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1 UVOD

Soucasné taxonomické pojeti vSech organismill se zaklada na aplikaci molekularné
genetickych metod. Béhem poslednich dvaceti let se tato metodika zna¢né rozsifila a zacala
se pouzivat i na modrasky (napf. Wiemers 2003, Kandul et al. 2004, Fric et al. 2007,
Vodolazhsky et al. 2009, Wiemers et al. 2010, Vila et al. 2011, Talavera et al. 2013,
Stradomsky 2016, Fric et al. 2019), piesto tato ¢eled’ dennich motyld zustava stale bez detailni
fylogenetické analyzy. Prozatimni vyzkum se zabyval pfevazné druhové bohatymi nebo né&jak
zajimavymi rody modraski jako napi. Polyommatus (Vila et al. 2011) nebo Phengaris (Fric
et al 2007). Stradomsky vroce 2016 publikoval fylogeneticky systém podceledi
Polyommatinae zalozeny na zakladé tfi markerd u vybranych zastupct riznych rodu, ale
pfesto se jedna pouze o jakousi kostru této podceledi s absenci nékterych rodii (napf.
Harpendyreus) a zatazeni vétSiny druh.

Predmétem této prace je podtrib Cacyreina, do kterého patii pouze rody Cacyreus
a Harpendyreus, u nichz prozatim nebyla vypracovana zadna fylogeneticka ani
fylogeograficka studie, tudiz jejich systematické c¢lenéni je stale zalozeno pouze na
makroskopicky velmi obtizné rozliSitelnych znacich na kiidlech mezi nékterymi druhy
a ¢astecné také na morfologickych odlisnostech jejich kopula¢nich organt. Rod Cacyreus je
Siroce roz§ifenym africkym rodem modraski s vyskytem dosahujicim i na Arabsky poloostrov
a od 90. let 20. stoleti siln¢ expandujici po Evropé, kde se zac¢ina projevovat jako Skiidce na
pelargoniich. Z téchto diivodi tato prace pfinasi zcela nové a uzitecné poznatky o fylogenezi

a fylogeografii vybranych druhi tohoto rodu.

2 ROD CACYREUS
2.1 Taxonomie a rozSifeni rodu Cacyreus
Systematické zatazeni rodu Cacyreus je nasledujici:
Celed’: Lycaenidae Leach, 1815
Podceled’: Polyommatinae Swainson, 1827
Tribus: Polyommatini Swainson, 1827
Podribus: Cacyreina Stradomsky, 2016
Rod: Cacyreus Butler, 1898

Na zakladé morfologickych a molekularnich metod se do podceledi Polyommatinae
fadi tribus Lycaenesthini a Polyommatini, oba velice bohaté zastoupené v afrotropické oblasti
(Ackery et al. 1995, Stradomsky 2016). Tribus Polyommatini zahrnuje 22 podtribu, z ¢ehoz

se V afrotropickém regionu vyskytuji nasledujici: Cacyreina, Brephidiina, Azanina,



Lampidina, Zizulina, Castaliina, Leptotina, Zizeeriina, Oboroniina, Polyommatina
a endemické Actizerina a Uranothaumatina. Az na podtrib Oboroniina a Polyommatina se
jedna o pomémné druhové chudé skupiny, pticemz celosvétove bohaty podtrib Polyommatina
zahrnuje v afrotropické oblasti pouze nékolik malo rodi a druhti (Ackery et al. 1995).

V ptivodni nomenklatufe se uvadi rod Hyreus Hiibner, 1819, ktery byl pozdéji
pifejmenovan na rod Cacyreus Butler, 1898, protoze v pivodnim rodu Hyreus nebyly
ustanoveny zadné typové druhy (,,type-species®). Jako tzv. typovy druh rodu Cacyreus byl
zvolen Papilio lingeus Stoll, dnes nazyvany Cacyreus lingeus Stoll, 1782 (Williams 2018).

Rod Cacyreus zahrnuje 9 druh, jejichz stalé rozsiteni je v soucasnosti kromé Afriky jesté na

Arabském poloostrové a od zacatku 90. let 20. stoleti v Evropé (Obr. 1).

Cyprus

Palestinian
lerritories

Obr. 1. Mapa vlevo ukazuje rozsifeni rodu Cacyreus. Modie jsou vyznaceny zemé, ze kterych
pochazeji vzorky pouzité v této praci. Cervend jsou znazornény dalsi staty, ze kterych pochazi
alespon jeden oficialni nalez nékterého z druhti tohoto rodu (Soyhan 2013, Langourov &
Simov 2017, Micevski N. & Micevski B. 2017, Williams 2018, www.lepidoptera.cz). Mapa

vpravo udava pocetnost zaznami rodu Cacyreus dle databaze webové stranky www.gbif.org.



2.2 Introdukce Cacyreus marshalli do Evropy

Modrésci rodu Cacyreus byli dlouho povazovani za pouze africké motyly. Prvni
zaznam z Evropy pochazi z roku 1978, kdy byly nalezeny dvé housenky druhu Cacyreus
marshalli (modrasek muskatovy) v Chesthuntu (Hertfordshire ve Velké Britanii), které byly
dovezeny na pelargoniich z Jihoafrické republiky (Sarto i Monteys 1992), kde by mél byt
pivod daného druhu (Obr. 3). Pelargonie (Pelargonium sp.) je jednou z Zivnych rostlin
housenek tohoto motyla (Raynor 1990). V roce 1987 byly pozorovany pozerky odpovidajici
C. marshalli na pelargoniich na ostrové Mallorca (Sarto i Monteys 1992). Hypotézu
0 zavleceni tohoto motyla na pelargoniich do Evropy déle potvrzuji prvni odchyty 5 samcii
a 8 samic od 15. do 20. listopadu roku 1989 na jihovychod¢ ostrova Mallorca, oblast Paguera
(Troukens 1991). Nasledujici studie ukézaly, ze se druh rozsitil po celém ostrové, vytvotil
stabilni populaci a stal se vyznamnym $ktidcem na péstovanych pelargoniich (Sarto i Monteys
& Masé 1991). Podobna situace se opakovala i na dalSich dvou Balearskych ostrovech (Ibiza
a Menorca) a dale na pevniné ve Spanélsku (Sarto i Monteys 1992).

Dalsi nalez z Evropy pochazi z 3. srpna 1991, kdy byl chycen jeden samec
v Anderlechtu (Brusel, Belgie). V okoli byla péstovana spousta pelargonii, tudiz se usuzuje,
ze jeho vyskyt v Belgii, mél pravdépodobné stejnou piic¢inu jako na Mallorce. Je ale nemozné
zjistit, zda jeho puvod zavle€eni byl z ostrova Mallorca, jiné ¢asti Evropy nebo ptimo z jizni
Afriky (Troukens 1991).

Nasledné zacal C. marshalli expandovat po celé jizni Evropé (Obr. 2) i dal$ich mistech
ve Sttedozemi. Postupné se §ifil po pevniné ve Spanélsku (Castellon de la Plana, Valencie
1992; Dénia duben 1993; Granada cervenec 1993), kam byl pravdépodobné omylem
introdukovan z Balearskych ostrovii (protoZe neni pfili§ dobry migrant), kde jiz vytvarel
stabilni populace (Sarto i Monteys 1992). Dale expandoval do Francie, sousedniho
Portugalska, Maroka a nasledn& do Italie, kde byl prvné zaznamenan v Rimé& v roce 1996
(Tarrier 1998). Na Balkanském poloostrové se prvné objevil mezi lety 2008 a 2009 ve
Slovinsku, Chorvatsku a Recku (Langourov & Simov 2017). Soucasné nalezy z palearktické
oblasti dale pochazeji z Kanarskych ostrovu, Madeiry, Korsiky, Sardinie, Sicilie, Malty,
§V}'/carska a jednotlivé z Velké Britanie, Nizozemska, Belgie, Némecka, Rakouska, Turecka,
Svédska, Danska, Estonska, Bulharska, Bosny a Hercegoviny, Albanie, Cerné Hory
a Makedonie (Soyhan 2013, Langourov & Simov 2017, Micevski N. & Micevski B. 2017).
V Ceské republice byla zatim doloZena pouze jedna samice z 24. 7. 2015 z Ostravy-Poruby

(www.lepidoptera.cz).
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Obr. 2. Aktualni nalezy expandujiciho C. marshalli v Evropé. Zdroj: www. gbif.org

- - i
5
.. Tunisia yria ‘
rag
e
J\ﬁnmcco Eraal
- . [
“ | Algeria
Lib -
—E4 Egypt Saudi
Arabia
Mauritania
Niger
pali ) Chad Eritrea Yemen
Senegal | Sudan
Burkina C L Gulf of Aden
Gui Faso
uinea oy
SVl Ethiopia
Sierra Nors Nigeria i P
Leone Ghana Central u
Coast African Sudan
Liberia \ Republic
Cameroon
Equatorial ¥
Guinea Republic Uganda Kenya
2 /
Gabon | the Democratic T
Congo Republic  Rwanda
of the 1
Congo ¢
9 Tanzania
Angola
Zamkii
///
/Zimba!&e i

Y 5
Narﬁbia Botswana }0
s i d

®outh
R
’ . ~0~

Obr. 3. Rozsiteni C. marshalli mimo Evropu. Zdroj: www. gbif.org



2.3 Jednotlivé druhy rodu Cacyreus

Pro rod Cacyreus prozatim nebyly zpracovany zadné fylogenetické analyzy, a proto je
systematika tohoto rodu zaloZena pouze na morfologickych znacich. Tento rod se da rozd¢lit
na zakladé tvaru kiidel, odlisnych znaki na rubu kiidel a potravy housenek do dvou skupin
(Larsen 2005). Do tzv. ,lingeus* skupiny patii druhy majici vice zaoblena kiidla s modrym
zbarvenim u samcu (C. lingeus, virilis, audeoudi). Zastupci této skupiny se vyskytuji v téméft
celé subsaharské Africe, vOmanu a na ostrovech zéapadni casti Indického oceanu
(Obr. 6). Housenky téchto druhu se Zivi pfevazné na rostlinach z ¢eledi Lamiaceae. Do tzv.
»palemon® skupiny se fadi druhy vyznacujici se trojuhelnikovitym tvarem ptednich kiidel
s prevazné hnédym zbarvenim (C. palemon, marshalli, dicksoni, ethiopicus, niebuhri).
Puvodni vyskyt téchto druhd je v jizni a vychodni Africe a v Jemenu (Obr. 7). Housenky
zastupct této skupiny se zivi prevazné na rostlindch z celedi Geraniaceae. Jedinym
nezafazenym druhem je C. darius, ktery by mél patiit do skupiny ,,lingeus* kvili modrému

zbarveni kiidel a zivnym rostlindm housenek z ¢eledi Lamiaceae.

Obr. 4. C. lingeus — skupina ,,lingeus*. Obr. 5. C. palemon — skupina ,,palemon*.
Zdroj: Williams 2018. Zdroj: Williams 2018
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2.3.1. Cacyreus lingeus (Stoll, 1782) — Obr. 8, 9
Druh, ktery je hojné rozsiteny v jizni a zapadni Africe (Obr. 10) na vlh¢ich savanach,
zalesnénych stanovistich nebo v zahradach. Je velmi podobny druhu C. virilis, od kterého 1ze

vetSinou rozlisit na zédklad€ znakl na rubu kiidel (Williams 2018).

Obr. 9. C. lingeus, samice. Vlevo svrchni a vpravo spodni strana kiidel (Williams 2018).
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2.3.2 Cacyreus virilis (Aurivillius, 1924) — Obr. 11, 12

Jedna se o Siroce rozsifeny druh na savandch a v ¢aste¢né zalesnénych oblastech v jizni
a zapadni Africe s vyskytem jes$té na Arabském poloostrové v Omanu a na ostrové Sokotra
(Obr. 13). Druh je velmi obtizné makroskopicky rozlisitelny od podobného C. lingeus. Pii

identifikaci mize pomoci fakt, Ze je svoji biotopovou vazbou vice vdzan na sussi oblasti

(Williams 2018). Jednoznacné rozliSeni obou druhil je mozné pomoci kopulaénich organi.
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2.3.3 Cacyreus darius (Mabille, 1877) — Obr. 14

Jedna se o ostrovni druh rozsifeny na Madagaskaru, Komorskych ostrovech, Réunionu

a Mauriciu (Obr. 15) (Williams 2018).

Obr. 15. Mapa rozsiteni C. darius. Modie jsou

vyznaceny staty, odkud pochazi vzorky pouzité

saolhio

N V této praci, ¢ervené dalsi zemé vyskytu.

MOSAMBIK

2.3.4 Cacyreus audeoudi (Stempffer, 1936) — Obr. 16

Jednd se o pomérny vzacny druh rozsifeny ve stfedni Africe (Obr. 17) ptrevazné

v zalesnénych oblastech a na vlhéich savanach (Williams 2018).

Obr. 16. C. audeoudi, samec. Vlevo svrchni a vpravo spodni strana kiidel. Foto: autor
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2.3.5 Cacyreus dicksoni (Pennington, 1962) — Obr. 18, 19
Druh je rozsifeny pouze v jizni Casti Afriky (Obr. 20) a vyskytuje se na tamni
specifické suchomilné vegetaci (fynbos a,succulent karoo®). Je velmi podobny druhu

C. marshalli, od kterého se lisi kovovym leskem na svrchu kiidel a tmavs§imi okraji kiidel

(Williams 2018). Spolehlivé se daji rozlisit pouze pomoci kopulacnich orgéni.
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2.3.6 Cacyreus palemon (Stoll, 1782) — Obr. 21, 22

Pro nazev tohoto druhu se ¢asto nespravné vyuziva synonymum Cacyreus tespis
(Herbst, 1804) nebo Cacyreus fracta (Griinberg, 1911). Jde o druh, u néhoz jsou popsany dvé
formy, resp. jeden poddruh. Prvni forma se nazyva C. palemon (Stoll, 1782) nebo také
C. palemon palemon (Stoll, 1782), C tespis (Herbst, 1804), C. tespis tespis (Herbst, 1804),
C. fracta (Griinberg, 1911), C. fracta fracta (Griinberg, 1911) a C. palemon f. fracta
(Griinberg, 1912). Rozsifeni tohoto poddruhu by mélo byt ve vétSing statech jizni Afriky
(Obr. 25) (Williams 2018). V této praci bude pro tuto ,,zakladni formu* vyuzivan puvodni

nazev C. palemon palemon (Stoll, 1782).

Obr. 22. C. palemon palemon, samice. Vlevo svrchni a vpravo spodni strana kiidel (Williams
2018).

2.3.7 Cacyreus palemon ghimirra (Talbot, 1935) — Obr. 23, 24

Za poddruh piedchazejiciho zastupce je povazovan Cacyreus palemon ghimirra
(Talbot, 1935) nebo také nazyvany C. tespis ghimirra (Talbot, 1935) a C. fracta ghimirra
(Talbot, 1935). Tento poddruh by se mél vyskytovat pouze v Etiopii (Williams 2018), ackoliv
z vysledki této prace vychazi jeho rozsifeni i v Keni a Malawi (Obr. 25). V této praci bude
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tento poddruh pojmenovavan jako C. palemon ghimirra (Talbot, 1935). Odlisnost tohoto

poddruhu od C. palemon palemon je pozorovatelna na kopula¢nich organech a kresbé kiidel.

Obr. 24. C. palemon ghimirra, samice. Vlevo svrchni a vpravo spodni strana kiidel. Foto:
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Obr. 25. Vlevo mapa rozsiteni C. palemon palemon a vpravo C. palemon ghimirra. Modie
jsou vyznaceny staty, odkud pochazi vzorky pouzité v této praci, Cervené dalsi zeme vyskytu

(Williams 2018).
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3 CiLE PRACE

vyizolovat DNA ze vzorku ruznych druhti rodtt Cacyreus a Harpendyreus z odlisnych
prevazné africkych zemi

ziskat sekvence pro mitochondridlni marker cytochrom oxidazy 1 (COI) a nuklearni
wingless (Wg) a elongacni faktor 1 alfa (EFla)

pomoci fylogenetickych metod zjistit vzajemné vztahy jednotlivych druhii téchto dvou
rodil na zéklad¢ sekvenci vySe zminénych markert

vypracovat fylogeografickou analyzu u Siroce rozsitenych druht a zjistit ptivod druhu
C. marshalli zavle¢eného do Evropy v 90. letech 20. stoleti

srovnat vysledky fylogenetické analyzy s morfologickymi rozdily na Kkopula¢nich

organech u jednotlivych druht rodu Cacyreus
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4 METODIKA

4.1 Material

Vzorky motyli mné byly poskytnuty mym Skolitelem (Z. Faltynkem Fricem),
které shromazd’oval béhem svych expedic riiznymi prevdzné africkymi staty. Znacna ¢ast
vzorkt dale pochazi od soukromych sbératelt (V. Hula, J. Morrall, V. Mracek, H. Selb, J.
Skliba) a dva vzorky byly pouzity z vlastnich exemplait C. marshalli z Recka. Celkové jsem
pouzil pro izolaci DNA 111 vzorka pochazejicich z 15 stati (Zambie, Jihoafricka republika,
Kena, Kongo, Uganda, Ghana, Etiopie, Malawi, Kamerun, Libérie, Madagaskar, Komorské
ostrovy, Oman, Jemen (Sokotra) a Recko). Jako ,,outgroups* jsem pouzil modrasky Lampides
boeticus (Linnaeus, 1767) a Uranothauma falkensteini (Dewitz, 1879), jez jsou zastupci rodd,

které by mély byt sesterské k rodu Cacyreus (cf. Stradomsky 2016, Chazot et al. 2019).

4.2 1zolace DNA

DNA jsem ziskaval z nozi¢ek suchych vzorkt, pfi¢emz pro jeji extrakci jsem pouzil
kit Genomic DNA Mini Kit (Tissue) od firmy Geneaid a postupoval jsem dle nepatrné
modifikovaného navodu vyrobce. Do mikrozkumavky Eppendorf (1,5 ml) jsem umistil dvé
suché nozicky, které jsem homogenizoval pomoci mikropestle a nasledné zalil 200 ul GT
pufru. K suspenzi jsem piidal 20-25 pl proteinazy K (dle stafi vzorku). Poté jsem smés
zvortexoval, centrifugoval a ponechal v inkubatoru pii teploté 60 °C ptes noc (cca 10 hod).
Druhy den jsem ke smési ptidal 200 pul GBT pufru a vSe nechal inkubovat pii teploté 60 °C
dalsi 2 hodiny s pfilezitostnym protiepanim. Po uplynuti této doby jsem ptidal 200 pl ¢istého
ethanolu a poté vse dikladné promichal a stocil na centrifuze. V nasledujicim kroku jsem
kapalnou fazi z mikrozkumavek opatrné odpipetoval a ptrenesl do piipravenych GD kolonek
umisténych ve ,,sbérnych trubickach® (Collection Tube). Poté jsem kolonky 2 minuty
centrifugoval pii vykonu 14000 otacek za minutu. Sbérné trubicky jsem nahradil novymi a do
GD kolonek jsem piidal 400 ul W1 pufru a nasledné vse centrifugoval po dobu 30 sekund.
Kapalinu ze sbérnych trubic¢ek jsem vylil, do GD kolonek jsem napipetoval 600 ul Wash pufru
a vSe jsem opét centrifugoval, nejprve 30 sekund a po nasledném vyliti kapaliny dalsi
2 minuty. Poté jsem GD kolonky umistil do pfipravenych mikrozkumavek Eppendorf. Dovnitf
kolonky jsem napipetoval 80 ul Ellution pufru ptedehiatého na 60 °C. V poslednim kroku
jsem kolonky umisténé v mikrozkumavkach 30 sekund centrifugoval, pficemz na dné

Eppendorfek by méla ziistat v roztoku piecisténa DNA.
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4.3 PCR

Ziskanou DNA jsem amplifikoval pomoci PCR (polymerazové fetézové reakce) pro
mitochondrialni gen cytochrom oxidazy I (COI) a dva nuklearni markery wingless (Wg)
a elongacni faktor 1 alfa (EFla). Pro dané geny jsem pouzil bézné vyuzivané primery pro
motyly, které¢ zminuje napi. Wahlberg & Wheat (2008). Pro prvni ¢ast markeru COI (COla)
jsem pouzil primer HybLCO-HybHCO a v ptipad¢ negativniho vysledku primer HybRon-
HybHCO, ktery poskytuje ale krat$i nukleotidovou sekvenci. Pro jaderny gen wingless jsem
pouzil primer HybLepWG1-HybLepWG?2 a pro prvni ¢ast elonga¢niho faktoru 1 alfa primer
HybStarsky-HybMonicaR. VSechny primery jsou shrnuty v Tabulce 1. PCR reak¢ni smés byla
tvotena 4 ul dH20, 6,25 ul PPP Mastermixu (Bioline 2x MyTaq HS Red Mix), 0,625 pl
nforward® primeru, 0,625 pl ,,reverse® primeru a 1 ul DNA extraktu. Celkové tedy PCR reakce
probihala v objemu 12,5 pl.

Po nékolika testech jsem jako nejvhodnéjsi program pro amplifikaci genu COI
a wingless vyhodnotil nasledujici:
94 °C ...... 5 min.

35 cyklu
92°C...... 1 min. - denaturace
52°C...... 1 min. - nasedani primeru
72°C...... 1 min. - prodluzovani
72°C...... 5 min. - zavére¢né prodlouzeni

Pro gen EFla jsem pouZil nasledujici program:

40 cykla
94°C ...... 30 s. - denaturace
55°C...... 30 s. - nasedani primeru
72°C...... 90 s. - prodluzovani

72 °C...... 10 min. - z&vérecné prodlouzeni

Tabulka 1. Pouzité primery.

GEN |CAST |TYP| NAZEV SEKVENCE

1 F |HybLCO 5" GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’
ol 1 R |HybHCO 5" TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

1 F |HybRon 5"GGAGCYCCWGATATAGCTTTCCC 3’

1 R |HybHCO 5" TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’
We 1 F [HybLepWG1 |5'GGARTGYAARTGYCAYGGYATGTCTGG 3’

1 R |HybLepWG2 |5"ACTICGCARCACCARTGGAATGTRCA 3’
EFla 1 F [HybStarsky |5'CACATYAACATTGTCGTSATYGG 3’

1 R |HybMonicaR |5"CATRTTGTCKCCGTGCCARCC 3’
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4.4 Elektroforéza

Ovéieni uspésného pribéhu PCR reakce jsem provadél pomoci elektroforézy na
zhruba 1,5% agarozovém gelu, ktery jsem pfipravoval povafenim 1,5 g agarézy ve zhruba
100 ml TAE pufru v mikrovinné troubé po dobu cca 3 minut. Po rozpusténi agarozy jsem do
roztoku ptidal 1 upl fluorescenéniho barviva GelRed. Namichany gel jsem nalil do
elektroforetické vany s hiebinky a nechal zhruba 30 minut tuhnout. Nasledn¢ jsem vzdy do
prvni dirky v gelu nanesl 2 ul tzv. ladderu a do ostatnich direk napipetoval po 2 ul PCR
produktu. Po n¢kolika testech jsem jako optimalni podminky pro pribéh elektroforézy
vyhodnotil 120 V po dobu 35 minut.

4.5 Precisténi PCR produktii a sekvenace

Do kazdé z 96 jamek desti¢ky jsem napipetoval 2 ul smési enzymu (FastAP a Exo |
smichané v pomé&ru 135 ul ku 85 ul). Na zaklad¢ vysledku elektroforézy jsem vybral vzorky,
u kterych PCR reakce probéhla tispé$né a jejich PCR produkty jsem nanesl do jednotlivych
jamek s enzymy. Enzymatické piecisténi bylo dokonc¢eno v thermal cycleru pii nastaveném
programu 37 °C po dobu 40 minut a poté 85 °C po dobu 15 minut.

Desticky jsem nasledné poslal k sekvenaci do firmy Macrogen (http://www.macrogen.
com/en/main/index.php).

4.6 Analyzy

4.6.1 Alignovani sekvenci
Ziskané sekvence jsem alignoval v programu Geneious Prime verze 2019.0.4.
Sekvence jsem jednotlivé zkontroloval, zacatky a konce zkratil a nékteré ru¢né modifikoval,

pokud se jednalo o zjevné chyby pfi sekvenaci.

4.6.2 Substitu¢ni modely

Pro nalezeni vhodného substitu¢niho modelu nukleotidi jsem pouzil program
PartitionFinder v.1.1.1 (Lanfear et al. 2012). Tento program testuje vhodnost rozstépeni
pfipraveného datasetu sekvenci, k ¢emuz pfifadi nejvhodné&jsi substituéni model na zakladé
nejnizsiho tzv. Bayesianského informaéniho kritéria (BIC). Jako zaklad pro rozstépeni

datasetu jsem pouzil partice dle jednotlivych genti a jednotlivych pozic nukleotidii v genech.

4.6.3 Bayesovska analyza
Pro rekonstrukei fylogenetického stromu touto metodou jsem vyuzil program MrBayes

v.3.2 (Ronquist et al. 2012). Pii vypoctu jsem pouzil 4 béhy o 4 fetézcich na 5 000 000 generaci
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pfi samplingu 1000 a teploté 0.2. Pro vypocet konsensualniho stromu jsem prvnich 20 %

vypoctl vyfadil jako tzv. ,,burnin®. Dataset jSem rozd¢lil podle vysledki z PartitionFinder.

4.6.4 Maximum Likelihood
Fylogeneticky strom jsem rovnéz rekonstruoval metodou Maximum Likelihood
pomoci programu IQTree 1.6.10 (Nguyen et al. 2015) s 1000 ndhodnym resamplingem dat

(tzv. ,,bootstraps‘).

4.6.5 BEAST - datovani

Pro datovani vzniku jednotlivych vétvi fylogenetického stromu jsem pouzil program
BEAST v.1.8.4 (Drummond et al. 2012). Vzhledem k absenci detailni fylogeneze modrasku
jsem pouzil pouze jediny sekundarni kalibra¢ni bod, vychazejici z Chazot et al. (2019),
nastaveny na 11,51 Mya (SD=1.5) pro odd¢leni predka Cacyreus od ,,outgroupt*. Pouzil jsem
50 000 000 generaci a analyzu jsem tiikrat zopakoval. Vysledky jsem porovnal v programu
Tracerv.1.7.1 (Rambaut et al. 2018) a z kazdého béhu jsem prvnich 20 % vyftadil jako ,,burnin®
a zbytek jsem sloucil dohromady pomoci programu LogCombiner v.1.8.4 (Drummond et al.
2012). Nejlepsi strom jsem vybral podle Maximum tree creditability pomoci programu
TreeAnnotator v.1.8.4 (Drummond et al. 2012). Pro odhad chronogramu jsem pouzil

rozvolnény logaritmicky model hodin a konstantni koalescentni model.

4.6.5 Haplotypové sité

Pro zkonstruovani haplotypovych siti jsem pouzil program TCS v.1.21 (Clement et al.
2000), ktery pracuje na principu statistické parsimonie. Sit¢ jsem nasledné upravil v programu
TCS Beautifier (Santos et al. 2016).

4.7 Disekce kopula¢nich organi
Pro vyjmuti sklerotizovanych kopula¢nich organt jsem nejprve povafiil ¢ast zadecki
v roztoku 10% KOH po dobu zhruba 10 minut a nasledné jsem odstranil mékké tkane.

Vypreparované pohlavni organy jsem poté ulozil do glycerolu.
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5 VYSLEDKY
5.1 Pouzité vzorky, uspésnost PCR a sekvenace

Celkové jsem pouzil 102 vzorka z rodu Cacyreus a 9 vzorka z rodu Harpendyreus,
pficemz se mi podafilo izolovat DNA u 76 vzorkli rodu Cacyreus a u 6 vzorka rodu
Harpendyreus.

Pro prvni ¢ast mitochondrialniho genu cytochrom oxidazy (COI) se mi podafilo ziskat
vhodné sekvence u 73 vzorkd rodu Cacyreus, ztoho je 10 exemplaia C. marshalli,
4 exemplaie C. dicksoni, 1 exemplai C. palemon palemon, 6 exemplaiti C. palemon ghimirra,
3 exemplare C. audeoudi, 17 exemplaru C. virilis, 23 exemplart C. lingeus a 9 exemplaia
C. darius. Pro rod Harpendyreus jsem pro gen COI mtDNA ziskal sekvence 3 jedinci
H. marungensis a 2 jedinct H. aequatorialis. Pro analyzu jsem dale pouzil sekvence
z databaze NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), konkrétné 21 sekvenci druhu C. marshalli,
5 sekvenci C. darius, 1 sekvenci C. virilis a 1 sekvenci C. lingeus.

Dale se mi podatilo ziskat vhodné sekvence pro nuklearni gen wingless (Wg) u 40
vzorki rodu Cacyreus a u zadného jedince z rodu Harpendyreus. Pro gen elonga¢niho faktoru
1 alfa (EFla) jsem ziskal vhodné sekvence u 61 vzorki rodu Cacyreus a u 3 zrodu
Harpendyreus. Vzorky, u kterych byly ziskany pouzitelné sekvence jednotlivych markert,
jsou v priloze 3. Bohuzel u 28 vzorkii se mi nepodatilo amplifikovat DNA pro zadny marker,
proto tyto vzorky nejsou zahrnuty ve fylogenetickych ani fylogeografickych analyzach,
ale n¢které z nich jsem pouzil v kapitole 5.7 zabyvajici se taxonomii na zakladé kopulac¢nich

organt.

5.2 Substituéni modely
Celkové jsem ziskal 9 moZnych oddild (tfi pro COI, tfi pro Wg a tfi pro EFla).

Substitu¢ni schéma jsem nasledné komprimoval do sedmi Substitu¢nich modeli (Tabulka 2).

Tabulka 2. Substitu¢ni modely.

SUBSET| BEST MODEL | #SITES | PARTITION NAMES
1 HKY+G 496 coi_la posl
2 TRN+G 496 coi_la pos2
3 F81 495 coi_la pos3
4 K81UF 138 wingl_posl
5 F81+G 550 wingl_pos2, efla_pos2
6 JC+G 550 efla_pos3, wingl_pos3
7 HKY+G 414 efla_posl
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5.3 Fylogenetické stromy

Na zékladé fylogenetickych stroml rekonstruovanych pomoci Bayesovské analyzy
(Obr. 26) a metody Maximum Likelihood (Obr. 27) se rod Cacyreus rozdéluje do dvou
hlavnich vétvi.

Jedna vétev zahrnuje druhy C. palemon ghimirra, C. palemon palemon, C. marshalli
a C. dicksoni. V této vétvi se dale objevuje rod Harpendyreus jako sesterska skupina druhd
C. palemon palemon a C. palemon ghimirra. Analyzy dale ukazaly, ze C. marshalli
vyskytujici se v Evropé patii do stejné vétve jako vzorky z Jihoafrické republiky. Druh
C. dicksoni je dle Bayesovské analyzy sesterskou skupinou adle metody Maximum
Likelihood parafyletickym taxonem druhu C. marshalli.

Do druhé vétve se fadi C. audeoudi, C. virilis, C. lingeus a C. darius. Z kladogramii
(Obr. 26 a 27) je patrné, ze druh C. virilis vytvaii dvé podskupiny. Prvni se vyskytuje mimo
Afriku (na ostrové Sokotra a v Omanu) a druha v pevninské casti Afriky. S pevninskou
populaci C. virilis je parafyleticky druh C. audeoudi. Druhy C. lingeus a C. darius jsou
sesterskymi monofyletickymi skupinami. C. lingeus se dale déli do dvou vétvi, zastupci jedné
vétve se vyskytuji v Keni, Ugand¢é a Tanzanii, zatimco druhou vétev tvoii nalezy z Ghany,
Etiopie, Jihoafrické republiky a z ostrova Grande Comore (nejzapadnéjsi z Komorskych
ostrovil). C.darius se na zakladé¢ pouzitych vzorkd vyskytuje na Madagaskaru a na

Komorskych ostrovech pouze na ostrové Anjouan.

5.4 Molekularni datovani

Vzhledem k omezené znalosti fylogeneze modraskt bylo obtizné stanovit dostatek
kalibra¢nich boddt, proto je potieba vysledky molekularniho datovani (Obr. 28) brat pouze
orienta¢né. Nicméné z vysledkl vyplyva, ze rod Cacyreus se rozdélil do dvou vétvi pred
zhruba 8,2 miliony let. Prvni vétev se pted cca 6,1 miliony let rozd€lila na skupinu obsahujici
C. marshalli a C. dicksoni a skupinu zahrnujici druh C. palemon a dle pouzitych vzorkt i rod
Harpendyreus. C. palemon se dale rozdélil na C. palemon palemon a C. palemon ghimirra
pted zhruba 4,3 miliony let. Diferenciace C. marshalli a C. dicksoni se odehrala pomérné
nedavno, ptiblizn¢ pted 0,75 miliony let. Druha vétev byla dlouhou dobu kompaktni a k jeji
diverzifikaci doslo pied zhruba 2 miliony let. Jednou populaci byl C. virilis vyskytujici se
Vv Africe, ze kterého se pied cca 1,1 milionem let diferencoval C. virilis vyskytujici se v Omanu
a na ostrové Sokotra. Od ptivodni africké populace C. virilis se pied zhruba 0,5 milionem let
odstépil C. audeoudi. Druhou vzniklou skupinou byl piedek C. lingeus a C. darius, ze kterého

tyto monofyletické taxony vznikly pted ptiblizn€ 1,2 milionem let.
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Obr. 26. Fylogeneze rodu Cacyreus a Harpendyreus rekonstruovana metodou Bayesovské
inference (MrBayes 3.2) a zalozena na mitochondridlnim genu COI a nuklearnich markerech
Wg a EFla. Cisla vétvi uréuji jejich podporu.
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Obr. 27. Fylogeneze rodu Cacyreus a Harpendyreus rekonstruovana metodou Maximum
Likelihood zalozena na mitochondrialnim genu COI a nuklearnich markerech Wg a EFla
a po¢itana v programu IQTree. Cisla vétvi uréuji jejich podporu.
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5.6 Haplotypové sité

Pro C. palemon palemon a C. palemon ghimirra jsem nemél k dispozici dostatek
vhodnych sekvenci mitochondridlniho genu, a proto jsem haplotypovou sit’ téchto poddruhti
vytvoril na zakladé sekvenci nuklearniho genu EF1a. Pro druhy C. marshalli, C. dicksoni a pro
zastupce skupiny ,lingeus® (C. audeoudi, virilis, lingeus a darius) jsem zkonstruoval
haplotypové sit¢ na zakladé sekvenci mitochondridlniho genu COI. Celkové jsem pro

jednotlivé druhy rodu Cacyreus zjistil 23 haplotypu tvoficich 10 haplotypovych skupin.

5.6.1 Haplotypova sit’ C. palemon

Haplotypovou sit’ druhu C. palemon (Obr. 29) jsem vytvoril na zakladé sekvenci
nuklearniho genu EFla o délce 428 pb od 3 zastupcu C. palemon palemon a 3 exemplaia
C. palemon ghimirra. Z vysledkt vyplyva, ze C. palemon palemon je v Jihoafrické republice
zastoupen haplotypem Hi tvoficim samostatnou haplotypovou skupinu G1, ktera je geneticky
zna¢éné odlisna od haplotypové skupiny G2, jenz zahrnuje dva haplotypy (H2 a H3) poddruhu

C. palemon ghimirra. Tato zjisténi koreluji s rozloZzenim vétvi v kladogramech.

/c. palemon palemon\
=l JAR

C. palemon ghimirra
P Kena

\ Etiopie D L

Obr. 29. Haplotypova sit’ C. palemon palemon a C. palemon ghimirra rekonstruovana na
zakladé nukledarniho genu EFla s ozna¢enim haplotypli (H) a barevné zaramovanymi
haplotypovymi skupinami (G). Malé¢ cerné ohrani¢ené krouzky na spojnicich mezi
jednotlivymi haplotypy znazorfuji samostatné mutace, které musely probéhnout pii jejich

diferenciaci.
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5.6.2 Haplotypova sit’ C. marshalli a C. dicksoni

Pro rekonstrukci haplotypové sité jsem pouzil 31 sekvenci C. marshalli a 3 sekvence
C. dicksoni mitochondrialniho genu COI o délce 406 pb. V celé Evropé vytvaii C. marshalli
patrné pouze jeden haplotyp (Ha), zatimco v Jihoafrické republice se jedna o étyfi rizné
haplotypy (Hs-Hsg). Z obrazku 30 je patrné, Ze cela Evropska populace pochazi z haplotypu Hs
z Jihoafrické republiky, coz potvrzuje hypotézu o jeho zavlecCeni do Evropy. VSechny
haplotypy C. marshalli dohromady tvofi jednu haplotypovou skupinu G3 (Obr. 30).

C. dicksoni vytvari v Jihoafrické republice minimalné jeden haplotyp (Hg), ktery se
velmi podoba haplotypim C. marshalli, coz potvrzuje vzajemné parafyletické postaveni
téchto taxontl v kladogramu (Obr. 27). Jelikoz se jedna o samostatny druh, fadim jeho haplotyp

do samostatné haplotypové skupiny G4.

.
( C. marshalli
B Evropa

iy JAR

JAR
JAR
I8 JAR

C. dicksoni
JAR

Obr. 30. Haplotypova sit druhtt C. marshalli a C. dicksoni rekonstruovana na zakladé
mitochondrialniho genu COI s oznacenim haplotyptt (H) a barevné zardmovanymi
haplotypovymi skupinami (G). Malé cern¢ ohranic¢ené krouzky na spojnicich mezi
jednotlivymi haplotypy znazoriiuji samostatné mutace, které musely probéhnout pfi jejich

diferenciaci.
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5.6.3 Haplotypova sit’ C. audedoudi a C. virilis

Pro druh C. audeoudi jsem m¢l k dispozici pouze 3 sekvence mitochondrialniho genu
COI o délce 414 pb, ale i1 na zakladé¢ téchto vzorku Ize konstatoval, Ze tento druh vytvaii dva
haplotypy, jeden s vyskytem v Ugandé (H1o) a druhy v Keni (H11). Tyto haplotypy sdruzuji do
haplotypové skupiny G5 (Obr. 31).

Pro zkonstruovani haplotypové sité C. virlis jsem pouzil 16 sekvenci genu COI o délce
414 pb. Tento druh vytvaii 5 haplotypt (Hi2-His), které ndlezi dvéma haplotypovym
skupinam. Siroce rozsifeny haplotyp Hiz se vyskytuje v Zambii, Ghané a Jihoafrické republice
apatii do haplotypové skupiny G6 spolu s haplotypem His, ktery se rovnéz vyskytuje
v Zambii. V Omanu se vyskytuji dva haplotypy (Hi4 a His), které spolecné s haplotypem Hag
vyskytujicim se na ostrové Sokotra tvoii haplotypovou skupinu G7 (Obr. 31). Tato

haplotypové rozdéleni pfesné odpovidaji jednotlivym vétvim fylogenetického stromu.

( C. audeoudi )
Uganda

- Kena

C. virilis
B zambie
- Ghana
JAR
Oman {II:I
Sokotra
—

Obr. 31. Haplotypova sit druhti C. audeoudi a C. virilis rekonstruovana na zakladé
mitochondridlniho genu COIl soznaCenim haplotypi (H) a barevné zaramovanymi
haplotypovymi skupinami (G). Malé cerné ohrani¢ené krouzky na spojnicich mezi
jednotlivymi haplotypy znazoriiuji samostatné mutace, které musely probéhnout pfi jejich

diferenciaci.
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5.6.4 Haplotypova sit’ C. lingeus

Haplotypovou sit’ jsem vytvofil na zakladé 23 sekvenci mitochondrialniho genu COI

0 délce 354 pb. Z vysledkl vyplyva, ze tento druh tvoti 3 haplotypy (H17-H19) sdruzujici se do

dvou haplotypovych skupin. Siroce rozsifeny haplotyp His se vyskytuje v Etiopii, Ghang,

Jihoafrické republice a na ostrové Grande Comore, kde se rovnéz objevuje i haplotyp Hi7

nalezejici do stejné haplotypové skupiny G8. Haplotyp Hie se vyskytuje v Keni, Ugandé

a Tanzanii a vytvaii vlastni haplotypovou skupinu G9 (Obr. 32).

@ G8

6. lingeus

Ghana
Etiopie
JAR
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Obr. 32. Haplotypova sit’ druhu C. lingeus rekonstruovana na zakladé mitochondrialniho genu

COI s oznacenim haplotypii (H) a barevné zardmovanymi haplotypovymi skupinami (G).

Malé cerné ohrani¢ené krouzky na spojnicich mezi jednotlivymi haplotypy znazoriiuji

samostatné mutace, které musely probéhnout pfi jejich diferenciaci.
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5.6.5 Haplotypova sit’ C. darius

Haplotypovou sit’ jsem zkonstruoval na zakladé 14 sekvenci mitochondridlniho genu
COI o délce 522 pb. Z obrazku 33 je patrné, ze C. darius vytvaii 4 haplotypy (H20-H23), které
dohromady tvofi jednu haplotypovou skupinu G10. Haplotypy H2o a Hz1 se objevuji pouze na
Madagaskaru. Na Madagaskaru a zaroven na Komorskych ostrovech, konkrétn¢ na ostrové
Anjouan, se vyskytuje spolecny haplotyp Ha2, ktery potvrzuje, ze historicky muselo dojit

k rozsifeni C. darius z jednoho z téchto ostrovii. Na Anjouanu se objevuje jeSté samostatny

haplotyp Hza.

C. darius

[[] Madagaskar
[ comoros-Anjouan

Obr. 33. Haplotypova sit’ druhu C. darius rekonstruovana na zakladé mitochondrialniho genu

COl s oznacenim haplotypti (H) a barevné zaramovanou haplotypovou skupinou (G).
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5.7 Taxonomie zaloZena na morfologii kopula¢nich organii

Rozdilné morfologické struktury na sklerotizovanych kopulacnich organech
studovanych vzorkl potvrzuji vySe prezentované vysledky fylogenetickych analyz. Celkové
jsem provedla disekci genitalii u 39 vzorkd rodu Cacyreus. V této praci je vyobrazeno
27 kopulac¢nich organt kvili naprosté identi¢nosti nékterych z nich. Pfi porovnani sam¢ich
kopulacnich organu (Obr. 34, 35, 36) studovanych druhti jsou patrné signifikantni rozdily ve
tvaru valv a v ptitomnosti ¢i absenci dalSich morfologickych struktur. Pro srovnani samicich
genitalii se mi podafilo vyhotovit vhodné fotografie pouze u ¢tyf vzorkl (Obr. 37), pfesto na
nich nejsou patrné vyrazné rozdily mezi zobrazenymi druhy. V ptiloze 2 1ze nalézt fotografie
genitalii dalSich vybranych exemplaft, ale kvalita téchto snimkd odpovida domacim

podminkam kviili omezené moznosti nafotit dané vzorky v laboratofi.

= 4
\. L J

Obr. 34. Srovnani genitalii. A: C. marshalli (LB-0010) — JAR; B: C. dicksoni (LB-0039) —

1 mm

JAR. Zleva doprava je vyobrazena ventralni, laterdlni a dorzélni strana celého samciho

kopula¢niho organu a aedeagus.
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Obr. 35. Srovnani genitalii C. palemon. A: C. palemon ghimirra (MR_ZF_246) — Etiopie; B:
C. palemon ghimirra — Malawi; C: C. palemon palemon (LB-0043) — JAR. Zleva doprava je
vyobrazena ventralni, laterdlni a dorzalni strana celého samciho kopulac¢niho organu

a aedeagus.

28



Obr. 36. Srovnani genitalii skupiny ,,lingeus”. A: C. audeoudi (MR_ZF_087) — Uganda; B:
C. virilis (LB-0001) — Zambie; C: C. lingeus (MR_ZF 238) — Etiopie; D: C. darius
(MR_ZF_538) — Comoros-Anjouan. Zleva doprava je vyobrazena ventralni, lateralni

a dorzalni strana celého saméiho kopula¢niho organu a aedeagus.
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Obr. 37. Srovnani samicich genitalii. A: C. lingeus (LB-0011) — JAR; B: C. lingeus (LB-
0050) — Uganda; C: C. palemon ghimirra (LB-0149) — Kena; D: C. marshalli (LB-0074) —
Recko.
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6 DISKUZE

Jako hlavni cil této prace jsem si stanovil zjistit vzdjemnou fylogenezi jednotlivych
druhti rodu Cacyreus, jejichz dosavadni taxonomicka klasifikace byla zalozena pouze na
kresbé kiidel a morfologickych znacich. Dalsim tkolem bylo potvrdit pfedpokladany ptivod
invazniho druhu C. marshalli zavleceného do Evropy z Jihoafrické republiky (Sarto i Monteys
1992). Pro dosazeni téchto cili jsem pouzil stejné molekularné genetické metody jako dalsi
prace zabyvajici se podobnou problematikou (napt. Wahlberg & Saccheri 2007, Lohman et al.
2008, Fric et al. 2019).

6.1 Fylogeneticka a fylogeograficka analyza

Na zaklad¢ mitochondrialniho genu cytochrom oxidazy 1 (COI) a nuklearnich markert
wingless (Wg) a elonga¢niho faktoru 1 alfa (EFla) zpracovanych Bayesovskou analyzou,
metodou Maximum Likelihood a molekularnim datovanim jsem potvrdil, Ze se rod Cacyreus
rozdélil do dvou hlavnich vétvi pied zhruba 8,2 miliony let (Obr. 28). Toto rozdéleni do tzv.
skupiny ,,palemon‘ a skupiny ,lingeus® jiz uvadi Larsen (2005). Fylogenetickd analyza
potvrdila, ze do skupiny ,palemon” patii pfedpokladané druhy C.palemon palemon,
C. palemon ghimirra, C. marshalli a C. dicksoni, které se rovnéz podobaji makroskopicky,
tj. trojthelnikovitym tvarem kiidel, pfevazné hnédym zbarvenim a zivnymi rostlinami
housenek hlavné z ¢eledi Geraniaceae. Do skupiny ,,lingeus* (charakterizované zaoblenéj$imi
modrymi kiidly a Zivnymi rostlinami housenek pfevazné z Celedi Lamiaceae) jsem potvrdil
ptislusnost druhti C. audeoudi, C. virilis, C. lingeus a C. darius.

Z analyz prace vyplyva, ze C. palemon palemon a jeho poddruh C. palemon ghimirra
se geneticky jiz pomérné vyrazné odlisuji, pfi¢emz k jejich diferenciaci doslo jiz pied piiblizné
4,3 miliony let (Obr. 28). Tuto jejich diferenciaci jsem potvrdil i vyznamné odlisnymi
morfologickymi znaky na jejich kopula¢nich organech (Obr. 35), a proto je navrhuji povazovat
za samostatné druhy. Pro fylogenetickou analyzu jsem v praci pouzil pét vzorku C. palemon
ghimirra pochézejicich z predpokladaného vyskytu v Etiopii, ale zaroven jsem pouzil jeden
vzorek pivodem z Keni (LB-0149), ¢imz se jedna dle dostupnych informaci o novy stat
vyskytu tohoto poddruhu. Na zakladé¢ morfologickych znaki na kopulacnich orgéanech
u dalsiho jednoho vzorku, ktery neni zahrnuty ve fylogenetickych analyzach, jsem prokazal
vyskyt C. palemon ghimirra jesté ve staté Malawi, pro n¢hoz se rovnéz jedna o novy druhovy
nalez. Williams (2018) uvadi, ze poddruh C. palemon ghimira by se mél vyskytovat pouze na
uzemi Etiopie a v ostatnich africkych statech by se mélo jednat o formu C. palemon palemon.

Bohuzel nelze dohledat popis ani zadné obrazky poddruhu ghimirra, proto nelze s naprostou
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jistotou fict, ze moje vzorky z Etiopie, Keni a Malawi odpovidaji tomuto poddruhu. U taxonu
C. palemon existuje forma fracta (Griinberg, 1911), ktera byla popsana z Ugandy z uzemi
severné od Albertova jezera z hor Ruwenzori. Ackery (1995) a Williams (2018) tuto formu
uvadi jako synonymum k C. palemon palemon, ale pokud by byl tento material identicky
s pouzitymi vzorky C. palemon ghimirra z Etiopie, Keni a Malawi, tak by nazev fracta mél
ptrednost pied ghimirra.

Dalsim zjisténim je velmi blizka piibuznost rodu Harpendyreus pravé k vétvi
C. palemon. Stradomsky (2016) uvadi, ze rody Cacyreus a Harpendyreus jsou sesterskymi
skupinami, pficemz se jako jediné dva rody fadi do podtribu Cacyreina. Z analyz vyplyva,
ze rod Harpendyreus je sesterskou skupinou C. palemon palemon, od které¢ho se odstépil
teprve pred cca 3,2 miliony let. Pro jednoznac¢né fylogenetické zafazeni rodu Harpendyreus
bude potieba mit k dispozici vice druhli tohoto rodu a vypracovat detailnéjsi fylogenetickou
analyzu. Nicmén€ i ze ziskanych vysledkl lze jednoznacné konstatovat, ze fazeni rodu
Harpendyreus spolu s rodem Cacyreus do poddtribu Cacyreina je naprosto opravnéné.

Na zéklad¢ vysledkti fylogenetickych a fylogeografickych analyz 23 vzorka
C. marshalli pochazejicich z Sesti evropskych statii jsem potvrdil, Ze patrné cela evropska
populace patii jednomu haplotypu (Ha), ktery pochazi z haplotypu (Hs) ptivodem z Jihoafrické
republiky (Obr. 30). Timto zjisténim jsem potvrdil tvrzeni Sorta i Monteyse (1992) a dalsich
autort o puvodu C. marshalli v Evropé.

Na zakladé¢ Bayesovské analyzy vystupuje druh C. dicksoni jako sesterska skupina
druhu C. marshalli, kdezto metodou Maximum Likelihood by byl C. dicksoni parafyletickym
taxonem C. marshalli. Z modelu haplotypové sité (Obr. 30) je patrné, Ze C. dicksoni vytvari
Vv Jihoafrické republice vlastni haplotyp (Ho), ktery by se dal ale zatadit spole¢né se vSemi
haplotypy druhu C. marshalli do jedné haplotypové skupiny. Evolu¢ni historie C. dicksoni
jako samostatného druhu je velmi kratka (zhruba 0,75 milionu let), coz vysvétluje jeho
nejednozna¢né postaveni v kladogramech.  Makroskopické rozliseni C. dicksoni od
C. marshalli je rovnéZ velmi obtizné, ale potvrzeni, ze se jedna o dva samostatné druhy, mné
poskytly odlisné morfologické znaky na kopulaénich organech (Obr. 34).

Vsechny vyhotovené analyzy rozdé€luji druh C. virilis do dvou vétvi. K této separaci
doslo piiblizné pied 1,1 milionem let (Obr. 28). Jednu vétev tvofi Siroce rozsifena haplotypova
skupina G6 vyskytujici se v pevninské ¢asti Afriky (v Zambii, Ghané a Jihoafrické republice).
Vyznamnym zjisténim je vyskyt C. virilis v Ghané (vzorek LB-0066), pro niz se jedna dle
oficialné dostupnych informaci o prvni nalez tohoto druhu. Druhou vétev C. virilis tvofi

zastupci haplotypové skupiny G7, kteti se vyskytuji v Omanu a na ostrové Sokotra (Obr. 31).
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Historicky ptivod ostrova Sokotra je nejednoznaény, ale urcit€¢ saha do dob pred vznikem
druhu C. virilis. N¢ktefi autofi tvrdi, ze se ostrov oddélil od afrického kontinentu pied
minimaln¢ 70 miliony let (Kopp 1999) a od Arabského poloostrova, konkrétné od oblasti
Dhofar v Omanu, se zacal oddalovat pied zhruba 35 miliony let, pficemz soucasné polohy
bylo dosazeno pfed minimalné¢ 15 miliony let (Batelka 2012). Vzhledem Kk pomérné
nedavnému vzniku C. virilis pted zhruba 2 miliony let patrné¢ nékde v subsaharské Africe
a separaci zminénych haplotypovych skupin C. virilis pfed cca 1,1 milionem let se da
usuzovat, ze C. virilis byl do oblasti JZ Asie zavleCen. Je jasné, ze populace na Sokotie
a v Omanu pochazeji ze spolecného zavle¢eného predka do této oblasti, nelze ale jednoznacné
fict, zda rozsiteni v této oblasti pochdzi z Omanu ¢i ostrovni populace na Sokotte. Geneticka
diverzifikace mezi ob&éma haplotypovymi skupinami C. virilis neni ale prozatim patrna
Vv kresbé kiidel ani v morfologii kopulaénich organt (Ptiloha 2 — Obr. 1) vhledem k pomérné
kratké evoluéni historii.

Z fylogenetickych stromu je ziejmé, Zze druh C. audeoudi je parafyleticky k vétvi
C. virilis vyskytujici se v pevninské ¢asti Afriky, pficemz k této separaci doslo pted zhruba
0,5 milionem let. Pfestoze se jedna o nedavnou genetickou diferenciaci, na zakladé
morfologickych znakti na kopulacnich organech se jednoznaéné jedna o samostatny druh
(Obr. 36). Toto tvrzeni rovnéz potvrzuje haplotypova sit’ (Obr. 31), ze které je patrné, Ze
C. audeoudi vytvati vlastni haplotypovou skupinu G5 tvofenou dvéma haplotypy (Hio a Hi1).

Siroce rozsiteny druh C. lingeus tvoii dvé haplotypové skupiny, pficemz zastupci
skupina G8 reprezentuji Siroce rozsifeny haplotyp Hig vyskytujici se v Etiopii, Ghang,
Jihoafrické republice a na ostrové Grande Comore, kde se rovnéz objevuje i haplotyp Hiz,
zatimco haplotypova skupina G9 se vyskytuje v Keni, Ugand¢ a Tanzanii. Vyznamnym
zjisténim je vyskyt C. lingeus pravé na Komorskych ostrovech, konkrétné¢ na zminéném
ostrové Grande Comore. Tento ostrov je ze vSech Ctyf sope¢nych Komorskych ostrovil
nejblize polozeny k pevniné Afriky a nejmladsi, vznikl pted zhruba 0,5 milionem let (Nougier
et al. 1986). Tento jeho vznik jednozna¢né indikuje, Ze C. lingeus musel byt na Grande
Comore zavlecen z pevniny, protoze vznik druhu C. lingeus vychazi na zakladé molekularniho
datovani pted ptiblizné 1,2 miliony let.

Doposud byl na Komorskych ostrovech znamy vyskyt pouze druhu C. darius (viz
Williams 2018). Dle vysledkii této prace je ale vyskyt C. darius lokalizovan na ostroveé
Anjouan, ktery vznikl dle odhadl pied zhruba 11,5 miliony let (Nougier et al. 1986) a je
geograficky blize polozeny k Madagaskaru, kde se rovnéz vyskytuje. Nelze ale urcit

ancestralni ostrov vyskytu tohoto druhu, nebot’ v dob¢ jeho vzniku pied cca 1,2 milionem let
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jiz existovalo vice okolnich ostrovl. Jednoznaéné ale mohu konstatovat, Ze historicky muselo
dojit k migraci C. darius mezi Madagaskarem a Anjouanem z divodu vyskytu spole¢ného

haplotypu Hz2 na obou ostrovech.

34



7 ZAVER

Tato prace poskytuje prvni komplexné zpracovanou fylogenetickou analyzu rodu
Cacyreus. Vysledky potvrdily pfedpokladané rozdéleni tohoto rodu do dvou hlavnich vétvi,
do tzv. skupiny ,,palemon* (C. palemon palemon, C. palemon ghimirra, C. marshalli
a C. dicksoni) a skupiny ,,lingeus” (C. audeoudi, C. virilis, C. lingeus a C. darius). K této
separaci doslo pted zhruba 8,2 miliony let.

Fylogeneticka analyza ukazuje na to, Zze rod Harpendyreus je sesterskou skupinou
druhu C. palemon. Tato velmi blizka ptibuznost rodu Harpendyreus k rodu Cacyreus bude
potieba potvrdit detailnéjsi fylogenetickou analyzou dalsich druhti tohoto rodu.

Prace dale navrhuje rozdé€leni poddruha C. palemon palemon a C. palemon ghimirra
na dva samostatné druhy z divodu rozdilnych morfologickych znakii na jejich kopula¢nich
organech a genetické diferenciace, ktera se odehrala pfed zhruba 4,3 miliony let.

Vysledky fylogeografickych analyz potvrdily ptedpokladany ptvod zavleceni
invazniho druhu C. marshalli do Evropy z Jihoafrické republiky.

Bylo zjisténo nekolik novych druhovych nélezl pro riizné africké staty. Konkrétné se
jedna o prvni nalez druhu C. palemon ghimirra v Keni a Malawi, C. virilis v Ghané

a C. lingeus na Komorskych ostrovech, specificky na ostrové Grande Comore.

35



8 RESUME

This paper provides a first complexly processed phylogeny analysis of genus Cacyreus.
The results confirmed the asssumption that this genus is divided into two main branches, the
so-called section palemon (C. palemon palemon, C. palemon ghimirra, C. marshalli
a C. dicksoni) and the section lingeous (C. audeoudi, C. virilis, C. lingeus a C. darius). This
differentiation took place about 8,2 million years ago.

Phylogeny analysis shows that genus Harpendyreus is a sister group of the species
C. palemon. It will be necessary to further validate this very close genetic relationship between
genera Harpendyreus and Cacyreus by means of a more detailed phylogeny analysis of the
other species from genus Harpendyreus.

Furthemore, this work suggests to divide the subspecies C. palemon palemon and
C. palemon ghimirra into two separate species due to their disparete morphological features
found on their genitals and genetic differentiations that occurred about 4,3 million years ago.

The results of the phylogeography analysis confirmed the presumed origin of the
expansion of the invasive C. marshalli into Europe from the South African Republic.

Records of several new species from different African countries were also found,
specifically C. palemon ghimirra from Kenya and Malawi, C. virilis from Ghana and
C. lingeus from Comoro Islands, but only from one island in particular, called Grande Comore.
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10 SEZNAM PRILOH

Priloha 1 — Fotografie imag vybranych vzorkt. Foto: autor
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Obr. 9 — Harpendyreus aequatorialis
Obr. 10 — Harpendyreus marungensis

Obr. 11 — Harpendyreus notoba

Piiloha 2 — Fotografie kopula¢nich organi vybranych vzorkt. Foto: autor
Obr. 1 — Cacyreus virilis
Obr. 2 — Cacyreus lingeus
Obr. 3 — Cacyreus darius, C. palemon ghimirra, C. palemon palemon
Obr. 4 — Cacyreus marshalli

Piiloha 3 — Seznam studovanych vzorkii s ndzvem druhu, kédovym oznacenim (ID),
lokalizaci nalezu, GPS soufadnicemi, pouzitymi markery (COI, Wg, EF 1a), typem haplotypu

(H) a haplotypovou skupinou (G) s jejim barevnym oznaéenim.
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Priloha 1 — Fotografie imag vybranych vzorkd.

E F

.

Obr. 1. Cacyreus marshalli, dorzalni a ventralni strana. A-B: Recko, samice (LB-0074);
C-D: Spanélsko, samec; E-F: JAR, samec (LB-0010).

G H

Obr. 2. Cacyreus dicksoni, dorzalni a ventralni strana. G-H: JAR, samec (LB-0040).



Obr. 3. Cacyreus palemon ghimirra, dorzalni a ventralni strana. A-B: Etiopie, samec
(MR_ZF_237); C-D: Kena, samice (LB-0149).

G H
Obr. 4. Cacyreus palemon palemon, dorzalni a ventralni strana. E-F: JAR, samec (LB-0007);
G-H: JAR, samec (LB-0043).




Obr. 5. Cacyreus virilis, dorzalni a ventralni strana. A-B: Zambie, samec (LB-0063); C-D:
Zambie, samice (LB-0064); E-F: Sokotra, samec (LB-0164); G-H: Sokotra, samice (LB-
0163); I-J: Oman, samec (LB-0168).



J

.
Obr. 6. Cacyreus lingeus, dorzalni a ventralni strana. A-B: Komorské ostrovy - Grande

Comore, samec (LB-0196); C-D: Komorské ostrovy - Grande Comore, samice (LB-0195);
E-F: Etiopie, samec (LB-0190); G-H: JAR, samice (LB-0203); I-J: Ghana, samec (LB-0069).
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Obr. 7. Cacyreus darius, dorzalni a ventralni strana. A-B: Madagaskar, samec (LB-0122);
C-D: Madagaskar, samec (LB-0128); E-F: Komorské ostrovy - Anjouan, samec (LB-0198).

10 mm
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Obr. 8. Cacyreus audeoudi, dorzalni a ventralni strana. G-H: Uganda, samec (MR_ZF_087).
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Obr. 9. Harpendyreus aequatorialis, dorzalni a ventralni strana. A-B: Kena, samec (LB-
0148).

10 mm

Obr. 10. Harpendyreus marungensis, dorzalni a ventralni strana. C-D: Kongo, samec (LB-
0207); E-F: Uganda, samec (MR_ZF_057).

10 mm

Obr. 11. Harpendyreus notoba, dorzalni a ventralni strana. G-H: JAR, samec.



Priloha 2 — Fotografie kopulacnich organti vybranych vzorkii.

Obr. 1. Srovnani sam¢ich genitalii C. virilis. A: Zambie (LB-0048); B: Oman (LB-0025); C:
Sokotra (LB-0159). Zleva doprava je vyobrazena ventralni, lateralni a dorzalni strana celého

kopula¢niho organu a aedeagus.
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Obr. 2. Srovnani sam¢ich genitalii C. lingeus. A: Ghana (LB-0067); B: Etiopie (LB-0189);

C: JAR (LB-0008); D: Komorské ostrovy - Grande Comore (LB-0192). Zleva doprava je

vyobrazena ventralni, lateralni a dorzalni strana celého kopula¢niho organu a aedeagus.
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Obr. 3. A: C. darius (LB-0128) — Madagaskar; B: C. darius (LB-0198) — Komorské ostrovy
- Anjouan; C: C. palemon ghimirra (LB-0188) — Etiopie; D: C. palemon palemon (LB-0007)

— JAR. Zleva doprava je vyobrazena ventralni, lateralni a dorzalni strana celého samciho

kopula¢niho organu a aedeagus.
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Obr. 4. Srovnani samcéich genitalii C. marshalli. A: JAR (LB-0052); B: JAR (LB-0042); C:
Spanélsko - Barcelona. Zleva doprava je vyobrazena ventralni, lateralni a dorzalni strana

celého kopula¢niho organu a aedeagus.



Piiloha 3 — Seznam studovanych vzorki s nazvem druhu, kodovym oznacenim (ID), lokalizaci nalezu, GPS soufadnicemi, pouzitymi markery
(COI, Wg, EF1a), typem haplotypu (H) a haplotypovou skupinou (G) s jejim barevnym oznac¢enim.

Druh ID Zemé Lokalita GPS COl | Wg |EFla| H | G
C. audeoudi LB-0146 Kena Kabaru forest, Nyeri 0.375839S 36.885840E / - / 111 5
C. audeoudi MR_ZF_087 Uganda Western region, Kibale Forest NP, Kyanyawara 0.561192N 30.356959E / - - 10| 5
C. audeoudi ZF_LY_002789 | Uganda Central Region, Mpigi, Mpanga Forest NR 0.206198N 32.301642E / - - 10| 5
C. darius LB-0097 Madagaskar Fianarantsoa prov., Ranomafana NP, hilltop with radiotower | 21.25136S 47.40747E / / / - | -
C. darius LB-0112 Madagaskar Fianarantsoa prov., Ranomafana NP, Ambatolahy village 21.25121S 47.43333E - / / 21|10
C. darius LB-0119 Madagaskar Fianarantsoa prov., Ranomafana NP, hilltop with radiotower | 21.25136S 47.40747E / / / 21|10
C. darius LB-0120 Madagaskar Fianarantsoa prov., Ranomafana NP, hilltop with radiotower | 21.25136S 47.40747E / - / 20 | 10
C. darius LB-0121 Madagaskar Fianarantsoa prov., Ranomafana NP, hilltop with radiotower | 21.25136S 47.40747E / / / 21|10
C. darius LB-0122 Madagaskar Fianarantsoa prov., Ranomafana NP, hilltop with radiotower | 21.25136S 47.40747E / / / 21|10
C. darius LB-0123 Madagaskar Fianarantsoa prov., Ranomafana NP, hilltop with radiotower | 21.25136S 47.40747E / / / 21|10
C. darius LB-0128 Madagaskar Fianarantsoa prov., Ranomafana NP, Ambatolahy village 21.25121S 47.43333E / / / 22 | 10
C. darius BMADO015-09 Madagaskar Antsiranana 12.332S 49.352E / - - 21|10
C. darius LMADO024-10 Madagaskar Toliara prov. 18.2707S 45.4036E / - - 21|10
C. darius LMADO025-10 Madagaskar Toliara prov. 22.6433S44.1717E / - - 21|10
C. darius LMADO026-10 Madagaskar Fianarantsoa 20.5951S46.5629E / - - 21|10
C. darius LMADO027-10 Madagaskar Fianarantsoa 20.5946S 46.5463E / - - 20 | 10
C. darius LB-0198 Komorské ostrovy | Anjouan, Ouani, env. of Patsy 12.154817S 44.433877E / - / 23|10
C. darius MR_ZF 538 Komorské ostrovy | Anjouan, Dinri 12.22109S 44.44568E / - - 22 | 10
C. dicksoni LB-0038 JAR Keiskie Road near Calvinia 31.657944S 19.895944 E / / / 9| 4
C. dicksoni LB-0039 JAR Keiskie Road near Calvinia 31.657944S 19.895944 E / - / 9 | 4
C. dicksoni LB-0175 JAR Brandkop 32.96797428S, 20.4825544E / / / 9| 4
C. dicksoni LB-0040 JAR Keiskie Road near Calvinia 31.657944S 19.895944 E / - / - -
C. lingeus LB-0008 JAR Western Cape, nr. Montagu 33.74668S 20.26175E / / / 18| 8
C. lingeus LB-0011 JAR Western Cape, nr. Montagu 33.74668S 20.26175E / / / 18| 8
C. lingeus LB-0203 JAR KZN, Blyde, Berlin falls 24.843828S 30.842617E / / / 18| 8
C. lingeus MR_ZF_359 JAR Western Cape, nr. Montagu 33.746681S 20.26175E / - - 18| 8
C. lingeus LB-0065 Ghana Volta, Amedzofe, Mountain Paradise 6.850941N 0.420421E / / / 18| 8
C. lingeus LB-0067 Ghana Volta, Amedzofe, Mountain Paradise 6.850941N 0.420421E / / / 18| 8
C. lingeus LB-0069 Ghana Volta, Hohoe, WIi Waterfalls 7.118949N 0.593262E / - / 18| 8
C. lingeus LB-0070 Ghana Central region, Kakum Forest, Abrafo 5.340634N 1.374773W / - / 18| 8
C. lingeus LB-0072 Ghana Volta, Hohoe, WIi Waterfalls 7.118949N 0.593262E / / / 18| 8




Druh ID Zemé Lokalita GPS COl | Wg |EFla| H | G
C. lingeus LB-0073 Ghana Central, Cape Coast, Hans Cottage 5.179992N, 1.310252W / / / 18| 8
C. lingeus LB-0189 Etiopie Dorze Lodge 6.182222N 37.576389E / - / 18| 8
C. lingeus LB-0190 Etiopie Dorze Lodge 6.182222N 37.576389E / - / 18| 8
C. lingeus MR_ZF_238 Etiopie Dorze Lodge 6.182222N 37.576389E / - - 18| 8
C. lingeus MR_ZF_240 Etiopie Dorze Lodge 6.182222N 37.576389E / - - 18| 8
C. lingeus LB-0192 Komorské ostrovy | Grande Comore, Moroni, between Mvouni and Karthala 11,72286S 43.31092E / - / 18| 8
C. lingeus LB-0195 Komorské ostrovy | Grande Comore, Ivembeni 11,49904S 43.33362E / - / 17| 8
C. lingeus LB-0196 Komorské ostrovy | Grande Comore, lvembeni 11,49904S 43.33362E / / / 18| 8
C. lingeus MR_ZF_539 Komorské ostrovy | Grande Comore, Ivembeni 11,49904S 43.33362E / - - 18| 8
C. lingeus MR_ZF_540 Komorské ostrovy | Grande Comore, Ivembeni 11,49904S 43.33362E / - - 18| 8
C. lingeus MR_ZF 537 Komorské ostrovy | Grande Comore, Moroni, between Mvouni and Karthala 11,72286S 43.31092E / - - -] -
C. lingeus LSER014-06 Tanzanie Serengeti 2.369081S 34.701854E / - - 191 9
C. lingeus LB-0013 Kena Kimaeti Hills 0.605000N 34.410000E / - / 19| 9
C. lingeus MI_239 Kena Malakisi 0.681222N 34.416153E / - - 19| 9
C. lingeus LB-0050 Uganda Central Region, Mpigi, Mpanga Forest NR 0.206198N 32.301642E / - / 1919
C. marshalli LB-0010 JAR Calitzdorp, Huis River 33.49586S 21.648972E / / / 51| 3
C. marshalli LB-0042 JAR Calitzdorp, Huis River 33.49586S 21.648972E / / / 8 |3
C. marshalli LB-0045 JAR Odtshoorn, Swartberg Pass 33.36350S 22.064973E / / / 6 | 3
C. marshalli LB-0052 JAR Calitzdorp, Huis River 33.49586S 21.648972E / / / 6 | 3
C. marshalli LB-0053 JAR Calitzdorp, Huis River 33.49586S 21.648972E / / / 71 3
C. marshalli LB-0054 JAR Calitzdorp, Huis River 33.49586S 21.648972E / / / 51 3
C. marshalli GBGL5319-09 JAR Western Cape, Capetown 33.933S 18.5E / - - 713
C. marshalli AH-95-Y685 JAR Capetown, Pinelands 33.93S 18.5E / / - 71 3
C. marshalli LB-0074 Recko Korfu, Moraitika 39.483780N 19.927386E / - / 4 |3
C. marshalli LB-0075 Recko Korfu, Moraitika 39.483780N 19.927386E / - - 4 1 3
C. marshalli EZSPC1118-10 Spanglsko Comunidad de Madrid 40.603N 3.708W / - - 4 1 3
C. marshalli EZSPC1121-10 Spanélsko Comunidad de Madrid 40.603N 3.708W / - - 413
C. marshalli EZSPC1190-10 Spanglsko Catalonia, Tarragona, Ametlla de Mar, Baix Ebre 40.795N 0.601E / - - 4 | 3
C. marshalli EZSPMO045-09 Spanglsko Castillay Leon, Ponferrada 42.523N 6.597W / - - 4 1 3
C. marshalli EZSPMO058-09 Spanélsko Mallorca, Genova 39.57N 2.592E / - - 4 13
C. marshalli EZSPMO059-09 Spanélsko Mallorca, Genova 39.57N 2.592E / - - 4 13
C. marshalli EZSPM113-09 épanélsko Comunidad de Madrid, Tres Cantos 40.603N 3.708W / - - 4 13
C. marshalli EZSPM202-09 épanélsko Catalonia, Girona, Cantallops, Alt Emporda 42.423N 2.926E / - - 4 13
C. marshalli EZSPM206-09 épanélsko Mallorca, Es Teix, Valldemossa 39.718N 2.643E / - - 4 13




Druh ID Zemé Lokalita GPS COl | Wg |EFla| H | G
C. marshalli EZSPM219-09 Spanélsko Asturias, Oviedo, Casco urbano 43.361N 5.9W / - - 4 13
C. marshalli EZSPN222-09 Spanélsko Catalonia, Girona, Viladrau, Osona 41.842N 2.358E / - - 4 13
C. marshalli GBGL0843-06 Francie Maruejols-les-Gardons (100 m), Herault 44.0054106N 4.1317633E / - - 413
C. marshalli GBGLL495-14 Italie Tuscany, La Pocca 44.3371578N 11.4067661E / - - 4 13
C. marshalli GWORR417-10 | Italie Calabria, Cosenza, Praia a Mare 39.8936N 15.7834E / - - 413
C. marshalli GWORU378-10 | Italie Calabria, Cosenza, Praia a Mare 39.9001N 15.7789E / - - 413
C. marshalli LEATG236-14 Italie Trentino-Alto Adige/Sudtirol 46.5N 11.345E / - - 4 | 3
C. marshalli LEATG487-14 Italie Trentino-Alto Adige/Sudtirol 46.5N 11.345E / - - 413
C. marshalli LEPAA214-16 Svycarsko Valais, Zwischbergen 46.1842N 8.15097E / - - 413
C. marshalli LEPAA327-16 Svycarsko Ticino, Rivera 46.0867N 8.92546E / - - 4 |3
C. marshalli PHLAH796-12 Rakousko Tirol, Osttirol 46.829N 12.768E / - - 413
C. marshalli MW01120 Francie Maruejols-les-Gardons (100 m), Herault 44.0054106N 4.1317633E / - - 41 3
C. palemon palemon LB-0007 JAR W. Paarl, Du Toits Kloof 33.637S 19.467E - - / 111
C. palemon palemon | LB-0009 JAR Odtshoorn, Swartberg Pass 33.36350S 22.064973E - / / 1]1
C. palemon palemon | LB-0043 JAR Greyton, Riviersonderend Mountaings - Bushman Trial 34.038861S 19.625167E / / / 111
C. palemon ghimirra | LB-0149 Kena Kabaru forest, Nyeri 0.375839S 36.885840E / / / 2|2
C. palemon ghimirra | LB-0186 Etiopie Dorze Lodge 6.182222N 37.576389E / - / 312
C. palemon ghimirra | LB-0187 Etiopie Dorze Lodge 6.182222N 37.576389E / - / 312
C. palemon ghimirra | LB-0188 Etiopie Dorze Lodge 6.182222N 37.576389E / - - - -
C. palemon ghimirra | MR_ZF 237 Etiopie Dorze Lodge 6.182222N 37.576389E / - - - | -
C. palemon ghimirra | MR_ZF 246 Etiopie Dorze Lodge 6.182222N 37.576389E / - - - | -
C. virilis LB-0001 Zambie Ndola env., Nsobe Game Park 13.23128S 28.4486E / / / 13| 6
C. virilis LB-0004 Zambie Ndola env., Fiwale Hill 13.12189S 28.42836E / / / 13| 6
C. virilis LB-0066 Ghana Amedzofe, Mountain Paradise 6.850941N 0.420421E / / / 12| 6
C. virilis LB-0048 Zambie Mwinilunga, Samwirang Hill 11.742169S 24.507828E / / / 12| 6
C. virilis LB-0059 Zambie Mwinilunga, Samwirang Hill 11.742169S 24.507828E / - / 12| 6
C. virilis LB-0060 Zambie Mwinilunga, Samwirang Hill 11.742169S 24.507828E / / / 12| 6
C. virilis LB-0063 Zambie NW Province, Chivoma env., Mwanamutowa 12.2226S 24.13178E / / / 12| 6
C. virilis LSAFR1173-12 JAR Gauteng prov., Hekpoort 25.938S 27.639E / - - 12| 6
C. virilis LB-0064 Zambie NW Province, Ikelenge, Kalene Hill 11.11522S 24.12247E - / / - -
C. virilis LB-0025 Oman Rakhyut 16.7650867N 53.3355411E / / / 14| 7
C. virilis LB-0168 Oman Dhofar, Araanoot vic. 16.7028756N 53.147958E / - / 15| 7
C. virilis LB-0174 Oman Khalal 20.1686578N 58.6396869E / / / 15| 7




Druh ID Zemé Lokalita GPS COl | Wg |EFla| H | G
C. virilis LB-0159 Sokotra Wadi Deneghen 12.5333331N 53.9666669E / / / 16| 7
C. virilis LB-0160 Sokotra Wadi Deneghen 12.5333331N 53.9666669E / / 16| 7
C. virilis LB-0161 Sokotra Wadi Deneghen 12.5333331N 53.9666669E / - / 16| 7
C. virilis LB-0162 Sokotra Wadi Deneghen 12.5333331N 53.9666669E / / / 16| 7
C. virilis LB-0163 Sokotra Wadi Deneghen 12.5333331N 53.9666669E / - / 16| 7
C. virilis LB-0164 Sokotra Wadi Deneghen 12.5333331N 53.9666669E / / / 16| 7
C. virilis LB-0165 Sokotra Wadi Deneghen 12.5333331N 53.9666669E / / / 16| 7
H. aequatorialis LB-0145 Kena Kabaru forest, Nyeri 0.375839S 36.885840E / - / - -
H. aequatorialis LB-0147 Kena Kabaru forest, Nyeri 0.375839S 36.885840E - - / - | -
H. aequatorialis LB-0148 Keta Kabaru forest, Nyeri 0.375839S 36.885840E / - / - | -
H. marungensis LB-0207 Kongo Beni Nord-Kivu 0.4815569N 29.4528236E / - - - | -
H. marungensis MR_ZF_053 Uganda Western region, Kibale Forest NP, Kyanyawara 0.561192N 30.356959E / - - - -
H. marungensis MR_ZF_057 Uganda Western region, Kibale Forest NP, Kyanyawara 0.561192N 30.356959E / - - - -

/ ... pouzitelna sekvence DNA

- ... nevhodna sekvence DNA nebo netestovano




