorphon	 Ecuador,	San	Francisco	dela	Pampas	2010	

J00082	 Brasilycus	 Peru,	Puerto	Maldonado	2012	

J00083	 Cephalolycus	 Ecuador,	San	Francisco	dela	Pampas	2010	

J00084	 Idiopteron	 Ecuador,	Zamora,	2010	

J00085	 Idiopteron	 Peru,	Pampa	Hermosa	2012	

J00086	 Idiopteron	 Ecuador,	San	Isidro,	2010	

J00087	 Idiopteron	 Peru,	Puerto	Maldonado	2012	

J00088	 Lycomorphon	 Ecuador,	Cosanga,	2010	

J00089	 Lycomorphon	 Ecuador,	Cosanga,	2010	

J00090	 Lycomorphon	 Ecuador,	Jatun	Sacha,	2010	

J00091	 Lycomorphon	 Ecuador,	Jatun	Sacha,	2010	

J00092	 Lycomorphon	 Ecuador,	Misahuallí,	2010	

J00093	 Brasilycus	 Ecuador,	Misahuallí,	2010	
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J00094	 Colyobris	 Peru,	Pilcopata,	2014	

J00095	 Neolinoptes	 Peru,	Pilcopata,	2014	

J00096	 Gen.	nov.	9	 Peru,	Pilcopata,	2014	
 

Podbarvené vzorky – předpokládaná neotenie samic.  

 

Izolace DNA, PCR amplifikace a sekvenování 

Izolace DNA 

 Pro vzorky J00001–J00062 a J00094–J00099 byla k dispozici již dříve izolovaná 

DNA, deponovaná v DNA sbírce laboratoře molekulární systematiky, zbývající vzorky 

byly izolovány kitem DNeasy Blood&Tissue kit (Qiagen, Inc.) ze sbírky tkání uložené 

v 96% alkoholu v -20º C.	

 Z mikrozkumavek s thorakální svalovinou byl odstraněn veškerý etanol 

odpipetováním a odsáním zbytku přes papírovou utěrku a poté byl vzorek vysušen po 

20 min v koncentrátoru. Do každé mikrozkumavky bylo přidáno 180 µl ATL pufru a 20 

µl proteinázy K, vše se pak zhomogenizovalo sterilní plastovou tyčinkou a krátce 

stočilo. Vzorky byly dále vloženy do termobloku nastaveného na 56 °C/600 rpm a to po 

dobu 30 min. Následovalo přidání 200 µl AL pufru, zvortexování, přidání 200 µl 96% 

UV etanolu a další zvortexování. Obsah mikrozkumavek byl poté přepipetován na 

kolonku s novými sběrnými mikrozkumavkami a centrifugován při 8000 rpm/1 min. 

Kolonka byla znovu přepipetována s přidáním 500 µl AW1 pufru a centrifugována při 

8000 rpm/1 min. Tento krok se opakoval, přičemž se pipetovalo 500 µl AW2 pufru a 

centrifugovalo se při 14 000 rpm/3 min. Po dalším přenesení kolonky následovalo 

centrifugování „na sucho“ při 14 000 rpm/1 min. Dále byly vzorky přeneseny do 

zkumavek se zámkem, napipetováno 100 µl nuclease-free H2O a po minutové inkubaci 

při pokojové teplotě proběhla centrifugace při 800 rpm/1 min. Poslední krok se 

zopakoval, místo 100 µl bylo připipetováno 50 µl nuclease-free H2O. Výsledný produkt, 

1. eluce, byla poté vkládána do Nanodropu ND-1000, kde jsme zjistili koncentrace 

vyizolované DNA. 	
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PCR amplifikace 

 Pomocí polymerázové řetězcové reakce (PCR) byly syntetizovány fragmenty 

genů 18S, 28S, rrnL, cox1 a nad5. Pro každý fragment byly použity odpovídající 

primery (Tab. 3) a při reakcích se využívaly dva typy Taq polymeráz (Bioline, 

Invitrogen). 	

 Prvním krokem v této reakci je namíchání přesně daného množství mastermixu 

(dle počtu vzorků, níže uvedené množství pro jeden vzorek). Směs se připravuje na 

ledu, kde se do vaničky postupně přidá:  

 

5 µl 10x buffru;  

2 µl 50mM MgCl2;  

1 µl 10µM prvního primeru;  

1 µl 10µM druhého primeru; 

1,25 µl 2 mn dNTPs; 

x µl Taq polymerázy1 (Bioline, Invitrogen); 

x µl H2O2	

x µl DNA templátu3	

Do každého stripu s DNA byl přidán daný objem mastermixu a poté vše 

vortexováno a stočeno na Thermo Cycleru 9700 (Applied Biosystems) s programem 

LONG 45 v případě použití Invitrogen Tag polymerázy. PCR s Bioline Tag 

polymerázou probíhala v Thermo Cycleru 2720 (Applied Biosystems) s programem 

rrnL ND141. Úspěšnost PCR reakce byla zkontrolována pomocí elektroforézy.  

	

1 Pro amplifikaci fragmentů 28S a 18S bylo použito 0,12 µl Tag polymerázy Bioline, 

pro amplifikaci fragmentů rrnL, cox1 a nad5 0,2 µl Taq polymerázy Invitrogen. Taq 

Polymeráza se přidává do amplifikační reakce jako poslední.	

2 Do směsi se přidává takové množství vody, aby se celkový objem dorovnal do 50 µl, 

přičemž tato komponenta je pipetována jako první.	

3 Dle protokolu je k reakci potřeba 10-30 ng dsDNA, pro dodáni templátu je rozhodující 

však to, jakou mají koncentraci naše vzorky. 	
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Tabulka 3. Přehled použitých primerů pro amplifikaci vzorků.	

Genový 

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	 TAACCGCAACAACTTTAA T	

 	 bi	 GAG TCT CGT TCG TTA TCG GA	

  a1.0 GGT GAA ATT CTT GGA CCG TC 

  ai CCT GAG AAA CGG CTA CCA CAT C 

  a2.0 ATG GTT GCA AAG AAA C 

  3'I CAC CTA CGG AAA CCT TGT TAC GAC 

28S ff TTA CAC ACT CCT TAG CGG AT 

  dd GGG ACC CGT CTT GAA ACA C 

rrnL 16a CGC CTG TTT AAC AAA AAC AT 

  ND1AMetN 

GGR CCY TTW CGA ATY TGA ATA TAN 

CCM 

  ND1A GGT CCC TTA CGA ATT TGA ATA TAT CCT  

cox1 JerryM CAA CAY YTA TTT TGR TTY TTT GG 

  Marcy TAR TTC RTA TGW RCA ATA YCA YTG RTG 

nad5  OF1 

CCT ACT CCT GTT TCT GCT TTA GTT CAT 

TC 

  R6 

GAA ACG AAA AAT CGT ATT TAA TTT CGA 

CT 

  R2M 

AAT TGA ASC CAA AAA GAG GTA TAT CAC 

TG 

	

 

Elektroforéza a čištění PCR produktu 

 Abychom zjistili, zda se podařilo amplifikovat naše vzorky, využili jsme 

elektroforézy, kde můžeme na základě různé pohyblivosti molekul v gelu separovat a 



24	
	

identifikovat  námi  zkoumané  látky. 

 Pro tuto reakci je nutné připravit potřebné množství gelu smícháním 0,45 g 

normální agarózy a 45 ml 0,5x TAE pufru. Tento roztok byl zahříván v mikrovlnné 

troubě, dokud se všechna agaróza nerozpustila. Po zchladnutí na teplotu cca 50 °C bylo 

přidáno 2 µl barviva Gel Red. Tato směs byla poté nalita do předem složené vaničky, 

přičemž se snažíme, aby se vytvářelo minimum bublin. Po ztuhnutí v lednici byly 

opatrně vytáhnuty hřebínky, vanička s gelem přenesena do elektroforetické vany a 

přelita 0,5x TAE pufrem tak, aby byl gel ponořen. Do každé řady bylo pak 

napipetováno 4 µl HIND–III ladder, jakožto kontroly. Na parafilmu byly promíchány 4 

µl DNA s 1 µl nanášecího pufru a poté přeneseny do jednotlivých jamek. Elektroforéza 

probíhala 15 min při 100 V. Výsledek byl zkontrolován pod UV světlem v 

transaminačním boxu a následně vyfotografován pro dokumentaci. 

 PCR produkt byl čištěn dle standardního protokolu na destičkách Millipore 

filtrováním pod vakuem, promýváním a následným rozpuštěním v nuclease free H2O. 

Množství PCR produktu bylo změřeno na Nanodropu ND-1000.	

 

Sekvenační reakce a čištění sekvenačního produktu 

 Při sekvenační reakci používáme PCR produkt jako templát pro amplifikaci. V 

reakční směsi je přítomen pouze jeden primer a dále fluorescenčně označené 

nukleotidy, kdy je každá barva reprezentována odlišnou barvou a na základě toho 

můžeme posléze zjistit jednotlivé sekvence. 	

 Reakční směs se obsahovala:	

1 µl Big Dye 

2 µl 1,6µM primeru 

1 µl sekvenčního pufru  

5 (2)* µl H2O 

1 (4)* µl DNA	

 Celý proces přípravy směsi i aplikace probíhali na ledu a barvivo bylo přidáno 

jako poslední. Dle připraveného rozpisu byl nepipetován mastermix a DNA do předem 

vyklávované destičky. Ty se poté vkládaly buď do Applied Biosystems™ 2720 

ThermalCycler (primer: ND1AMetN, ND1A, 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, a1.0, 3'I). Program používaný v cyclerech byl cycleabi 10 µl nastavený 

podle  manuálu  výrobce  sekvenčního  kitu. 

 Pro vyčištění sekvenačního produktu je potřeba namíchat na ledu vždy čerstvou 

směs, obsahující UV ETOH (49,5 µl), 3M NaAc (1 µl) a nuclease-free H2O (9,5 µl). 

Množství uvedené v závorkách je pro jeden vzorek. Produkt byl stočen a do každé 

jamky pipetováno 60 µl směsi, obsah byl vortexován a překrytí matricí. Po 15 min na 

ledu a v temnu byla destička centrifugována při 2500g, 15 °C, po dobu 30 min. Poté byl 

obsah destičky vyklepán a překryt savými papíry. Otočená destička i s papírky byla 

centrifugována při 700g 1 min. Dále se do každé jamky pipetovalo 60 µl 80% UV 

alkoholu. Destička se centrifugovala při 2500g, 15 °C, 10 min. Následovalo opakování 

posledních čtyř kroků. Nakonec byl obsah destičky vyklepán a po poslední centrifugaci 

při 700g, 1 min, byla destička vysušena v koncentrátoru, po 15 min vyndána, překryta 

šedou matricí, zabalena do igelitového sáčku a zmrazena. 

*při nízkých koncentrací bylo používáno větší množství PCR produktu a následně méně 

H2O.	

Sekvenování 

 Před samotnou sekvenací bylo do každé jamky napipetováno 12 µlfromamidu. 

Destička se překryla šedou matricí, krátce stočila a nechala 15-30 min na třepačce při 

400 rpm, 24 °C. Poté došlo k denaturaci na cycleru při 95 °C po 3 min a následnému 

zchlazení na ledu. K sekvenování byl použit sekvenátor ABI 3130 (Applied 

Biosystems). 	

 

Editace sekvencí a fylogenetické analýzy 

	 Chromatogramy sekvencí byly editovány v programu Sequencher 5.2.4 (Gene 

Code, Inc). Před další prací se sekvencemi je nutné spojit vlákna k sobě tak, aby se 

holomogické úseky překrývaly, a zkontrolovat jejich čtení a ručně opravit možné chyby. 

Zpravidla se odstraňují začátky a konce kvůli nízké spolehlivosti čtení, dále musí být 

odstraněny nelegitimní gapy a případně opraveny báze tam, kde se píky slučují. Takto 

upravené sekvence byly exportovány ve formátu FASTA do programu Geneious 7.1.7.	
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Analýza datové matice 

 Datová matice se skládala z celkem 3 fragmentů mitochondriálního genomu a 2 

fragmentů genomu jaderného. Jaderné markery byly zastoupeny kompletní sekvencí 

18S rRNA (~1880 párů bází; bp) a sekvencí D2 smyčky 28S rRNA (~650 bp; 

fragmenty jaderného genomu). Ribozomální jaderné geny 18SrRNA a 28SrRNA mají 

relativně malou mutační rychlost a byly použity v dřívějších studiích i pro analýzu 

fylogeneze bazálních linií Metazoa. Sekundární struktura těchto genů je komplikovaná a 

pro alignment rychle se vyvíjejících úseků je nutno použít v mnoha případech 

strukturální modely. Vzhledem k blízké příbuznosti studovaných vzorků toto nebylo 

nutné. 

 Mitochondriální markery byly zastoupeny geny rrnL mtDNA (rrnL+tRNA-

Leu+nad1; ~740 bp), cox1-3´ konec mtDNA a následující geny (cox1+tRNA-

Leu+cox2; ~1100 bp) a nad5 a následující tRNa geny (nad5+tRNA-Phe+tRNA-

Glu+tRNA-Ser; ~1220 bp). Většina genů je délkově nevariabilních a jejich alignment je 

jednoduchý a homologie byla zkontrolována překladem sekvence do aminokyselin a 

ověřením jejich homologie v alignmentu. Pouze rrnL a tRNA geny jsou délkově 

variabilní. Fragment rrnL však vykazoval v této analýze blízce příbuzných druhů 

omezenou délkovou variabilitu a nebylo nutné provádět strukturální alignment. Délka 

kompletní tRNA je typicky 65 párů bází a při samostatném alignmentu jednotlivých 

genů je  homologie  robustní. 

 Každý z fragmentů byl individuálně alignován pomocí algoritmu G-INS-i v 

plug-inu MAFFT 7.017 pro Geneious 7.1.7 (GeneCodes Inc., New Yersey, USA). 

Všechny alignmenty jednotlivých fragmentů pro kódující úseky genů (konkrétně nd1, 

cox1, cox2 a nad5) byly pak zkontrolovány pomocí translačních čtecích rámců na 

přítomnost chyb nebo stop kodonů na nelegitimních pozicích, které byly případně 

manuálně opraveny. Dále byly zkontrolované alignmenty konkatenovány do jedné 

supermatice, kterou jsem použila pro výpočet fylogenetického stromu a tím určení 

vzájemných vztahů uvnitř tribů Eurrhacini a Calopterini. Konkatenovanou supermatici 

jsem pak rozdělila podle pozic jednotlivých kodonů na partice, které slouží pro přesnější 

výpočet modelů evoluce jednotlivých úseků vybraných genů. Pro výpočet fylogenetické 

hypotézy byl použit program IQ-TREE 1.6.6 v příkazovém řádku linux, ve kterém je již 

inkorporován plug-in ModelFinder pro stanovení modelu evoluce jednotlivých 

fragmentů, jak je popsáno výše. ModelFinder identifikoval modely evoluce na základě 

Bayesianského informačního kritéria (BIC) a pro účely analýzy byly nastaveny modely 
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uvedené v  Tab.  4. 

 Program IQ-TREE pracuje na principu výpočtu maximum likelihood 

(maximální pravděpodobnost) s ultrafast bootstrapovou podporou (UFboot, parametr -

bb) pro jednotlivé větve na fylogenetickém stromu. UF boot byl nastaven na 5000 

iterací, díky parametru -spp v programu IQ-TREE bylo povoleno každé genové partici 

datové supermatice mít své vlastní evoluční tempo. Výsledný fylogenetický strom byl 

zobrazen v programu FigTree 1.4.2 a následně graficky upraven v programech Adobe 

IllustratorCS6 a Adobe PhotoshopCS6.	

	

Tabulka 4. Přehled vlastností alignovaných sekvencí ve finální matici bez outgroup a 

použité modely pro jednotlivé fragmenty. 

Sekvenovaný 
fragment 

Počet 
alignovaných 

sekvencí 

Délka 
alignmentu 

Počet 
unikátních 

znaků 

Počet znaků 
informativních 
pro parsimonii 

Počet 
konstantních 

znaku 

Použité 
modely 

rrnL 68 879     

18S 103 1997     

28S 91 713     

cox1 tRNA 96 1119     

nad5 tRNA 98 1386     

supermatrix 111 6094     
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Výsledky 

Data	
S použitím uvedených primerů se podařilo amplifikovat naprostou většinu 

vzorků pro studované fragmenty. Z nově sekvenovaných 99 a 71 outgroup vzorků se 

podařilo amplifikovat a zařadit do analýzy 153 vzorků cox1 mtDNA, 118 rrnL mtDNA 

a 149 nad5 mtDNA fragmentů. Jaderné geny 18SrRNA a 28S rRNA byly 

amplifikovány vzhledem k nižší variabilitě a snaze snížit náklady studie pouze pro 

vybrané vzorky ingroup a tím bylo získáno včetně outgroup 119 sekvencí 18S rRNA a 

109 sekvencí 28S rRNA. Po spojení s dříve sekvenovanými daty kompletní matice 

včetně outgroup obsahovala 170 vzorků. Kompletnost matice činila 66,69 %, podíl 

parsimonně informativních znaků činil 23,63 %. Do analýzy byly zařazeny všechny 

vzorky, pro které byl k dispozici alespoň jeden fragment. 	

Délka sekvenovaných fragmentů v Tab. 5. Celková délka alignované matice 

činila 6094	 homologických	 znaků. Mitochondriální a ribozomální markery se lišily v 

zastoupení nukleotidů. Mitochondriální markery měly významně vyšší zastoupení A a T 

bází. Ribozomální markery měly zastoupení nukleotidů přibližně vyrovnané (A, C, T, 

G). 	

 

Tabulka 5. Délka alignovaných fragmentů ve fylogenetické analýze. 	

Sekvenovaný	
fragment		

Začátek		 Konec	 Délka	

cox1 tRNA 1 1119 879 
nad5 tRNA 4709 6094 1997 
18S 2712 4708 713 
rrnL 1120 1998 1119 
28S 1999 2711 1386 
supermatrix 1 6094 6094 
	

Alignment  
 Pro analýzu fylogeneze byla konkatenována pouze jedna matice obsahující 

všechny fragmenty a byla alignována v programu MAFFT. Vzhledem k malému počtu 

indelů (9,70 %) nebyl použitý strukturální alignment. Délka jednotlivých fragmentů je 

uvedena v Tab. 5. Počet variabilních znaků v jednotlivých fragmentech se lišil a 
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odpovídá mutačních rychlosti příslušného úseku DNA. Nejvyšší množství variabilních 

znaků bylo zjištěno ve fragmentu cox1 mtDNA, nejnižší ve fragmentu 28S rRNA. 	

 

Fylogenetická hypotéza 
Kompletní konkatenovaný dataset byl analyzován metodou maximální 

pravděpodobnosti a byl získán nejpravděpodobnější strom pro analyzované sekvence a 

model evoluce DNA. Hodnocení robustnosti jednotlivých částí fylogenetického stromu 

bylo provedeno na základě určení bootstrapové podpory (Obr. 1). 	

Triby Eurrhacini a Calopterini jsou oba monofyletické a jejich sesterské 

postavení je poměrně dobře podporováno (BS 89 %). Výsledný strom včetně 

bootstrapových podpor pro hluboká štěpení po úroveň podpory rodu je zobrazen na obr. 

1. Bylo podpořeno, že tribus Calopterini je monofyletický s významnou bootstrapovou 

podporou 100 %. Podobně tribus Eurrhacini byl podpořen jako samostatná 

monofyletické skupina s bootstrapovou podporou 100 %. Menší podpora byla zjištěna 

pro příbuznost hlubokých větví v subtribech Acroleptina a Calopterina (BS 63–89 %). 

Vysoká podpora byla zjištěna pro naprostou většinu terminálních štěpení na úrovni 

druhových skupin a příbuznosti jednotlivých sesterských druhů. Neotenní skupiny jsou 

soustředěny v subtribu Acroleptina, ovšem současně tento klád obsahuje rodu 

Idiopteron a Falsocaenia, dříve klasifikované v subtribu Calopterina. Podpora pro tuto 

topologii je vysoká (Obr. 1).	

 Analýza identifikovala celkem 9 morfologicky odlišných fylogeneticky 

samostatných linií, které by zasluhovaly delimitaci jako samostatné rody. Tyto taxony 

dosud nejsou formálně popsány a jsou označeny jako 'gen. nov.1–9'.	
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1.b 
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Obrázek 1a–b. Fylogeneze tribů Calopterini a Eurrhacini vytvořené metodou maximální 

pravděpodobnosti. Bootstrapové podpory jsou uvedeny pouze pro hluboké štěpení podporující 

monofylii rodů a vyšší. Červeně jsou označeny neotenní linie.   
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Diskuze	

Datový soubor	
 Délková variabilita rrnL fragmentu byla vzhledem k poměrně vysoké 

příbuznosti studovaných taxonů omezená. Délka indelů byla nízká a indely tvořily 

pouze 9.70 % znaků. Proteiny kódující fragmentu byly délkově nevariabilní. Vzhledem 

k této omezené délkové variabilitě nebyl při alignmentu jednotlivých fragmentů použit 

strukturální model a bylo aplikováno pouze defaultní nastavení v programu MAFFT. 

Bootstrapová podpora, kterou považujeme za významnou, by měla dosahovat alespoň 

90 %. Vzhledem k omezenému počtu molekulárních markerů je nutné uvažovat také 

podporu již dříve uvažovanou na základě morfologie. Přes určité omezení vyplývající z 

dostupných markerů a absenci genomických proteiny kódujících genů v současné 

analýze, nyní získaná data umožňují významně pokročit v klasifikaci skupiny, 

identifikovat další samostatné linie v rámci tribu a navrhnout velmi dobře 

podporovanou hypotézu o evoluci neotenie v této skupině.  

 

Fylogenetická hypotéza 
 Předchozí práce povýšila podtribus Eurrhacina na úroveň tribu Eurrhacini 

(Bocak a Bocakova, 2008; Masek a kol., 2018) a v následujícím textu bude toto 

povýšení respektováno. Zjištěná sesterská pozice těchto linií odpovídá fylogenetické 

hypotéze vytvořené na základě analýzy morfologie a je podporována bootstrapovou 

podporou na úrovni 89 %, tj. na hranici akceptovatelné podpory. Vzhledem k tomu, že 

tato hypotéza je velmi dobře podpořena morfologicky přítomností čtyř synapomorfií, 

považujeme tuto topologii za velmi dobře podpořenou a poskytující dostatečný základ 

pro formální klasifikaci těchto skupin, tak jako byla prezentována v poslední studii 

(Masek a kol. 2018). 	

 Přes omezený počet vzorků a relativně malou oblast odkud tyto vzorky 

pocházely se ukázalo, že dosud popsané taxony ze skupiny rodu nezahrnují všechny 

linie, které tento statut musí obdržet pro zachování monofýlie definovaných jednotek. 

Proto celkem 9 linií bylo označeno neformálně jako rody 1–9 a pod tímto označením 

jsou dále diskutovány v textu. Toto zjištění ukazuje na nedostatečně propracovanou 

klasifikaci skupiny, kdy některé velmi brzy odštěpené linie nebyly na základě 

morfologických dat dosud identifikovány. Jejich formální delimitace a popis nejsou 

součástí této studie.	
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 Tribus Eurrhacini je velmi dobře podpořen (bootstrapová podpora 100 %) a 

obsahuje celkem sedm linií, které mají statut rodu nebo jim tento statut náleží a dosud 

nejsou formálně popsány (Obr. 1). Sesterskou skupinou vůči všem ostatním rodům je, 

stejně jako v morfologické analýze, rod Haplobothris. Podpora jeho monofýlie je velmi 

vysoká, stejně jako podpora interních štěpení, přitom podpora této skupiny v 

morfologické analýze byla velmi omezená (Bocakova, 2005). Skupina dalších rodů byla 

podpořena třemi znaky v morfologické analýze (Bocakova, 2005) avšak molekulární 

data poskytují pro toto monofylum pouze limitovanou podporu (BS 82 %). Tento klád 

obsahuje rody Eurrhacus, Emplectus, Neolinoptes, Lycoplateros, Calocladon a rody 1, 

2, 3, 4, 5 a 9. Podpora pro bazální štěpení v tomto kládu je omezená a pohybuje se na 

hodnotě BS těsně nad 80 % (Obr. 1). Navíc nesouhlasí zcela s topologií vytvořenou na 

základě morfologických dat. Například Emplectus a Eurrhacus netvoří v molekulární 

analýze monofylum, ale parafylum. Ani podpora morfologickými znaky není 

jednoznačná a další data budou nutná pro řešení fylogeneze uvnitř této skupiny.	

Tribus Calopterini je velmi dobře podpořen (BS 100 %) avšak jeho vnitřní 

struktura neodpovídá předchozím studiím. Podtribus Calopterini není podpořen jako 

monofylum molekulárními daty a představuje v současné analýze parafylum, které 

obsahuje dva klády: (1) velmi dobře podpořenou větev obsahující pouze rody 

Cartagonus (1 druh) a Calopteron, zastoupený v současné analýze 15 druhy (BS 100 

%) a (2) klád A obsahující ostatní rody podtribu Calopterina (Obr. 1). Morfologická 

podpora pro monofylii těchto dvou kládů byla založena na jediném morfologickém 

znaku v předchozí analýze (Bocakova, 2005), tj. na dvou výběžcích na phallu v oblasti, 

kde se napojují paramery. Phalli jsou velmi morfologicky plastické orgány, které 

podléhají sexuálnímu výběru a často dochází k tomu, že i velmi příbuzné skupiny 

mohou mít poměrně odlišné tvary kopulačních orgánů (Bocak a Yagi, 2010). Proto je 

možné, že došlo ke ztrátě těchto výběžků v terminální linii představované kládem 

Acroleptina (Obr. 1). Klád A vzhledem k poměrně slabé podpoře topologie není 

formálně označen jako taxon ze skupiny čeledi. Tento klád obsahuje rody Leptoceletes, 

Mesopteron, Colyobris a rody 6 a 8. Takto definovány jsou tyto rody monofyletické a 

splňují podmínky akceptovatelnosti ve fylogenetické klasifikaci (Hennig, 1965). 

Potenciálním řešením v klasifikace by bylo popsání nového subtribu pro klád A a 

redefinování podtribu Calopterina tak, že bude obsahovat pouze Calopteron a 

Cartagonus.	
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 Sesterskou skupinou ke kládu A je redefinovaný klád představující většinu 

taxonů dříve morfologicky definovaného subtribu Acroleptina. Tento subtribus byl 

navržen pro skupinu neotenních linií s předpokládanou existencí larviformních samic. 

Pokud by měl být akceptován subtribus Acroleptina v původním pojetí, bylo by nutné 

dát statut subtribu i sesterské skupině Acroleptina, tj. kládu tvořeném rodem 7 a rody 

Idiopteron, Petrovia, Andepteron, Flabellolycinella, Lycomorphon, Brasilycus a 

Falsocaenia. Vztahy mezi těmito liniemi jsou relativně dobře podpořené (BS >90 %). 

Naproti tomu je velmi obtížné tyto skupiny definovat morfologicky, protože velká část z 

nich má pravděpodobně larviformní samice a proto i morfologicky modifikované 

samce. Paralelní modifikace samčí morfologie v liniích s prokázanou neotenií byla 

popsána pro více skupin, například Elateridae: Drilini, Elateridae: Omalisidae (Kundrata 

a Bocak 2011; Kundrata a kol. 2014; Bocak a kol. 2018; Kusy a kol. 2018). Samci 

neotenních linií mají velmi často významně redukované ústní ústrojí, redukovaná žebra 

na krovkách, zkrácené krovky, a celkově miniaturizované tělo (Kazantsev 2005; Bocak 

a Bocakova 2008; Masek a kol., 2018). Procesy redukce a miniaturizace 

morfologických struktur jsou známy nejen u členovců ale také u obratlovců a jedná se o 

všeobecný evoluční trend spojený se zmenšením těla (Conway a kol., 2017). Tyto 

paralelní modifikace jsou obtížně odhalovány při použití výhradně morfologické 

analýzu. Výhodou molekulárních dat je, že nejsou funkčně ovlivněna neotenií. 	

 Vznik neotenie je omezen v rámci řádu Coleoptera pouze na několik skupin a 

nejčastější je v nadčeledi Elateroidea (McMahon a Hayward, 2016). Původní představa, 

že pouze nedávno vzniklé terminální linie mohou být neotenní, byla odmítnuta v první 

molekulární studii Elateroidea (Bocakova a kol., 2007). Tato studie prokázala, že 

neotenie, stejně jako omezeně sklerotizované tělo, vznikla v Elateroidea mnohonásobně. 

Následně bylo prokázáno, že i v čeledi Lycidae je neotenie přítomna ve vzdáleně 

příbuzných skupinách a její vznik musí být mnohonásobný (Bocakova a kol. 2007; 

Bocak a kol. 2008; Kundrata a Bocak, 2011; Kundrata a kol. 2014). Podstatná část 

neotenních skupin v čeledi Lycidae je ovšem velmi starých a práce, která tyto vztahy 

popsala současně zdůrazňuje, že neotenie může velmi dlouho přetrvávat v ekologicky a 

klimaticky stabilních oblastech s nepřerušenou dlouhodobou existencí (Bocak a kol., 

2008). Podobně dlouhodobé přežívání neotenních linií bylo prokázáno v podčeledi 

Omalisinae v mediteránní oblasti (Bocek a kol., 2018). Na rozdíl od ostatních linií, 

nedávný vznik neotenie byl předpokládán u jediného druhu rodu Cautires Waterhouse, 
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1878 známého z tektonicky starých pohoří v Tanzanii – Cautires apterus Bocak a kol., 

2014. 	

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

považovány za poměrně mladé, protože tvoří skupiny terminálních větví v podtribu 

Acroleptina. Přitom jsou tyto linie již velmi významně morfologicky a geneticky 

diferencované (Bocakova 2003, 2005). Tyto skupiny, tj. rody Ceratopriomorphus, 

Petronia, Andepteron, Cephalolycus, Flabellolycinella, Lycomorphon a Brasilycus 

(Obr. 1) představují násobný, relativně recentní vznik neotenie v terminální linii tribu 

Calopterini. Navržení hypotézy o vzniku neotenních forem je v tomto případě 

problematické. Získaná topologie nabízí dvě alternativy: pokud budeme respektovat 

Dollův zákon (Dollo, 1893), tedy že struktura, která v evoluci je ztracena se nemůže 

obnovit a pokud je struktura se stejnou funkcí identifikována, musíme předpokládat její 

opětovný, ale nezávislý vznik. Pokud možnost reverze odmítneme, tak musíme 

uvažovat mnohonásobný vznik neotenie v Calopterini, paralelně v blízce příbuzných 

skupinách. 

  Alternativně můžeme navrhnout, že neotenie vznikla jednou jako synapomorfie 

Acroleptina. Tato hypotéza ovšem vyžaduje, aby rody Idiopteron a Falsocaenia nově 

vyvinuly plně metamorfované samice, křídla a tím spojený celý aparát svaloviny a 

nervové kontroly. Tím by byl odmítnut Dollův zákon a tato topologie otevírá možnost 

reverze z neotenních linií k liniím plně metamorfovaným. Situace v čeledi Lycidae 

umožňuje předpokládat, že dojde jen k zapnutí genů, protože samci těchto linií zůstávají 

okřídlení. Přesto by se jednalo o první důkaz pro reverzi od neotenních k okřídleným 

liniím. Podobný evoluční scénář navrhli již dříve Whiting a kol. (2003) pro evoluci 

bezkřídlých forem ve Phasmatodea. Rekonstrukce evoluce byla ovšem i v případě 

pakobylek velmi komplikovaná a hlavním problémem je naše neznalost molekulárních 

regulačních mechanismů zodpovědných za evoluci bezkřídlých samic a samičí neotenie. 

Whiting  a kol. (2003) uvažovali parsimonní evoluci a hledali nejmenší počet kroků 

vysvětlujících evoluci křídel. Podobně je velmi parsimonní vysvětlení vzniku neotenie v 

kořeni Acroleptina s dvěma reverzemi (Obr. 1). Tento postup byl kritizován a bylo 

navrženo, že pravděpodobnost změny mezi stavy znaků je asymetrická (Stone a French, 

2003). Stejně jako ve Phasmatodea, i v Lycidae je pravděpodobné, že reverzní evoluce 

je z hlediska regulace exprese mnohem komplikovanější než prostá ztráta adultních 

stádií. Dosud všechny neotenní linie s velkým počtem druhů (tj. Dexorini, Lyropaeini, 

Ateliini, a Leptolycini) nikdy nepřešly zpět k plně okřídleným formám. Alternativní 
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vysvětlení rozložení znaků při zachování Dollova zákona ovšem vyžaduje šestinásobný 

vznik neotenie a tím značnou asymetričnost v pravděpodobnosti přechodů od neotenie k 

plné metamorfóze a od plné metamorfózy k neotenii. 

 Příromnost neotenních forem v tribu Calopterini má ovšem důsledky pro 

celkové chápání vzniku neotenních forem. Tyto modifikované linie byly původně 

zařazeny do podčeledi Leptolycinae a pouze tato studie přesvědčivě ukazuje na jejich 

příbuznost s plně metamorfovanými skupina tribu Calopterini. Evoluce neotenie v 

tomto tribu tak podporuje scénář kontinuálního vzniku ontogenetických modifikací v 

čeledi Lycidae a diferenciální přežívání neotenních forem v jednotlivých oblastech na 

základě stability ekologických podmínek. Oproti původním představám, vznik neotenie 

je tedy podstatně více různorodý. Nedávno prokázaný vznik neotenních forem přímo z 

dokonale sklerotizovaných forem v čeledi Elateridae (Kusy a kol., 2018) je nyní 

doplněn prokázanou postupnou evolucí neotenních  forem v jednotlivých liniích. 	

 Diverzita tribů Calopterini a Eurrhacini je nepochybně vyšší, než bylo dosud 

prokázáno. Současná studie je omezena pouze na oblast Ekvádoru a Peru vzhledem k 

nedostupnosti materiálu z Brazílie v důsledku striktní proprietární ochrany genetických 

zdrojů (Prathapan a kol., 2018) a vzhledem k omezeným možnostem získání tkání 

fixovaných pro molekulární analýzy z tak rozsáhlé oblasti jako je Severní a jižní 

Amerika. Do analýzy bylo i z tohoto omezeného území zařazeno cca 91 druhů, tedy ve 

srovnání s celkovou diverzitou skupiny asi 20 % popsaných druhů. Většina druhů v této 

analýze byla sbírána pouze v omezené oblasti, přesto, jak je obvyklé v čeledi Lycidae, v 

geografickém prostoru se velmi liší alfa-diverzita (Masek a kol., 2018). Dá se tedy 

předpokládat, že materiál z dalších oblastí nebude sdílet stejné druhy s dosud 

sekvenovanou faunou Ekvádoru a Peru.	

 Velmi bohatá je jak fauna Kolumbie a Venezuely, tak středoamerické horské 

oblasti Kostariky a deštné pralesy Panamy. Většina diverzity této skupiny tedy zůstává 

pravděpodobně nepoznaná. Oblast Ekvádoru a Peru, v tomto případě především 

východní svahy And, které zahrnují ekosystémy od nížinného amazonského pralesa po 

horské mlžné lesy v nadmořských výškách okolo 3500 m nad mořem je velmi bohatá a 

představuje centrum biodiverzity (Myers a kol., 2000). Identifikace většího počtu 

hluboko zakořeněných linií, které si v budoucnu zaslouží popsání, jako samostatné rody 

ukazuje, že tato oblast není bohatá pouze na druhové úrovni, ale je i centrem 

fylogenetické diverzity. 	
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Závěr 
 

 Tato studie přináší první rozsáhlou fylogenetickou molekulární analýzu s 

reprezentativním zastoupením rodů tribu Calopterini. Předchozí studie obsahovaly 

pouze několik vzorků (5 vzorků, Bocak a kol., 2008) nebo velmi slabé a nerovnoměrné 

zastoupení linií (Masek a kol., 2018). Při analýze tohoto datového souboru byla v 

mnoha případech potvrzena topologie navržená na základě morfologických dat, ale v 

některých částech fylogenetického stromu byly zjištěny nekompatibilní topologie. Při 

srovnání morfologického a molekulárního signálu se ukázalo, že výsledky se často 

doplňují, tj., stejná topologie může být silně podpořena morfologií a slabě 

molekulárními daty a naopak. Toto ukazuje na potřebnost integrovaného 

taxonomického přístupu v systematické entomologii. 	

 Vysoká genetická diverzita a prokázání existence mnoha samostatných linií 

velkého stáří a zasluhujících stanovení taxonů v ranku rodu ukazuje na omezené 

znalosti tropické diverzity. Tato práce proto poskytuje základní klasifikační rámec pro 

další studie věnované obecným evolučním otázkám, např. řešení vzniku a diversifikace 

neotenních linií, pro studium diverzity, nebo identifikaci diversifikačních center. 

Neotenní skupiny se vyznačují mimořádně nízkou disperzní kapacitou a jejich výskyt 

definuje stabilní oblasti s nepřerušenou evolucí, jsou tedy významnou bioindikační 

skupinou.	
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