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Abstrakt

Rod Torymus ma velmi diverzifikované parazitické strategie a adaptace na své hostitele.
Larvy jsou ektoparazitické a napadaji prevazn¢ halkotvorné zlabatky (Hymenoptera:
Cynipidae) a hélkotvorné bejlomorky (Diptera: Cecidomyiidae). Nicméné nékolik druht
parazituje i na jinych hmyzich skupinach nebo jsou to dokonce fytofagové. Bylo publikovano
nekolik hypotéz a praci o evoluci hostitelského spektra, ale zatim nebyly dostatecné testovany
na parazitickém hmyzu. V této praci jsem studovala koevoluci rodu Torymus a jeho hostiteli.
Hlavnimi otdzkami jsou jaké hostitelské preskoky béhem evoluce hostitelskych strategii
probéhly a zda jsou sesterské druhy parazitoidl specializované na ptibuzné nebo nepiibuzné
druhy zijici ve stejném prostiedi. Také jsem studovala morfologické adaptace na hostitele.
Sestavila jsem fylogeneticky strom na zéklad¢é 5 genti, aby mohly byt tyto hypotézy kriticky

otestovany a porovnala jsem hostitelské asociace uvniti a mezi klady rodu Torymus.

Kli¢ova slova: Torymus, Chalcidoidea, parazitoid, fylogeneze, hostitelska specializace






Abstract

The genus Torymus (Chalcidoidea: Torymidae) has very diversified parasitic strategies
and adaptations to its hosts. Its larvae are ectoparasitoids and attack mostly larvae of various
gall wasps (Hymenoptera: Cynipidae) and gall midges (Diptera: Cecidomyiidae). However,
few species prefer also other insect groups as a host or are even phytophagous. Many
hypotheses concerning evolution of insect host associations were published, but have not been
satisfactorily tested using parasitic insects as a model. In this thesis I studied coevolution of
the genus Torymus and its hosts. The main questions are what kind of host shifts occurred
during the evolution of host strategies and whether sister species of parasitoids are specific to
the related hosts/or nonrelated hosts living in the same type of habitat. I also studied changes
at morphological adaptations to its hosts. To test critically these hypotheses, I constructed
phylogenetic tree of selected Torymus species based on 5 genes and compared their host

association within and between clades of Torymus.

Key words: Torymus, Chalcidoide, parasitoid, phylogeny, host specialisation
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1. Uvod

Chalcidky jsou druhou nejpoéetnéjsi nad&eledi blanokiidlého hmyzu. Citaji pies 22 500
popsanych zastupct (Klopfstein et al., 2013, Munro et al., 2011). Dnes je podle databaze
vramci nadceledi Chalcidoidea uvadéno 23 celedi (Noyes, 2018). Vcetné Cceledi
Megastigmidae, ktera byla doneddvna klasifikovana pouze jako podceled’ ¢eledi Torymidae
(Jansta et al., 2017). Praveé do celedi Torymidae patii rod Torymus popsany jiz v roce 1820
(Dalman, 1820). Prace JansSta et al. (2017) objasnila mnohé fylogenetické vztahy v ramci
celedi Torymidae a postaveni rodu Torymus v Celedi. Nicméné s rodem Torymus jsou stale
spojené rizné taxonomické a fylogenetické nejasnosti. Je uznavam koncept druhovych skupin
podle Graham & Gijswijt (1998), ktery je zalozeny na morfologii a hostitelskych asociacich.
Fylogenetické vztahy v rdmci rodu jsou vSak stdle nejasné a dle Jansta et al. (2017) pfili§

nekopiruji morfologické znaky.

Jednim z dominantnich morfologickych znaki (ne vSak synapomorfnim) rodu Torymus
a celé celedi Torymidae je dlouhé kladélko u samicek. To je bezesporu jednou z hlavnich
adaptaci na napadani jejich hostitelskych druhti. Vétsina hostitelti rodu Torymus se totiz vyviji
v halkach riznych velikosti, a tak u parazitoidii najdeme mezidruhovou variabilitu v délce
kladélka.

Hostitelské asociace a adaptace na hostitele, jez se vyvijely v evoluci, jsou ohromné
zajimavé fenomény. Neméné zajimava je evoluce hostitelské specializace a evoluce Sife
hostitelského spektra. Neustdle se mnoho praci snazi odpovéd na otazky, jak evoluce
hostitelského spektra probihala, nejcastéji hypotézy o evoluci hostitelskych specializacich
byvaji studovany u fytofagniho hmyzu. Mnoho studii bylo provedeno v ramci fadu motylt
(Lepidoptera) (napi. Hardy & Otto, 2014). U parazitickych zivocichi a konkrétn¢ u
parazitoida takovych studii nebylo dosud provedeno mnoho (napt. Al Khatib et al., 2016).

Hlavnim cilem této prace je sestavit fylogenezi rodu Torymus a pokusit se (1)
odpoveédet na otazky tykajici se hostitelskych preskokt, zda (2) sesterské druhy parazituji na
piibuznych hostitelich ¢i nikoliv a zda (3) druhové skupiny koresponduji s molekuldrni

fylogenezi.



2. Literarni prehled

2.1. Hostitelska specializace
2.1.1. Hypotézy o evoluci hostitelského spektra

Bezpochyby lze Zivocichy a konkrétn€ i ty parazitické rozdé€lit na specialisty a
generalisty (Onstad & McManus, 1996; Wilson et al., 1996). Specialisté se od generalistl
odliSuji nejen S$ifi hostitelského spektra (,,host range®), ale liSi se morfologickymi
piizpisobenimi na hostitele (Chapman, 1982) ¢i zplsobem vyhledavani hostitela
(Peters, 2011). Nicméné pfi studiu védeckych praci, a hlavné pfi jejich porovnavani, nesmime
opominat, ze ne vSichni autofi rozdéluji studované zivocichy dle sife hostitelského spektra jen
do dvou kategorii. Naptiklad Al Khatib et al. (2016) ve své praci zabyvajici se parazitickymi
vosickami rodu Eupelmus (Hymenoptera: Eupelmidae) vymezili tfi trovné miry specializace.
Prvni kategorii predstavuji striktni specialisté (specializovani na jednoho hostitele), nasleduji
pfechodni specialisté (parazitujici na vice hostitelich, ktefi si jsou pfibuzni) a nakonec
posledni kategorii jsou generalisté (parazitujici napfi¢ hmyzimi fady). Podobné je tomu i u
vcel (Hymenoptera: Apidae), kde jsou uvadéni zéstupci monolekticti, oligolektici a
polylekti¢ti (pozn. terminologie korespodnduje s pojmy specialista a generalista takto —

monolekti¢ti = specialisté a polylekticti = generalisté) (Cane et al., 1996; Miiller, 1996).

At uZ si pfi studiu Zivo€ichy rozdélime jakkoliv, nejzajimavéjsi ziistava, jak probihala
evoluce Sife hostitelské spektra. A jelikoZ specializace a evoluce hostitelského spektra jsou

velmi zajimavymi fenomény, bylo vysloveno mnoho hypotéz, které se je snazi vysvétlit.

Prvni hypotéza, ,Jack of all trades is master of none* (Huey & Hertz, 1984) —
porovnavajici, zda je vyhodné&jsi byt specialista nebo generalista — fika, zZe generalisté byvaji
znevyhodnéni. Hypotéza byla testovana v ramci blanokiidlych parazitoidi mSic
(Hymenoptera: Ichneumonidae: Braconidae), v dile zminénych studiich se ukazalo, ze
generalisté nejsou tak U€¢inni ve vyuzivani hostitelll jako specialisté. Konkrétné Stilmant et al.
(2008) testovali tuto hypotézu u tii zastupcl z podceledi Aphidiinae (Aphidius rhopalosiphi,
Aphidius ervi, Praon volucre) a Straub et al. (2011) méli ve své studii zahrnuto parazitoidii
(42) podceledi Aphidiinae vylihnutych z 48 druhii hostitelt. V tomto ptipadé §lo o sekundérni
analyzu dat ze studie Kavallieratos et al. (2004), ve které byly data z 13 let trvajiciho

mapovani hostitelské asociace mezi mSicemi a parazitoidy v jihovychodni Evropé.



Podivame-li se obecné na evolu¢ni historii a fylogenezi studované skupiny, bude nas
zajimat, zda evoluce §la od generalisti ke specialistim, nebo smétovala od specialistii a
generalisté byli az odvozenéjsi. Ze studii, které se tomu vénovaly, plyne, Ze u riznych skupin
se vyskytuje jiny evolucni scénatf. U 15 testovanych skupin fytofagniho hmyzu (Singer &
Stireman, 2005) dle autorti evoluce postupovala smérem od generalisti ke specialistim,
zatimco u parazitické Celedi Tachinidae (Diptera: Tachinidae) probihala evoluce opacné

(Stireman, 2005).

U parazitoidii se setkdvame se dvéma zpusoby vyuzivani hostiteli, koinobiontni a
idiobiontni strategie. Koinobionti hostitele napadnou a nechaji ho se déle vyvijet, idiobionti
hostitele po napadeni usmrti a zatnou ho konzumovat (Askew & Shaw, 1986). Predpoklada
se, ze koinobiontni strategie je evolucné odvozengjsi a druhy s koinobiontni strategii proto
byvaji vice specializovani (Hawkins et al., 1992). Studie evoluce né€kterych skupin tuto teorii
nezamitaji. Naptiklad dne$ni Heliconinae (Hymenoptera: Ichneumonidae), jejichz ancestralni
stav byl idiobiontni, jsou vétSinové koinobionti, a tudiz jejich evoluce probihala smérem ke
specialistim (Belshaw & Quicke, 2002). Takto jednoduchy a jednosmérny proces v evoluci

evolu¢nimi procesy se zabyvaji dalsi hypotézy.

»Hypothesis of musical chairs* (pozn. nazev podle détské hry), kterd byla nejprve
vyslovena v kontextu ptaich kolonizaci ostrovili, piedpokladd, ze béhem evoluce dochézi
k hostitelskym pteskokiim, ale nikdy se neméni Sife hostitelského spektra. Mini tedy, ze
dochazi k hostitelskym ptreskokiim a ze specialisti se opét stavaji specialisté (Diamond,

1982).

Naproti tomu ,,Oscilaéni hypotéza“ (,,Oscillation hypothesis*) pocitd, ze v evoluci
dochazi ke zménam v §ifi hostitelského spektra a také predpoklada vyvoj od generalistii ke
specialistim, ¢i nahodily vyskyt specialisti a generalisti v rdmci fylogenetickych vztahii

(Janz & Nylin, 2008).

Hardy & Otto (2014) hypotézy testovali u motylli v ramci $ir$i taxonomické jednotky u
nadceledi Papilionoide (Lepidoptera: Papilionoidea) a niz$i taxonomické jednotky u tribu
Heliconii (Lepidoptera: Nymphalidae: Heliconiini), kde se pfiklonili k ,,Hypothesis of musical
chairs®“. U parazitoidi z Celedi Tachinidae (Diptera: Tachinidae) také evoluce hostitelského
spektra neodpovidala ,,Oscilacni hypotéze* (,,Oscilation hypothesis®), ale spiSe ji Iépe

vysvétluje ,,Hypothesis of musical chairs®. Nicméné v této studii byla hypotéza testovana na



malo podpotené fylogenezi, coz mohlo vést k problémlim analyzy (Stireman, 2005). V jediné
studii, kde tyto hypotézy testovali u nadceledi Chalcidoidea, naopak pribéh evoluce naopak
lIépe popisuje ,,Oscilacni hypotéza“. Nicmén€ v této studii u druhové skupiny “FEupelmus
urozonus species group” (Hymenoptera: Chalcidoidea: Eupelmidae) bylo velmi malé druhové

zastoupeni a také velmi maly pomér specialisti ku generalistim (3 ku 10)

(Al Khatib et al., 2016)

Jeden z autorti zminéného ¢lanku porovnavajiciho dvé vyse uvedené hypotézy se dale
této problematice vénoval a hledal tskali, kterda mohou hypotézy mit. Zabyval se mimo jiné
tim, zda opravdu dochazelo v evoluci k fazim, kdy byly druhy generalisté. Ptiklani se také
k teorii, ze hostitelsky generalismus zjednodusSuje evoluci hostitelského spektra, jinymi slovy
u generalist se vevoluci snaz ménila Sife hostitelského spektra a sndz dochéazelo k
pteskokiim (Hardy, 2017). Nabizi ve své praci alternativy k ,,Oscilacni hypotéze* a shrnuje
hypotézy v tabulce (viz. Tabulka 1). Podrobil statistickému testovani dfive publikované
fylogeneze s namapovanym hostitelskym spektrem. Ukazuje se, ze lze pozorovat tendence
v evoluci, které predpoklada vice hypotéz. Nicméné se jedné o ptiklady, kdy byly hypotézy

testovany na skupindch neparazitického hmyzu.

Tabulka 1: Fylogenetické dikazy navrhovanych hypotéz o evoluci hostitelského spektra na
zéklad¢ statistického testovani jiz sestavenych fylogenezi. Pfevzato a upraveno podle Hardy
(2017); hypotézy: ES = Escape and radiate; OH = Oscillation hypothesis; MC = Musical

chair, SD = Specialization by drift; SS = Serial specialization.

Hypotéza | Predikce Pro/Proti Taxon Reference

Vsechny | Historické omezeni ,,vyuziti | Pro Lepidoptera | Janzetal, 2006
hostiteli* omezuje
diverzifikaci kladu

ER, OH | Po speciaci nasleduje expanze | Pro Lepidoptera | Fordyce, 2010
hostitelského spektra

ER, OH, | Rapidnéjsi speciace u | Pro (protiu | Coccoidea ?glrgy ot al,

SD, SS generalistl specialistil)

MC Rapidné&jsi speciace u | Pro (proti u | Lepidoptera ;‘glrjy & Otto,
specialisti generalistl)




OH, MC | Rychlejsi speciace v liniich, u | Pro Lepidoptera ?glriy & Otto,
kterych dochazi
k hostitelskym pieskokiim

ER, OH, | Hostitelskd specializace je | Pro Coccoidea ;Iglrgy et al,

SD, SS vazana na speciaci

ER, OH, | Evoluce hostitelského spektra | Proti Lepidoptera I;glriy & Otto,

SS je vazand na speciaci a
zpusobuje ji

OH, MC, | Generalist¢ mnohem rychleji | Pro Lepidoptera ﬁ?ﬁkleg 008 &

. . , . ier,

SD kolonizuji nového hostitele

ER, OH | Mnohem ¢asté&ji jsou hostitelé | Proti Lepidoptera I;glrjy & Otto,
ztraceni, nez nove
kolonizovani

SD, SS | Generalismus muze Pro Lepidoptera, ?glrnget ag

. , Hamm

pietrvavat po dlouhou dobu Coccoidea Fordyce, 2015,
makroevolué¢niho ¢asu ;Ig‘lriy & Otto,

ER, OH | Generalismus nebude Proti Lepidoptera, ?glrng et 1-

A , Hamm

pretrvavat po dlouhou dobu Coccoidea | Fordycec,2015,
makroevoluéniho ¢asu ;‘g}riy & Otto,

Nekteti autofi (napf. Gompert et al., 2015) se snazi nalézt genetickou evidenci, ktera by
ovlivitovala specializaci (nejedna se o testovani na fylogenetické Skale). Podrobili nekolik
generaci jejich modelového organizmu, u kterého se liSi hostitelé¢ spektrum, studiu zmény
frekvence alel. Hypotéza byla testovana na zdkladé¢ experimentalni evoluce, sekvenovani a
genotypizace. VySe zminéni autofi ve své studii objevili, Ze geneticka variance a s ni spojené
omezeni neovliviiuje specializaci na hostitelské rostliny u motyli. Naproti tomu studie od
stejného autora (Gompert et al., 2016) tikd, Ze existuje geneticka evidence, Ze trade off a
genetickd variance ovliviiuje specializaci u semenozravych zrnokazii skvrnitych

(Callosobruchus maculatus).

Ackoliv vySe zminéné hypotézy se tykaly primarné a piivodné fytofdgniho hmyzu,
existuje 1 zcela unikdtni hypotéza, kterd byla vyslovena a testovana v souvislosti
s blanokiidlymi parazitoidy. Hypotéza brzkého uceni byla poprvé testovana u druhu
Lariophagus distinguendus (Hymenoptera: Pteromalidae). Tento druh se sklada ze dvou dobfte
geneticky oddélenych linii. Prvni, pravdépodobné ancestralni, linie schopnost uceni nema.

Tato linie parazituje na ptivodnim hostiteli Stegobium paniceum (Coleoptera: Anobiidae).
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Druh4 linie, kterd jiz schopnost brzkého uceni v evoluci ziskala, preference méni a vybira si
spiSe jiné hostitele z rodu Sitophilus (Coleoptera: Curculionidae), ktery autofi pouzili jako

alternativniho hostitele v této studii (Konig et al., 2014).

V ramci nadceledi Chalcidoidea prozatim nebylo testovano mnoho hypotéz. Kromé
vyse zminéné studie Al khatib et al. (2016) byla provedena jesté jedna zasadni studie, ktera
mapovala evoluci hostitelského spektra u celedi Eucharitidae. Zastupci této Celedi parazituji u
mravencl. Hostitelské spektrum bazalnich zastupct parazitoidi byva uzsi a sklada se ze
zastupct jedné mravenci podceledi. U odvozenych parazitoidii se Ize setkat s hostiteli ze tii
mravencéich podceledi (Murray et al.,, 2013). V obou ptipadech se jednalo o testovani na

zéakladé sestavenych molekularnich fylogenetickych vztaha.

2.1.2. Slepé evoluc¢ni ulicky neboli ,,death ends*

Specializace miize znamenat pro konkrétni druh slepou evolu¢ni uli¢ku (,,dead end*)
(Cope, 1896). Z toho plyne, ze specializovani zivo€ichové by méli byt nachylnéjsi k vyhynuti
(extinkci). Ackoliv ztoho maji v kratkodobém meéftitku vyhodu, v dlouhodobém nikoliv
(Futuyma & Moreno, 1988). Podle Oscilacni hypotézy by u specialisti evoluce do slepé
ulicky vést neméla (Janz & Nylin, 2008). N&které souCasné studie, které tuto hypotézu jiz
mohou testovat na zdkladé¢ molekularnich fylogenezi, hypotézu slepych evolucnich uli¢ek
(,,dead end*) nevyvraci. Naptiklad u cervcli (Hemiptera: Coccoidea) vede hostitelska
specializace do slepé evolucni ulicky (Hardy et al., 2016). Proti tomu stoji fylogeneticka
studie o kukac¢ich v€elach rodu Sphecodes (Hymenoptera: Apoidea), ktera vylucuje, Ze by
specializace vedla do slepé uliCky, protoze specialisti v tomto rodé¢ vzdy méli néjakého

alternativniho hostitele (Habermannova et al., 2013).

Podle jedné ze starSich srovnavacich studii, kterd se zaméfila i na parazitoidy, vede
specializace ke zpomaleni diverzifikace (Wiegmann et al., 1993). Hostitelské spektrum podle
jinych vysledkt nema vliv na rozvoj diverzifikace. Polyfagie je u modelové skupiny této
studie fylogeneticky konzervovana (Hamm & Fordyce, 2015). Nejvice recentni a srovnavaci
studii provedl Day et al. (2016) na zaklad¢ deseti fylogenezi a testovali, zda je hostitelska
specializace slepou evoluc¢ni ulickou. Jednalo se o systémy opylova¢ — hostitel (2x), parazit —
hostitel (4x) a fytofag — hostitel (4x). Jejich testovani zahrnovalo nulovou hypotézu, ktera
znéla, ze u specialisti 1 generalistli je stejnd mira speciace, diverzifikace 1 extinkce. To

znamend, ze by S$ife hostitelského spektra neméla ovliviiovat speciaci, diverzifikaci ani
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extinkci, z ¢ehoz explicitné plyne, Ze by specializace neméla vést do slepych evolucnich
uli¢ek. Ve dvou z deseti pripadu se potvrdilo, ze specializace vede do slepé evoluéni ulicky,
tudiz ma negativni vliv na diverzifikaci a zvySuje miru extinkce. V osmi piipadech byla
podpofena nulova hypotéza. Nulova hypotéza byla zamitnuta u systému parazitoidi celedi
Tachinidae (Diptera: Tachinidae) a jednoho z opylovacich systému. Také zminuji dilezitost

definovani a vyhranéni pojmu specialista a generalista.

2.1.3. Koevoluce

Pokud mluvime o koevoluci, znamena to, Ze mezi dvéma asociovanymi druhy muselo
nutn¢ dojit k synchronizaci evolu¢nich udélosti. Druhy vzajemné odpovidali genetickymi a
adaptacnimi zménami. At uz se jednd o systém parazitoida a hostitele ¢i jiny koevolu¢ni
vztah (Futuyama & Slatkin, 1983). V ptirod¢ lze nalézt spoustu koevolu¢nich vztaht,
nicméné jeden extrémni piipad se vykytuje vramci nadCeledi Chalcidoidea, a proto si
zasluhuje znacnou pozornost. Jedna se o takzvané fikové vosicky (Hymenoptera: Agaonidae),
které opyluji u rodu Ficus sp. Vtomto systétmu se jedna téméf o kodiverzifikaci
(Cruaud et al., 2012). V systému se krom¢ opylujicich halkotvornych nachazi vosicky, které
jsou neopylujici hdlkotvorné a také parazitoidi. U téch se mira kospeciace s hostiteli
nevyskytuje v takové mife jako u opylovaci. Také se uvadi, ze maji $ir$i hostitelské spektrum

(Lopez-Vaamonde et al., 2001; McLeish et al., 2012).

V nékterych piipadech nedochazi pifimo ke kospeciace, ale blizce ptibuzni parazitoidi
napadaji fylogeneticky nepifibuzné hostitele, ktefi ale maji stejné ekologické naroky.
V takovém ptipad¢ se mluvi o hypotéze ,,ekologie hostitele* (,,Host ecology hypothesis®).
Naptiklad u rodu Ichneumon (Hymenoptera: Ichneumonidae) miizeme nalézt takto ovlivnéné
hostitelské asociace. Sesterské druhy parazituji na nepiibuznych hostitelich, ktefi jsou si
ekologicky blizci (Tschopp et al., 2013). U rodu Ichneumon se objevuji i zfejmé morfologické
adaptace parazitoidli na ekologii hostitele. Morfologické adaptace spocivaly v délce a tvaru
tykadel. To znamena, Ze parazitoidé z rodu Ichneumon jsou adaptovani na to, zda se kukla
nachazi pod zemi (parazitoidé s kratSimi a tlustSimi tykadly) nebo nad zemi (parazitoidé
s del$imi tykadly). Dale se tento typ asociace objevuje u podceledi Rogadinae (Hymenoptera:
Braconidae) a  jejich  kukel  hostitelskych  druht.  motylad  (Lepidoptera)
(Zaldivar-Riveron et al., 2008) a u hrabalek (Hymenoptera: Pompilinae) a u jejich pavoucich

hostiteld  (Rodriguez et al, 2016). Také wu tropickych zastupci celedi
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Tachinidae (Diptera: Tachnidae) byva vétSina specializovanych na uzsi skupinu ekologicky
blizkych  hostiteld  (Stireman et al., 2017). U rodu  Achrysocharoides
(Hymenoptera: Eulophidae) jsou vazby na hostitele determinované hostitelskou rostlinou
(Lopez-Vaamonde et al., 2005). Ve vétsin€ téchto zminénych piipadl se jedna o parazitoidy

s idiobiontni strategii.

2.2. Hostitelé rodu Torymus

Zastupci rodu Torymus napadaji predevSim larvy halkotvornych Zlabatek
(Hymenoptera: Cynipidae) a bejlomorek (Diptera: Cecidomyiidae), ale jsou mezi nimi i druhy
vyvijejici se na larvach samotatskych Zahadlovych blanokiidlych, broucich, larvach jinych
druht halkotvornych chalcidek, a dokonce druhy fytofagni, zivici se semeny rostlin (Graham
& Gijswijt, 1998; Noyes, 2018). V ramci rodu nalezneme specialisty, druhy specializované na
hostitele ~ vramci jedné  hostitelské rostliny ¢i  zcela  polyfagni  zastupce
(Graham & Gijswijt, 1998). U mnoha druhii stidle nezname hostitele, 1 kdyZ u nékterych byly
publikovany alespon jisté ndznaky asociace. Naptiklad u druhu 7. evansi neni znamy hostitel,

ale Grissell (2004) poukazuje na asociovani s ploSticemi.

Vétsina hostiteltt rodu Torymus se tedy vyviji v halkach. Héalky vyvijecim se larvam
slouzi jako efektivni zdroj potravy (Schonrogge et al., 2000), ale také jsou obrannym
mechanismem (Bailey et al., 2009). Pojednava o tom takzvand ,,hypotéza nepfitele” (,,Enemy
Hypothesis“) (Stone & Schonrogge, 2003). Adaptace na vytvofeni halek mohla nasledné vést
k ,,prostoru bez neptatel* (,,Enemy-free morphospace) (Nyman et al., 2007). To znamena, Ze
pod selekénim tlakem predatord/parazitoidi cCili neptatel se vyvinul néjaky obranny
mechanismus. Nyman et al. (2007) také tvrdi, Ze vztahy mezi parazitoidy a halkotvornymi
hostiteli jsou tak slozit¢ a komplexni, Ze je nelze popsat hypotézou ,Utéct a radiovat™
(,,Escape and radiate) (Ehrlich & Raven, 1964). Podle ni by tnik pfed parazitoidem m¢l
znamenat nahly nastup radiace a diverzifikace. Z mnoha studii plyne, ze ackoliv halky larvu
pfed parazitoidem zcela neuchrani, existuji nékteré charakteristiky, které snizuji parazitaci.
Naptiklad se zvySujici se velikosti halky se sniZuje procento parazitace, nebo také pfti
zvySovani tloustky stény. Naptiklad u Zlabatek rodu Diplolepis (Hymenoptera: Cynipidae)
(Laszlo & Tothmérész, 2013) a také u invazni zlabatky Dryocosmus kuriphilus
(Hymenoptera: Cynipidae) rozhoduje o parazitaci velikost. U druhého zminéného hostitele

(D. kuriphilus), si pravé T. sinensis vybira pro nakladeni vétsi halky (Cooper & Rieske, 2011).
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V obranyschopnosti také miize rozhodovat tvrdost halek (Craig, 1990) ¢i jejich chlupatost
(Dixon et al., 1998).

Zastupci halkotvorného hmyzu jsou mnohem specializovan€j$i nez ostatni z fad
fytofagniho hmyzu (Hardy & Cook, 2010). Naptiklad v evoluci u Zlabatek doslo dokonce ke
konzervatismu v hostitelskych rostlinach, ktery odpovidéd predpokladu minimélniho poctu
hostitelskych pteskoki v evoluci. Také se ukézalo, ze linie ,,bilych dubi® je parazitovana
jinymi rody zlabatek nez linie ,,Cernych dubi® (Stone et al., 2009). Dale je prozkouman
Asijsky ptivod Zlabatek a Sifeni do zépadni palearktické oblasti, které prokazuje charakter
difusni koevoluce, kdy v systému na sebe vyviji selekéni tlak dvé populace soucasné
a reciprocné (Janzen, 1980). Béhem Sifeni dochazelo k unikani pied parazitoidy, ktefi jsou

uvadeni jako zastupcei z fad generalistli (Stone et al., 2012).

Z novgjsi fylogenetické studie celé Celedi Cynipidae (Hymenoptera) (Ronquist et al.,
2015) plyne, ze prvni hélkotvorni pfedci byli asociovéani s dfevinami a v evoluci v ramci
Celedi dochazelo k preskokim mezi inkvilinismem a halkotvornosti. Celkem v celedi
vymezili 12 tribG. Halkotvorni zastupci se vyskytuji v tribech Cynipini, Diplolepini,
Pediaspidini, Eschatocerini, Qwaqwaiini, Aylacini s. stricto, Aulacideini, Phanacidini,
Ceroptresini) V rdmci tribu Diastrophini jsou zastoupeni halkotvorné druhy 1 inkvilini.
Inkvilinismus u tribi Paraulacini, Synergini s. str. (vzdcné halkotvorny zéstupce),
Ceroptresini (prozatim malo dat a nedostate¢né znama biologie). Mezi hostitele rodu Torymus
patii hlavné zastupci z tribu Diplolepini, ktefi jsou asociovani s rizovitymi (Rosaceae), a také
zastupci z tribu Cynipini, ti tvofi halky hlavné na bukovitych (Fagaceae), konkrétné na

dubech (Quercus).

Druhou vyznamnou halkotvornou hostitelskou skupinou jsou bejlomorky (Diptera:
Cecidomyiidae). Pod¢eled” Cecidomyiinae je halkotvorna skupina s nejvétsi druhovou
diverzitou (Gagné & Jaschhof, 2004). Jsou asociovani hlavné s bylinami a v n&kolika
desetiletich v naSi krajiné¢ zacali zbyvat. Z dlouhodobého vyzkumu a mapovani Ceskych
lokalit je vidét, jak druhy ubyvaji. Nékteré jsou dnes jiz velmi vzacné a lze je jen t€zko najit
(Skuhrava & Skuhravy, 1993). V asociacich s bejlomorkami naptiklad bylo prokdzano, ze ve
vztahu parazitoida 7. cecidomyidae a hostitele Rabdophaga strobiloides (Diptera:
Cecidomyiidae) existuje funkéni zavislost mezi mirou parazitace a velikosti hostitelské halky
na hostitelskych rostlinadch Salix eriocephala a S. bebbiana. Parazitoid si preferencné vybira

prostiedni velikosti halky, coz autofi (Van Hezewijk & Roland, 2003) interpretuji jako



ochranu pted predaci ptaky. Nicméné to mtze byt 1 velikosti kladélka a neschopnosti mensi

halku lokalizovat.

2.3. Rod Torymus

Rod Torymus patii do Celedi Torymidae. V nedavné dob¢ byla na zékladé molekularni
fylogeneze (Jansta et al., 2017) a fylogeneze sestavené na zakladé transkriptomovych dat
(Peters et al. 2017) prokdzana monofylie Celedi. V rdmci celedi Torymidae bylo stanoveno
Sest podceledi a Sest podceledi a Sest tribii. Rod Torymus tadime do tribu Torymini v rdmci
podceledi Toryminae (JansSta et al., 2017). Stafi rodu Torymus je odhadovano na cca 65

miliont let (Peters et al., 2017) az cca 45 mil. let (Peters et al., 2018).

Obrazek 1: Samec a samice druhu Torymus bedeguaris. Na prvni pohled je patrny

sexualni dimorfismus (foto: Josef Dvoték, biolib.cz).

Rod Torymus byl popsan jiz v roce 1820 (Dalman, 1820). Dnes je popsanych vice nez
400 druhti (Noyes, 2018). Jak vypada zcela bézny zastupce toho rodu Ize vidét na Obrazku 1.
Stale je uznavano rozde¢leni druhti do druhovych skupin pro evropské druhy, které nastolili
Graham & Gijswijt (1998) (viz Tabulka 2). Rozd¢€leni do druhovy skupin je zalozeno na bazi

vnéj$i morfologie a hostitelskych vazeb. Oba tyto charaktery vSak mohou byt konvergentni a
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toto rozdéleni nemusi zcela odpovidat evolu¢ni historii a fylogenetickym vztahiim v ramci
rodu. Nicméné tato monografie je velice cenna a obsahuje mnoho krucialnich informaci, o
roz§iteni, morfologii a hostitelskych vazbach. Dalsi druhové skupiny (pro zapadonearktické
zastupce) byly ustanoveny jiz dle Grissel (1976) (viz Tabulka 3). Zavada (2003) provedl
revizi a stanoveni poddruhti a druhovych skupin, vychazel z Graham & Gijswijt (1998) pro
palearktické druhy a podle Grissell (1976) pro druhové skupiny ze zapadni nearktické oblasti.
V praci podle morfologickych znakl, které vybral jako mozné definujici znaky a
synapomorfie poddruhti provedl morfologickou revizi a pfisel s novym konceptem poddruht

a revizi predchazejicich druhovych komplext (viz Tabulka 4).

Tabulka 2: Zjednoduseny vycet druhovych skupin (podle Graham & Gijswijt, 1998).
(Pozn.: Do nékterych druhovych skupin, které obsahuji velky pocet druhti, byly vypsany

ptednostné druhy zahrnuté ve fylogenezi v této praci.)

Druhova skupina Zastupci Hostitelé
T. nitidulus-group T. fuscicornis, T. nitidulus | zé&stupci rodu Semudobia
(Diptera: Cecidomyiidae) na
btizéach
T. laetus-group T. arcicus, asociace s druhy na ostficich

T. chrysocephalus,

T. cyprianus, T. fisheri,
T. grahami, T, igniceps,
T. laetus, T. regalis,

T. scaposus, T. ventralis

T. cupreus-group T. calcaratus, T. cupreus, | Zahadlovi blanoktidli
T. pulcher (Hymenoptera: Sphecidae,
Apidae) z ostruzniku,

T. austriacus-group T. austriacus, Neznama biologie.
T. imperatrix

T. baudysi-group T. baudysi, T. thalassinus | zéstupci rodu Tetramesa
(Hymenoptera: Eurytomidae)
na lipnicovitych (Poaceae)

T. cyaneus-group T. affinis, T. cerri, zlabatky (Hymenoptera:
T. cyaneus, T. fastuosus, Cynipade) na dubech
T. gracilior, T. notatus

11



T. varians-group

T. aucupariae,
T. druparum, T. varians

semena riizovitych (Rosaceae),
fytofagové

T. erucarum-group

T. erucarum, T. formosus,
T. nobilis, T. roboris,
T. scutellaris, T. nemorum

zlabatky (Hymenoptera:
Cynipidae) tvotici halky na
dubech

T. hederae-group

T. fagi, T. fagineus,
T. hederae, T. speciosus

parazité bejlomorek na buku

T. flavipes-group

T. flavipes, T. longicalcar

zlabatky tvofici halky na
dubech a javorech

T. pulchellus-group

T. lampros, T. microcerus,
T. pulchellus

asociovani s halkami na vrbach

T. cingulatus-group

T. angelicae,

T. cingulatus,

T. filipendulae,

T. micrurus, T. poae,
T. quercinus,

T. triangularis

zlabatky na bylinach,
bejlomorky na bylinach,
ruzovitych, travinich a
dfevinach

T. bedeguaris-group

subgroup bedeguaris—T.
auratus, T. bedeguaris, T.
rubi, (celkem 9 druhti)

subgroup chloromerus—
napt. 7. confinis, T.
hylesini, T. chloromerus,
T. impar, T. scandicus, T.
socius, T. stenus, T.
veronicae, (celkem 79
druhti)

subgroup juniperi— 7.
caudatus, T.
flavovariegatus, T.
Jjuniperis, T. heyeri,
(celkem 6 druhi)

subgrup tipularium— 7.
amurensis, T. basalis, T.
salicis, T. tipularium, T.
poae (celkem 9 druhti)

rizni napfic fady; zlabatky na
ruzovitych, bejlomorky na
bylinach, druh Torymus
hylesini) parazituje na broucich
(Coleoptera: Scolytidae) na
jasanu
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Tento piehled je zjednoduSeny a souhrnné ilustraéné ukazuje hostitelskou diverzitu

studované¢ho rodu. Krom¢ druhovych skupin autofi ustanovili tzv. ,species sola“: T.

apiomyiae, T. armatus, T. arundinis, T. azureus, T. favardi.

Tabulka 3: Druhové skupiny podle Grissel (1976), které postihuji druhy vyskytujici se v

zapadni ¢asti nearktické oblasti.

Druhova skupina

Zastupci

Hostitelé

T. bedeguaris-group

T. flavicoxa,
T. cecidomyiae, T. capite,
T. scalaris, T. bedeguaris

(celkem 38 druhti)

zlabatky na ostruznicich a razich,
bejlomorky na bylinach, meroviti
na bfestovci

T. fullawayi-group

T. axillaris,

T. denticulatus, T. frankiei,
T. fullawayi,

T. subcalifornicus,

T. texanus

zlabatky dubech a bejlomorky na
cypftisich

T. advenus-group

advenus-subgroup —

T. prunicula, T. advenus,
T. solidaginis,

T. umbilicatus
warreni-subgroup —

T. osborni,

T. elegantissimus,

T. racemariae,

T. californicus, T. warreni

advenus-subgroup — bejlomorky a
zlabatky na ostruzniku

warreni-subgroup — Zlabatky na
dubech a rizi

T. varians-group

T. varians, T. sulcatus,
T. fagopirum,

T. pallidicornis,

T. azureus, T. aea

semena fazovitych (fytofagni),
bejlomorky na btizach a smrku,
zlabatky na dubech a
ostruznicich, jeden druh na
Megastigmus (Chalcidoidea:
Megastigmidae) a semenech
muchovniku

T. tubicola-group

T. atheatus, T. dasyneurae,
T. koebelei, T. tubicula,

T. obscurus,

T. anthomyidae,

T. coccineus, T. neuroterus
(celkem 23 druht)

zlabatky na dubech a rtizich,
bejlomorky z riznych rostlin,
z hélek chalcidek z akéacii
(Tanaostigmatidae) a z trav
(Eurytomidae)
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Obrazek 2: Zastupce z druhové skupiny T. fullawayi-group 7. texanus. (foto: Petr

Jansta)

Tabulka 4: Poddruhy a druhové skupiny podle revize od Zavada (2003).

Poddruhy/druhové skupiny Druhy Hostitelé

poddruh Arctorymus
T. baudysi, T. tatianae, chalcidky (Eurytomidae)
nektefi zastupci skupiny na travach
tubicula-group

poddruh Callimomus

austriacus-group

T. austriacus, T. imperatrix

laetus-group

T. arcticus,

T. chrysocephalus,

T. fischeri, T. grahami,

T. igniceps, T. laetus,

T. nemorum, T. regalis,

T. scaposus, T. ventralis

bejlomorky na ostficich

poddruh Lioterphus
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T. azureus, T. fuscicornis,
T. nitidulus

bejlomorky na bfize a
smrku

poddruh Aretorymus

T. calcaratus, T. cupreus

zahadlovi blanok#idli na
ostruzniku a na zlabatkach
na dubu

poddruh Torymus sensu stricto

T. kononovae sp. sola

T. kononovae

neznami hostitel, typova
lokalita Velky Viestov —
vapencové pudy

T. fastuosus sp. sola T. fastuosus zlabatky na dubech
T. cyaneus-group T. brevicoxa, T. cyaneus, zlabatky na dubech a
T. macrurus ruzich

T. varians-group

T. aea, T. aucupariae,
T. druparum, T. eurytomae,

fytofagové na rizovitych,
nekteti maji zoofagni 1

T. gracilor, T. terentiatus, | fytofagni larvy
T. varians

T. affinis-group T. affinis, T. notatus, zlabatky na dubech a
T. cerri ruzich

T. iacchos-group

T. anularis, T. iacchos

zlabatky na ruzich. (autor
uvadi konkrétné

Pocetna

bedeguaris-subgroup (podle
Graham & Gijswijt 1998) a
dale: T. arundinis,

T. flavipes, T. longicalcar,
T. nobilis, T. roboris,

T. erucarum, T. pulchelus,
T. cingulatus

Nipporhodites magna)
T. hederae-group T. fagi, T. fagineus, zlabatky na bucich
T. hederae, T. speciosus
T. chloromerus-group Zahrnuty druhy zlabatky na dubech,
z chloromerus-subgroup a | bejlomorky

Vyse je tedy uveden zjednoduseny vycet toho, jak autoii rozdélili druhy do druhovych

skupin a jaké maji druhové skupiny hostitelské spektrum. V nékterych ptipadech se rozdéleni
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do skupiny lisi, hlavné v systému od Zavada (2003). Jak koresponduji koncepty druhovych

skupin s molekularni fylogenezi bude dale diskutovano.

Na Obrazku 3 ze scanovaciho elektronového mikroskopu se nachazi larva rodu
Torymus. Podle Gomez et al. (2008) se daji larvy posledniho instaru celedi Torymidae
determinovat do rodu, pfipadné¢ i do druhu. Autoii si pro jejich studii zvolili tyto zastupce
rodu Torymus (T. affinis, T. auratus, T. bedeguaris, T. chloromerus, T. cingulatus, T. cyaneus,
T. gerani, T. nobilis, T. notatus a T. rubi). Larvy rodu Torymus, které podrobili morfologické
studii, se vyznacuji témito znaky — vSechny télni segmenty jsou pokryté mnoha fadami
vzpiimenych sét s vétsi hustotou na ventralni strané téla; hlavova kapsule byva §irsi nez delsi;
labrum trojthelnikovitého tvaru a dobie diferencované od labia (dal$i znaky na ustnim ustroji
maji mezidruhovou variabilitu). Tvar téla je spiSe celkové protahly, nicméné se opét 1i§i mezi
druhy (napf. 7. rubi ma znacné protahlé utlé télo oproti druhlim 7. notatus a T. cyaneus).
Autoii také diskutovali, zda se i morfologické znaky larev shoduji s rozdélenim do druhovych
skupin podle Graham & Gijswijt (1998). Do studie zahrnuly zastupce ze Ctyt druhovych
skupin a podle jejich vysledkl byla potvrzena druhova skupina cyaneus-group, kterd sdilela
stejnou hustotu sét na abdominalnim segmentu z ventralniho pohledu a barevné pruhy na

télnich segmentech.

Obréazek 3: Snimek larvy druhu T.cyaneus
v poslednim instaru z elektronového
mikroskopu. Vyvétlivky: head — hlavova
kapsule, TSH1 — 3 — thorakalni segmenty 1
— 3, ABS1 — 9 — abdomindlni segmenty 1 —
9, ANS — andlni segment, vmr —
ventromedialni oblast, vir — ventrolateralni

oblast. Pfevzato z Goémez et al. (2008).
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Larvy rodu Torymus maji idiobiontni strategii, tudiz hostitelskou larvu po napadeni
usmrti a za¢nou ji konzumovat (Askew & Shaw, 1986). Proto o velikosti dospélého jedince
parazitoida s idiobiontni strategii rozhoduje velikost hostitele (Otto & Mackauer, 1998). Jak
uz bylo vySe zminéno, piedpokladd se, Zze idiobionti nejsou tak specializovani jako
koinobionti. Také asociace a zplisob specializace, které popisuje ,,ekologie hostitele* (,,Host
ecology hypothesis®) (Tschopp et al., 2013), se vyskytovalo az na vyjimky hlavné
u idiobiontl. U nékterych druhti bylo pozorovano, ze po zpracovani hostitele v halce se larvy
neékterych druht zacnou zivit rostlinnym pletivem halky, napiiklad u druhu 7. cyaneus

(Askew 1961; Graham & Gijswijt, 1998).

Jeden z druhtt rodu Toymus je asi nejprostudovanéjSim zastupcem. Jednd se o druh
Torymus sinensis, ktery je specialista, se pouziva v biologickém boji proti invazni zlabatce
Dryocosmus kuriphilus (Hymenoptera: Cynipidae) tvofici hdlky na kaStanovniku setém.
Zlabatka pochazi z Ciny (Kamijo, 1982) a v Evropé je rozsifena jiz od roku 2002 (Brussino et
al., 2002).

Parazitoid 7. sinensis byl krom¢ jiného podroben vyzkumu hybridizace. Hybridizace
dvou druht se bézn¢ vyskytuje naptiklad u rostlin (Schmickl & Koch, 2011) nebo u ptaki
(Cordero & Summers-Smith, 1993; Solberg et al., 2006). Moriya et al. (1992) poprvné
pozorovali v laboratofi, Ze introdukovany druh 7. sinensis v Japonsku hybridizuje s ptivodnim
japonskym druhem 7. beneficus. Pro tuto studii a dalSi studie z Japonska byly oba druhy
ziskany z halek Zlabatky Dryocosmus kuriphilus, jez parazituji (Yara et al., 2000). Jako
metoda pro studium byla zvolena morfologické charakteristika u samic (pomér délky kladélka
ku délce hrudi (tzv. O/T ratio neboli ovipositor index OI). Na zaklad€ tohoto znaku bylo z 821
studovanych jedinct 388 intermedidnnich (Yara et al., 2000). Kromé studia morfologickych
znakl se snazili hybridy odhalit i pomoci molekularnich metod. Nejprve poukézali na
hybridizaci na zékladé rozdilt malickych enzymt, které vizualizovali elektroforézu na
polyacrylamidovém gelu (Izawa et al., 1995). Nicméné se tato metoda prokazovala maly
pocet hybrid. Naptiklad podle Toda et al. (2000) jen 8%. Na fylogenetickém stromé¢, ktery
byl sestaven na zakladé genu COI se oddéloval T. sinensis a ti1 klady 7. beneficus (tyto tfi
klady jsou generace s jinou fenologii) (Yara, 2004). Morfologicky se jednozna¢né v systému,
kde se vyskytuji tito dva parazitoidi vyskytuji pfechodni morfologi¢ti jedinci, nicméné
vyzkumy hybridizaci na molekuldrni urovni neprokézaly zcela jednoznacné. Jedna
z nov¢jSich studii (Quacchia et al., 2014) se zabyva touto problematikou déle. Nicmén¢ se

jedné o etologickou studii, a ne molekularni ¢i morfologickou. V jejich pokusech testovali
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specificitu druhu 7. sinensis predkladanim jinych hostiteli. Samice zadnou z halek Zzlabatek
jinych druht nevyhodnotily jako vhodného hostitele a do zadné nenakladly. Pouze u zlomku
halek nejpodobnéjsiho fenotypu kjejich hostitelskému druhu D. kuriphilus je déle
prozkoumavaly, ale kladeni prob¢hlo jen do halek D. kuriphilus, coz potvrzuje vysokou
specificitu druhu Torymus sinensis. Dale testovali 1 pafeni samic a samci, do kterého zahrnuli
Ctyti jiné druhy rodu Torymus (T. affinis, T. auratus, T. flavipes, T. geranii, jenz se autorim
vylihli z halek D. kuriphilus a Biorhiza pallida. Pokud byli samci druhu 7. sinensis vystaveni
samicim ostatnich druhti, samci jevili vyS$i zadjem o samice nez samice druhu 7. sinensis o
samce ostatnich druhli. Kazdopadné k hybridizaci a samotnému pafeni nedoSlo. Autofi
vyhodnocuji, Ze pareni neprobéhlo kvili specifickym projevim chovani pted parenim, které
se objevuje u samct druhu 7. sinensis, které autoifi pozorovali. Nicmén¢ u druha 7. sinensis a
T. beneficus se objevuje stejné chovani samcl pred parenim, a tak neexistuje behavioralni
piekazka ve spole€ném patfeni a hybridizaci (autofi Quacchia et al. 2014 to zminuji jako

vlastni pozorovani).

Nékteré studie v ramci rodu Torymus poukazuji na velkou fenotypovou plasticitu.
Naptiklad Brown & Rossi (2013) podrobili vyzkumu druh 7. umbilicatus na Florid€.
Prokazali jeho geografickou a latitudidlni variabilitu — ve velikosti a v hostitelich. Druh T.
umbilicatus parazituje bejlomorku Asphondylia borrichidae (Diptera: Cecidomyidae) na
hvézdnicovitych rostlinach (Asteraceae). Bejlomorka tvofi halky primarné na druhu Borrichia
frutescens, na niz se tvoii vetSi halky, neZ na dvou alternativnich hostitelskych druzich
hvézdnicovitych rostlin z rodu Iva (I. frutescens a imbricata) (Rossi et al., 1999). VSechny tii
druhy hostitelskych rostlin se vyskytuji sympatricky. Ukazal se rozdil a variabilita ve
velikostech parazitoidii a v délce samiciho kladélka. VéEtSi parazitoidé se lihli z primarni
hostitelské rostliny bejlomorky nez-li z alternativnich. Na severu pak jsou samice mensi a
maji krat$i kladélko nez samice zjiznich populaci. Studie predklada dikaz fenotypové

plasticity pod vlivem latitudialniho gradientu nebo hostitelské rostliny.

Vnitrodruhovou morfologickou variabilitu (napt. velikost téla ¢i délku kladélka) lze
vnimat jako fenotypovou plasticitu, ale nékteré prace na zakladé molekuldrnich studii
odhaluji, Ze se u nekterych zastupct objevuji kryptické druhy. Ackoliv by se také v SirSim ¢i
jiném pojeti dalo mluvit o fenotypové plasticité, je naptiklad druh 7. flavipes podle Kaartinen
et al. (2010) ve skuteCnosti tvoren dvéma genetickymi liniemi, které jsou oddélené
fenologicky a také morfologicky. U jarni se vyskytuji samice s dlouhym 1 kratkym kladélkem

a u podzimni jen samice s kratkym kladélkem. Druhy, které se nedaji podle morfologie
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jednoznacéné rozlisit, se nazyvaji ,,kryptick¢é druhy* a diky rozvoji molekuldrnich metod se
objevuje velké mnozstvi takovychto nové objevenych kryptickych druhti (Bickford et al.,
2007; Derocles et al., 2015; Hansson & Hambéck, 2013). Ukazuje se, Ze domnéli generalisté
jsou jen skupinou vice kryptickych druhi, kteti jsou specializovani. Podle Graham & Gijswijt
(1998) se tento dimorfismus a napadani hostitelti s rozdilnou fenologii vyskytuje jest¢ u druhu
T. chloromerus. Tento fenomén se objevuje 1 v jiném systému parazitoida a halkotvornych
zlabatek na dubech, ktery ma linie tzv. ,,Quercus® a ,,Cerris® (Manos et al., 1999). Ob¢ linie
jsou hostitelskymi druhy mnoha druhti Zlabatek v palearktické oblasti (Melika et al., 2010).
Napiiklad v druhovém komplexu Bootanomyia dorsalis (Hymenoptera: Megastigmidae, pozn.
diive Torymidae) v asociaci se zlabatkami a duby se také objevuji dvé fenologicky
a geneticky oddé¢lené linie. Kromé toho se fylogenetické linie liSily i v tom, jaky z dubi
napadaly, zda z linie Quercus ¢i Cerris (Nicholls et al., 2018). Néco podobného by se jisté

dalo o¢ekavat i v ramci druht rodu Torymus.

2.3. Sekvenovani nové generace a rozliSeni fylogenetickych vztahi

Molekularni pristupy se v ramci nad¢eledi Chalcidoidea nevyuzivaji pouze k odliseni
morfologické studie (Graham & Gijswijt, 1998) jsou nahrazeny pfistupy, kde fylogeneze
byvaji sestaveny pouze na zakladé¢ molekularnich dat (Munro et al., 2011) nebo v kombinaci
molekularnich dat a morfologie (Heraty et al., 2013). Krom¢ klasického Sangerovského
sekvenovani nékolika konkrétnich genii (Cruaud et al., 2011a; K¥izkova 2011; Jansta et al.,
2018) se pfechazi k pokrocilejSim metodam. K sestaveni fylogenezi tak slouzi metody tzv.
sekvenovani nové generace (,,Next generation sequencing’), mezi které patii sekvenovani
transkriptomu (u nadceledi Chalcidoidea Peters et al. (2018)), sekvenovani metodou ,,Ultra
Conserved Elements* (Fairthlock et al., 2015) nebo napfiklad sekvenovani metodou
,»Anchored Hybrid Enrichment” (Lemonn et al., 2012). PfestoZze vSechny tfi metody byly
doposud uspesné aplikovany u nadceledi Chalcidoidea (sekvenovani transkriptomu - (Peters
et al., 2018) UCE (Rasplus pers. comm.) AHE (Peters pers. comm., Heraty pers. comm.)),
zamétim se zde podrobnéji pouze na metodu Anchored Hybrid Enrichment — AHE (Lemmon
et al., 2012). Jeji aplikaci ziskdme sekvence velkého mnozstvi kddujicich gentl, které mayji
v genomu pouze jednu kopii za nizSich nakladl, nez je sekvenovani transkriptomu. AHE

funguje na principu, Ze se kratké oligonukleotidy (nazyvané baits) zachyti na specifické ¢asti
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genomu (sekvence kodujiciho genu, ktery je v genomu v jedné kopii) a tyto ¢asti genomu jsou
pak osekvenovany. Celému laboratornimu procesu ptredchdzi nalezeni a nadesignovanani
baits, jez jsou nejvhodnéjsi pro studovanou skupinu (podrobnéji viz Materidl a metodika).
Metodicky ptistup byl pouzit nejprve u obratlovcl (Eytan et al., 2015; Peloso et al., 2016; Prum
et al., 2015). Od roku 2016 zacinaji byt publikovany studie u bezobratlych, jmenovité byla tato
metoda aplikovana pro sestaveni fylogeneze u pavoukti (Hamilton et al., 2016), u pestfenek
(Diptera: Syrphidae) (Young et al., 2016), u nosatcovitych brouki (Coleoptera: Curculionidae),
(Shin et al., 2017), u ostnohtbetek (Hemiptera: Membracoidea) (Dietrich et al., 2017) a u
tesarikovitych brouki (Coleoptera: Cerambycidae) (Haddad et al., 2018).

AHE lze aplikovat pro ziskani dobfe podpotené fylogeneze, pro takové taxonomické
jednotky jako je tad, jako v ptipadé fylogeneze ptakl (Prum et al., 2015). Nicmén¢ Ize timto
pfistupem studovat fylogenetické vztahy na tGrovni rodové ¢i druhové. U nadceledi

Chalcidoidea jiz s uspéchem vyzkouseno v ramci rodu Pteromalus (Peters, pers. comm.).
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3. Cile prace

1. Na zékladé 5 genii sestavit fylogenezi z dostupnych druht rodu Torymus.
2. Na fylogenezi namapovat biologickd a morfologické vlastnosti jednotlivych druht a
zjistit:
a) Jakym smérem probihala evoluce hostitelského spektra?
b) Maji sesterské druhy hostitele ze stejné skupiny nebo sesterské druhy neptibuzné
hostitele?
c) Jsou blizce pribuzné druhy specializované spise na hostitele, kteti se vyskytuji na
jedné rostling?
d) Dochazi ke zménam v morfologii kladélka pti pfechodu na jiného hostitele?
3. Na zéklad¢ transkriptomovych dat vybranych druhli nadesignovat ,baity” pro

sekvenovani pomoci Anchored Hybrid Enrichment.
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4. Material a metodika

4.1. Material

Nové analyzovani zastupci byli bud’ nasmykéani nebo vychovani z halek hostitelt.
Nasmykani jedinci byli umisténi do 2 ml zkumavek s 96% EtOH. Nasledn¢ skladovani
v mrazaku pfi -18 C. Vychovavani jedinct z halek obnaselo jejich sbér v piihodnou dobu.
Napiiklad nejptihodné€jsi doba pro sbér halek na dubech se ukéazalo obdobi na konci zimy,
v horizontu n€kolika tydnti pfed pocatkem lihnuti. Po sbéru byly halky umistény do chovnych
boxt s vétranim, v zim¢ ponechany venku, aby byly zajistény pfirozené podminky. Boxy byly
kazdé dva dny kontrolovany. V ptipad¢ vylihnuti jedince z halky nasledoval stejny postup
usmrceni 1 uchovavani jako u nasmykanych jedincii. Seznam jedincti a zplsob ziskani viz
ptilohy Tabulka 1. Mimo nové¢ analyzovanych jedincli jsem pouzila data zpracovanad pro
ptedchézejici studie (viz Tabulka 1). Metodika jejich sbéru téchto vzorki a nasledného
zpracovani véetn¢ ziskani sekvenci je podrobné popsana v pracich Kiizkova (2011) a Jansta et

al. (2017).

Jako ,,outgroups® bylo pouzito celkem 11 taxonti, dle Jansta et al. (2017) blizce ¢i

vzdalenéji pribuznych. Konkrétn¢ byly zahrnuty tyto outgroups:
Eridontomerus arrabonicus a Glyphomerus aylax (Torymidae: Microdontomerinae)

Torymoides kiesenwetteri a Pseudotorymus sapphyrinus (Torymidae: Toryminae:

Torymoidini)

Rod Diomorus (4 taxony), Ecdamua (1 taxon) a Physothorax (2 taxony) ((Torymidae:

Toryminae: Torymini)

4.2. Molekularni metody

U nov¢ analyzovanych vzorki (viz Tabulka 1, vzorky oznacené YY) dochazelo
k Castym optimalizacim a tpravam protokold pro ziskdvani vice koncentrované a kvalitné;si
DNA a amplifikované DNA. Nize je uvedena metodika pro amplifikaci a sekvenaci dvou
jadernych genti (dveé podjednotky 28 SD2-3 rDNA a 28 SD4-5 rDNA, Elongation factor EF1-
a) a jednoho mitochondridlniho (LCOHCO fragment — tzv. ,,Barcode* COI).
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4.2.1. Izolace DNA

Pro izolaci byl pouzit standardni kit Qiagen Blood and Tissue. U vétSiny vzorka se
postupovalo dle vyrobcem zavedené¢ho protokolu. Nicméné u nékterych vzorkt byl izolacni
protokol upraven pro vétsi vytéznost DNA. Také byla snaha dosdhnout toho, aby izolace
probihala nedestruktivni metodou se stejnym vytézkem DNA. Z tohoto divodu nedoslo
k vortexovani 1,5 ml mikrozkumavky s pufrem a celym Zivo¢ichem pied ani po inkubaci, ale
tekutina byla pted inkubaci promichdna pomoci $picky a po ni byla tekutina lyza¢niho pufru,
proteindzy Ka s jiz obsahujici extrahovanou DNA odpipetovana do nové 1,5 ml
mikrozkumavky (Polaszek et al. 2014). Cela inkubace pak probihala v termobloku pii 56 °C,
kdy vzorky byly termoblokem neustdle pomale protfepavany pii 250 rpm. Nejlépe se
osvédcilo inkubovat po dobu 22-24 hodin. Jedinci byli ihned po izolaci DNA pieneseni na
dobu 30 minut do nové mikrozkumavky s ddH»O, a poté piesunuti do 80% EtOH (Fusu pers.
comm, Polaszek et al., 2014). Tento krok je nutny k tomu, aby se izolovani jedinci dali bez

problémii napreparovat a nezlstavali na nich krystalky soli obsazenych v izola¢nich médiich.

Pro vétsi koncentraci a vytéznost doslo k nasledujicim odchylkdm od standardniho
protokolu. Posledni krok eluce DNA byl rozdé€len na dva a to tak, ze bylo nejprve na kolonku
napipetovano 50 pl elu¢niho pufru, vzorek byl zcentrifugovan standardné dle protokolu. Poté
bylo pfidano opét 50 pl elucniho pufru a opét byl vzorek zcentrifugovan. Dvojndsobnym
centrifugovanim se tak zmenSilo mnoZstvi DNA, kterd mohla zlstat na kolonce. Celkovy
objem DNA tak ¢inil 100 pl. Touto upravou standardniho protokolu doslo k vyslednému
ziskani poloviéniho mnozstvi izolatu, nicméné dosahoval vétsi koncentrace DNA (Fusu pers.

comm.).

4.2.2. Amplifikace DNA

Amplifikace DNA probéhla standardné namichanim PCR mixu v objemu 25 pl a ve

sloZeni, jak je uvedeno v tabulce 5.
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Tabulka 5: Slozeni PCR reakce.

PPP mix bez MgCl» 12,5 ul
MgCl 2,5 ul
Primer — Forward 1wl
Primer — Reverse 1wl
H>O 6 ul
DNA 2 ul
Celkové mnozstvi PCR mixu 25 ul

Objem DNA 2 ul se prokazal jako nejoptimalnéjsi, kdy pfi objemu DNA nad 4 pl

pravdépodobné dochazelo k inhibici polymeracéni reakce.
4.2.3. Pouzité primery
Polymerizac¢ni reakce probéhla pro nasledujici geny za uZiti nize zminénych primert. U

nékterych bylo nutné optimalizovat teplotu v kroku naseddni primerti. Viz tabulky 6-10

obsahujici nastaveni termocyklert pfi polymeriza¢ni reakci.
Primery pro usek genu 28SD2-3 rDNA (Belshaw & Quicke, 2002):

F —28S5-D2-3: 5°-GCG AAC AAG TAC CGT GAG GG-3’
R —28S-D2-3: 5’>-TAG TTC ACC ATC TTT CGG GTC -3’

Primery pro usek genu 28SD4-5 rDNA (Belshaw & Quicke, 2002):

F —285-D4-5: 5°-CCC GTC TTG AAA CAC GGA CCA AGG -3’
R —28S-D4-5: 5’-GTT ACA CAC TCC TTA GCG GA -3’
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Primery pro usek genu Elongation factor (EF1a) (Cruaud et al., 2011b):

F —F2-557F: 5° -GAA CGT GAA CGT GGT TAT YAC SAT-3’
R—-F2-1118R: 5’ -TTA CCT GAA GGG GAA GAC GRAG- 3’

Primery pro usek genu COI — fragment LCO HCO (Hebert et al., 2003):

F-LCO1490: 5°-GGT CAA CAA ATC ATA AAGATATTG G -3’
R -HCO2198: 5°-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA -3

V ptipadé neuspéSné amplifikace primerem LCO HCO byly u téchto
vzorkd amplifikovany dva kratsi fragmenty o délkéch 295bp a 391bp podle Fusu & Polaszek
(2017).

Primery pro prvni fragment genu COI:

F-LCO1490M: 5°’-CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3°
R —MChaR1: 5’-CCY GTT CCA AYA AAT ATT CT-3’

Primery pro druhy fragment genu COI:
F —MChaF1: (5’-CCT CGA ATA AAT AAT ATA AGA TT-3’
R —HCO2198: 5°-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA -3°

4.2.3. Nastaveni termocyklerQ

Amplifikace probihala na thermocyklerech Eppendorf™ Mastercycler™ Nexus
Thermal Cycler a Biorad T100™ Thermal Cycler v laboratotich katedry zoologie.

Nastaveni termocycleri viz. nize v tabulkach 6 —10.
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Tabulka 6: Nastaveni termocykleru pro amplifikaci genu 28 SD2-3.

>

Krok Teplota Cas
1. Poc¢atecni denaturace 94 °C 3:00
2. Denaturace 92 °C 0:30
3. Nasedani primeru 54 °C 0:30
4. Prodluzovani 72 °C 2:00
Krok 2. — 4. — opakovani 35x
5. Konec¢né prodluzovani 72 °C 10:00
6. Zchlazeni 12 °C 0o
Tabulka 7: Nastaveni termocykleru pro amplifikaci genu 28 SD4-5.
Krok Teplota Cas
1. Pocate¢ni denaturace 94 °C 3:00
2. Denaturace 92 °C 0:30
3. Nasedani primeru 58 °C 0:30
4. Prodluzovani 72 °C 1:00
Krok 2. — 4. — opakovani 30x
5. Konec¢né prodluzovani 72 °C 10:00
6. Zchlazeni 12 °C 00
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Tabulka 8: Nastaveni termocykleru pro amplifikaci genu EF1a.

Krok Teplota Cas
1. Poc¢atecni denaturace 94 °C 3:00
2. Denaturace 94 °C 0:30
3. Nasedani primeru 51,5°C 1:00
4. Prodluzovani 72 °C 1:00

Krok 2. — 4. — opakovéani 35x

5. Konec¢né prodluzovani 72 °C 10:00

6. Zchlazeni 12 °C 0

Tabulka 9: Nastaveni termocykleru pro amplifikaci genu LCOHCO.

Krok Teplota Cas
1. Pocate¢ni denaturace 94 °C 3:00
2. Denaturace 92 °C 0:30
3. Nasedani primeru 49 °C 1:30
4. Prodluzovani 72 °C 2:00

Krok 2. — 4. — opakovani 35x

5. Kone¢né prodluzovani 72 °C 10:00

6. Zchlazeni 12 °C 00
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Tabulka 10: Nastaveni termocykleru pro amplifikaci obou fragmentti genu LCOHCO —
(primery LCO1490M a MChaR1, MChaF1 a HCO2198).

Krok Teplota Cas
1. Po¢atecni denaturace 94 °C 2:00
2. Denaturace 94 °C 0:30
3. Nasedani primeru 44 °C 1:30
4. Prodluzovani 72 °C 0:30

Krok 2. — 4. — opakovani 40x

5. Konec¢né prodluzovani 72 °C 10:00

6. Zchlazeni 12 °C 0

4.2.4. Elektroforéza PCR produkti

Ovéteni uspéchu amplifikace DNA probihalo pomoci elektroforézy na agar6zovém
gelu. Ten byl pfipraven standardné z 0,5x TBE pufru a agardzy. Gel byl ptipravovan 1%, tzn.
ze pokud byl pfipravovan z 50 ml pufru, bylo pfidano 0,5 g agardzy. Pfidanim barviva
ethidiumbromid do gelu byla zajisténa vizualizace DNA pii dopadu UV svétla. Na gel byly
vzdy naneseny 4 pl PCR produktu jednotlivych vzorkt a 2 pl standardu DNA marker 155-970
o koncentraci 50 pug/250 ul. Elektroforéza byla spusténa na dobu 40 minut pii napéti 100 V a
proudu 400 mA.

4.2.5. Purifikace PCR produkt

Cast vzorkd byla nejprve purifikovana purifikaéni kitem Quiagen podle standardniho
navodu, ale pro lepsi vytéznost DNA byl posléze produkt purifikovan latkou ExoSAP
(Thermo Fisher Scientific). Touto metodou nedochézi k ztraté DNA, ktera mize zUstat na
kolonce pii purifikaci kitem Quiagen. Purikace pomoci ExoSAPu probiha v cykleru, kde
dochéazi k enzymatické reakci. Proces purifikace ExoSAPem a sloZeni reakci je popsana

v Tabulkach 11-12.
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Tabulka 11: Slozeni purifikacni reakce.

Celkové objem Sul

PCR produkt podle sily pruhu gelové | 1,5 pl (velmi silny pruh)

elektroforézy 2 ul

2,5 ul (velmi slaby pruh)

Ex0SAP 0,418 ul

H20 (ekvivalentn¢ dle objemu PCR produktu) | 2,09 ul (pfi 2,5 pul PCR produktu)
2,59 ul (pfti 2 pl PCR produktu)

3,09 ul (pti 1,5 pl PCR produktu)

Tabulka 12: Program v termocykleru pro purifikaci ExoSAPem.

Krok Teplota Cas
Degradace primert a zbyvajicich nukleotid 37°C 15 minut
Inaktivace Exo-SAP reagentu 80 °C 15 minut

4.2.6. Sekvenacni reakce a sekvenace

U vzorkll purifikovanych kitem Quaigen byla pfeméfena koncentrace pftistrojem
Nanodrop. U vzorkt, kde namétfena koncentrace ptesahovala 20-30 ng/pl, se do smési na
sekvenacni reakci ptidavalo 2 pl DNA. U vzork s nizsi koncentraci se do reakce piidavaly
3ul purifikovaného produktu. V obou piipadech k purifikovanému produktu bylo ptidano 0,32
ul primeru, ktery byl 100uM, a ptislusné mnozstvi H20, tak aby celkovy objem €inil 8 pl. Do
purifikovaného produktu ExoSAPem byl pfiddn primer jednoho sméru v objemu 0,32 ul
(koncentrace) a voda do celkového objemu 8 pl. Sekvenacni reakce posléze probehla
v Sekvenacni laboratoti v BIOCEVu, kde maji tyto sekvenatory — ctytkapilarni 3130 Genetic
Analyzer (2007), Sestnéctikapilarni 3130xl Genetic Analyzer (2010) a dvacetictyikapilarni
3500 Genetic Analyzer (2015) od firmy Applied Biosystems.
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4.3. Prace se sekvencemi

Veskeré sekvence byly zpracovany V programu Geneious® 9.1.8
(http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012). Data ziskand ze sekvenatoru ve formatu
chromatografu byly zpracovany nasledovné. V ptipadé¢ vzorki se sekvencemi v obou smérech
(). forward 1 reverse) byly sekvence spojeny dohromady (tzv. ,,assamblovany*). Kromé nov¢
sekvenovanych genti byly také pouzité jiz publikované sekvence (Jansta et al., 2017),
sekvence z diplomové prace Barbory Kiizkové (Kiizkova, 2011) ¢i dosud nezpracované
sekvence Skolitele. Kromé sekvenci gent, kreté¢ byly nové sekvenované, se také jednalo o
sekvence dalSich tfi gent 18 SD, Jerry-Pat a cytochromu B, které byly do analyz zatazeny.
Vsechny pouzité sekvence jednotlivych gent jsou zminény v Tabulce 1 v ptilohdch této

prace.

Pro kazdy gen separatné byl vytvofen soubor ve fasta formatu obsahujici sekvence
vSech zastupcl. Nasledné byly sekvence alignovany programem MAFFT verze
(Katoh, et al., 2017, online verze - https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/). Pro kodujici
geny byla pouzita metoda L-INS-i (pro jednu konzervovanou doménu bez mezer) a metoda E-
INS-1 (s vice konzervovanymi doménami a mezerami) pro ribozomalni geny. Vysledné
alignmenty byly opét v programu Geneious zkontrolovany, upraveny a ofiznuty na jednotnou
délku. U gent kodujicich proteiny po preloZzeni na aminokyseliny bylo zjisténo, zda se
v sekvencich nevyskytuji stop kodony. Nakonec byl vytvofen také konkatenat geni

ribozomalnich, genti mitochondrialnich a také vSech gent.

4.4. Metody tvorby fylogenetickych stromii

Fylogenetické stromy byly tvofeny metodou maximum likelihood programem RaxML
(Stamatakis, 2014) prosttednictvim serveru CIPRES (Miller et al., 2010). Vypocet byl
oSetfen parametry 1000 opakovani bootstrapu, pfi aproximacnim modelu GTRCAT a tzv.
Partition modelem s udanymi délkami jednotlivych sekvenci v konkatenovaném alignmentu.

Naptiklad takto pro alignment obsahujici vSechny geny:
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DNA, RNA = 1-1682 (dohromady fragmenty: 18SDrDNA,
28SD2-3 rDNA a28SD4-5 rDNA)

DNA, EF = 1683-2198

DNA, COI =2199-3641 (dohromady fragmenty: LCOHCO, Jerry-Pat)

DNA, Cytb = 3642-4397

Zobrazeni stromi probéhlo ve FigTree v1.4.13 (Rambaut et al. 2012,
http://tree.bio.ed.ac.uk/). Pred aplikaci bayesidnské statistiky metodou MrBayes byl dataset

analyzovan programem PartitionFinder 2 (Lanfaer et al., 2016). Ten pro jednotlivé genové
skupiny naSel substitu¢ni modely, kterym geny podléhaly v evoluci. Vstupni soubor v nexus
formatu pro MrBayes (v. 3.2.6. Ronquist et al., 2012) obsahoval sekvence, substitu¢ni modely
a jednotlivé subsety vybrané PartititonFinderem, také v parametrech bylo nastaveno, aby
opakovani 30 000 000 generaci. Analyza byla spusténa opét na serveru CIPRES. Vystupni
parametrové soubory byly kontrolovany v programu Tracer (Rambaut et al., 2018). Pfi tvorbé
findlniho stromu bylo nejdfive odstranéno prvnich 25% vypocitanych stromi. Fylogenetické
stromy z této analyzy byly téz vizualizovany opét ve FigTree. Néaslednd grafickd uprava

probéhla v programu CorelDraw 2018 (verze 20, 64 bit).

4.5. Ovipositor index (OI)

Pro zéastupce zahrnuté do fylogeneze byly zjiSt€ny hodnoty tzv. ovipositor indexu = Ol
(d¢lka zadni tibie/délka kladélka) (Ptilohy, Tabulka 1). Tato data byla ziskana bud
z publikace Graham & Gijswijt (1998) nebo vlastnim méfenim dospélych samic. Protoze pro
konkrétni druhy/klady bylo témét vzdy zjiSténo rozmezi konkrétnich hodnot OI, byly tyto
hodnoty pro dalsi pouziti nakonec zprimérovany. Primérmé hodnoty jsou namapovany na

vysledny fylogeneticky strom.

4.6. Designovani tzv. baits a priprava na Next-gen sekvenovani

Podle vysledki fylogenetickych analyz této prace budou pro dalsi studium vybrany
reprezentativni druhy pro tzv. Next generation sequencing metodou Anchored Hybrid
Enrichment (Lemmon et al., 2012). Prvnim krokem, ktery ptechazel samotnému designovani
baits, spocival v praci s programem Orthograph verze 0.6.3 (Petersen et al., 2017). Jako

vstupni data pro tento program slouzila transkriptomova data ¢tyt zastupct Celedi Torymidae

31


http://tree.bio.ed.ac.uk/

(Torymus bedeguaris, Podagrion pachymerum, Glyphomerus stigma, Australgion koebelei) a
Ctyf referencnich taxonl zjinych celedi nadceledi Chalcidoidea (Nasonia vitripennis,
Trichogramma evanescens, Copidosoma floridanum, Fopius arisanus). VSechny pouzité
transkriptomy byly assamblovany a zaslany Dr. Ralphem Petersem. Na zaklad¢ téchto dat
program Orthograph vybral vhodné ortology (geny, které se vyskytuji v genomu jen v jedné
kopii) sdilené u vSech sekvenci. U ortolognich genti se tedy ptredpoklada, ze vznikly prave
z jedné kopie u spolecného predka a prodélali podobnou evoluci (Koonin, 2005). Vystupem
Orthographu pak bylo 5357 ortolognich genii.

Nasledovalo jest¢ né€kolik dalSich krokii podle manuélu vytvofeného pro analyzu
ortholognich dat v ramci projektu 1KITE (Peters, in litt.), nez se pfistoupilo k designovani
,baits*“ programem BaitFisher. VSechny kroky analyzovani dat po analyze programem
Orthograph jsem provadéla v prostiedi Linux. Konkrétné analyza a uprava dat spocivala v
krocich, které jsou nize popsany ve zjednodusené¢ formé (pozn. nezminuji zde kazdé
pfejmenovavani souborti a dalSi formatovaci kroky, které musely byt v pribéhu analyz

provadény).

U vystupnich soubort ve fasta formatu byly piepsany nazvy sekvenci (tzv. ,,headers®)
do HaMStRad forméatu. V dal§im kroku byly soubory sumarizovany, odstranény stop kodony
a nékteré referencni sekvence. Pred alignovanim sekvenci aminokyselin museli byt provedeny
formalni upravy, které spocivaly v pfejmenovani souborid atp. Poté byly sekvence
aminokyselin alignovany programem MAFFT metodou L-INS-I separatné pro kazdy gen. Po
alignovani sekvence byly v ,,interleaved* formatu. Kvili dalSim krokiim proto musely byt
sekvence ptrevedeny do ,,noninterleaved” (fasta) formatu (hypoteticky ptiklad interleaved a

non-interleaved nize).
Interleaved format:

>Torymus

ATGGGAGCGGGGGCGTCTGTTTTGAGGGGAGAGAAGCTAGATACATGGGA

>Podagrion

ATGGGTGCGAGAGCGTCAGTATTAAGCGGGAAAAAATTAGATTCATGGGA

>Torymus

AAGTATCAGGCTTCGGCCCGGTGGCAAGAAAAAGTACATGATAAAACATC
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>Podagrion

GAAAATTCGGTTAAGGCCAGGGGGAAACAAAAAATATAGACTGAAACATT

Non-interleaved format

>Torymus
ATGGGAGCGGGGGCGTCTGTTTTGAGGGGAGAGAAGCTAGATACATGGGAAAGT
ATCAGGCTTCGGCCCGGTGGCAAGAAAAAGTACATGATAAAACATC

>Podagrion
ATGGGTGCGAGAGCGTCAGTATTAAGCGGGAAAAAATTAGATTCATGGGAGAAA
ATTCGGTTAAGGCCAGGGGGAAACAAAAAATATAGACTGAAACATT

Dalsi krok obnasel analyzu, zda sekvence neobsahuji néjaké chyby, ¢i zda nejsou Spatné
alignované. A to v piipad¢, ze se se sekvenci aminokyselin referencniho taxonu neshodovali
ve vice nez 30 pozicich. Takovéto sekvence byly v nasledném kroku oznacené jako ,,outliers®.
Dalsi problematické sekvence byly vyhodnoceny podle vzdalenosti BLOSUM62 od
nejblizsich referencnich taxoni. Vystupem byl seznam vSech sekvenci, které byly oznaceny
jako ,,outliers. V dalsim kroku byly znovu alignovany pomoci MAFFT L-INSI-I. Poté¢ bylo
opét stejnym postupem zkontrolovano, zda opétovné alignovani probéhlo Usp&$né nebo se
v sekvencich stale vyskytuji ,,outliers®. Pokud se stidle mezi sekvencemi ,,outliers* nachazely,
tak je bylo nutné odstranit jak ze sekvenci aminokyselin, tak i z nukleovych kyselin

analyzovanych taxont.

Poté ze vSech souborli aminokyselin i nukleovych kyselin (stile nealignovanych) byly
odstranény sekvence referencnich taxont kromé sekvenci Nasonia vitripennis. Déle
v sekvencich aminokyselin byly odstranény useky obsahujici mezery, které vznikly

v predchozich krocich odstranovanim ,,outliers* a referen¢nich taxont.

Posledni krok spoc¢ival v konvertovani alignovanych a upravenych sekvenci
aminokyselin do sekvenci nukleovych kyselin. Konvertovani bylo provedeno programem

Pal2Nal (Suyama et al., 2006, v modifikaci od Donath & Meusemann pro 1KITE).

Déle jiz bylo mozné takto pfipravena data analyzovat programem BaitFisher (Mayer et
al., 2016). Program byl také spustén v operacnim systému Linux. Program designuje ,,baity*
z alignmentt, které obsahuji i sekvence referen¢niho taxonu s anotovanym genomem. V mém

ptipadé Slo o sekvence a anotovany genom Nasonia vitripennis. V souboru obsahujicim
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parametry (napft. délka ,,baits* nebo zda pii designovani zahrnout referen¢ni taxon atp.) bylo
nadefinovano, jak ma program BaitFisher postupovat pii designovani baitd, které probiha

nasledovné (upraveno dle Mayer et al., 2016):

Nejdiive najde zacatky exonl a sekvence podle nich rozdéli do sekci, kde jsou exony
nebo kodujici sekvence (pak muze byt referencni taxon s anotovanym genomem odstranén,
jelikoz poslouzil pro nalezeni exontl, ale pak uz neni obsazen v proceduie designovani baitt),
prohleda sekvence v téchto vybranych sekcich a najde vhodna mista o navolené délce baitu,
prefiltruje mista, kde by baity mély zacinat. Nasledné BaitFisher rozdé€li sekvence do skupin
podle nadefinované podobnosti uzivatelem. Pak vypocita sekvenci baitu pro kazdou skupinu.
Poté jsou vSechny baity vycteny spole¢né v jednom souboru. Ty dale byly podrobeny jesté
findlnimu pfrefiltrovani, které provadi program BaitFilter (soucasti balicku BaitFisher). Ten
napiiklad odfiltruje baity, které¢ by se poté mohly vézat na vic mist nebo by se nemusely
navazat na spravné misto dobie. Timto krokem designovani baiti bylo u konce. Vysledny

soubor obsahujici nadesignované baity byl pfedan firmé, ktera baity nasyntetizuje.
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5. Vysledky

5.1. Finalni dataset

Findlni aligment, ktery slouzil k fylogenetickym analyzam, byl o délce 4397 bp a
zahrnoval celkem 181 jedincd. V Tabule 13 jsou rozepsané jednotlivé genové useky, jejich

délka a pocetni zastoupeni sekvenci. VSe je pak podrobnéji shrnuto (tj. pro které jedince byly

osekvenovany jaké useky, ptivod sekvenci atd.) v Tabulce 1 v kapitole Ptilohy.

Tabulka 13: Genové useky ve findlnim alignmentu.

Genovy usek Délka Pocet sekvenci
18SD rDNA 571 bp 63

28SD 2-3 rDNA 596 bp 136

28SD 4-5 rDNA 515bp 82

Elongation factor 512 bp 93

COI (LCOHCO) 650 bp 150

COI (JerryPat) 798 bp 64

Cytochrom B 755 bp 50

V podkapitole 5.3. se nachazi fylogenetické stromy sestavené na zékladé¢ finalniho

alignmentu 1 jednotlivych ¢astech.

5.2. Substitu¢ni modely pro jednotlivé geny

Program Partition Finder 2 vypocetl, jaké substituéni modely odpovidaji evoluci
jednotlivych gentli (Castem alignmentu oznacenych ,,charset DNA nazev genu ¢i skupiny

genl). VSe vetné modelil je zaneseno v Tabulce 14.
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Tabulka 14: Souhrnna tabulka substitu¢nich modeli, které slouzili jako parametry pro
vypocet fylogenetickych stromi nastrojem MrBayes.

Rozd¢€leni pro Partition Finder 2

Jednotlivé substituéni
gentl

modely evoluce

charset DNA RNA = 1-1682

nst=6 rates=invgamma

charset DNA EF =1683-2198

nst=2 rates=invgamma

charset DNA COI =2199-3641

nst=6 rates=invgamma

charset DNA_Cytb = 3642-4397

nst=6 rates=invgamma

Substitu¢ni modely pribchu evoluce gent tedy pro tento dataset byly dva. Jen pro gen

Elongation factor se substitu¢ni model lisil. V Tabulce 14 jsou uvedeny jako parametry, které

byly poté vlozeny do vstupniho souboru pro analyzu MrBayes. Jejich vyznam je nasledujici

(Fairtcloth, 2010):

Parametry nst=6 rates=invgamma popisuji tzv. symetricky model. Symetricky model

pritazeny k vétSing ¢asti alignmentu = symmetrical model (SYM): predpoklada stejnou

frekvence bazi a symetrické substituce, to znamena zdména A za T =T za A (Zharkikh,

1994).

Parametry nst=2 rates=invgamma odpovidaji modelu HKY (Hasegawa-Kishino-Yano).

Tento model ptifazeny pouze ke genu Elongation factor = Hasegawa-Kishino-Yano (HKY,

nst=2): neptfedpoklada stejnou frekvenci bazi a rozliSuje mezi mirou tranzic a transverzi

(Hasegawa et al., 1985).
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5.3. Vystupy fylogenetickych analyz

Metodami Maximum Likelihood a MrBayes byly sestaveny fylogenetické stromy na
zéklad¢ Casti dvou ribozomalnach genii 18SD a 28SD (Obrazek 4a — c), ¢asti genu pro
elongation factor (Obrazek 5a — b), ¢asti dvou mitochondridlnich gent cytochrom oxidazy I a
cytochromu B (Obrazek 6a — c), zvlast’ pro ¢ast genu pro cytochrom oxidazu I (Obrazek 7a —
c). Také byl sestaven fylogeneticky strom na zéklad¢ konkatenatu vSech gent (Obrazek 8a —
b). U tohoto stromu byl nejvétsi pocet jedinct (n=181) a jeho topologie byla podpoiena
nejvyssimi hodnotami bootstrapu a posteriorni pravdépodobnosti (PP). Z tohoto diivodu ho
tedy povazuji ho za nejvice reprezentativni. Na tento strom byly navic namapovany
hostitelské asociace, vcetné hostitelskych rostlin, habitati, kde se druhy vyskytuji a
,»ovipositor indexu®. Tato data byla ziskdna bud’ vlastnim pozorovanim nebo z prace Graham
& Gijswijt (1989). U stromil pro jednotlivé useky, kde je vzdy zahrnut nizsi pocet jedinci,
jsou podpory vétSinou nizsi a topologie se navzajem lisi. Nize na vSech obrazcich je vzdy
topologie ziskana metodou Maximum Likelihood a u nodt vétvi, které jsou shodné i ve
stromech ziskanych programem MrBayes, je za hodnotou bootstrapu doplnéna hodnota PP.
Vzdy jsou uvadény jen hodnoty <50/0,5. Kompletni neupravené vystupy se vSemi hodnotami
se nachazi v elektronické ptiloze této prace. V tisténych piilohach se nachazi i fylogeneticky
strom sestaveny na zakladé cytochromu b (Obrazek 1 a 2). ProtoZe pro gen cytochrome b bylo
ziskano jen velmi malo sekvenci (n=50) a vysledny strom nemad tudiZ vyraznou vypovédni
hodnotu, nebyl zahrnut do samotné prace. Dale je v tiSt€nych ptilohach (Obrazek 3) zahrnut
fylogeneticky strom, ktery obsahuje pouze sekvence genl od vzorki, které byly vychovany
z konkrétniho hostitele. Nicméné tento strom také nema dostate¢nou vypovédni hodnotu
z dlivodu zatazeni malého poctu jedinct. I presto také jsou nékteré hostitelské asociace a

jejich evoluce v kontrastu s fylogenezi dle vSech geni.
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Obrazek 4a: Prvni ¢ast vysledného fylogenetického stromu pro jaderné ribozomalni

geny (18 SD rDNA a 28 SD rDNA) sestaveného na zékladé sekvenci od 139 jedincii.

Ve vSech stromech jsou zaneseny hodnoty bootstrapu a pravdépodobnosti <50/0,5.

R

ény druhové skupiny dle Graham & Gijswijt (1998) a

,

yrazn

barvami jsou zv

tznymi
Grissell (1976).
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Obrazek 4b: Druha cast vysledného fylogenetického stromu pro jaderné ribozomalni

geny (18 SD a 28 SD). Ve vSech stromech jsou zaneseny hodnoty bootstrapu a

druhové skupiny dle

W

yraznény

barvami jsou zvy

iznymi

Graham & Gijswijt (1998) a Grissell (1976).

o

pravdépodobnosti <50/0,5. R
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9

PJAN1038 Pseudotorymus sapphyrinus Hungary abcdefg
BAK_85 Torymus philyreae France beh
GDEL3089 Torymus phillyreae Austria abcdef
GDEL3072 Torymus phillyreae France abcdef
GDEL3071 Torymus phillyreae France abcdef
GDEL3037 Torymus phillyreae France abcdef
GDEL3093 Torymus sp. Italy abcdef
GDEL3092 Torymus sp. Italy abcdef
GDEL3102 Torymus sp. Italy abcdef
GDEL3099 Torymus sp. Italy abcdef

T. bedeguaris group,
chloromerus subgroup

8q BAK_120 Torymus sp. Hungary beh

BAK_121 Torymus sp. Hungary be

PJAN1138 Torymus sp. USA, Kansas abcdef
—|_| PJAN1188 Torymus cf. flavovariegatus Canada abce

100" PJAN1141 Torymus sp. USA, Kansas abcde™*f
BAK_34 Torymus caudatus Czech Republic beh Kaltenbachiola strobi Picea abies
BAK_33 T. rubi Czech Republic beh Lasioptera rubi Rubus sp. T. bedeguaris group, bedeguaris subgroup

KRB_39 Torymus chloromerus Czech Republic bede Urophora cardui Carduus sp.
—LLBAK_ZQ Torymus socius Czech Republic beh Lasioptera carophila Pimpinella saxifraga

98k GDEL3112 Torymus sp. Zadnjica Planja Slovenia abcdef

KRB_30 Torymus sp.2 Bulgaria cde Salix sp.
_EE L3040 Torymus sp. Mercantour? France bcdefg
GDEL3051 Torymus caudatus France abcdef

GDEL3055 Torymus sp. Mercantour France abcdef
GDEL3033 Torymus sp. Mercantour2 France abcdef
GDEL3054 Torymus sp. Mercantour14 France abcdef
KRB_29 Torymus sp.1 Bulgaria bcde Salix sp.

—— GDEL3047 Torymus sp. Mercantour1 France abcdef

GDEL3082 Torymus veronicae France acdef
GDEL3049 Torymus cf. chloromerus France abcdef
GDEL3079 Torymus sp. Escalette France abcdef
GDEL3108 Torymus sp.1 Komna Slovenia abcdef
GDEL3095 Torymus sp. ltaly abcdef

GDEL3041 Torymus sp. Mercantour9 France abcdef
GDEL3035 Torymus confinis France abcdef
GDEL3113 Torymus sp. Ferlach Austria abcdef
GDEL3067 Torymus veronicae France abcdef
GDEL3038 Torymus sp. Mercantour6 France abcdef
GDEL3109 Torymus sp.1 Soca River Slovenia abcdef
GDEL3111 Torymus chloromerus Slovenia abcdef
GDEL3068 Torymus cf. chloromerus France abcdef
GDEL3106 Torymus sp.2 Krnsko Jezero Slovenia abcdef
PJ0028 Torymus cf. confinis Australia abcde
GDEL3039 Torymus chloromerus France bedef
KRB_4 Torymus cf. confinis Ukraine bcde Dasineura urticae Urtica dioica

- BAK_16 Torymus chloromerus Hungary beh Bayeria capitigena Euphorbia cyparissias

BAK_69 Torymus chloromerus Austria beh Bayeria capitigena Euphorbia sp.

BAK_90 Torymus cf. verbasci Czech Republic beh

BAK_66 Torymus confinis Czech Republic beh Dasineura urticae Urtica dioica

BAK_59 Torymus veronicae Hungary beh

BAK_24 Torymus wachtliellae Czech Republic beh Wachtliella rosarum Rosa canina

BAK_25 Torymus wachtliellae Czech Republic beh Wachtliella rosarum Rosa canina

BAK_138 Torymus chloromerus Hungary beh Verbascum sp.

BAK_60 Torymus veronicae Hungary beh

BAK_145 Torymus ruschkai Czech Republic be

BAK_195 Torymus sp. Austria beh Aulacidea hieracii Hieracium sp. C
BAK_89 Torymus chloromerus Hungary beh

BAK_30 Torymus socius Czech Republic beh Lasioptera carophila Pimpinella saxifraga

T. bedeguaris group, chloromerus subgroup

rowr

Obrazek 4c: Treti cast vysledného fylogenetického stromu pro jaderné ribozomalni geny

(18 SD a 28 SD). Ve vSech stromech jsou zaneseny hodnoty bootstrapu a

pravdépodobnosti <50/0,5. Riznymi barvami jsou zvyraznény druhové skupiny dle

Graham & Gijswijt (1998) a Grissell (1976).
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Obrazek 5a: Prvni Cast fylogenetického stromu sestaven¢ho na zdkladé jaderného genu

Elongation faktor (pro 93 jedincli). Ve vSech stromechjsou zaneseny hodnoty bootstrapu a

ény druhové skupiny dle Graham

4

jsou zvyrazn

pravdépodobnosti <50/0,5. Rliznymi barvami

& Gijswijt (1998) a Grissell (1976).
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Obrazek 5b: Druha cast stromu sestaveného na zaklad¢ jaderného genu Elongation factor. Ve

znymi

Ri

<50/0,5.

druhové skupiny dle Graham & Gijswijt (1998) a Grissell (1976).
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Obrazek 6a

(COI a cytb) pro 178 jedinc. Ve vSech stromech jsou zaneseny hodnoty bootstrapu a

pravdépodobnosti <50/0,5. R

¢ny druhové skupiny dle Graham
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Obrazek 7d: Ctrvrta cast fylogenetického stromu sestaveného na zakladé sekvenci genu

.

stromech jsou zaneseny hodnoty bootstrapu a

Ve vSech

L

cytochrom oxidaza

pravdépodobnosti <50/0,5. Riznymi barvami jsou zvyraznény druhové skupiny dle Graham

& Gijswijt (1998) a Grissell (1976).
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Odlisnosti ve fylogenezich zalozenych na jednotlivych genech ¢i ¢astech jsou vypsana v
posloupnosti, jak jsou stromy vySe fazeny. Vnitini topologie stroml je cCasto velmi

proménliva kvili nizkému fylogenetickému signalu.

U stromu (Obrazek 4a-c) zalozeném na zakladé sekvenci jadernych ribozomalnich genii
139 jedincti se taxony outgroups na strom¢ nenachazi vSechny u kofene stromu. Strom byl
jako u vSech ostatnich stromii zakofenén druhem Torymoides kiesenwetteri v jeho tésné
piibuznosti jsou 3 druhy z taxonu Diomorus a Ecdamua, nicméné druhy taxonu Physothorax
a druh Diomorus orientalis jsou az dale hloubé&ji uvniti stromu a nachézi se ve spole¢né vétvi
s druhy ze skupin 7. hederae-group, T. laetus-group, T. tubicola-group a T. fullawayi-group.
Uplné osamocené je outgroup Pseudotorymus sapphyrinus, ktery ve stromé je sestersky
k druhu T. phillyreae. Monofylie druhovych skupin je vtomto fylogenetickém stromé
podpoiena (hodnoty ML/PP) u skupin 7. varians-group (100/1), T. nitidulus-group (94/0,99) a
T. fullawayi-group (80/0,85), také u skupin zastoupenych jen jedinci jednoho druhu (7.
austriacus-group, T. flavipes-group, T. hederae-group a T. cingulatus-group). Skupiny, které
jsou ve stromu rozdélené a problematické jsou 7. laetus-group, T. erucarum-group (druhy T.
nobilis a T, roboris jsou rozdéleny mezi vice druhovych skupin, ale v konsenzualnim stromu
je podptena hodnotami 100/1), T. cyaneus-group a T. bedeguaris-group bedeguaris subgroup.
T. bedeguaris-group chloromerus subgroup se na strom¢ vyskytuje rozdélend do tfi linii,
jedna linie druhil 7. hylesini a T. impar, druhd linie je druh 7. stenus a tfeti je linie zahrnujici
mnoha druhti, v niZ je vnofen druh 7. rubi, ktery by mél dle morfologie patfit do skupiny 7.

bedeguaris-group subgroup bedeguaris.

Na stromé (Obrazek 5a-b) sestrojeném na zaklad€ genu Elongation factor a opfeny o 93
sekvenci jsou outgroups Torymoides kiesenwetteri a Pseudotorymus sapphyrinus spole¢né u
kotene, dva druhy taxonu Physothorax nasedaji ve stromé¢ k zastupcim druhovych skupin 7.
tubicola a T. fullawayi. Ecdamua sp. a vSechny druhy taxonu Diomorus pak nasedaji dovnitt
stromu a tvofi vétev s druhem 7. affinis. Jedinou druhovou skupinou, kterou lze oznacit za
monofyletickou, je T. nitidulus-group, ktera tvofi klad s druhem 7. azureus species sola.
Zastupci z dalSich druhovych skupin jsou ve stromé spi§ roztrouSeny, za zminku stoji
parafyletické skupiny 7. laetus a T. bedeguaris-group chloromerus subgroup (nicméné
v tomto datasetu chybély druhy hylesini, T. impar a T. stenus, které v ostatnich stromech

sedaji mimo skupinu).

Fylogeneticky strom (Obrazek 6a-c)pro 178 jedinci opieny o sekvence dvou
mitochondridlnich genli mulZeme pozorovat obdobnou skute¢nost, Ze ¢ast taxonl

50



povazovanych za outgroups netvoii jedinou linii sesterskou k jedincim rodu Torymus.
Nicméné oproti piredchozim dvéma fylogenetickym stromim jsou tentokrat tyto outgroups
zafazeny v ramci jedné vétve s ¢asti zastupct ze skupiny 7. laetus-group a obéma skupinami
nového svéta. Druhova skupina 7. laetus-group tedy neni monofyletickd, stejné¢ jako T.
bedeguaris-group bedeguaris subgroup, opét se druh 7. rubi nachdzi uvnitf skupiny 7.
bedeguaris-group chloromerus subgroup a i dalsi druhy ze skupiny netvofi jednu linii.
Z podskupiny chloromerus-subgroup jsou stejn¢ jako u stromu pro jaderné ribozomalni geny
druhy T. hylesini, T. impar a T. stenus na fylogenetickém stromé v jiném misté a ptibuzni ke
druhtim z fytofagni skupiny 7. varians. Pravé v této skupin€ se objevuje velmi zajimava
skute¢nost, druh 7. druparum je sestersky sjednim jedincem druhu 7. varians. Tato
skute¢nost se objevuje jen na fylogenetickych stromech, jez jsou zalozené pouze na
sekvencich mitochondridlnich gent (resp. COI), coz by mohlo naznafovat probihajici
hybridizaci mezi t€émito druhy. Ke skupin€ 7. varians-group je sestersky druh 7. cyaneus.
Zbytek zastupct skupiny 7. cyaneus-group je pak vnofen uvniti stromu v ptibuznosti s druhy
ze skupiny T. bedeguaris-group bedeguaris subgroup, T. bedeguaris-group chloromerus

subgroup a 7. hederae group.

Posledni fylogeneticky strom (Obrazek 7a-d) pro jednotlivé Useky je ten zaloZeny na
sekvencich genu cytochrom oxidaza I pro 177 jedinct. Postaveni zastupct outgroups je stejné
jako u stromu pro oba mitochondrialni geny. Tato linie u kofene stromu je zastoupena
stejnymi jedinci outgroup a zastupci skupiny 7. fullawayi-group a T. laetus-group a T.
tubicola-group. Vétsina topologii je obdobna jako u stromu pro mitochondrialni geny, ale 1isi
se v postaveni skupiny 7. cyaneus. V ramci stromu dle genu COI jsou zéstupci 7. affinis
sestersti ke skupin€ 7. varians a druh T. cyaneus je pak sestersky k nim. Skupiny 7. laetus-

group a T. bedeguaris-group bedeguaris subgroup nejsou monofyletické.
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Na stromu sestaveném na zakladé konkatenatu vSech gena (Obrazek 8a — b) byly
namapovany hodnoty ovipositor indexu (OI), hostitelské asociace, hostitelské strategie
(specialista/generalista) a habitaty, kde se druhy vyskytuji. V tomto stromé je jasn¢ podpoieno
oddé€leni dvou fylogeneticky nejvzdalenéjSich outgroupti a zbytku taxond, které vsSechny
nalezi do tribu Torymini. V ramci tribu Torymini se pak rod Torymus jevi jako parafylum,
kdy se druhy z nového svéta (7. fullawai-group a T. tubicola-group) tvofi jednu linii spolecné
se zastupci rodu Physothorax. Tato linie je zde rovnéz relativné¢ dobie podpofena (ML
bootstrap/PP — 71/0,59) Druhova skupina 7. cyaneus-group se nachazi rovnéz mimo zbylé
zastupce rodu Torymus (dale oznacené jako Torymus s. str.) a tvoii monofylum s rody
Ecdamua a Diomorus. Nicméné toto monofylum ma velmi nizkou statistickou podporu.
Rovnéz ptibuznost druhii zahrnutych do 7. cyaneus-groupnejsou statisticky nijak vyznamné

podpoiené na zdkladé sekvenci gend pouzitych v této diplomové praci.

Dale se ve stromu vycleniuje skupina ozna¢ena Torymus s. str. Piestoze toto monofylum
rovnéz nema vyraznou podporu (0/0,78), zahrnuje pouze druhy rodu Torymus. Skupina
Torymus s. str. obsahuje linii druhii sesterskou ke vSem ostatnim, které jsou si zjevné 1 blizké
nejen geneticky, ale také svymi hostitelskymi asociacemi. Jedna se o 7. azureus species sola a
dva druhy ze skupiny 7. nitidulus-group (podpora ML, podpora PP). Druhy v celé této vétvi
parazituji bejlomorky v jehnédach btiz a SiSticich smrku. Sesterska vétev vySe uvedené vétvi
(. vétev zahrnujici 7. azureus species sola a T. nitidulus-group) obsahuje zastupce ze skupin
T. austriacus-group, T. varians-group, T. bedeguaris-group chloromerus subgroup, a T.
arundinis species sola. Cela Cast topologie zahrnujici tyto linie je velmi dobie podpofena a
vyskytuje se napfi¢ vSemi topologiemi. Druhy spadajici do této linie zahrnuji jak druhy
fytofagni (7. varians-group), tak druhy parazitujici na chalcidkach na travach, na
bejlomorkach na vrbach a v neposledni fadé¢ druh parazitujici na broucich (Coleoptera:

Scolytidae). Zejména skupina fytofagnich druhti bude dale diskutovana.

Nasledné¢ se vbliz§i piibuznosti objevuje dals$i skupina s ,nestandardnimi®
hostitelskymi asociacemi®, ktera atakuje Zlabatky na ostficich ve vlhkych habitatech. Tato
skupina 7. laetus-group se neda oznacit zcela jist€ jako monofyleticka z divodu, Ze vné
naseda druh ze skupiny 7. hederae-group (100/1), ale cela vétev se skupinou 7. laetus-group a
T. hederae-group nemé podporu vyssi nez 50/0,5, navic se v jednotlivych stromech nikdy

nevyskytovali zastupci této skupiny pospolu. Tato skutecnost bude dale diskutovana.

Déle se jiz nachazi prevazné zastupci zpodskupin skupiny 7. bedeguaris. T.
bedeguaris-group bedeguaris subgroup se nejprve vyskytuje ve vétvi se skupinami T.
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cingulatus a T. erucarum. Dale se druh T. rubi (91/0,97) z T. bedeguaris-group bedeguaris
subgroup nachazi vnoten v podskupiné 7. bedeguaris-group chloromerus subgroup stejné
jako v ptedchozich jednotlivych stromech. Tato podskupina pak (7. bedeguaris-group
chloromerus subgroup) tvoii korunovou vétev s nejvice zastupci hlavné parazitti bejlomorek
na raznych bylinach. Namapované hostitelské asociace naznacuji, ze fytofagie, asociace
s bfizami a asociace s ostficemi mohli vzniknout v evoluci rodu Torymus jednou. O jinych
hostitelskych strategiich se to dle topologie prohlasit neda. Jelikoz se parazitoidé zlabatek a
parazitoidé bejlomorek vyskytuji v ramci stromu nahodile a netvofi vétsi jednotnou linii, tyto
asociace tedy vznikaly pravdépodobné nckolikrat nezavisle. Dale se d4 vypozorovat, ze
béhem evoluce druhy nejdiive osidlili hostitele tvotici halky na stromech a vyskytujici se na

vlhkych stanovistich a postupné osidlovali hostitele na bylinach.

5.4. Ovipositor index

Hodnoty ovipositor indexu (OI) jsou namapovany na konsenzudlnim fylogenetickém
strom¢ (Obrazek 8a — b). Celkové vykazuji mezidruhové rozdily (od nejnizSich hodnot
pocinaje od 0,7 az do hodnoty 5). V literatufe je udavana i vnitrodruhova variabilita a sezonni
variabilita. Konkrétni hodnoty ovipositor indexu pro vSechny pouzité jedince jsou obsazeny
v tabulce druhii obsaZenych v této praci v pfiloze Tabulka 1. V méfitku celého
fylogenetického stromu se neda vysledovat jisty trend evoluce délky kladélka, ale v métitku
druhovych skupin ¢i jednotlivych vétvi 1ze pozorovat rizné trendy. Napiiklad u skupiny 7.
laetus-group, kromé¢ druhu 7. igniceps ma hodnoty OI mensi. Stejné vysokd hodnota je u
fytofagni skupiny a T. nitidulus-group a T. azureus species sola. Pak u vétve, kde jsou
zastupci ze skupin T. cingulatus-group, T. bedeguaris-group bedeguaris subgroup a T.
erucarum-group, dosahuje ovipositor index velmi blizkych hodnot. V této vétvi jsou vSichni
zéastupci parazitoidé zlabatek a az na druh 7. cingulatus se jedna o generalisty. Nelze vSak
obecné prohlasit, ze by generalisté meli delsi kladélka nez specialisté a obracené, protoze tato
hodnota s mirou specializace zcela nekoresponduje. Lze vSak vypozorovat, Ze druhy
parazitujici na hostitelich na dubech maji vySsi ovipositor index. Nicméné€ neni rozdil mezi
tim, zda zastupci parazituji na bejlomorkach ¢i Zlabatkach, hodnoty se pohybuji na stejné

skale.
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5.5. Bait design

Na zékladé analyzy vybranych ortholognich genti (celkem 5357 genii) bylo pomoci

O ¢e

programu BaitFisher nalezeno celkem 4937 rliznych ,,baita*, které dokazi amplifikovat useky
celkem 875 genil. Seznam téchto ,,baits* neni soucasti diplomové prace, ale je na vyzadani u

autorky prace. Bude dale pouzit pro AHE sekvenovani vybranych taxonti rodu Torymus.
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6. Diskuze

6.1. Vysledné fylogenetické stromy

Obecné vysla podpora pro stromy nejlepsi u konsenzualniho stromu, kdy se topologie
vétvi az tak vyrazné neliSila mezi metodami. Nicméné nékteré odlisnosti jsou patrné. Hlavni
odli$nost v pozicich byla pro vétev s druhy 7. bedeguaris, T. auratus T. cingulatus, T. roboris,
T. nobilis a T. geranii. Vétev se stejnou topologii se ve stromu vytvoreného analyzu MrBayes

nachazela vice u baze stromu.

Problematické je, ze se na hlubsim vétveni stromu Casto vyskytuje hladina bootstrapu
pod 50%, ale pravdépodobnosti z bayesianské analyzy byvaji povétSinou vyssi. Domnivam
se, ze by celé¢ analyze vyrazn€ prospélo, kdyby ve studii bylo zahrnuto vice druht
s rozSitenim mimo Evropu. Studie obsahuje jen né¢kolik zastupcl ze zapadni palearktické
oblasti a také zastupce z ,nového svéta“. Tito zastupci ze stiedni Ameriky tvori
v konsenzudlnim stromé tzv. ,,New World clade”, spadaji do né&kterych druhovych skupin

ustanovenych na zéklad€¢ morfologie v praci Grissel (1976).

V ptipadé stromt pro jednotlivé geny se jiz vyskytovaly jisté problémy, presto vSak
povétsinou nekteré topologie pro sesterské druhy vychézely v souladu s konsenzudlnim
stromem. Problematicky vySly fylogenetické stromy pro mitochondridlni geny. ObzvIast' ty
vychazejici z analyzy MrBayes. Strom z MrBayes pro mitochondridlni geny (COI -
LCOHCO a JerryPat, a cytochrom b) mél u vSech vétvi pravdépodobnosti < 0,5, stejné tak

strom z MrBayes 1 pro cytochrom b byl tak nizce podpotfen.

Otazkou tedy je, zda pouzit¢ geny jsou dobrymi fylogenetickymi markery.
Mitochondrialni geny jsou posuzovany jako nevhodné markery pro fylogenezi blizce
ptibuznych druhti. U ¢lenovcei, ktefi sdileji endosymbionty Wolbachia a Cardinium dédéné
po matefské linii stejné¢ jako mitochondrie, mohou endosymbionti ovliviiovat strukturu
mitochondrialni DNA (Hurst & Jiggins, 2005). Kromé toho bylo prokazano, ze gen
cytochrom oxiddza 1 podléhd ve vysSi mife rychlej$i evoluci u blanokiidlych nez u
dvoukiidlich (Crozier et al., 1989). Dalsi problém s témito geny je problém se saturaci pozic
v kodénu, a ztoho plynouci moznad nevhodnost mitochondridlnich geni pro sestavovani
fylogeneze. Bylo to pozorovano u obratlovcii pti analyze cytochromu b, a tak autofi vypustili
nekterou z pozic kodonu a doslo ke zméné topologii (Farias et al., 2001). Pfipadné¢ by mohlo

byt uzite¢né provést v budoucnu tento krok i pro data v této praci (Cardinal pers. comm.).
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Podle jinych autort je na druhou stranu uziti mitochondridlniho genu pro cytochrom oxidazu i
cytochrom b vhodné pro sestavovani fylogenezi u nad¢eledi Chalcidoidea (Cruaud et al.,

2010; Cruaud et al., 2012; Lopez-Vamonde, 2001).

Z dtvodu vyssi rychlosti evoluce, které podléhaji mitochondridlni geny oproti jadernym
ribozomélnim a ovlivnéni mitochondridlnich geni endosymbionty také mohl vzniknout
problém u druhu 7. druparum, ktery v analyzach, kde byly obsazeny sekvence genu
cytochrom oxidéaza I, tvoril vétev spolecné s jednim jedincem druhu 7. varians sesterskou
k vétvi dvou dalsich jedincii druhu 7. varians. Samoziejm¢é by mohl byt tento jev vysvétlen
hypotézou, Ze probiha mezi témito fytofagnimi druhy k hybridizaci, jak je studovano u druhti
T. sinensis a T. beneficus (Moriya et al. 1992, Yara 2004). Stejn¢ tak jako druhy 7. sinensis a
T. beneficus parazituji stejného/podobného hostitele, larvy druhl 7. druparum a T. varians se
vyviji v plodech riizovitych a zivi se jejich semeny. 7. druparum je asociovan s jabloni
(Malus sp.) a T. varians s plody hlohu (Crataegus sp.). Nicméné pro vyvozovani takovych
zaveéra bude nutné ziskat vice zastupct druhu 7. druparum a podrobit je vyzkumu. Uz kvuli
vySe zminéné problematice s mitochondridlnimi geny jako markery by tak mélo byt
osekvenovano vice genl. Nicméné ve stromech zaloZzenych na jadernych ribozoméalnich

genech se tento fenomén neobjevuje, coz by mohlo teorii hybridizace podporovat.

Mimo jiné se i v celkem ,nepfehledné” termindlni vétvi objevovaly rozpoznatelné
problémy se sekvencemi genu COI. Konkrétné ve skupin€ 7. bedeguaris-group chloromerus
subgroup, ktera je problematickd pro rozliSeni 1 morfologicky (Graham & Gijswijt, 1998).
V této skupiné jsem prubézné pozorovala nekonzistentni umisténi vzorkd druhu 7. confinis

v zé&vislosti na pfitomnosti/neptitomnosti sekvenci genu COI v analyzovanych datasetech.

Strom sestaveny na zaklad¢ genu Elongation factor konzistentné podporuje vétev, kde
T. nitidulus-group je piibuznd T. azureus species sola. Gen Elongation factor je sice velmi
malo variabilni oproti tfeba COI u mnou zkoumanych taxonll nebo jinych Zivocicht (Mitchell
et al. 1997, Moreira et al., 1999), ale i tak jsou na stromé& nekteré takovéto zasadni véci dobte

patrné.

6.2. Je rod Torymus monofylum?

Kléad, ktery oznacuji v konsenzudlnim stromu jako Torymus sensu stricto, by se dal

oznacit jako monofyleticky. Problém s monofylii rodu Torymus ovSem zplsobuje celd
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skupina 7. cyaneus-group (do niz spadaji druhy 7. affinis, T. cyaneus a T. notatus) a ob¢
druhové skupiny z nového svéta 7. fullawayi-group a T. tubicola-group, které se nachazi
mimo skupinu Torymus s. str. spolecné se zastupci rodt Diomorus, Ecdamua a Physothorax,

které byly do prace zahrnuty jako outgroups.

V minulosti byly rod Diomorus a rod Torymus na zdkladé morfologie synonymizovany
(Graham & Gijswijt, 1998), protoze byl popsan druh 7. kononovae, ktery nese intermedialni
znaky obou rodl. Nicméne Zerova et al. (2003) se s timto ndzorem neztotoznili a znovu pak
rozdélili rod na dva samostatné rody Diomorus a Torymus. Tvrzeni Zerovy et al. (2003)
podporuji viceméné i vysledky studie Munro et al. (2010) a Jansta et al. (2017), JanSta et al.
(2017) oznacili cely rod Torymus za polyfyleticky a rozdélili tribus Torymini do 3 tzv.
»subkladi“. Subklad a zahrnuje zéastupce nového svéta (druhy sneznamou biologii) a
zastupce rodu Physothorax (asociace s fiky). Subklad b v jejich studii zahrnoval zastupce
rodt Diomorus a Ecdamua (oba parazitoidi zdhadlovych blanokiidlych). Subklad c pak
zahrnoval uz Cisté zastupce rodu Torymus. Jejich analyzy vSak nezahrnovaly dostatecné
mnozstvi zastupcti. Munro et al. (2010) také zjistil, Ze rod Ecdamua spadad dovniti kladu
tvoteného druhy rodu Torymus . Podobné trendy jako vysly v pfedchozich studiich (Munro et
al. 2010, Jansta et al. 2017) se vyskytuji i v této praci a opét podporuji myslenku, ze rod
Torymus je spiSe parafyleticky (ne-li polyfyleticky) a rod Diomorus je platnym rodem.
Nicmén statistickd podpora pro toto tvrzeni je nizka a tuto otdzku bude nejspiSe mozné

zodpovédét jen na zaklade vice vypovidajicich dat.

6.3. Jak koresponduji druhové skupiny rodu 7Torymus s molekularni fylogenezi

V nékterych ptipadech koncept druhovych skupin zaloZzeny na morfologii a
hostitelskych asociacich a fylogenetickym stromem nekoresponduje, ale nékteré skupiny se
zdaji byt stanovené spravné. Druhové skupiny zapadni palearktické oblasti podle Grissel
(1976) ve fylogenezi vSech genii jsou u kotfene stromu a kazda je monofylum, az na vyjimky,
které se ukazuji ve stromech pro jednotlivé geny ¢i useky, kde jsou tyto skupiny
problematictéj$i. Podle Grissel (1976) je skupina 7. fullawayi morfologicky blizka rodu
Diomorus, sdileny znak jsou zuby na zadnim femuru. Ackoliv se ve fylogenetickém stromé
nachazi blizko zastupcti rodu Diomorus, nikdy nejsou sesterské. Druhova skupina 7. tubicola-

group zahrnuje 23 druhtt a podle Grissel (1976) je velmi variabilni morfologicky i
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v hostitelskych strategii. V mém piipadé u vzorki zahrnutych v této studii hostitelské

asociace nejsou znamé, ale monofylie skupiny podporuje koncept dle Grissel (1976).

Déle je mozné diskutovat monofylii skupiny 7. nitidulus-group a také muzeme rozlisit,
ze druhy T. nitidulus a T. fuscicornis jsou opravdu dva druhy tvofici jednu druhovou skupinu.
Morfologické rozdily mezi témito dvéma druhy jsou tak malé, ze by mohlo jit o jeden druh.
Oba druhy jsou velmi malé a 1isi se pouze ve zbarveni ptedni coxy, kdy u 7. nitidulus je coxa
pievazné zlutd a u T. fuscicornis je zbarvend pievazné tmave. Navic samice 7. nitidulus by
mély mit o néco delsi kladélko (Graham & Gijswijt, 1998). Nicmén¢ ve vSech sebranych
vzorcich se u vySe zminénych znakl vyskytuji prechody. Do spole¢né druhové skupiny byly
druhy zatazeny nejen kvuli sdilené morfologické podobnosti a velikosti téla, ale protoze jako
jedini napadaji bejlomorky v jehnédach btiz. Tyto dva druhy se Casto se ve fylogenetickych
stromech objevuji jako jedno monofylum se sesterskym druhem T. azureus species sola.
Zavada (2003) pro druhy 7. azureus a T. nitidulus-group stanovil samostatny poddruh
Lioterphus. T. (Lioterphus) azureus parazituje bejlomorky v Sisticich smrku. To je sice
odlisny hostitel nez bejlomorky v jehnédach btiz (hostitelé pro 7. (L.) nitidulus-group),
nicméné zjevné vyzadujici podobna morfologicka ptizpisobeni. Kladeni do téchto hostitelil
totiz vyzaduje alespon Castecné lateralni zplosténi téla a relativné dlouhé kladélko, aby se
samice parazita dostala az k hostiteli Zijicim mezi ,,Supinami® §iSek/jehnéd. Na druhu 7. (L.)
azureus jsou tak tedy patrné jednotlivé morfologické adaptace, které jsou vypozorovatelné i u
zastupct 7. (L.) nitidulus-group. Mezi tyto morfologické znaky patfi naptiklad podobné
vysokd hodnota ovipositor indexu, prodlouzena zadni coxa a redukovand nebo chybéjici
ostruha na zadni tibii (Graham & Gijswijt, 1998, Zavada, 2003). Cést vy$e zminénych znaki
a to, ze vSechny tfi druhy maji holarktické rozsiteni, vedli Zavadu (2003) k ustanoveni
poddruhu Lioterphus. Vyclenéni téchto druhi do stejného podruhu bylo tedy potvrzeno i
v této praci na zéklad€ molekuldrnich dat. Navic se zda, ze tyto druhy je asi zbyte¢né Clenit do

dvou druhovych skupin.

Druhova skupina 7. varians-group, do niz patii druhy 7. varians a T. druparum, se
vyskytuje ve vSech tfech konceptech druhovych skupin (tj. Grissell, 1976, Graham &
Gijswijt, 1998, Zavada, 2003). Nicméné Grissel (1976) do ni zahrnuje i druh 7. azureus, ktery
byl jiz diskutovan vySe. Mimo druh 7. azureus se jednd o skupinu fytofagni. Fytofagie je
zcela jist¢ synapomorfie 7. varians a T. druparum a kromé toho sdili tyto morfologické
znaky:dlouhé kostalni pole na kiidlech (11-12 krat dlouhé neZ Siroké), cirkularni tvar hlavy,

hlava maximalné 1,7 krat delsi nez Sirokd a témét hladké propodeum (Graham & Gijswijt,
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1998). Zarazeni druhu 7. azureus do této druhové skupiny je zcela jisté mylné, ale jinak je

morfologicky koncept 7. varians-group podpofen i vysledky této prace.

Druhova skupina 7. laetus-group se v konsenzudlnim stromé vyskytuje v jedné vétvi
spolecné se zastupcem skupiny 7.hederae-group, ale v dil¢ich stromech je velmi
problematickd Proto se nedd prohlasit za monofyletickou, ackoliv by jeji monofylii
podporovala unikatni strategie. Podle Zavada (2003) patii tato druhova skupina do podrodu
Callimomus spolecné se skupinou 7. austriacus-group. Hlavnim sdilenym znakem pro tento
poddruh by méla byt velkd mandibula se dvéma zuby. Neda se fict, jestli by poddruh
podporila stejna biologie, protoze pro druh 7. austriacus hostitel doposud neni zndm. Na
zékladé umisténi ve vSech fylogenetickych stromech této prace se da monofylie tohoto

poddruhu zcela vyloucit.

Druhova skupina 7. erucarum-group, do které patii mimo jiné druhy 7. nobilis a T.
roboris ve vsech stromech, kromé dvougenového stromu na zdkladé jadernych ribozomadlnich
genl, vychdzela monofyleticky. Podle Zavada (2003) by méla byt soucasti skupiny 7.
chloromerus-group jesté spoleén¢ naptiklad s druhy 7. flavipes, T. cingulatus, coz
predstavené fylogenetické stromy také nepodporuji. Naopak je zajimavé, ze T. nobilis a T.
roboris téméet ve vSech vystupech analyz vychézeli vzdy jako jedno monofylum (kromé
fylogeneze na zéklad€ genu Elongation factor, kde nicméné nebylo dostate¢né zastoupeni
téchto druhtli) spole¢né s T. auratus a T. gerani (zastupci T. bedeguaris-group, bedeguaris-

subgroup), coZ jsou rovnéz druhy parazitujici generalisticky u Zlabatek na dubech.

Problematickd skupina ve fylogenezich byla 7. cyaneus-group, kterd se
v konsenzudlnim strom& nachazela jako monofyleticka vétev mimo kldd Torymus sensu
stricto, ale v jednotlivych stromech nebyla c¢asto monofyletickd. Takové postaveni je
v rozporu s konceptem podle Zavada (2003), ktery jiz tuto druhovou skupinu zafadil do
poddruhu Torymus sensu stricto a navic druhy z ni rozdélil do skupin 7. affinis-group a 7.
cyaneus-group. Ackoliv k tomu nemohl vést rozdil v biologii, ponévadz skupiny sdileji
hostitelské asociace se Zlabatkami na dubech a riizich. Autor také zminuje, Ze si neni zcela jist
v rozdéleni téchto skupin, protoze nenachéazi ani morfologické diagnostické znaky unikatni

pro tyto skupiny.

Nejvetsi (,,sbérnd*) skupina je skupina 7. bedeguaris-group, pro kterou ani nejsou
nadefinovany konkrétni morfologické synapomorfie, rozhodné jako celek neni monofyleticka

a jeji jednotlivé podskupiny také ne. Podskupina 7. bedeguaris-group tipularium subgroup je
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je v mych analyzach reprezentovana jen jednim druhem, zbylé dvé jsou zastoupeny nckolika
druhy. Ani o jedné podskupiné se neda prohlasit, ze by mohly byt monofyletické. Skupina T.
bedeguaris-group bedeguaris subgroup i skupina 7. bedeguaris-group chloromerus subgroup,
jsou ve vsech fylogenetickych stromech rozdéleny, a tak zcela odporuji konceptu podle
(Graham & Gijswijt 1998). Zvlast napadné je umisténi druhti 7. hylesini, T. stenus a T. impar,
kteti podle autord nalezi do druhové skupiny 7. bedeguaris-group chloromerus subgroup, ale
ve fylogenetickyc stromech se vyskytuji v piibuznosti s druhy ze skupiny 7. nitidulus-group a
fytofagnimi zastupci. I tyto tfi druhy jsou ve své biologii nestandardni, protoze se jedna o
parazitoidy broukl a bejlomorek na travach nebo vrbach s tim, Ze ¢ast druhl se vyznacuje

velmi dlouhym kladélkem.

Jak bylo jiz uvedeno vyse, nékteré druhové skupiny s koncepty druhovych skupin

koresponduji, koncept poddruht vsak fylogenetické vztahy spiSe nepodporuyji.

6.4. Co lze Fict o evoluci hostitelské specializace

Stromy (fylogenetické hypotézy) ziskané v této praci nelze nakonec dost dobie pouzit
pro testovani hypotéz o evoluci hostitelského spektra naptiklad programy Diversetree
(FitzJohn, 2012) ¢i programem MEDUSA (Modeling Evolutionary Diversification Using
Stepwise Akaike Information Criterion (AIC) (Alfaro et al. 2009), které jsou pro tyto ucely
pouzivany. Pfestoze sestavend fylogeneze zahrnuje dostatecné mnoZstvi jedincl a zna¢nou
diverzitu hostitelskych asociaci (naptiklad na rozdil od studie Al khatib et al. (2016)), ale
vétve maji velmi nizkou podporu hlavné v hlub§im vétveni jako v pfipadé studie Stireman
(2005). Nicméné sestavena fylogeneze dava dobry podklad pro mapovani hostitelskych
asociaci a sledovani hostitelskych pieskokt. Hlavné Ize sledovat, zda sesterské druhy sdileji
stejné ¢i piibuzné hostitele. Mimo jiné pak je mozné u sesterskych druhti zavéry povazovat za

relativné smérodatné, ponévadz tyto sesterské linie maji Casto dostatecnou podporu.

Fylogenetické stromy v této praci také predkladaji dikaz o tom, které hostitelské
asociace vznikly v evoluci v ramci rodu Torymus pouze jednou. Jednou z nich je fytofagie. Je
vlastné zajimavé, pro¢ se pravdépodobné zoofagni rod vydal touto fytofagni cestou. Navic
tato cesta se neukdzala evolucné nijak zvlaSt vyhodna, kdyz nevedla k néjakému
masivnéjSimu vzniku fytofagnich druht. To je trochu v kontrastu se vznikem fytofagie a tedy

souCasn¢ 1 opylovaci strategie u fikovych vosicek (Chalcidoidea: Agaonidae), kde tato
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strategie sice vznikla pouze jednou, ale vedla k obrovské radiaci druhi (Cook & Rasplus,
2013). Recentni vyzkum (Jansta et al., 2017) diskutuje vznik fytofagie také naptiklad u celedi
Megastigmidae (rovnéz Chalcidoidea). Zde je opét fytofagie povazovana za ancestralni
strategii, kterd vedla ke vzniku mnoha fytofagnich druhti, a zoofagie pak v této skupiné

vznikla v evoluci minimaln€ dvakrat nezavisle.

Stejné tak vyplyva ze sestavené fylogeneze, ze vznik asociaci s bejlomorkami na
biizach prob¢hl v evoluci také pouze jednou u skupiny 7. nitidulus-group, ktera jak uz bylo
nekolikrat vySe zminéno, Citd pouze dva zastupce, a tak se vznik této asociace nejevi jako
evoluéné vyhodny. Také by nas zajimala, asociace s hostiteli z ostfic u skupiny 7. laetus-
group prob¢hla jako jedina evoluéni udélost. Fylogeneticky strom na zaklad¢ vSech gent by
tuto hypotézu nevyvratil, ziskané fylogeneze z jednotlivych genii ¢i dvou genl skupinu T.
laetus-group nepodporuji jako monofyletickou, a tak se nedd soudit, zda doslo k opakované
evoluéni udalosti ¢i probehla jen jednou. Stejné jako druhy parazitujici hostitele na ostficich,
se vyskytuji ve vlhkych habitatech druhy parazitujici hostitele tvotici halky na vrbach. Tato
asociace podle vysledného stromu také v minulosti nevznikla jen jednou, ale nékolikrat
nezévisle. Vznik ostatnich hostitelskych asociaci se jevi jako problematicky a bude dale

diskutovan.

Napftiklad o ancestralni hostitelské strategii rodu Torymus lze z vysledkl prace jen tezko
cokoli soudit. KdyZ budeme uvaZovat pouze Torymus sensu stricto, ve fylogenetickych
hypotézach vyplyvajicich z této prace jsou na bazi vétve totiz druhy 7. azureus species sola a
skupina T. nitidulus-group, které parazituji bejlomorky. Druhy, které jsou sesterské s linii
Torymus sensu stricto jakoZto, zastupci druhové skupiny 7. cyaneus-group jsou generalisté a
parazituji na Zlabatkdch na dubech. Také minimalné jeden vzorek v této studii patiici do
skupiny 7. fullawayi-group je asociovan s duby. Tento vzorek byl vychovan z hostitele a dalsi
zahrnuté druhy jsou podle databaze také asociovani s duby a Zlabatkami (Noyes 2018).
Nicméné 1ze jen téZko vyvozovat zavéry, ponévadz linie Torymus sensu stricto nebyla
dostatecné¢ podpofena, a tak nemlzeme fict, kterd strategie byla ancestralni. Z vysledka
(Ktizkova, 2011) plyne, ze plesiomorfni hostitelska strategie byla zoofagie a diskutuje, Ze by
ancestralni strategii nemusela byt asociace ani se Zlabatkami ¢i1 bejlomorkami, ale v jejim
ptipad¢ asociace s chalcidkami. U kotene jejich fylogenetickych stromi byl druh 7. baudysi,
ktery parazituje chalcidky rodu Tetramesa tvotici halky na stéblech trav. Ackoliv dataset této
prace je rozsifen o zastupce z nového svéta a dalsi zastupce, 1 tak nejsem zcela schopna fict,

jakd mohla byt ancestralni strategie pro cely rod Torymus.
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V literatuie se jako ancestralni strategie pro celou Celed Torymidae piedpoklada
ektoparazitismus halkotvornych Zlabatek, jak nasvéd¢uje nejnovéjsi fylogeneze (Jansta et al.
2017). Nicméné pro klad Torymini, kde se nachazi rod Torymus jim statisticky vychéazela
jako ancestralni hostitelska strategie napadani bejlomorek. Muzeme vsak tvrdit, ze
nejodvozengéjsi hostitelskou strategii je napadani bejlomorek tvoticich halky na bylinach, kde
doslo k velké radiaci, nicméné asociace s bejlomorkami také v evoluci vznikla nékolikrat

nezavisle.

Nelze pozorovat, ze by se ve fylogenetickych stromech ziskanych v této praci
vyskytovaly striktné oddélené asociace se zlabatkami od asociaci s bejlomorkami, ale Ize
vyvozovat, ze tyto asociace nevznikly pouze jednou a dochazelo k hostitelskym ptreskoktim.
Déle struéné popiSu mozny evoluéni scénaf. Nejprve tedy od evoluéné plivodni strategie
napadat Zlabatky na dubech ptesli k napadani bejlomorek a fytofagii (7. nitidulus-group, T.
austriacus-group, T. varians-group, T. azureus species sola, T. arundinis species sola a druhy
T. hylesini, T. impar a T. stenus ze skupiny T. bedeguaris group chloromerus subgroup), u vse
zminénych se vzdy jedna se o linie striktnich specialistli. Dale se ve vétveni nachdzi vétev se
dvéma druhy generalisti (7. phillyreae — parazitujici na bejlomorkach a T. flavipes —
parazitujici na zlabatkéach). Dalsi linii je skupina 7. laetus-group, tedy linie specialistl
asociovanych s bejlomorkami, poté muselo v evoluci dojit k pfeskoku zpatky k parazitovani
zlabatek na dubech a rGzich (druhy 7. flavipes, T. auraturs, T. nobilis, T. roboris, T. geranii) a
poslednim pieskokem a findlnim tak byl pfeskok na bejlmorky tvofici halky na bylinach (cela
korunova vétev). Tento zjednoduSeny popis evoluce hostitelskych specializaci je ve shodé

s Ktizkova (2011).

VysSe popsany hypoteticky evoluéni scénat tak vcelku koresponduje stim, co
predpokladd Oscilacni hypotéza, kterd podle jediné studie u parazitoidii z nadceledi
Chalcidoidea také vhodné korespondovala s jejich studovanou skupinou (Al khatib et al.,
2016). Ackoliv se u rodu Torymus nemuzu opiit o silné podpotfenou fylogenezi, da se
polemizovat, zda evoluce probihala podle predpokladii této hypotézy. Ptedpoklad, Ze se
v ramci fylogeneze objevuji specialisté a generalisté nahodile je v tomto pfipadé splnén, také
v evoluci oc¢ividné dochéazelo v evoluci hostitelského spektra ke zménadm Site hostitelského
spektra. Pfedpoklad Oscilacni hypotézy je i to, Ze generalisté snaze kolonizuji nové hostitele a
zahrnou je do svého hostitelského spektra. Takovy fenomén byl pozorovan u rodu Torymus,

kdy generalisté (7. flavipes, T. auratus, T. geranii) mezi prvnimi zacali parazitovat na invazni
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zlabatce Dryocosmus kuriphilus, kdyz se rozsitila do jejich arealu (MatoSevic & Melika,

2013).

Dale teoreticky fylogeneze a hostitelské asociace rodu Torymus nasvédcuji, Zze by mohla
byt vhodna pro popis evoluce hostitelského spektra hypotéza ,.ekologie hostitele” (,,Host
ecology hypothesis®) (Tschopp et al., 2013). Nasvédcuji tomu druhy parazitujici na
zlabatkach na dubech, kter¢ sdileji 1 podobnou hodnotu ovipositor indexu, coz je adaptaci na
napadani hostitel. Pak také linie, ktera parazituje na bejlomorkéach na bylinach. Kromé¢ toho,
jak je vidét namapované na fylogenetickém stromé, sesterské druhy se vyskytuji v podobném
prostiedi. Takovymi druhy jsou i 7. impar a T. arundinis, ackoliv nesdileji stejné hostitele, ale

oba se vyskytuji ve vlhkém prostfedi a maji i velmi podobnou délku kladélka.

Zda v tomto piipad¢ specializace vede do slepé evoluéni ulicky, se d4 usuzovat, ze to
tak nejspise nebude, ponévadz se na fylogenetickém stromé vyskytuji specialisté a generalisté
stiidave a nahodile. Vyse jiz bylo diskutovano, Ze specializovana fytofagni strategie se nejevi
jako vyhodna evolucni strategie a nepfinesla vyznamnou radiaci jako v ptipadé fikovych
vosicek. Nicméné termindlni vétev druhl parazitujicich na bejlomorkach na bylinach, kde
jsou vétSinou specialisté je pravé nejodvozengjsi, a piesto se v ramci ni objevuji i druhy
generalistl véetné druhu 7. chloromerus, ktery je Uplné termindlni Naopak strategie
parazitovani bejlomorek na bylindch a sni spojend vysoka specificita pfinesla vyraznou
radiaci na téchto hostitelich. Nejen specializace by se dala posuzovat jako znak vedouci do
slep¢ evoluéni uli€ky. Naptiklad halkotvorni zastupci, kteti tvoii halky jsou také velmi
specificti, a tak bylo testovano, zda prave tvorba halek nemulze vést do slepé evolu¢ni ulicky a
nebylo to potvrzeno ani vyvraceno, protozZe se druhové diverzita ve skupinach liSila (Hardy &
Cook, 2010). Vmém pfipadé¢ by tim znakem mohla byt délka kladélka. Pii pohledu na
namapované hodnoty ovipositor indexu se nejevi, ze by dlouhé/kratké kladélko znamenalo

néjaké evolucni omezeni a vedlo tak do slepé evolucni ulicky.
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7. Zavér

Predlozena prace zabyvajici se fylogenezi a evoluci hostitelského spektra u druhu
Torymus ptinasi nové poznatky o této parazitické skupiné ZivocCichli. Rozsifenim datasetu na
181 jedincii se podafilo zodpovédét na vice otdzek o evoluci hostitelského spektra tohoto
diverzifikovaného rodu. Fylogeneticka hypotéza rodu Torymus v této praci v souladu s jinymi
vyzkumy zpochybiiuje, zda je vibec tento rod monofyleticky. Stejné tak zpochybiiuje

monofylii vétSiny druhovych skupin, které byly v minulosti stanoveny.

Ackoliv o ancestralni hostitelské strategii mizeme nadale polemizovat, sestaveny
fylogeneticky strom pfinesl dikazy, které hostitelské asociace vznikly v evoluci pouze jednou
asociace s hostiteli na bfizach tyto asociace vznikly v evoluci pouze jednou. Asociace se
zlabatkami a bejlomorkami v evoluci vznikly patrné nékolikrat nezéavisle. Sesterské skupiny
Casto parazituji ptibuzné hostitele, naptiklad vétev parazitujici zlabatky na dubech, v tomto
konkrétnim ptipadé je pak vyloucen druhovy koncept. Dile miiZzeme pozorovat, Ze se

sesterské druhy Casto vyskytuji ve stejném ¢i podobném prostiedi.

K potvrzeni hypotéz o sméru evoluce ¢i konkrétnich hypotéz o evoluci hostitelského
spektra neni fylogenetickd hypotéza dostatecné podpotend. Ptesto lzefici, Ze jelikoz se mira
hostitelské specificity vyskytuje na stromé zcela nahodile, a tak v evoluci dochdzelo patrné
k dramatickym zménam v §ifi hostitelského spektra. Dale jsou ze stromu patrnécetné
hostitelske, a proto bych septiklonila tomu, ze evoluce hostitelského spektra u rodu Torymus
nejlipe popisuje Oscilacni hypotéza.

V budoucnu bude nutné sestavit fylogenezi s vysokou podporou, aby mohly byt
magisterského studia byla pfiprava na sekvenovani metodou Anchored Hybrid Enrichment.
Nadesignovala jsem baity, které umozni amplifikovat az 875 gend, a tak bychom méli dojit
k sestaveni dobie podpoiené fylogeneze. Na zaklad¢ této prace a fylogenetickych vazeb, které
ukazala, budou pro Anchored Hybrid Enrichment vybrany reprezentativni druhy, které se

ukazaly jako vhodné a aby vhodné zastupovaly diverzitu hostitelskych asociaci.
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9. Pilohy

9.1. Seznam rodi a druhti zminénych v této praci véetné autori popisu.
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Poir. In. Lam.
Hartig, 1840
Linnaeus, 1758
Perris, 1840
Walker, 1843
Boheman, 1843
Spinola, 1808
Masi, 1926
Linnaeus, 1758
Yasumatsu, 1951
Walker, 1862
Erdos, 1954

Eupelmus

Eupelmus urozonus
species group
Euphorbia cyparissias

Ficus sp

Fopius arisanus
Fraxinus

Fraxinus excelsior
Glechoma hederacea
Glyphomerus stigma
Hieracium
Hylesinus fraxini
Chilaspis nitida
Ichneumon

Iva frutescens

Iva imbricata

Lariophagus
distinguendus
Lasioptera carophila

Lasioptera rubi
Lioterphus
Liposthnes glechomae
Nasonia vitripennis

Neuroterus
lanuginosus
Neuroterus saliens

Picea abies
Pimpinella saxifraga

Podagrion
pachymerum
Populus tremula

Praon volucre

Pseudotorymus
sapphyrinus
Pteromalus

Quercus
Quercus brantii
Quercus conspera

Quercus infectoria

Dalman, 1820
Dalman, 1820

Linnaeus, 1753
Linnaeus, 1753
Sonan, 1932
Linnaeus, 1753
Linnaeus, 1753
Linnaeus, 1753
Fabricius, 1973
Linnaeus, 1753
Panzer, 1779
Giraud, 1859
Linnaeus, 1758
Linnaeus, 1753
Walter, 1788
Foster, 1841

1874
nk, 1803

Thomson, 1876
Linnaeus, 1758
Walker, 1836
Giraud, 1859

Kollar, 1857
Linnaeus, 1753
Linnaeus, 1753
Walker, 1833

Linnaeus, 1753
Haliday, 1833

Fonscolombe, 1832

Swederus, 1795
Linnaeus, 1753
Lindley

Olivier



Quercus robur

Rabdophaga
strobiloides
Rosa canina

Salix bebbiana

Salix cinerea

Salix eriocephala
Semudobia
Sitophilus
Sphecodes
Stegobium paniceum

Torymoides
kiesenwetteri
Torymus

Torymus advenus
Torymus aea

Torymus affinis
Torymus amurensis
Torymus angelicae
Torymus anthomyidae

Torymus apimyiae

Torymus arcticus
Torymus armatus
Torymus arundinis
Torymus atheatus
Torymus aucupariae
Torymus auratus
Torymus austriacus
Torymus axilaris
Torymus azureus
Torymus basalis
Torymus baudysi
Torymus bedeuaris

Torymus beneficus

Torymus brevicoxa
Torymus calcaratus
Torymus californicus
Torymus capite
Torymus caudatus
Torymus cecidomyidae
Torymus cerri
Torymus cingulatus
Torymus coccineus

Torymus confinis

Linnaeus, 1753
Sacken, 1832

Linnaeus, 1753
Sargent
Linnaeus, 1753
Michx.

Kieffer, 1913
Schonherr, 1838
Latreille, 1805
Linnaeus, 1758
Mayr, 1874

Dalman, 1820
Osten-Sacken, 1870
Walker, 1836
Fonscolombe, 1832
Walker, 1836
Walker, 1836
Ashmead, 1887

Boucek & Mihajovic,
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Torymus stenus

Torymus
subcalifornicus
Torymus sulcatus

Torymus tatianae
Torymus terentiatus
Torymus texanus
Torymus thalassinus
Torymus tipularium
Torymus triangularis
Torymus tubicola
Torymus umbilicatus
Torymus varians
Torymus ventralis
Torymus veronicae
Torymus wachtiellae
Torymus warreni

Trichogramma
evanescens
Urtica dioica

Verbascum sp.

Wachtiella rosarum

Huber, 1927
Boheman, 1874
Graham, 1994
Grissel, 1976

Huber, 1927
Zavada, 2001
Zavada, 2001
Hoffmeyer, 1930
Crosby, 1908
Zetterstedt, 1838
Thomson, 1876
Osten-Sacken, 1870
Gahan, 1919
Walker, 1833
Fonscolombe, 1832
Ruschka, 1921
Graham & Gijswijt, 1998
Cockerell, 1911
Westwood, 1833

Linnaeus, 1753
Linnaeus, 1753
Hardy, 1850



9.2. Tabulka vzorki v této praci

Tabulka 1: Souhrnnd tabulka vSech vzorkou pouzitych v této préci, s uvedenymi hodnotami priiméru oviposito indexu, ktery je
zaokrouhleny na dvé desetinna mist. Nové pouzité vzorky jsou oznaceny ,,Y Y, mnou osekvenované vzorky pak tu¢n¢; (kody genti — 18SD
- a, 28SD2 -3- b, 28SD3-5 - ¢, EF-1a - d, LCOHCO - ¢, JerryPat - f, CytB - h

Unikatni Genové Hostitelska Prameér
kod jedince | Rod Druh useky | Lokalita Hostitel rostlina )1 Poznamky
BAK 101 | Torymus geranii beh Iran Andricus multiplicatus | Quercus sp. 3
Aphelonix
BAK 102 | Torymus affinis beh Iran persica/kordestanica | Quercus sp. 5
BAK 103 | Torymus geranii be Iran Neuroterus saliens Quercus brantii 3
BAK 104 |Torymus geranii be Iran 3
BAK 110 |Torymus varians beh Hungary 4,1
BAK 120 | Torymus sp. beh Hungary 1,5
BAK 121 | Torymus sp. be Hungary 1,5
BAK 127 |Torymus varians beh Hungary Crataegus laevita 4,1
BAK 130 |Torymus ventralis eh Hungary 1
BAK 134 | Torymus geranii be Hungary 3
BAK 137 |Torymus ruschkai eh Hungary 1,7
BAK 138 |Torymus chloromerus beh Hungary Verbascum sp. 2,4
BAK 139 | Torymus igniceps beh Hungary 3
BAK 141 |Torymus fischeri be Hungary 1,85
BAK 145 |Torymus ruschkai be Czech Republic 1,9
BAK 152 | Torymus geranii be Iran Neuroterus lanuginosus | Quercus brantii 3
Euphorbia
BAK 16 Torymus chloromerus beh Hungary Bayeria capitigena cyparissias 2.4
BAK 162 |Torymus auratus be Iran Andricus quercustozae | Quercus infectoria 3,85
BAK 163 |Torymus auratus beh Iran Andricus quercustozae | Quercus infectoria 3,85
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BAK 164 | Torymus auratus be Iran Andricus quercustozae | Quercus infectoria 3,85
BAK 17 Diomorus cupreus be Slovakia 1,3 | Outgoup
BAK 174 | Torymus affinis eh Romania Biorhiza pallida Quercus sp. 5
BAK 175 |Torymus affinis beh Romania Biorhiza pallida Quercus sp. 5
BAK 18 Torymus ventralis beh Slovakia 1
BAK 193 | Torymus affinis beh France Biorhiza pallida Quercus sp. 4,75
BAK 195 |Torymus sp. beh Austria Alacidea hieracii Hieracium sp.

BAK 20 Torymus impar beh Hungary Rhabdophaga sp. Salix sp. 4,25
BAK 208 |Torymus geranii beh Iran Neuroterus saliens Quercus brantii 3
BAK 23 Torymus geranii beh Czech Republic Chilaspis nitida 3
BAK 24 Torymus wachtliellae beh Czech Republic| Wachtiella rosarum | Rosa canina 3
BAK 25 Torymus wachtliellae beh Czech Republic| Wachtiella rosarum | Rosa canina 3
BAK 27 Torymus auratus beh Czech Republic Andricus kollari Quercus robur 3,85

Pimpinella
BAK 29 Torymus socius beh Czech Republic | Lasioptera carophila | saxifraga 1,25
Pimpinella

BAK 30 Torymus socius beh Czech Republic | Lasioptera carophila | saxifraga 1,25
BAK 32 Torymus hylesini beh Czech Republic Hylesinus fraxinus Fraxinus excelsior 4,75
BAK 33 Torymus rubi beh Czech Republic Lasioptera rubi Rubus sp. 2,25
BAK 34 Torymus caudatus beh Czech Republic 4
BAK 35 Torymus varians beh Czech Republic Crataegus sp. 4,1
BAK 38 Torymus sp- e Croatia 1,25
BAK 40 Torymus ruschkai e Czech Republic 1,9
BAK 41 Torymus auratus beh Czech Republic| Cynips quercusfolii | Quercus robur 3,85
BAK 45 Torymus auratus beh Czech Republic | Andricus quercuscalicis | Quercus robur 3,85
BAK 59 Torymus veronicae beh Hungary 2,1
BAK 60 Torymus veronicae beh Hungary 2,1
BAK 63 Torymus igniceps beh Czech Republic 3
BAK 65 Torymus auratus beh Czech Republic|  Cynips longiventris | Quercus robur 3,85
BAK 66 Torymus confinis beh Czech Republic Dasineura urtica Urtica dioica 1,5
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BAK 68 Torymus impar beh Hungary Rhabdophaga sp. Salix sp. 4,25
BAK 69 Torymus chloromerus beh Austria Bayeria capitigena Euphorbia sp. 2,4
BAK 70 Torymus ventralis beh Czech Republic 1
BAK 71 Torymus fischeri be Czech Republic 1,85
BAK 72 Torymus igniceps beh Czech Republic 3
BAK 74 Torymus roboris e Czech Republic 2,6
BAK 78 Torymus caudatus e Czech Republic 4
BAK 81 Torymus notatus bh Spain Cynipidae gen. Sp. Quercus sp. 2,13
BAK 82 Torymus bedeguaris beh Serbia Diplolepis rosae Rosa sp. 2,04
BAK 85 Torymus philyreae beh France 3,85
BAK 87 Torymus varians beh Hungary 4,1
BAK 88 Torymus nobilis beh Hungary 2,1
BAK 89 Torymus chloromerus beh Hungary 2,4
BAK 90 Torymus cf. verbasci beh Czech Republic 2,08
BAK 94 Torymus stenus beh Czech Republic 1,45
BAK 97 Torymus arundinis beh Czech Republic 4
BAK 98 Torymus arundinis beh Czech Republic 4
GDEL3029 | Torymus cf. austriacus abcdf | France 1,58
GDEL3033 | Torymus sp. Mercantour2 | abcdef | France 2,3
GDEL3035 | Torymus confinis abcdef | France 1,5
GDEL3037 | Torymus phillyreae abcdef | France 1,65
GDEL3038 | Torymus sp. Mercantour6 | abcdef | France

GDEL3039 | Torymus chloromerus bedef | France 2,4
GDEL3040 | Torymus sp. Mercantour7 | cdef France

GDEL3041 | Torymus sp. Mercantour9 | abcdef | France

GDEL3046 | Torymoides kiesenwetteri abcdf | France Outgroup
GDEL3047 | Torymus sp. Mercantourl |abcdef |France 2,3
GDEL3049 | Torymus cf. chloromerus |acdef |France 2,8
GDEL3051 | Torymus caudatus abcdef | France 4
GDEL3054 | Torymus sp. Mercantour14 | abcdef | France 2,3
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GDEL3055 | Torymus sp. Mercantour | abcdef | France 2,3
GDEL3066 | Torymus fagineus abcdef | France 2,33
GDEL3067 | Torymus veronicae abcdef | France 2,1
GDEL3068 | Torymus cf. chloromerus |abcdef |France 2,8
GDEL3070 | Torymus bedeguaris abcdf | Czech Republic 2,04
GDEL3071 | Torymus phillyreae abcdef | France 1,65
GDEL3072 | Torymus phillyreae abcdef | France 1,65
GDEL3079 | Torymus sp. Escalette abcdef | France
GDEL3082 | Torymus veronicae acdef | France 2,1
GDEL3083 | Torymus flavipes abcdef | France 3
GDEL3084 | Torymus flavipes abcdef | France 3
GDEL3085 | Torymus flavipes abcdef | France 3
GDEL3086 | Torymus flavipes abcdf | France 3
GDEL3087 | Torymus phillyreae acdef | France 1,65
GDEL3089 | Torymus phillyreae abcdef | Austria 1,65
GDEL3090 | Torymus stenus abcdef | Italy 1,45
GDEL3091 | Torymus ventralis abcdef | Italy 1
GDEL3092 | Torymus sp- abcdef | Italy 1,55
GDEL3093 | Torymus sp- abcdef | Italy 1,55
GDEL3094 | Torymus laetus abcdef | Italy 1,8
GDEL3095 | Torymus sp- abcdef | Italy
GDEL3098 | Torymus fischeri abcdef | Italy 1,8
GDEL3099 | Torymus sp. abcdef |Italy 1,55
GDEL3100 | Torymus lactus abcdef | Italy 1,8
GDEL3101 | Torymus stenus abcdef |Italy 1,45
GDEL3102 | Torymus sp. abcdef | Italy 1,55
GDEL3103 | Torymus hylesini abcdef | Italy 4,75
sp.2 Krnsko
GDEL3106 | Torymus Jezero abcdef | Slovenia
GDEL3107 | Torymus ventralis abcdef | Slovenia 1
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GDEL3108 | Torymus sp.1 Komna abcdef | Slovenia

GDEL3109 | Torymus sp.1 Soca River |abcdef |Slovenia

GDEL3110 | Torymus ventralis abcdef | Slovenia 1
GDEL3111 | Torymus chloromerus abcdef | Slovenia 2.4

sp. Zadnjica

GDEL3112 | Torymus Planja abcdef | Slovenia 1,25
GDEL3113 | Torymus sp. Ferlach abcdef | Slovenia

GDEL3114 | Torymus cf. flavipes abcdef | France 3

Glechoma
KRB 1 Torymus cf. cingulatus bede Czech Republic| Liposthnes glechomae | hederacea 241YY
KRB 17 Torymus fagineus bede Czech Republic 2,33|YY
KRB 18 Torymus laetus de Czech Republic 1,8 YY
KRB 19 Torymus laetus e Czech Republic 1,8 YY
Glechoma

KRB 23 Torymus cf. cingulatus de Czech Republic | Liposthnes glechomae | hederacea 241YY
KRB 26 Torymus nitidulus bed Czech Republic 31YY
KRB 27 Torymus fuscicornis bed Czech Republic 31YY
KRB 29 Torymus sp.1 bede Bulgaria 1,L16|YY
KRB 3 Torymus roboris bede Czech Republic 2,6 YY
KRB 30 Torymus sp.2 cde Bulgaria 1,38]YY
KRB 31 Torymus sp.2 de Bulgaria 1,38]YY
KRB 35 Torymus druparum bede Czech Republic 4,1YY
KRB 38 Torymus sp.2 de Czech Republic| Rhabdophaga salicis | Salix cinerea? 1,38|YY
KRB 39 Torymus chloromerus bede Czech Republic Urophaga cardui Carduus sp. 241YY
KRB 4 Torymus cf. confinis bede Ukraine Dasineura urtica Urtica dioica L5|YY
KRB 42 Torymus nitidulus bede Czech Republic 31YY
KRB 43 Torymus rubi de Czech Republic Lasioptera rubi Rubus sp. 225|YY
KRB 44 Torymus scandicus de Czech Republic| Rhabdophaga salicis | Salix sp. 1,9 YY
KRB 45 Torymus cyaneus bede Czech Republic|  Cynips longiventris | Qurcus robur 1,91 YY
KRB 47 Torymus cf. chloromerus | de Czech Republic Aulacidea hieracii Hieracium sp. 28| YY
KRB 48 Torymus cf. curvatulus de Czech Republic| Rhabdophaga silicis | Salix cinerea 2,11YY
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KRB 49 Torymus azureus de Czech Republic Picea abies 411YY
KRB 5 Torymus affinis de Czech Republic Biorhiza pallida Quercus robur 51YY
KRB 50 Torymus scandicus de Czech Republic| Rhabdophaga salicis | Salix sp. 1,91 YY
KRB 53 Torymus fuscicornis becde Czech Republic Betula sp. 31YY
KRB 55 Torymus micrurus cde Germany 0,7/YY
KRB 56 Torymus basalis bed Germany 1,35]YY
KRB 6 Torymus nitidulus e Czech Republic Betula pendula 31YY
fullawayi spec. Amphibolis nr.
KRB 9 Torymus gr. bcde Mexico hidalgoensis Quercus conspera 421YY
PEJ 1272 | Glyphomerus |aylax h Bulgaria Outgroup
PJ0028 Torymus cf. confinis abcde | Australia 1,5
PJAN1022 | Diomorus orientalis abcdef |India 2,5 | Outgroup
PJAN1036 |Eridontomerus |arrabonicus h Czech Republic Outgroup
PJAN1038 | Pseudotorymus | sapphyrinus abcdef | Hungary Outgroup
PJAN1043 | Torymus sp- abcdef | Costa Rica
PJAN1046 | Torymus sp- abcdef | Costa Rica
PJAN1058 | Torymus sp- abcdef | French Guiana
PJAN1074 | Diomorus cf. armatus abcdef |India 2,5 | Outgroup
PJANI1077 | Torymus splendens abcdef | Canada
PJANI1138 | Torymus sp. abcdef | USA, Kansas
PJANI1141 | Torymus sp. abcdef | USA, Kansas
PJAN1153 | Physothorax sp.3 abcde | Venezuela Outgroup
PJAN1170 |Physothorax cf. bidentulus abcdef | Guadeloupe Outgroup
PJAN1172 |Ecdamua sp.2 abcdf | Cameroon Outgroup
PJAN1187 | Torymus austriacus abcdf | Russia 1,58
cf.
PJANI1188 | Torymus flavovariegatus | abce Canada 1,05
PJAN1192 | Torymus sp. laetus gr. bedef | Canada
PJAN1203 | Torymus sp. abcdf |USA
PJAN1294 | Diomorus cupreus bedef | Iran 1,3 | Outgroup
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Tor 000133 | Torymus bedeguaris e Germny Diplolepis rosae Rosa sp. 2
Tor 000273 | Torymus nobilis e Germany 2,1
Tor 000274 | Torymus flavipes e Germany 3
Tor 000280 | Torymus basalis e Germany 1,35
Tor 000286 | Torymus nobilis e Germany 2,1
Tor 000289 | Torymus memnonius e Peru

Tor 000297 | Torymus basalis e Germany 1,35
Tor 000299 | Torymus ventralis e Germany 1
Tor 000317 | Torymus fuscicornis e Germany 3
Tor 000327 | Torymus ventralis e Germany 1
Tor 000331 | Torymus nobilis e Germany 2,1
Tor 000333 | Torymus rubi e Germany 2,25
Tor 000335 | Torymus rubi e Germany 2,25
Tor 000338 | Torymus rubi e Germany 2,25
Tor 000340 | Torymus flavipes e Hungary 3
Tor 000341 | Torymus cf. chloromerus |e Hungary 2,8
Tor 000360 | Torymus tubicola gr.sp.2 |e Honduras

Tor 000363 | Torymus sp. e Honduras

Tor 000370 | Torymus tubicola gr.sp. 1 |e Honduras

Tor 000371 | Torymus tubicola gr.sp.2 |e Honduras

Tor 000378 | Torymus bedeguaris e Germany Diplolepis rosae Rosa sp. 2
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9.3. Dopliujici fylogenetické stromy

PJAN1036

Czech republic abcdefh
I BAK_70 Torymus ventralis Czach Republic beh

l BAK_130 Torymus ventralis Hungary beh
BAK_16 Torymus ventralis Slovakia beh
BAK_132 Torymus igniceps Hungary beh

BAK_72 Torymus igniceps Gzech Republic beh
BAK_63 Torymus ighiceps Czech Republic beh
BAK_32 Torymus hylesini Gzech Republic beh Hylesinus fraxini Fraxinus excelsior
BAK_94 Torymus stenus Czech Republic beh
BAK_68 Torymus Impar Hurgary beh Rabdophaga sp. Sallx sp.
BAK_20 Torymus impar Hungary beh Rabdophaga sp. Salix sp.
BAK_127 Torymus varians Hungary beh Crataegus laevigata
BAK_35 Torymus varians Czech Republic beh Crataegus $p.
BAK_87 Torymus varians Hungary beh
BAK_ 110 Torymus varians Hungary beh
BAK_97 Torymus arundinis Czech Republic beh
BAK_88 Torymus arundinis Czech Republic beh
BAK_85 Torymus philyreae France beh
BAK 82 Torymus bedeguaris Serbia beh Diplolepis rosae Rosa sp.
BAK_81 Torymus notatus Spain beh Cynipidae gen.sp. Quercus sp.

B7

PE.J_1272 Glyphomarus aylax Bulgaria abcdefh
BAK_102 Torymus affinis Iran beh Aphelonix persicaskordestanica Quercus sp.
BAK_18€3 Torymus affinis France beh Biorhiza pallida Quercus sp.
BAK_174 Torymus affinis Romania eh Biorhiza pallida Quercus sp.
BAK_175 Torymus affinis Romania beh Biorhiza pallida Quercus sp.
BAK_88 Torymus nobilis Hungary bsh
BAK_§5 Torymus auratus Czech Republic beh Cynips longiventris Quercus robur
100 BAK_27 Torymus auratus Czech Republic beh Andricus kollari Guercus robur
BAK_45 Torymus auratus Gzech Republic beh Andricus quercuscalicis Quercus robur
BAK_23 Torymus geranii Czech Republic beh Chilaspis nitida
BAK_208 Torymus geranii Ireland beh Neuroterus saliens Quercus brantii
BAK_101 Torymus geranii Iran beh Andricus multiplicatus Quercus sp.
——— BAK_120 Torymus sp. Hungary beh
BAK_34 Torymus caudatus Czech Republic beh Kallenbachiola strobi Picea abies
BAK_25 Torymus wachtliellae Czech Republic beh Wachtliella rosarum Rosa canina
100 BAK_24 Torymus wachtliellas Czech Republic beh Wachtliella rosarum Rosa canina
BAK_29 Torymus soclus Czech Republic beh Laslop caraphlla Pimplnell Ifi
BAK_33 Torymus rubi Czech Republic beh Lasiopkera rubi Rubus sp.
BAK_60 Torymus veronicae Hungary beh
77' BAK_59 Torymus veronicae Hungary beh
BAK 866 Torymus confinis Czech Republic beh Dasineura urticze Urtica dioica
BAK_ 137 Torymus ruschkai Hungary eh
BAK_90 Torymus cf. verbasci Czech Republic beh
BAK_185 Torymus sp. Austria beh Aulacides hisracii Hieracium sp.
BAK_30 Torymus socius Czech Republic beh Lasioptera earophila Pimpinella saxifraga
BAK_16 Torymus chloromerus Hungary beh Bayeria capitigena Euphorbia cyparissias
BAK_163 Torymus auratus Irsland beh Andricus quercustozae Quercus infactoria
BAK_89 Torymua chloromerus Austria beh Bayeria capitigena Euphorbia sp.
BAK_138 Torymus us Hungary beh W sp.
87 | BAK_&9 Torymus chloromerus Hungary beh

)

Obrazek 1: Fylogeneticky strom sestaveny na zakladé mitochondridlniho genu

cytochrom b pro 50 jedinci, topologie je ziskana metodou Maximum likelihood a na

stom¢ jsou vyznaceny hodnoty bootstrap.
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PJAN1036 Eri icus Czech republic abedeth
048

PEJ_1272 Glyphomerus aylax Bulgaria abcdefh

217 .
BAK_85 Torymus philyreae France beh

Do BAK_139 Torymus igniceps Hungary beh

0.33
a0s ? BAK_83 Torymus igniceps Czech Republic beh
0,22 a.08 BAK_72 Torymus kgniceps Czech Republic beh
o
BAK_70 Torymus ventralis Czech Republic beh
0,36

‘, BAK_18 Terymus ventralis Slovakia beh
BAK_130 Torymus ventralis Hungary beh

BAK_82 Toryrmus badeguaria Serbia bsh Diplolepis rosae Rosa ap.

BAK_97 Torymus arundinis Czech Republic beh

BAI_98 Torymus arundinis Czech Republic beh

BAK_32 Torymus hylesini Czech Republic beh Hylesinus frexini Fraxinus excelsior
BAK_94 Torymus stenus Czech Republic beh

oo BAK_20 Torymus impar Hungary beh Rabdophaga ap. Salix sp.
BAI_88 Torymus impar Hurgary beh Rabdophaga sp. Salix sp.

! BAK_127 Torymus variang Hungary beh Crataegus laevigata

o
BAK_35 Torymus varians Czech Republic beh Crataegus sp.
BAK_87 Torymus varians Hungary beh

BAK_110 Torymus varlans Hungary beh

BAK_81 Torymus notatus Spain beh Cynipidae gen sp. Quercus sp.

BAK_102 Torymus affinis Iran beh Aphelanix persica/kordestanica Quercus sp.

0! BAK_175 Torymus affinis Romania beh Biorhizz pallida Quercus sp.
o BAK_174 Torymus affinia Romania sh Biorhiza pallida Quarcus sp.
o1 BAK_183 Torymus affinls France beh Blorhiza pallida Quercus sp.

0,18
BAK 88 Torymus ncbilis Hungary beh

[}
018 BAK_27 Torymus auratus Gzech Republic beh Andricus kellari Quercus robur

0,06 BAK_85 Torymus auratus Czech Republic beh Cynips longiventris Quercus robur
008

BAK_45 Torymus auratus Czech Republic beh Andricus quercuscalicis Quercus rabur
007 0,02

BAK_23 Toryrmus geranii Gzech Republic beh Chilaspis nitida

0
0,02 005 BAK_101 Torymus geranii Iran beh Andricus multiplicatus Quercus sp.
BAK_208 Torymus geranii Ireland beh Neurcterus sslisns Quercus branti

BAK 29 Torymus socius Czech Republic beh Lasioptera carophila Pimpinella sexifraga

BAK_120 Torymus sp. Hungary beh

0
BAK_24 Torymus wachtligllae Czesh Republic beh Wachtliella rosarum Resa caning

BAK_25 Torymus wachtliellae Czech Republic beh Wachtliella rosarum Resa canina
AL BAK_34 Terymus caudatus Czech Republic beh Kallenbachiola strobi Picea abies
BAK_33 Torymus rubi Gzech Republic bah Lasioptara rubi Rubus sp.

_DD BAK_59 Torymus veranicae Hungary beh

1 BAK_60 Torymus vercnicae Hungary beh

BAK_137 Torymus ruschkai Hungary eh

BAK_66 Terymus confinis Czech Republic beh Dasineura urticae Urtica dicica

BAK_195 Torymus sp. Austia beh Aulacidea hiaracii Hieracium sp.

BAK_90 Torymus of, varbasci Czech Republic beh

qu BAK_138 Torymus chloromerus Hungary beh Verbascum sp.

BAK_89 Torymus chloromerus Hungary beh

o' BAK_182 Torymus auratus Ireland beh Andricus quercustozas Quercus infactoria

o1 BAK_89 Torymus chlaremerus Austria beh Bayeria capitigena Euphorbia sp.

® BAK 16 Torymus chioromerus Hurgary beh Bayerla capitigena Eugharbia cyparissias

BAK_30 Terymus socius Czech Republic beh Lasiontera carcphila Pimpinella saxifrage.

Obrazek 2: Fylogeneticky strom sestaveny na zdkladé genu cytochrom b metodou

MrBayes pouze pro 50 jedinct.
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9.4. Seznam zkratek
°C
ug
ul
18SDrDNA
28 SD2-3 rDNA
28 SD4-5 rDNA
AHE
bp
Col
CytB
ddH,O
DNA
EF
ES
EtOH
GTRCAT
mA
MC
MgCl
ml
ML
OH
Ol
PCR
PP
rpm
SD
SS
TBE
UCE
uv

Stupen celsia

Mikrogram

Mikrolitr

Ribosomalni podjednotka 18S rDNA

Velka ribosomalni podjednotka 28S rDNA, segment D2-3
Velka ribosomalni podjednotka 28S rDNA, segment D4-5
Anchored Hybrid Enrichment

Base pair

Podjednotka | cytochrom oxidazy

Cytochrom B

Dvakrat destilovana voda

Deoxyribonukleova kyselina

Elongation factor

Escape and raaiate

Ethanol

General time reversible model nukleotidovych zdmén
Miliampér

Musical chair hypothesis

Chlorid hotec¢naty

Mililitr

Maximum likelihood

Oscillation hypothesis

Ovipositor index

Polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
Posterior probability

Revolutions per minute, otacky za minutu
Specialization by drift

Serial specialization

Tris-borate-EDTA pufr

Ultraconserved Elements

Ultrafialové zareni

Volt
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