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Abstrakt

Vramci rodu Oxythyrea Mulsant, 1842 (Coleoptera: Scarabaeidae) se dnes rozlisuje 11
druht, které nejsou dale clenény na poddruhy. Diverzita rodu je soustfedéna do oblasti
Mediteranu, pficemz druh Oxythyrea funesta (Poda, 1761) obyva rozsahly aredl vzdpadnim
palearktu. V poslednich dekadach byl u druhu O. funesta pozorovan Ustup ze stfedni Evropy na jih
a poté zpétné rekolonizovani této oblasti véetné osidleni severnéjsich regiond.

Diplomova prace se zaméruje na feSeni populacni struktury druhu O. funesta a ¢asteCnou
fylogenezi rodu Oxythyrea s pomoci molekuldrné genetickych metod. V analyzach se objevuje 145
jedinc druhu O. funesta a dale 15 jedincl péti jinych druhl rodu Oxythyrea. U jedincl byly
ziskany sekvence mitochondridlnich genl cytochromoxydazy | (807 bp), cytochromu b (381 bp)
a jaderného genu internal transcribed spacer 1 (946 bp).

Vysledky fylogenetickych analyz potvrdily zatim jedinou existujici interpretaci vztaha uvnitt
rodu Oxythyrea zalozené na morfologickych datech. Dale byly potvrzeny slozité vztahy mezi druhy
O. funesta a O. pantherina, které se objevuji i v historickém vyvoji jejich taxonomie. S pomoci
fylogenetickych strom( a haplotypovych siti byla odhalena odlisna genetickd linie druhu
O. funesta na Sicilii, v jizni Italii a v Tunisku. Haplotypové sité a tajimlv D test poukazuji na

recentni demografickou expanzi zbylych jedincli druhu O. funesta.

Klicova slova: Oxythyrea funesta, rod Oxythyrea, Cetoniinae, cytochromoxydaza |, cytochrom b,
internal transcribed spacer 1, fylogeneze, populaéni struktura, expanze, Mediteran, zapadni

palearkt.



Abstract

Eleven species are distinguished in the genus Oxythyrea Mulsant, 1842 (Coleoptera:
Scarabaeidae) nowadays. They are not divided into subspecies. Diversity of the genus is
concentrated in the Mediterranean and Oxythyrea funesta (Poda, 1761) inhabit a wide area in the
western Palearctic Region. It was observed in last decades, that O. funesta retreated from central
Europe to south and then recolonized it back including new areas in northern regions.

Master thesis is focused on resolving population structure of O. funesta and partial
phylogeny of the genus Oxythyrea using molecular genetic methods. 145 individuals of O. funesta
and 15 individuals of five other species of the genus Oxythyrea appear in analysis. We acquired
sequences of mitochondrial genes cytochrome oxidase | (807 bp), cytochrome b (381 bp) and
nuclear gene internal transcribed spacer 1 (946 bp) from these specimens.

The results of phylogenetic analysis confirmed so far the only one existing interpretation of
relationships within the genus Oxythyrea based on morphological data. We also confirmed
complicated relationships between O. funesta and O. pantherina, which also appear in the
historical development of their taxonomy. We detected different genetic lineage in Sicily,
southern Italy and Tunisia using phylogenetic trees and haplotype networks. Haplotype networks
and Tajima D test point to recent demographic expansion of the remaining individuals of

O. funesta.

Key words: Oxythyrea funesta, genus Oxythyrea, Cetoniinae, cytochrome oxidase |, cytochrome b,
internal transcribed spacer 1, phylogeny, population structure, expansion, Mediterranean,

western Palearkt Region.



1. Uvod a cile prace

Zlatohlavek tmavy Oxythyrea funesta (Poda, 1761) je vsoucasné dobé zcela béZinym
listorohym broukem (Coleoptera: Scarabaeidae) ve velké ¢asti Evropy a jinych pftilehlych Uzemi
(Smetana 2006). Pokud se vsak podivame na historicky vyvoj aredlu zlatohlavka O. funesta,
zjistime, Ze tomu tak nebylo vzdy.

Podle dfivéjsich zaznamu byl zlatohlavek tmavy v prvni poloviné 20. stoleti na evropském
kontinenté véetné Ceskoslovenska pomérné ¢astym (Horak et al. 2009). Aviak v druhé poloviné
stoleti zacind byt na Ustupu a vyskytuje se prevaziné v teplejSich oblastech. Napfiklad na Gzemi
Cech je zpocatku pokladan za vzacného, na jizni Moravé je misty hojny (Balthasar 1956). Piesto, Ze
nékteré zdroje jesté v Sedesatych letech uvadi rozsahly vyskyt aZ po jizni Svédsko, &i jizni Ural
(Medvedev 1964), doslo v dalsich letech ke zmensSeni aredlu a Ustupu do jiznéjSich poloh.
V osmdesatych letech je v Polsku hodnocen jako stepni relikt (Burakowski et al. 1983) a v roce
1989 je na uzemi Ceskoslovenska oznacen za pravdépodobné vyhynulého (Kral 1989). Pfesnéji to
znamend, 7e vletech 1960-1989 nebyl v CSSR doloZen. Nasledné byl zlatohldvek tmavy podle
vyhlasky 395/1992 Sh. oznaden jako ohroZeny. V pribéhu devadesatych let se témér zapomenuty
brouk opét zalind objevovat na Slovensku (Cunev & Majzlan 1998), v Ceské republice (VI4¢il
1995), Ci v Polsku (Pawlowski et al. 2002). V poslednich letech je ¢im dal béznéjsi i v Pobalti
a v riznych oblastech Ruska (Telnov 2004, Bukejs et al. 2006, Negrobov 2009).

Pravé dynamika arealu zlatohlavka tmavého byla stéZejnim divodem, pro¢ byl vybran jako
modelovy druh pro tuto studii. Diplomova price se za pomoci molekuldrnich pristupl snazi
objasnit populaéni strukturu zlatohldvka tmavého, popsat fylogenetické vztahy vrdmci rodu
Oxythyrea Mulsant, 1842 a ziskané vysledky konfrontovat s drivéjSimi morfologickymi studiemi
(Sabatinelli 1981, 1984).

Hlavni tézisté prace spocivda v modelovém druhu O. funesta a jeho populacéni strukture.
S ohledem na vysledky z pilotnich analyz byla prace déle rozsifena o fylogenezi rodu Oxythyrea.
Z Casovych dlavod( nebylo mozné ziskat vsechny druhy tohoto rodu. V praci je tedy predkladana
Castecna fylogeneze rodu Oxythyrea. O jeji kompletni rekonstrukci se budu snazit v prdbéhu mého

doktorského studia na Pfirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy.



Cile prdce:
Hlavnim cilem prace je studovat populacni strukturu zlatohlavka tmavého a fylogenezi rodu

Oxythyrea. Za timto Ucelem byly stanoveny nasledujici postupné cile.

e U druhu Oxythyrea funesta ziskat material z co nejvice moznych lokalit.

¢  Nashromazdit co nejvice dalsich druhl rodu Oxythyrea.

e U vzork( ziskat sekvence casti mitochondridlnich genli cytochromoxydazy |, cytochromu b
a Cast jaderného genu internal transcribed spacer 1.

e  Zjistit populaéni strukturu u druhu Oxythyrea funesta a rekonstruovat fylogenezi rodu
Oxythyrea.

e  Ziskané udaje o populaéni strukture druhu Oxythyrea funesta srovnat s geologickou situaci
zapadniho palearktu s prihlédnutim ke geoklimatologickému vyvoji oblasti v pribéhu
kvartéru.

e Vysledky fylogenetickych analyz porovnat s existujici pfedstavou o evoluci rodu.



2. Literarni prehled

2.1. Taxonomicka pozice rodu Oxythyrea v ramci nadceledi Scarabaeoidea

Problematika systematického clenéni zlatohlavkovitych broukl dodnes neni uspokojivé
vyfesena. Napfiklad casto citovand a uzndvand prace Krikkena (1984), ze které vychazi i Krajcik
(1998, 1999), povazuje zlatohlavkovité za samostatnou celed Cetoniidae. Tu ddle Cleni na tfi
podceledi (Valginae, Trichiinae, Cetoniinae), 17 trib(i a nékteré z nich i na subtriby. Naopak jiné
prace klasifikuji tyto brouky jako podceled Cetoniinae uvniti ¢eledi Scarabaeidae (Janssens 1949),
nebo je spolu sdalSimi pfibuznymi (Melolonthinae, Dynastinae, Rutelinae) fadi do nové
vytvorenych provizornich taxonomickych jednotek, jako je ,,Phytophagous Scarab clade” (Smith et
al. 2006). Nahled( na klasifikaci je cela fada, prevazné jsou zaloZzené na morfologii, ale objevuiji se
i prace vyuzivajici molekularni pfistupy (napf. jiz zminény Smith et al. 2006). Nicméné se zda, Ze
klasifikace zlatohlavk( na Urovni samostatné celedi je v soucasné dobé neudrZitelna, prevainé
s ohledem na nejasné postaveni ostatnich skupin fytofagnich listorohych (Micé et al. 2008., Sipek
et al. 2009). Ctenar této prace muZe ziskat podrobnéj$i informace o problematice
zlatohlavkovitych a jejich rlznorodého pojeti v nadéeledi Scarabaeoidea ve velice podrobnych
review praci Kohlmanna a Moréna (2003) a Sipka a Krale (2012).

Nami studovany rod je pfi pouZiti Krikkenova systému (1984) zarazen do podceledi
Cetoniinae a tribu Cetoniini. Do tohoto taxonu se fadi subtriby Cetoniina, Euphoriina
a Leucocelina (Krajéik 1998). Do posledniho jmenovaného dnes spadda 26 rodd vcietné
rodu Oxythyrea (Krajcik 1998). Hlavni centrum diverzity subtribu se nachazi v afrotropické oblasti
s celkem 23 rody. Ztéto oblasti zasahuji na Madagaskar rody Leucocelis Burmeister, 1842
a Mausoleopsis Lansberge, 1882 a do palearktu Homothyrea Kolbe, 1895 a Leucocelis. Vyhradné
v palearktu se vyskytuji rody Oxythyrea, Paleira Reiche, 1871 a Pseudooxythyrea Baraud, 1985
(Krajcik 1998, Smetana 2006).

2.2. Taxonomie, morfologie rodu Oxythyrea a charakteristika jednotlivych druht

V této kapitole bude nastinén celkovy pohled na taxonomii rodu, véetné aktudlniho seznamu
druhd (tab. 1) a souhrnné morfologie téchto zlatohldvki. Ndsledné budou predstaveny jednotlivé
taxony vcetné jejich rozsifeni. Na tuto ¢dst navazuji prevzaté mapy s vyobrazenym vyskytem

nékterych druht (mapa 1 a 2) a tabulka s vypisem stdti, kde se nachdzeji (tab. 2).
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Taxonomie rodu Oxythyrea

Podle klasické predstavy se do rodu Oxythyrea fadily i druhy klasifikované dnes v jinych
rodech subtribu Leucocelina. Jednalo se o afrotropické druhy (pfedevsim zjizni Afriky) rodu
Cyrtothyrea Kolbe, 1895; Elassochiton Kolbe, 1895; Homothyrea; Leucocelis; Mausoleopsis
a Trichothyrea Kolbe, 1895. Tato koncepce byla vzitd v 19. stoleti a za¢atkem stoleti dvacatého
(Kraj¢ik 1998, Sakai & Nagai 1998). V duchu tohoto pfistupu je pozdéji smérovana jesté napr.
prace Scheineho (1960) spolu s nové popsanym druhem Oxythyrea rudebecki Schein, 1961, coz? je
dnes synonymum pro Cyrtothyrea marginalis (Swartz, 1817), (Krajcik 1998) a prace Antoineho
(1992). Ten popsal novy druh Oxythyrea congoensis Antoine, 1992 a poddruh Oxythyrea triliturata
basilewskyi Antoine, 1992. Dnes jsou taxony klasifikovany jako Leucocelis (L.) congoensis (Antoine,
1992), respektive Leucocelis (L.) triliturata basilewskyi (Antoine, 1992), (Krajcik 1998).

V dnesnim pojeti rodu Oxythyrea je fazeno celkem 11 druhl (tab. 1), které nejsou dale
¢lenény na poddruhy. Sabatinelli v roce 1981 interpretuje mozné pribuzenské vztahy rodu (obr. 1)

na zakladé morfologickych charakteristik dospélcd. Do analyzy zahrnuje pouze mediteranni druhy.

Seznam druhl rodu Oxythyrea
cinctella funesta abigail

Oxythyrea abigail Reiche, 1856
Oxythyrea albopicta (Motschulsky, 1854) noegi  \  Subcalva
Oxythyrea cinctella (Schaum, 1841) \
Oxythyrea cinctelloides (Reitter, 1898)
Oxythyrea dulcis Reitter, 1898

Oxythyrea funesta (Poda, 1761)

Oxythyrea groenbechi Petrovitz, 1955
Oxythyrea noemi Reiche & Saulcy, 1856
Oxythyrea pantherina (Gory & Percheron, 1833)
Oxythyrea subcalva Marseul, 1878

Oxythyrea tripolitana (Reitter, 1891)

Tabulka 1: Aktualni seznam druh( spadajicich Obrazek 1: Pfibuzenské vztahy osmi taxonl rodu
do rodu Oxythyrea Mulsant, 1842 (Krajcik 1998, Oxythyrea Mulsant, 1842 vyskytujicich se v oblasti
Smetana 2006). Mediterdnu (prevzato z Sabatinelli 1981).

Souhrnnd morfologie rodu Oxythyrea

Zlatohldvci tohoto rodu patfi mezi malé az velmi malé druhy (7-15 mm) cerného, nékdy
hnédocerného zbarveni srGzné intenzivnim leskem. Ten muZe byt i nazelenaly, nebo kovové
meédeény (napf. O. funesta). Télo je svrchu lehce ochlupené a ze spodu ochlupené hustéji. Povrch je
se shora pokryt bilymi az nazloutlymi tomentovymi skvrnami (obr. 2; Miksi¢ 1982). Samci maji na
abdomindlnich sternitech lateralné umistnéné a symetricky usporadané bélosedivé skvrny.

U vétsiny druhd maji samci jesté medialni fadu skvrn. Samicky maji vétsinou odlisné vzory a pouze

11



s lateralnimi skvrnami (Sabatinelli 1981, 1984, Baraud 1985, 1992). Pravé tyto skvrny jsou velmi
dilezitym rozpozndvacim znakem jednotlivych druh(, stejné jako skvrnéni a bocni lemovani stitu.
Skvrny na Stité jsou pohlavné stalé (Sabatinelli 1981, 1984, Baraud 1985, 1992). Zadeckové ¢lanky
jsou u samicek vice konvexni. Samci maji na apexu metatibii protazeny jeden ze tfi zoubku

(Baraud 1992). Larvy jsou typické ponravy dosahujici velikosti az 30 mm (Balthasar 1956).

Obrazek 2: Ukdazka celkového habitu zlatohlavka rodu Oxythyrea. Zde O. funesta (Poda, 1761), (pfevzato

z www.zin.ru, autor: Kirill Vladimirovich Makarov).
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Charakteristika, rozsifeni a taxonomicka historie jednotlivych druhi

Oxythyrea abigail Reiche, 1856

V ramci rodu Oxythyrea patfi tento zlatohldvek s vyraznym leskem (Baraud 1985) mezi vétsi
a robustnéjsi druhy s vyrazné ochlupenou dorsalni ¢asti téla, véetné Stitu (Rittner & Sabatinelli
2010). Velikost je udavana mezi 8-14 mm (Miksi¢ 1982, Baraud 1985). Pronotum se 4-6 bilymi
skvrnami usporddanych ve dvou podélnych faddach. Laterdlni okraje Stitu po tfech skvrnach
(obr. 3, vlevo), u kterych miZe byt naznaceno propojeni. Krovky s mensim poctem vétsich bilych
skvrn (vétsinou nejsou propojeny mezi sebou). Samec s vyraznou medidlni bilou skvrnou na
prvnim sternitu a mensi skvrnou na druhém a tfetim. Déle lateralné umisténé protahlé skvrny na
prvnim aZz patém sternitu (obr. 3, uprostred). Samice bez medialnich skvrn, lateralni skvrny pouze
na prvnim az ¢tvrtém sternitu (obr. 3, vpravo; Rittner & Sabatinelli 2010).

Aredl tohoto druhu zahrnuje pobfeini lokality ve vychodnim Stfedomofi. V Africe obyva
Libyi a Egypt, v oblasti Levanty pak Izrael, Libanon a Syrii (oblast Asweida). Dale se vyskytuje na
Kypru - plaze Pachyammos (Sabatinelli 1981, 2008, Baraud 1985, Smetana 2006, Rittner
& Sabatinelli 2010).

Obrazek 3: Schéma skvrnéni Stitu (vlevo) a abdomindlnich sternitl (samec - uprostfed, samice - vpravo)
zlatohlavka Oxythyrea abigail Reiche, 1856 (prevzato z Rittner & Sabatinelli 2010).

Oxythyrea albopicta (Motschulsky, 1854)

Relativné mensi druh (9-11 mm) s pfitomnym leskem bez kovového nadechu a bez
dorsalniho ochlupeni. Pronotum s casto Sirokym bilym laterdlnim lemem a dvéma podélnymi
fadami tfech bilych skvrn. Dvojice skvrn na bazi Stitu byva nejvyraznéjsi, zbylé dva pary mohou byt
vice ¢i méné redukovany. Na krovkach vétsi pocet bilych skvrn s typicky umisténou dvojici pobliz
Stitku. Samec s laterdlné umisténymi skvrnami na prvnim az ctvrtém sternitu a husté
prerusovanymi bilymi paskami smérujicich do centra na druhém az patém sternitu (obr. 4, vlevo).
Samice s méné zietelnym abdominalnim skvrnénim (obr. 4, vpravo; Miksi¢ 1982, Baraud 1985).

Zlatohlavek O. albopicta je rozsiten predevsim ve vychodnim Turecku, Syrii (oblast Suweida,
Djebel Druse, Bludan) a v kavkazskych statech. Jeho aredl dale pokracuje pres jizni Rusko do
Kazachstanu, Uzbekistanu a Turkmenistanu (Miksi¢ 1982, Baraud 1992, Smetana 2006, Sabatinelli

2008). Miksi¢ (1982) uvadi vyskyt i v Makedonii. Tuto informaci doklada jim ovéfenym materidlem
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z provincie Stip nasbirany Liebmannem dne 16. 5. 1937. Udaje prebira i Smetana (2006). Poté jsou
v roce 2009 (Rozner & Rozner) publikovany vysledky sbér(i z Makedonie (rok 1997), které rovnéz
obsahuji druh O. albopicta z provincie Stip a Veles. Autofi upozoriuji, Ze zlatohlavek je pfitomen
na Balkané pouze v Makedonii a jedna se o velice vzacné zvife. Skutecna existence O. albopicta
v Makedonii je ale diskutabilni. Druh se nevyskytuje napt. v zapadnim Turecku, Recku a Bulharsku,
anebo na Ukrajing, ¢ v Rumunsku, pokud by byl areal propojen kolem severniho pobiezi Cerného
more. Takto vyrazné disjunktivni aredl rozsifeni (nejblizsi lokality jsou od sebe vice jak 1200 km
vzddlené) je u rodu Oxythyrea netypicky. Musel by mit vyrazné reliktni charakter, nebo by se

jednalo o ndhodné ddlkové zavleceni druhu.

Obrazek 4: Schéma skvrnéni abdominalnich sternitl (samec - vlevo, samice - vpravo) zlatohlavka Oxythyrea
albopicta (Motschulsky, 1854), (upraveno podle Sabatinelli 2008).

Oxythyrea cinctella (Schaum, 1841)

Dalsi z mensich druhl rodu dosahujici velikosti 7-13 mm (Baraud 1992). Télo je spiSe uzsi,
protazené a na rozdil od O. abigail na dorsu témér neochlupené (Rittner & Sabatinelli 2010).
Zlatohlavci jsou vétsinou leskli, ale bez metalickych odstind. U nékterych jedincl ¢ernd barva
prechdzi do hnédocerné a skvrny maji nazloutly odstin (Miksi¢ 1982). Stit sjednim parem
vyraznych skvrn na bazi skleritu a silnym bocnim lemovanim (obr. 5, vlevo). Krovky s vétsimi, ¢asto
splyvajicimi skvrnami. Abdomen s laterdlnimi skvrnami na druhém az ctvrtém sternitu (obr. 5,
vpravo). Samec ma toto skvrnéni ndpadnéjsi, nez samice (Rittner & Sabatinelli 2010). U nékterych
jedincl chybi vzor na stité a skvrny na abdomenu. V tomto pfipadé se jedna o aberaci O. cinctella
ab. cinctelloides (Reitter, 1898), (Baraud 1992).

V rdmci rodu patfi spolu s O. funesta mezi nejrozsirenéjsi zlatohlavky. Jeho areal se rozklada
ve Stfedni Asii a na Blizkém vychodé (Afghanistan, Irdk, irdn, Kazachstan, Kyrgyzstan, Pakistan,
Tadzikistan, Turkmenistan, Uzbekistan). Na vychod zasahuje do Ciny (provincie Sin-fiang) a na
zapad do jizniho Ruska, Kavkazu, Turecka a Levanty (Izrael, Jordansko, Libanon a Syrie). V Evropé
dale obyva &ast Balkdnu. Zde se vyskytuje v evropské &asti Turecka, v Recku (véetné ostrovd),
Bulharsku, jiznim Rumunsku, Makedonii, Albanii, Cerné Hofe a v jihovychodnim Srbsku. V téchto
mistech se vyskytuje sympatricky s O. funesta (Sabatinelli 1981, 2008, Miksi¢ 1982, Baraud 1992,

Smetana 2006, Rittner & Sabatinelli 2010). Nové je také dokladan vyskyt na Krymu (Martynov
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2010). Autor prace upozornuje na existenci komentare ktomuto taxonu a jeho vyskytu na
ukrajinském poloostrové. Bohuzel tento komentar v publikaci nakonec vibec neni a podrobnéjsi

informace k vyskytu na tomto uzemi se nedozvime.

Obrazek 5: Schéma skvrnéni stitu (vlevo) a abdominalnich sternitd samce i samice (vpravo) zlatohlavka
Oxythyrea cinctella (Schaum, 1841), (prevzato z Rittner & Sabatinelli 2010).

Oxyhtyrea cinctelloides (Reitter, 1898)

Podle Reittera (1898) dosahuje dospélec jedenacti milimetr(l, pficemz lesk a ochlupeni je
velice podobné druhu Leucocelis cinctella Burmeister, 1842, coZz je dnes synonymum pro
O. cinctella (Miksi¢ 1982, Krajéik 1998). Naopak jako rozdil uvadi skvrnéni, které zcela chybi na
abdomenu, ale také muze byt silné redukovano na stité a pygidiu (zde muizZe také schazet Uplné;
Reitter 1898).

Podle Smetany (2006) se tento zlatohlavek vyskytuje ve dvou aredlech. Prvni je v ponto-
mediteranni oblasti (Recko, asijskd ¢ast Turecka) a druhy se nachdzi na Gzemi TadZikistanu
a Uzbekistanu. Smetana (2006) odkazuje pouze na Reitterlv popis (1898) a uvadi taxon, jako
samostatny druh O. cinctelloides. Existence tohoto druhu je vSak velmi nejistd a v literature se
objevuji rizné nazory na klasifikaci tohoto taxonu (viz pfedchozi druh). Reitter (1898) zlatohlavka
popsal a klasifikoval jako Leucocelis cinctelloides Reitter, 1898. V pozdéjsich publikacich je ovsem
L. cinctelloides uvadén jako synonymum pro O. cinctella a autofi praci moZnou existenci
samostatného druhu O. cinctelloides zavrhuji (Dahlgren 1972, Miksi¢ 1982, Baraud 1992), nebo
poukazuji na nutnost dalSiho provéreni (Sabatinelli 1981). V téchto publikacich se setkdme s timto
taxonem klasifikovanym pouze jako aberace, anebo varieta druhu O. cinctella (Dahlgren 1972,
Miksi¢ 1982, Baraud 1992). Morfologicky je taxon odliSitelny zmensenymi (v nékterych pfipadech
az uplné redukovanymi) bilymi skvrnami na stité, krovkach, pygidiu a ventralni strané abdomenu
(Miksi¢ 1982, Baraud 1992). Pokud by se opravdu jednalo o validni taxon, mél by jeho areal

napadné disjunktivni charakter (vice nez u zlatohlavka O. albopicta).
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Oxythyrea dulcis Reitter, 1898

Tento druh patii mezi vétsi druhy (10-13 mm) s fidkym dorsalnim ochlupenim (Baraud
1992). Brouci maji slaby lesk bez kovového nadechu. Krovky mohou byt nahnédlé (Miksi¢ 1982).
Stit s zkym bilym lemovanim a $esti nendpadnymi body uspofadanych ve dvou podélnych
faddch. Tyto skvrny mohou byt zcela redukované. Oskvrnéni krovek je nevyrazné a pocet skvrn
nizky (Baraud 1992). Samec s medialni skvrnou na prvnim a druhém sternitu as lateralnimi
skvrnami na prvnich péti zadeckovych c¢lancich (obr. 6, vlevo). Samice bez medidlnich skvrn
a pouze s postrannimi skvrnami na prvnim az ¢tvrtém sternitu (obr. 6, vpravo; Sabatinelli 1981).
Populace v Cerné Hofe maji odli$ny vzor skvrnéni. Boéni lemovani titu je zkracené, nebo
nékolikrat prerusené. Krovky jsou hustéji pokryty vétsimi skvrnami (Baraud 1992).

Tento zlatohlavek je vazan na pobteini biotopy. Obyva vychodni pobieZi Recka a nékteré
jeho ostrovy (predevsim Krétu), dale zdpadni a jizni pobreZi Turecka (Sabatinelli 1981, 2008,
Miksi¢ 1982, Baraud 1992). Vroce 1977 Miksi¢ objevil na lokalité ,Velika Plaza“ pobliz mésta
Ulcinj v Cerné Hote podle svého minéni O. abigail. Sdm byl pFekvapen (rozsifeni O. abigail je ve
skutecnosti zcela odlisné) a nélez tak poté prehodnotil na poddruh O. dulcis abigailoides Miksic,
1978 (Miksi¢ 1978). Sabatinelli (1981) ve své préci informuje o této skutecnosti, ale podotyka, ze
nemél jesté moZnost tuto zaleZitost provéfit. Baraud (1992) uvadi existenci dvou poddruhd,
kdeZto Smetana (2006) taxon popsany Miksi¢em v roce 1978 z Cerné Hory uvadi v katalogu jako
synonymum O. dulcis. Nikéevi¢ (2010) poukazuje na postupny Ustup druhu z Cerné Hory a taxon
se dnes da povaZovat pravdépodobné za nezvéstny. Autorka vSak v obrazové dokumentaci ¢lanku
prezentuje Udajnou fotografii O. dulcis, na které je ale vyobrazen zlatohldvek rodu Tropinota

Mulsant, 1842, coz ¢inni jeji zavéry ponékud nedlvéryhodné.

Obrazek 6: Schéma skvrnéni abdominalnich sternitl (samec - vlevo, samice - vpravo) zlatohlavka Oxythyrea
dulcis Reitter, 1898 (upraveno podle Sabatinelli 1981).

Oxythyrea funesta (Poda, 1761)

Rozmeéry zlatohlavka tmavého jsou znaéné variabilni (8-15 mm; Baraud 1977, 1992, Miksi¢
1982). Pro tohoto svrchu lehce ochlupeného brouka je typicky kovovy lesk, ktery mize tvofrit
nazelenalé, médéné, nebo fialové odrazy (Baraud 1985, 1992). Pronotum s bilym lemovanim

a tfemi pary podélné postavenych skvrn. Krovky s rlznorodym poctem bilych skvrn (aberace
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deleta Mulsant, 1842 bez skvrnéni krovek; Baraud 1992). Samec se ¢tyfmi medidlné umisténymi
skvrnami na prvnich ¢tyrech sternitech a péti lateralnimi skvrnami na prvnich péti zadeckovych
¢lancich (obr. 7, vlevo). Samice bez medidlnich skvrn a nepatrnymi lateralnimi skvrnami (obr. 7,
vpravo; Sabatinelli 1981).

Zlatohlavek tmavy obyva znacnou ¢ast zapadniho palearktu. Jeho aredl zahrnuje v podstaté
celou Evropu véetné mediterannich ostrovu. Jako jediny je pfitomen i na Kanarskych ostrovech
(Smetana 2006) a Malté (Sabatinelli 1990). Miksi¢ (1982) zmifiuje mozZnost vyskytu v jizni Anglii,
coz vsak zatim nikdo nepotvrdil. V Evropé se tedy nevyskytuje na Britskych ostrovech a v Norsku.
Podle internetového portalu ,Global Biodiversity Information Facility” (http://www.gbif.org/)
doslo v poslednich letech k ndlezim brouka na Uzemi jizniho Svédska a predeviim ve vétsim
mnozstvi v jiznim Finsku (GBIF data portal 2012). Tyto Udaje potvrzuji i prace Silfverberga (2004,
2010), ktery zlatohlavka tmavého potvrzuje v Litvé, LotySsku, Estonsku a Finsku. K témto zemim
dodava informaci, Ze se jedna o lokality pfirozeného vyskytu. Stejny autor uvadi i pfitomnost
druhu v Dansku, ale tentokrat jako ,,pravdépodobné nahodné introdukce, které probéhly ve vétsi
mite“. V Rusku obyva rozlicna mista, jak v jiznich oblastech, tak i v severnich (Smetana 2006). Mezi
doloZena Uzemi patti naptiklad Voronézska oblast (Negrobov 2009) na jihovychodé evropské ¢asti
Ruska, ale také severné poloZenad Jaroslavska oblast a jizni ¢ast Vologdské oblasti (VlIasov 2003), i
Leningradskd oblast (Baturin 2003). Tento druh se také nachdzi v severni Africe (Maroko, AlZirsko,
Tunisko, Libye), v ¢asti Turecka, na Kypru a v kavkazskych statech (Miksi¢ 1982, Baraud 1985,
Smetana 2006, Sabatinelli 2008).

Obrazek 7: Schéma skvrnéni abdominalnich sternit (samec - vlevo, samice - vpravo) zlatohlavka Oxythyrea
funesta (Poda, 1761), (upraveno podle Sabatinelli 1981).

Oxythyrea groenbechi Petrovitz, 1955

Tento druh je celkovym tvarem a ochlupenim velice podobny zlatohlavku O. cinctella. Cerné
zbarveni jedinci s ndpadnym leskem dor(staji velikosti 9 a7 12 mm. Stit nese zvlastni vzor, ktery je
tvoren silnym bilym lemovanim a jednim pdrem vétsich skvrn na bazi stitu. Dal od téchto skvrn se
nachazi par podélnych linii (obr. 8, vlevo). Krovky maji podobné skvrnéni jako O. cinctella, ale
u Stitku jsou dva malé bilé body, stejné jako u zlatohlavka O. albopicta. Sexualni dimorfismus

v oskvrnéni na abdomindlnich sternitech chybi. Samci i samice s péti lateralné umisténymi
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protahlymi skvrnami na 1. aZz 5. ¢lanku (obr. 8 vpravo; Petrovitz 1955, Schein 1955, Sabatinelli
1984).

Jako u jediného druhu zrodu Oxythyrea se aredl vyskytu nachazi zcela mimo zapadni
palearkt. Druh je endemicky pro Afghdnistan, kde se vyskytuje zejména v nizsich polohach (Miksi¢
1982, Sabatinelli 1984, Smetana 2006). V roce 1955 byl taxon popsan soucasné dvéma autory jako
O. grénbechi Petrovitz, 1955 a O. miilleri Schein, 1955 (Petrovitz 1955, Schein 1955). | kdyz se
v nékterych pracich objevuje O. miilleri jako akceptované jméno pro tento druh (Miksi¢ 1982),
pozdéji byla potvrzena priorita Petrovitzova popisu O. groenbechi (Sabatinelli 1984, Krajc¢ik 1998,
Smetana 2006). Sabatinelli (1984) navazuje na svoji praci z roku 1981 (viz obr. 1) a rfadi afghansky

taxon do uzké pribuznosti s O. noemi Reiche & Saulcy, 1856.

Obrazek 8: Schéma skvrnéni stitu (vlevo) a abdominalnich sternitd samce i samice (vpravo) zlatohlavka
Oxythyrea groenbechi Petrovitz, 1955 (upraveno podle Sabatinelli 1984).

Oxythyrea noemi Reiche & Saulcy, 1856

Pomérné maly zlatohlavek (8,5-12 mm) se silnym nekovovym leskem a témér lysym dorsem
téla. Skvrnéni mGze mit nazloutlou barvu (Miksi¢ 1982). Stit se 4-6 skvrnami ve dvou podélnych
fadach (obr. 9, vlevo). U nékterych jedincl mlzZe byt viditelny pouze bazalni par. Dale je stit bocné
lemovan tfemi skvrnami, které mohou byt vice, ¢i méné propojené az zcela neprerusené, nebo
jsou vidét pouze skvrny v zadni ¢asti lemu. Rozmisténi vétSich a ¢asto splyvajicich skvrn na
krovkach je velmi variabilni. Samci se skvrnou na kazdé strané prvniho aZ patého sternitu (obr. 9,
uprostied). Samice se skvrnou na druhém az ¢tvrtém (obr. 9, vpravo; Rittner & Sabatinelli 2010).

Centrum tohoto taxonu je voblasti Levanty v blizkosti Stfedozemniho more (lzrael,
Jordansko, Libanon, Syrie), odkud okrajové zasahuje na sever do Turecka a smérem na jih do
Egypta (Sinajsky poloostrov). BéZné se vyskytuje na Kypru (Sabatinelli 1981, 2008, Smetana 2006,
Rittner & Sabatinelli 2010).
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Obrazek 9: Schéma skvrnéni stitu (vlevo) a abdomindlnich sternitl (samec - uprostfed, samice - vpravo)
zlatohlavka Oxythyrea noemi Reiche & Saulcy, 1856 (prevzato z Rittner & Sabatinelli 2010).

Oxythyrea pantherina (Gory & Percheron, 1833)

Dospélci tohoto velmi lesklého druhu s jemnym médénym nddechem dosahuji 8-14,5 mm
(Miksi¢ 1982, Baraud 1985). Dorsalni ochlupeni je fidké. Pronotum se Sesti bilymi skvrnami ve
dvou podélnych fadach a vétsinou neprerusovanym bocnim lemovanim (Baraud 1985). Skvrnéni
krovek je podobné druhu O. funesta (Miksi¢ 1982). Samec i samice maji identicky vzor na
sternitech jako zlatohldvek tmavy. U druhu O. pantherina jsou vSak tyto skvrny vétsi a protahnuté,
a tudiz cely vzor vypada napadnéji (obr. 10; Sabatinelli 1981).

Tento druh se objevuje v nékolika oblastech severni Afriky (Maroko, AlZirsko, Tunisko,
Libye), kde se mlze sympatricky vyskytovat s dalSimi podobnymi druhy (O. funesta, O. subcalva
a O. tripolitana; Sabatinelli 1981, Miksi¢ 1982, Baraud 1985, Smetana 2006). V druhé poloviné
minulého staleti byl taxon klasifikovan jako varieta, nebo poddruh O. funesta pantherina (Gory
& Percheron, 1833), (Kocher 1958, Dahlgren 1972, Miksi¢ 1982). Pozdéjsi autofi vSak opét dali
prednost klasifikaci na Urovni druhu i pfes komplikovanou situaci v oblasti severozapadni Afriky.
Zde se totiz podle nékterych autor(l vyskytuji odlisSné variety taxonU O. funesta a O. pantherina.
Dale také upozoriuji na moznou existenci pfechodné formy téchto dvou druh( (Kocher 1958,

Dahlgren 1972, Miksi¢ 1977, 1982, Sabatinelli 1981, Baraud 1985, 1992, Smetana 2006).

Obrazek 10: Schéma skvrnéni abdomindlnich sternitd (samec - vlevo, samice - vpravo) zlatohlavka
Oxythyrea pantherina (Gory & Percheron, 1833), (upraveno podle Sabatinelli 1981).

Oxythyrea subcalva Marseul, 1878
Zlatohlavek doristajici 10-14,5 mm se silnym leskem bez metalickych odleskll a obcas
hn&docernym odstinem zbarveni (Miksi¢ 1982). Stit se tfemi pary podélné umisténych skvrn.

Skvrny na bazi skleritu ndpadnéjsi od zbylych, které jsou nepatrné. U nékterych jedincl neni
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patrny zadny vzor. Krovky svelmi nizkym poctem malych nepropojenych skvrn (Miksi¢ 1982).
Samec se Ctyfmi medidlné umisténymi skvrnami na prvnim aZ cétvrtém sternitu, samice bez
skvrnéni (obr. 11; Baraud 1985).

Stejné jako O. pantherina, i tento zlatohldvek obyva podobné lokality ve stejnych statech
severni Afriky (Maroko, Alzirsko, Tunisko, Libye; Sabatinelli 1981, Baraud 1985, Smetana 2006).
Dahlgren (1972) ve své praci samostatny druh O. subcalva synonymizoval s aberaci zlatohldvka
tmavého (0. funesta ab. deleta Mulsant, 1842). Z této publikace vychazel pozdéji Miksi¢ (1982),
ktery uvazoval o mozném preklasifikovani taxonu na poddruh O. funesta subcalva Marseul, 1878.
Pozdéjsi autofri klasifikuji taxon opét jako samostatny druh O. subcalva (Sabatinelli 1981, Baraud

1985, Smetana 2006).

Obrazek 11: Schéma skvrnéni abdomindlnich sternitdl samce i samice zlatohlavka Oxythyrea subcalva
Marseul, 1878 (upraveno podle Sabatinelli 1981).

Oxythyrea tripolitana (Reitter, 1891)

Vétsi druh (8-14 mm) s Cisté cernym zbarvenim, slabym leskem a pomérné husté
ochlupenou dorsalni stranou téla. Ventralni strana je silné leskld. Pronotum se Sesti bilymi
skvrnami ve dvou podélnych fadach. Bocni lemovani skleritu tvoti dvé az tfi skvrny na kazdé
strané. Krovky s podobnym vzorem jako u druhu O. abigail (Miksi¢ 1982) stejné jako skvrnéni
abdomenu. Samec se lisi pouze jednou medidlni skvrnou na prvnim sternitu, jinak je vzor identicky
(obr. 12, vlevo). Samice stotoznym vzorem, i kdyz méné ndpadnym (obr. 12, vpravo), jako
O. abigail (Sabatinelli 1981, Baraud 1985).

Zlatohldvek O. tripolitana se vyskytuje v Tunisku a Libyi. Na nékterych lokalitach se objevuje
spolu s O. pantherina, ale vtomto pfipadé se nachazi bliz pobrezi (Sabatinelli 1981, Baraud 1985,

Smetana 2006).

Obrazek 12: Schéma skvrnéni abdomindlnich sternitd (samec - vlevo, samice - vpravo) zlatohlavka
Oxythyrea tripolitana (Reitter, 1891), (upraveno podle Sabatinelli 1981).
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Mapa 1: Rozsiteni osmi zastupcli rodu Oxythyrea Mulsant, 1842 v Mediteranu a pfilehlych oblasti (pfevztato
z Sabatinelli 1981).

» 0. cinctella
® O. noemi
® 0. abigail

® 0. albopicta
® Q. dulcis

® 0. funesta

Mapa 2: Rozsifeni Sesti zastupcl rodu Oxythyrea Mulsant, 1842 v oblasti vychodniho Mediteranu a Kavkazu
(upraveno podle Sabatinelli 2008).
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Druh Vyskyt
O. abigail CYEGIS LB LE SY
O. albopicta AB AR GG KZ MC ST SY TM TR UZ
O. cinctella AB AF ALARBU GG GRINIQIS JO KI KZ LE MCPA RO STSYTD TM TR UZ YU XIN

O. cinctelloides

GRTD TRUZ

O. dulcis GRTRYU
0. funesta ABAGALANARAUBEBHBUBYCICRCTCYCZENFIFRGEGGGRHUITLALBLSLTLU
MA MC MD MO NL NT PL PT RO SK SL SP ST SV SZ TR TU UK YU
O. groenbechi AF
0. noemi CYISJOLESYTR
O. pantherina AG LB MO TU
O. subcalva AG LB MO TU
O. tripolitana LB TU
Seznam zkratek statd a Gzemi
AB  Azerbdjdzan LA  Lotyssko
AF  Afghanistan LB Libye
AG  Alzirsko LE Libanon
AL  Albanie LS Lichtenstejnsko
AN  Andorra LT Litva
AR Arménie LU Lucembursko
AU  Rakousko MA Malta
BE Belgie MC  Makedonie
BH  Bosna a Hercegovina MD  Moldavsko
BU  Bulharsko MO  Maroko
BY  Bélorusko NL  Nizozemsko
Cl Kanarské ostrovy NT  Rusko: Severni evropské teritorium
CR  Chorvatsko PA  Pakistan
CT  Rusko: Centralni evropské teritorium PL Polsko
cYy Kypr PT Portugalsko
cz Ceska republika RO  Rumunsko
EG Egypt SK Slovensko
EN  Estonsko SL Slovinsko
FI  Finsko SP  Spanélsko
FR Francie ST Rusko: Jizni evropské teritorium
GE  Némecko SV Svédsko
GG  Gruzie SY Syrie
GR  Recko sz  Svycarsko
HU  Madarsko TD  Tadiikistan
IN Irdn TM  Turkmenistan
IQ Irdk TR Turecko
IS Izrael TU  Tunisko
IT Itdlie UK Ukrajina
JO  Jordansko UZ  Uzbekistan
KI  Kyrgyzstan XIN  Cina: Sin-tiang
KZ  Kazachstan YU  Jugoslavie (Srbsko, Cerna Hora)

Tabulka 2: Seznam statll a Uzemi, ve kterych se jednotlivé druhy rodu Oxythyrea Mulsant, 1842 vyskytuji a

zkratkovy systém prevzaty ze Smetany (2006). Data byla zkompletovana za pomoci vsech uvedenych zdroja

v kapitole 2.2.
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2.3. Biologie rodu Oxythyrea

Dospélci aktivuji od konce kvétna do zacatku srpna (Balthasar 1956). V teplejsich
podminkach, jako je napf. Levanta mohou dospélci aktivovat dfive, zhruba od poloviny Unora
(Rittner & Sabatinelli 2010). Brouci obyvaji Siroké spektrum biotopl, od intenzivné
obhospodarovanych kvetoucich poli, pres sady, stepi a ruderalni stanovisté (Horak et al. 2009).
V oblastech, jako je napf. Turecko, Recko, Levanta, severni Afrika atp., se nékteré druhy vyskytuji
na plazich ajinych psamofilnich biotopech (Miksi¢ 1982, Baraud 1985, Sabatinelli 2008, Rittner
& Sabatinelli 2010). Zlatohldvci se Zivi nektarem, samotnymi kvéty a zralym ovocem (Balthasar
1956, Sabatinelli 2008, Rittner & Sabatinelli 2010). Nalézaji se na kvétech okolicnatych (Apiaceae
Lindley), hvézdnicovitych (Asteraceae Martinov), ¢i brukvovitych rostlin (Brassicaceae Burnett),
anebo na krovinach (Balthasar 1956, Sabatinelli 2008, Rittner & Sabatinelli 2010). Mnohdy se na
jednom kvétu vyskytuje i vice jak 10 jedinch (Vondracek pers. observ.). V nékterych oblastech
mohou pti vyssi abundanci zapficinit lokdlni Skody v sadech a vinicich (Sabatinelli 2008). Na
kvétech také cCasto dochazi k pareni (Vondracek pers. observ.). Samicky poté kladou vajicka do
substratd vhodnych pro dalsi vyvoj wylihnutych larev. Ty se pravdépodobné wvyvijeji
v trouchnivéjicim dfevé, opadance, plidnim substratu, & hnoji (Micé et al. 2008, Sipek pers.
observ.). Zivotni cyklus je doplnén diagramem z laboratornich podminek (obr. 13; Micé & Galante
2003). Z dostupnych studii je moZné usuzovat, Ze nékteré druhy vykazuji bivoltinni cyklus (obr. 14;
Tomdas-Biosca & Galante 1978, Pajac et al. 2010). Nicméné pocet generaci bude patrné vysoce

zavisly na klimatickém pribéhu sezény.

Oxythyrea funesta

[C]Stadium larvy [CIstadium kukly Dospélec v kokonu Bl Aktivni dospélec

Obrazek 13: Diagram Zivotniho cyklu zlatohlavka Oxythyrea funesta (Poda, 1761) v laboratornich
podminkach (upraveno podle Micé & Galante 2003).
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Obrazek 14: Vyobrazeni poctu odchycenych jedincli druhu Oxythyrea funesta (Poda, 1761) na uzemi
$panélské provincie Salamanca v pribéhu jedné sezény (upraveno podle Tomas-Biosca & Galante 1978).
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3. Material a metodika

3.1. Pouzity material

K molekularnim analyzam bylo pouZito 145 jedinct druhu Oxythyrea funesta ze 48 lokalit.
Pro ucely fylogenetické analyzy bylo zarazeno 15 jedincl dalSich péti druh( rodu Oxythyrea
z deviti rdznych lokalit a jako ,outgroups” (pfibuzné taxony) osm rlznych druh( zlatohlavkd.
Kompletni seznam poutzitych jedincl spolu s lokalitami je vypsan v pfiloze 1.

Exemplafe byly odchyceny ve volné pfirodé. Za timto Gcelem byly naplanovany tfi expedice.
V roce 2009 jsme podnikli cestu na Sicilii (zaroven byl z¢asti sbirdn material i na pevninské Italii).
Vroce 2011 jsme nashromdidili materidl z Francie a Krymu (Castecné Polsko a vnitrozemi
Ukrajiny). Zbylé vzorky byly odchyceny na soukromych cestach, nebo dalsimi kolegy z PfF UK
a jinych instituci. Nékolik vzorkl z Levanty se podafilo ziskat od Oze Rittnera (Department of
Zoology, The George S. Wise Faculty of Life Sciences, Tel Aviv University).

Vsichni jedinci byli fixovani v 96% ethanolu a uskladnény v mrazicim boxu pfi teploté -20°C.
Mald ¢ast materidlu byla k dispozici ve formé suchych preparatd (sbirka Mgr. Petra Sipka, Ph.D.

a jedinci ziskani na entomologickych burzach).

3.2. Metodika
3.2.1. Seznam pouzitych zkratek
COI = cytochromoxydaza |
CytB = cytochrom b
ITS1 = internal transcribed spacer 1
COI+CytB = konkatenat sekvenci genu COl a CytB
COI+CytB+ITS1 = konkatenat sekvenci genl COI, CytB a ITS1
MP = maximum parsimony
ML = maximum likelihood
BA = bayesianskd analyza
HB = hodnota bootstrapu
PP = posteriorni pravdépodobnost
Hd = haplotypova diverzita

Nd = nukleotidova diverzita
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3.2.2. Ziskani sekvenci
3.2.2.1. Izolace DNA

DNA byla extrahovana bud' z koncetiny, nebo hrudnich Iétacich svall. Tkané byly odebrany
pomoci preparacnich pinzet sterilizovanych ethanolem a plamenem pred a po kazdém odbéru.
Kazdy vzorek byl umistén do 1,5 ml mikrozkumavky. Ty se oteviené umistily do termobloku, kde
byly cca 20 minut pfi teploté 50°C, aby se odpafil zbytkovy ethanol.

Poté bylo vyuzito standartniho protokolu (Purification of Total DNA from Animal Tissues;
Spin-Column Protocol) izola¢niho kitu firmy Qiagen (Qiagen DNeasy® Tissue Kit). Pro ucinnéjsi lyzi
tkani byly vzorky ponechany v termobloku pfi teploté 56°C pfes noc.

U ziskanych izolatl byla ovérena koncentrace a Cistota vysledné DNA pomoci

spektrofotometru NanoDrop®ND-100 a poté byly uskladnény pfi teploté -20°C.

3.2.2.2. Amplifikace DNA pomoci PCR
Za pomoci polymerazové retézové reakce (PCR) byly namnoZeny useky dvou
mitochondrialnich genli COl a CytB a jednoho jaderného genu ITS1. K amplifikaci téchto Useki

bylo vyuZito tfi dvojic primer( uvedenych v tabulce 3.

Usek Nazev Orienta . .
. Sekvence primeru Zdroj
genu | primeru ce
Cl(jje'rzr\li?’ Forward 5' CAACATTTATTTTGATTTTTTGG 3' Simon et al. 1994
col TL2-N-3014
sz;t) Reverse 5' TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA 3' Simon et al. 1994
CB3 Forward 5' GAGGAGCAACTGTAATTACTAA 3' Barraclough et al. 1999
CytB
CB4 Reverse 5' AAAAGAAARTATCATTCAGGTTGAAT 3' Barraclough et al. 1999
ITS1F Forward 5' GCGTTCGAARTGCGATGATCAA 3' Vogler & 1%:13”6 etal
IT51 Vogler & DeSall |
ITS1R Reverse 5' GTAGGTGAACCTGCAGAAGG 3' ogler ) 9‘; 4a eetal

Tabulka 3: Seznam pouZitych primer( pro amplifikaci potfebnych tseka.

Reakéni smés byla pfipravovana do objemu 25 pl na vzorek spomoci komercné
doddvaného PPP Master Mixu bez MgCl, od spole¢nosti Top Bio, s.r.o., ktery obsahuje Taq
polymerazu, dNTP, barviva a stabilizatory. Reakéni pufr s MgCl, je pfibalovan zvlast pro moznost
optimalizovani reakce. Ddle je v baleni obsazena téz PCR H,0. Prfesné slozeni smési vietné

pridanych primer( a vyizolované DNA je uvedeno v tabulce 4.
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Chemikalie Mnoistvi (pl)
PPP Master Mix 12,5
PCR H,0 7
MgCl, (25nM) 2,5
Forward (10pmol/ pl) 1
Reverse (10pmol/ pl) 1
DNA (5-10ng/ ul) 1

Tabulka 4: SloZeni reakéni smési pro PCR (vztaZzeno na jednu reakci).

Amplifikace zmifiovanych Gsekl DNA probihala vtermocykléru C1000TM Thermal Cycler
(Biorad) a iCycler TM Thermal Cycler (Biorad). U vsech tfi parQ primerd byla nejprve provedena
gradientova PCR pro zjisténi optimalni teploty jejich nasedani. Kompletni programy véetné takto

ziskanych teplot nasedani primer( jsou uvedeny v tabulce 5 a 6.

col Krok Pocet opakovani Teplota Cas
1. Pocatecni denaturace 1x 95°C 5 min
2. Denaturace 95°C 30s
3. Nasedani primer( 40x 50°C 40s
4, Polymerace 72°C 2 min
5. Zavérecna polymerace 1x 72°C 10 min
6. Chlazeni 1x 4°C o

CytB Krok Pocet opakovani Teplota Cas
1. Pocétecni denaturace 1x 95°C 5 min
2. Denaturace 94°C 1 min
3. Nasedani primerd 40x 47°C 1 min
4. Polymerace 72°C 1min30s
5. Zavérecna polymerace 1x 72°C 10 min
6. Chlazeni 1x 4°C o

Tabulka 5: PCR programy pro amplifikaci ¢asti mitochondridlnich genti COI a CytB.

ITS1 Krok Pocet opakovani Teplota Cas
1. Pocatecni denaturace 1x 95°C 5 min
2. Denaturace 95°C 30s
3. Nasedani primer 40x 50°C 40s
4, Polymerace 72°C 2 min
5. Z4véretna polymerace 1x 72°C 10 min
6. Chlazeni 1x 4°C e

Tabulka 6: PCR programy pro amplifikaci ¢asti jaderného genu ITS1.
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3.2.2.3. Kontrola spravného pribéhu PCR a precisténi produktd

Pomoci elektroforézy byla kontrolovana kvalita a pfiblizna délka namnozZeného Useku DNA.
Byl vyuZivan 1% agardzovy gel, ktery byl pfi pfipravé smichan s vhodnym mnoZstvim ethidium
bromidu (podle objemu gelu). Na gel bylo nandSeno mnoiZstvi 4 ul PCR produktu od kazdého
vzorku spolu s 2 pl délkového standardu DNA (GeneRuler™ 100bp DNA Ladder) firmy Fermentas.
Vlastni elektroforéza bézela cca 50-60 minut pfi hodnotdch 400 mA a 100 V. Po ukonceni
elektroforézy byl gel prekontrolovan pod ultrafialovym svétlem.

Uspé$né amplifikované vzorky byly precistény pomoci standartniho protokolu (Quick-
StartProtocol) kitu znacky Qiagen (Qiaquick® PCR Purification Kit), nebo 5 Prime (PCRExtract Mini
Kit; protokol: Purifying DNA from PCR samples using the PCRExtract Mini Kit). U vzorki
s negativnim vysledkem na elektroforéze byla PCR zopakovana. V pripadé druhého neulspésného

pokusu byl vzorek vyfazen.

3.2.2.4. Pfiprava na sekvenaci

Kvalita a koncentrace precisténé DNA byla ovéfena pomoci spektrofotometru
NanoDrop®ND-100. Nasledné byl kazdy vzorek preveden do dvou smési, kazdd o celkovém
objemu 14 pl, které se liSily pfidanym primerem (jelikoZ sekvenace probihala v obou smérech).
Smés obsahovala primer (forward, nebo reverse), ktery byl pouzZit v PCR reakci, v mnozstvi 0,32 pl.
Déle DNA v mnozstvi 5-10ng/100pb celkové délky produktu a zbytek smési tvotila PCR H,0.

Takto pfipravené vzorky byly pfedany do sekvenacni laboratore na PfF UK (sekvenator 3130
Genetic Analyzer a 3130xl Genetic Analyzer, Applied Biosystems). Zde probéhly srazZeci

a sekvenacni reakce (BigDye®Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems).

3.2.3. Editace sekvenci

U vSech tfi Usekd gen( byl ziskavan jak forward tak reverse smér. V progamu BioEdit (Hall
1999) byly u obou smér( zkontrolovany chromatografy sekvenci. Nasledné byly pro kontrolu oba
sméry slozeny dohromady. V pfipadé jaderného genu (ITS1) byla u nékterych sekvenci patrna
excitaéni maxima, u nichZ nebylo mozné jasné rozhodnout, o jakou ze dvou bazi se jedna. Tyto
»dvojité piky” byly nahrazeny v sekvenci symbolem ,N“ (moZnost existence vSech Ctyf bazi).
Nékteré programy pro analyzu sekvencnich dat (napf. PAUP* 4.0b10, MrBayes 3.2.1) jsou vsak
schopny precist i symboly, které poukazuji na moznost existence pouze dvou bazi (odpovidajici
dvéma ,piklim“ v chromatografu), napf. ,,R“ = A (adenin), nebo G (guanin). V téchto pripadech
byly symboly ,,N“ nahrazeny odpovidajicimi pismeny. Sekvence byly poté editovany (,alignovany”)

v programu Clustal W (Thomson et al. 1994), ktery je soucasti programu BioEdit. Vytvoreny
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alignment jaderného genu (ITS1) byl posléze prekontrolovan a rucné doupraven, jelikoZ program
Clustal W neni schopen zahrnout do svych vypoctl existujici sekundarni strukturu.

Pomoci nastrojového online baliku FaBox (http://www.birc.au.dk/software/fabox; Villesen
2007) byly alignmenty tfi genl ofiznuty tak, aby vSechny sekvence zacinaly a koncily ve stejné
pozici. Useky mitochondridlnich gend byly v programu MEGA 5 (Tamura et al. 2011) pfevedeny na
aminokyseliny. Diky tomu mohly byt alignmenty upraveny tak, aby byl zachovén ¢teci ramec
a nasledné ovéreny, jestli neobsahuji stop kodény. Ve FaBoxu byly také vytvoreny konkatenaty

jednotlivych gent (COI+CytB a COI+CytB+ITS1).

3.2.4. Analyza dat

V programu jModelTest 0.1.1 (Posada 2008) byly vypocitany modely evoluce pro jednotlivé
datasety za pouziti Akaikova (AIC) i Bayseovského (BIC) kritéria, které jsou uvedeny v tabulce 7.
Vysledné stromy z jednotlivych analyz byly vizualizovany pomoci programu TreeGraph 2.0.47-206
beta (Stover & Miller 2010) a poté graficky upraveny v programu CorelDraw®X5 a Adobe
Photoshop 12.0.4, stejné jako vytvorené haplotypové sité. V programu MEGA 5 byly pro dataset

COIl vypocteny hodnoty nekorigovanych p-distanci.

Gen AIC BIC

COl | TPM3uf+i+G HKY+I+G
CytB | TPM3uf+l+G | TPM3uf+I+G

ITS1 SYM+G TVMef+G

Tabulka 7: Modely evoluce pro jednotlivé geny vypoctené programem jModelTest.

3.2.4.1. Maximum parsimony

Metoda maximalni parsimonie vybira ze vSech moznych strom( ten s minimalni celkovou
délkou, tedy s nejmensim poctem evoluc¢nich krokd. MP byla provadéna v programu PAUP*
4.0b10 (Swofford 2002) na serveru www.bioportal.uio.no (Kumar et al. 2009). Tyto stromy byly
hledany prostfednictvim heuristického vyhleddvani s poctem 1000 nahodnych replikatd.
Prohledavani okolnich stromi probihalo s pouZzitim ndhodné zmény polohy vétvi (prikaz: hsearch
addseg=random nreps=1000 swap=TBR). Pfi nalezeni vyssiho poctu parsimonnich stromd byl
zkonstruovdn vysledny konsensudlni strom na zdkladé vétSinového pravidla a tzv. ,strict
consensus” (ptikaz: contree all/majrule). Statistickd podpora jednotlivych uzll byla zjisténa
pomoci bootstrapu s 1000 pseudoreplikaty (prikaz: bootstrap nrep=1000 search=heuristic

keepall=yes).
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3.2.4.2. Maximum likelihood

U metody maximalni pravdépodobnosti dochazi k posouzeni, jak jednotlivé evolucni
hypotézy vyhovuji vstupnim datlm z hlediska probability. K témto vypoétim byl pouZit program
raxmlIGUI 1.1 (Stamatakis 2006, Silvestro & Michalak 2010), kde byl pro kazdy dataset zvolen
evoluéni model general time-reversible s gamma distribuci (GTRGAMMA). V ptipadé konkatenatd
byl tento model zvolen zvlast pro vsechny vytvorfené oddily odpovidajici jednotlivym genidm
v datasetech. Spravnost topologie ziskaného stromu byla ovéfena bootstrapem s 1000

replikacemi.

3.2.4.3. Bayesianskd analyza

V programu MrBayes 3.2.1 (Ronquist et al. 2011) byla pocitana Bayesianska analyza, ktera
je zaloZzenda na vypoctu posteriornich pravdépodobnosti. Analyzy byly opét spoustény na serveru
www.bioportal.uio.no. Program pouziva simula¢ni metodu markovovych Monte Carlo fetézcl
(MCMC) k vyhledavani nejpfiznivéjsich strom(. Pro gen COIl a CytB byl zvolen model HKY+I+G (Iset
nst=2 rates=invgamma), respektive GTR+|+G (Iset nst=6 rates=invgamma). Pro jaderny gen ITS1
byl zvolen model GTR+G (Iset nst=6 ratessgamma). U konkatenat( byly datasety opét rozdéleny
na jednotlivé oddily odpovidajici obsazenym gentim a kazdému byl pfidélen model, jaky byl pouZit
pfi jeho samostatné analyze. Jinak bylo zachovano plvodni nastaveni programu. Analyzy byly
nastaveny na 10 miliond generaci (dataset ITS1), 15 miliond generaci (datasety COI
a COI+CytB+ITS1) a 20 milion( generaci (datasety CytB a COI+CytB), pficemz z kazdé sté byl uloZzen
strom. Po ukonceni jednotlivych béhd programu byly u kazdého odstranény neustalené pocatecni
stromy (alespon 25 % z konec¢ného poctu stromi) a ziskany vysledné stromy s posteriornimi

pravdépodobnostmi jednotlivych vétvi.

3.2.4.4. Haplotypové sité

V programu Network 4.610 (http://www.fluxus-engineering.com/) byly konstruovany
haplotypové sité, které vizualizuji vztahy mezi jednotlivymi sekvencemi. Sité byly vytvoreny, jak
pro jednotlivé geny, tak pro konkatenat dvou mitochondridlnich genl COI a CytB. Kazda sit byla
vytvofena pomoci metody Median-joining (Bandelt et al. 1999). Nasledné byla vidy provedena
MP kalkulace, ktera z predchoziho vypoctu sité vyradi nepotfebné vektory a linky, ¢imz vyslednou

sit zjednodusi.
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3.2.4.5. Molekuldrni datovani

K odhadu doby divergence vybranych vétvi fylogenetického stromu MP vypocteného na
zakladé datasetu COl byly vyuZity primérné hodnoty nekorigovanych p-distanci spoctené
programem MEGA 5. Kalkulace byly provadény s pomoci odhadnuté rychlosti evoluce genu COI
u nékterych bezobratlych Zivocichl, kterd je pfiblizné 1,5-2,3 % za milion let (Brower 1994, Farell

2001, Knopp et al. 2011).

3.2.4.6. Haplotypova diverzita, nukleotidova diverzita, Tajima D test

S pomoci programu DNAsp 5.10.01 (Librado & Rozas 2009) byly u vybranych skupin jedinct
z konkatenatu COI+CytB vypocitany hodnoty dvou ukazatel(l diverzity sekvenci. Haplotypova
diverzita je definovana jako pravdépodobnost, Ze dva ndhodné vybrané haplotypy mezi vybranymi
vzorky jsou odlisné (Nei 1987). Naproti tomu nukleotidova diverzita je vymezena jako priimérny
pocet nukleotidovych rozdilt na kazdé pozici mezi dvéma sekvencemi (Nei 1987).

Program DNAsp byl taktéz vyuZit k vypoctu statistického testu neutrality ,Tajima D“ (Tajima

1989), ktery testuje hypotézu, jestli jsou vSechny mutace selektivné neutralni.
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4. Vysledky

4.1. Charakter vstupnich dat

S pomoci vyse popsanych laboratornich postup( (kapitola 3.2.2.) byly ziskany rGzné dlouhé
Casti sekvenci od tfi odlisSnych gen(. Jednotlivé sekvence byly v datasetech oznadeny jedinecnou
kombinaci znakd, které se pro prehlednost objevu;ji i ve vyslednych stromech a dalsich vystupech.
Vysvétlujicim pFikladem maze byt O. funesta z Ceské republiky s oznacéenim 10F047CZE. Na druhé
a treti pozici se nachazi dvoupismenna zkratka druhu, o ktery se jednd. V tomto pfipadé tedy OF.
Za touto zkratkou je tficiferné Cislo, které definuje lokalitu odchytu (lokality jsou vypsany v pfiloze
1). Jednociferné cislo pred zkratkou druhu rozliSuje jedince ze stejné lokality. Pro jednodussi
orientaci ve stromech apod. je jesté na konci ptipojena tfipismenna mezindrodni zkratka statu,
kde se dand lokalita nachazi. Seznam téchto zkratek je vypsan v tabulce 8. Taxony zarazené jako
»youtgroups” maji ve vysledcich kompletni rodové jméno. V laboratoti se podafilo osekvenovat
celkem Sest druhl rodu Oxythyrea (O. abigail, O. cinctella, O. funesta, O. noemi, O. pantherina,
O. tripolitana). K dispozici byl téz druh O. dulcis z feckého Stomia. Material byl bohuzel nevhodné

uskladnén a sekvence se nepodafilo ziskat.

Stat Oznaceni Stat Oznaceni Stat Oznaceni Stat Oznaceni
Rakousko AUT Francie FRA Italie ITA Slovensko SVK
Bulharsko BGR Recko GRC Maroko MAR Tunisko TUN
Kypr CYP Chorvatsko HRV Makedonie MKD Turecko TUR
Ceska rep. CZE Madarsko HUN Portugalsko PRT Ukrajina UKR
Spanélsko ESP Izrael ISR Polsko POL

Tabulka 8: Seznam mezinarodnich zkratek pouZitych do databaze.

Mezi vstupnimi daty mitochondridlnich gen COIl a CytB je jen nékolik minoritnich rozdild.
Prvnim je konecéna délka Usekl. Sekvence datasetu COI jsou dlouhé 807 bp a CytB 381 bp. U genu
COlI je navic zafazen vzorek 30ON043CYP a 10F010ITA (tato jihoitalska lokalita u genu CytB zcela
chybi). Naopak v datasetu CytB se podafilo ziskat nadto sekvence téchto vzorkl: 20C046GRC,
10F0134TUN, 10F136MAR (lokality se u sekvenci COl nevyskytuji vibec) a 10TO36TUN.
Poslednim rozdilem je sekvence zlatohlavka Homothyrea helenae (Schaum, 1848), zatazena jako
youtgroup” u genu CytB. U genu COI se ji nepodatilo ziskat.

Dataset Useku jaderného genu ITS1 s konecnou délkou sekvenci 946 bp je o znacnou cast
vzorkll ochuzeny. Divodem byla velmi nizka variabilita v prvotné ziskanych sekvenci u druhu
O. funesta. Druhym ddvodem byla finanéni naroénost osekvenovani piného datasetu. Lokality byly
vybrany sohledem na jejich rozmisténi, tak aby poddvaly podobnou informaci jako

u mitochondridlnich gend. U ITS1 je oproti predchozim genim zafazen jedinec 10F020SVK.
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BohuZel se nepodafila ziskat jedina sekvence druhu O. abigail a vramci ,outgroups” byla

pouzitelnd pouze sekvence zlatohlavka hladkého Potosia cuprea metallica (Herbst, 1782).

Nasleduje tabulka 9, kde je prehled Gdaji o jednotlivych datasetech amapy3a 4, kde je

vyobrazeno rozmisténi lokalit osekvenovanych jedincu.

col Pocet Pocet Pocet
807 bp vzorka variabilnich mist parsimoné informativnich znakt
Kompletni dataset 163 270 227
Vsechny druhy rodu Oxythyrea 156 164 138
Pouze O. funesta 142 55 40
Outgroup 7
CytB Pocet Pocet Pocet
381 bp vzorka variabilnich mist parsimoné informativnich znaku
Kompletni dataset 166 138 110
Vsechny druhy rodu Oxythyrea 158 92 78
Pouze O. funesta 143 38 22
Outgroup 8
ITS1 Pocet Pocet Pocet
946 bp vzorkd variabilnich mist parsimoné informativnich znakdi
Kompletni dataset 85 190 79
Vsechny druhy rodu Oxythyrea 84 94 75
Pouze O. funesta 75 7 4
Outgroup 1
COl+CytB Pocet Pocet Pocet
1188 bp vzorka variabilnich mist parsimoné informativnich znakt
Kompletni dataset 161 407 333
Vsechny druhy rodu Oxythyrea 154 254 210
Pouze O. funesta 141 83 61
Outgroup 7
COI+CytB+ITS1 Pocet Pocet Pocet
2134 bp vzorka variabilnich mist parsimoné informativnich znaku
Kompletni dataset 81 483 249
VSechny druhy rodu Oxythyrea 80 325 236
Pouze O. funesta 72 77 50
Outgroup 1

Tabulka 9: Zakladni informace o pouzitych datasetech a jejich podmnoZinach.
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Mapa 3:Mapa s rozmisténim lokalit osekvenovanych jedinct pro Useky mitochondridlnich genli COl a CytB. Barevné oznaceni jednotlivych druhi od

povidd barvam
v haplotypovych sitich, fylogenetickych stromech a seznamu pouZitého materialu. PouZité symboly: @ = sekvenci se podafilo ziskat od obou genli (COI i CytB), ] = sekvence
pouze pro dataset COl, 4= sekvence pouze pro dataset CytB.

i,
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V7 ” , 2 5 oy,
Mapa 4: Mapa s rozmisténim lokalit osekvenovanych jedincd pro Usek jaderného genu ITS1. Barevné oznaceni jednotlivych druhl odpovida barvdam v haplotypovych sitich,
fylogenetickych stromech a seznamu pouZitého materidlu.
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4.2. Haplotypové sité a fylogenetické analyzy

V ndsledujicich podkapitoldch budou vyobrazeny dvé haplotypové sité od zdkladnich
dataset(. Prvni z dvojice siti prezentuje vSechny druhy rodu Oxythyrea, kdeZto druhd pouze druh
O. funesta. Pro konkatendt COI+CytB bude zobrazena jenom jedna sit zahrnujici vyhradné
zlatohldvka tmavého. Ddle budou u datasetu COIl vypsdny nekorigované p-distance vybranych
taxon(. A nakonec budou od kaZdého datasetu zndzornény tfi fylogenetické stromy (metoda MP,
ML, BA). V prfipadé MP a ML se jednd o kladogramy. U druhé jmenované metody byl tento typ
stromu zvolen z divodu jeho celkové topologie, kterd by ve fylogramu nebyla zietelnd. Pivodné
zamyslené fylogramy na zdkladé ML jsou uloZeny na priloZeném kompaktnim disku. U posledni
metody BA byl zvolen k vyobrazeni fylogram. Obrdzky stromu byly kvili nadmérnym velikostem
rozdeéleny na dva oddily ,,a” a ,,b” (dataset COIl, CytB a COI+CytB). Obrdzky strom( dataset( ITS1
a COI+CytB+ITS1 nebylo treba rozdélovat. Napfriklad fylogeneticky strom zkonstruovany metodou
MP na zdkladé datasetu COI je zndzornén obrdzkem 17a a 17b. Kompletni pfehled nekorigovanych
p-distanci vSech jedinci datasetu COIl a nerozdélené fylogenetické stromy jsou taktéZ uloZeny na

pfipojeném kompaktnim disku.

4.2.1. Dataset genu COI

Haplotypové sité

Celkem bylo vdatasetu genu COIl identifikovdno 51 haplotypd vramci 156 sekvenci
prislusicich jedincm rodu Oxythyrea (obr. 15). Jak je ze sité patrné, vSech Sest druh(, které se
podafrilo osekvenovat, tvofi samostatné klastry. U zlatohlavk( O. noemi miZeme rozliit izraelskou
a kyperskou populaci. Podobné i u druhu O. cinctella, kde se diferencuje makedonskd a tureckd
populace. U druhu O. funesta je zietelné hvézdovité rozlozeni (,star pattern”; linie B), z néhoz
vystupuje samostatny klastr (linie A; ¢arkované oznacend). Mezi linii A a B je u nejblize
postavenych haplotypl 18 mutaci. Mezi linii B a druhem O. pantherina je to 25 mutaci.

Podrobnéjsi pohled nam poskytne druhd haplotypova sit (obr. 16) zahrnujici pouze druh
O. funesta. Zde bylo identifikovano 39 haplotypl ze 142 sekvenci (tabulka 10). Centrum tvori
haplotyp A4, ktery obsahuje 55 sekvenci z 25 rdznych lokalit. Z néj pfimo vychazi 10 rGznych
samostatnych haplotyp( liSicich se pouze 1-2 mutacemi. Dale je zde haplotyp A36 (jedinec ze
zapadni Francie) a z néj vychazejici haplotyp A31 (jihovychodni Spanélsko). Zvlastni je propojeni
haplotypl A22, A23 a A27, které obsahuji zlatohldvka tmavého ze stredni Itdlie, Peloponésu
ajizniho Portugalska. Taktéz vazba mezi chorvatskym haplotypem (A1) a sekvenci ze Sardinie
(A39) vypada neobvykle. Naopak spojeni haplotypG A29, A30 (jihovychodni Spanélsko), A34, A35

(jihovychodni Francie) a A37 (Sardinie) je zgeografického rozmisténi danych lokalit vcelku
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pfijatelné. Na posledni zminény se napojuji postupné haplotypy A5, A2 a A28. Tyto haplotypy
zahrnuji sekvence nékterych jedincu ze stfedni Evropy, Ukrajiny a Balkanu.

Mezi haplotypy A37 a A5 se napojuje klastr populaci z jizni Itdlie a Sicilie (linie A). U linie A
celkem 21 jedinctd tvofi 13 rlznych haplotypl, pficemZ ty nejodvozenéjsi odpovidaji jizni Itélii.
Lokality, které zahrnuji jedince v linii A znazornuje ¢arkovanym kruhem mapa 5. Stejné je

vyznacena i ve fylogenetickych stromech (obr. 17a, 18a, 19a).

,"«f""’”'//’ \\,‘\ 7
0. abigail @ 24 ) L
- O. funesta
' — 27 linie A
O. noemi O. tripolitana @—— 27

=TT

Kypr X\ O. noemi
o S Izrael o T~ S S I I
=i T — I 5 I
“\\\m\‘\“ I I
~—_ S — - I
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O. funesta
linie B

O. cinctella
Makedonie

N

O. cinctella
Turecko

Obrazek 15: Haplotypova sit typu ,median joining” zobrazujici genealogické vztahy v ramci datasetu genu
COI u zkoumanych taxonU rodu Oxythyrea Mulsant, 1842. Barevné oznaceni jednotlivych druh( odpovida
barvdm v mapdch, fylogenetickych stromech a seznamu pouZitého materidlu. Velikost kruhl odpovida
poctu jedincG s danym haplotypem, uvnitf kruh( je tento pocet zobrazen (vyznaceno pro n > 1). Cisla na
spojnicich oznacuji pocet mutaci mezi uzly (vyznaceno pron > 1).
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Mapa 5: V carkovaném kruhu se nalézaji lokality, ze kterych pochazeji osekvenovani jedinci druhu
Oxythyrea funesta (Poda, 1761) odpovidajici linii A v haplotypovych sitich (obr. 15 a 16) a fylogenetickych
stromech (obr. 17a, 18a, 19a). Symboly vyznacenych lokalit se shoduji s mapou 3.

A19 ‘

O. funesta
linie A

A30 /

O. funesta
linie B

Obrazek 16: Haplotypova sit typu ,median joining” zobrazujici genealogické vztahy v ramci datasetu genu
COl u zkoumaného taxonu Oxythyrea funesta (Poda, 1761). Velikost kruh( odpovida poctu jedincd s danym
haplotypem. Uvnitf kruh(, nebo v jejich blizkosti je vyobrazeno identifikacni Cislo haplotypu odpovidajici
tabulce 10. Cisla na spojnicich oznacuji poget mutaci mezi uzly (vyznaéeno pro n > 1).
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Oznaceni Pocet Délka Sekvence Oznaceni Pocet Délka Sekvence
haplotypu sekvenci haplotypu haplotypu haplotypu sekvenci haplotypu haplotypu
10F001HRV 40F103GRC
20F001HRV 10F107ITA
Al 4 807 30F001HRV Ad 55 307 20F107ITA
40F001HRV 30F107ITA
10F002GRC 40F107ITA
20F002GRC 10F135TUR
30F002GRC A5 1 807 40F003GRC
40F002GRC 10F005PRT
10F045SVK 20F005PRT
20F045SVK A6 5 807 30F005PRT
10F047CZE 40F005PRT
10F062HUN 30F070ESP
A2 17 807 20F062HUN 10F006CZE
30F062HUN A7 2 807 20F006CZE
40F062HUN 10F009ITA
10F071POL A8 2 807 30F009ITA
30F072UKR 20F009ITA
20F077UKR AS 2 807 40F009ITA
10F115CZE A10 1 807 40F010ITA
20F115CZE A1l 1 807 10F014ITA
30F115CZE 20F014ITA
A3 1 807 10F003GRC A12 2 807 50F014ITA
20F003GRC A13 1 807 30F014ITA
30F003GRC Al14 1 807 10F015ITA
10F007CZE 20F015ITA
20F007CZE A15 3 807 30F015ITA
10F019ITA A0F015ITA
20F021PRT Al6 1 807 10F016ITA
20F044BGR 20F016ITA
40F044BGR AL7 2 807 30F016ITA
30F045SVK A18 1 807 40F016ITA
40F045SVK A19 1 807 10F018ITA
10F064AUT 20F018ITA
10F070ESP A20 3 807 30F018ITA
20F070ESP 40F018ITA
10F072UKR A21 1 807 20F019ITA
10F073UKR A22 1 807 A0F019ITA
10F074UKR 50F019ITA
20F074UKR A23 2 807 10F109GRC
40F074UKR A24 1 807 10F021PRT
10F076UKR 10F044BGR
10F077UKR A25 2 807 30F044BGR
30F077UKR 20F047CZE
60F078UKR 30F047CZE
10F083FRA A26 4 807 40F047CZE
20F083FRA 20F087FRA
A4 55 807 30F083FRA 10F063PRT
40F083FRA A27 2 807 20F063PRT
10F085FRA A28 1 807 10F066GRC
20F085FRA A29 1 807 10F069ESP
30F085FRA 20F069ESP
10F088FRA A30 2 807 30F069ESP
20F088FRA A31 1 807 40F070ESP
30F088FRA 20F073UKR
40F088FRA 30F073UKR
10F090FRA 40F073UKR
20F090FRA A32 6 807 10F078UKR
30F090FRA 20F078UKR
40F090FRA 30F078UKR
20F092FRA A33 1 807 30F074UKR
30F092FRA 10F082FRA
40F092FRA A34 2 807 60F082FRA
10F093FRA 20F082FRA
20F097ITA 30F082FRA
30F097ITA A35 5 807 10F087FRA
40F097ITA 30F087FRA
20F101ITA 40F087FRA
40F101ITA A36 1 807 10F092FRA
10F103GRC A37 1 807 10F097ITA
20F103GRC A38 1 807 10F101ITA
30F103GRC A39 1 807 30F101ITA

Tabulka 10: Seznam identifikovanych haplotypl u druhu Oxythyrea funesta (Poda, 1761) v datasetu COI.

Oznaceni haplotypl odpovida haplotypové siti (obr. 16).
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Nekorigované p-distance a fylogenetické stromy

Fylogenetické stromy (obr. 17-19) konstruované na zdkladé datasetu COI vykazuji velice
podobné topologie ve vsech tfech analyzach (MP, ML, BA) a podporuji vysledky haplotypovych
siti. Nekorigované p-distance vybranych jedincl jsou vypsany v tabulce 11.

U pfibuznych zlatohlavki (,,outgroups”) je vidét vidy podobny vzor usporadani jednotlivych
zastupct rtznych rodQ, pricemz taxon Leucocelis sp. pokazdé tvofi sesterskou vétev vsem druhim
rodu Oxythyrea (HB: 46 (MP), 61 (ML); PP = 1.00; divergence 11 %).

Bazalni vétev rodu Oxythyrea je ve viech trech analyzach formovana linii sesterskych druht
0. noemi a O. cinctella s divergenci 7 % (HB: 99 (MP), 99 (ML); PP: 1.00). U zlatohlavka O. noemi
mlzeme sledovat rozdil mezi kyperskou (ONO43CYP) a izraelskou (ON138ISR) populaci
(divergence 1,5 %). Bazi kladu O. cinctella tvofi taxon 10C120TUR ze zdpadniho Turecka (oblast
Izmir). Ndsleduje taxon 10C123TUR z jizniho Turecka (oblast Adana) a jako nejodvozené;jsi skupina
je zde dvojice zastupcl z Makedonie (OC104MKD). Divergence mezi jednotlivymi lokalitami se
pohybuje od 1,7 do 3,2 procent.

Zbylé druhy rodu Oxythyrea tvofi k bazalnimu kladu O. noemi + O. cinctella sesterskou
skupinu. Ve vsech tfech analyzach tyto druhy tvofri dvé sesterské linie (HB: 43 (MP), 48 (ML); PP =
0.80; divergence 8,8 %). Prvni linie obsahuje dva taxony O. tripolitana a O. abigail (sesterské
druhy; HB: 98 (MP), 97 (ML); PP = 1.00; divergence 7,2 %). Druha vétev zahrnuje druhy O. funesta
a 0. pantherina. Zde je vSak situace komplikovanéjsi, jelikoZ zastupci druhu O. funesta ze Sicilie
a Casti Italie tvori samostatny klad (linie A; vysledek odpovida haplotypové siti, obr. 15, 16). Linie A
je sesterska ke druhu O. pantherina a zbylym zastupclm druhu O. funesta (linie B). HB pro tento
uzel je 99 (MP) a 77 (ML), PP = 1.00. Zlatohlavek O. pantherina a linie B druhu O. funesta se vétvi
dichotomicky (HB: 66 (MP), 52 (ML); PP:0.80; divergence 3,3 %) Hodnota nekorigovanych p-
distanci mezi linii A a B je 2,6 % a mezi linii A a druhem O. pantherina pak 4,1 %.

Linie A (21 jedinci; shodné s haplotypovou siti, obr. 15, 16) je ve vsech analyzach relativné
vice diverzifikovana oproti linii B (121 jedinc), kterd obsahuje vétsinu jedincG druhu O. funesta.
Na bazi linie A (MP a ML) je vidét vzorek ze Sicilie (10OF016ITA; HB: 97 (MP), 76 (ML); haplotyp
A16). V Bayesianské analyze tato sekvence polytomicky vychazi z hlavniho uzlu (PP = 0.98) stejné
jako vSechny ostatni. Nékteré z nich jsou vSak usporfddany do mensich podskupin, které jsou vice
méné stabilni v rdmci vSech analyz. Presto, Ze se jedinci ze stejnych lokalit vétSinou vyskytuji ve
stromech pohromadé, populace z jizni Italie a Sicilie nejsou oddélené.

V linii B (MP a BA) mlZeme vidét vétsinu vzorkd usporadanych polytomicky v hlavnim kladu
(haplotyp A4, A24, A33). U metody ML se jedinci postupné rozvétvuji, ale téméf u vSech uzll jsou

velmi nizké, ¢asto az nulové hodnoty bootstrapu. Pfesto je u linie B vidét nékolik zajimavych bodu.
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U ML a BA je na bazi linie B vétev se viemi jedinci ze severniho Portugalska (OFOO5PRT) a jedinec
z jihovychodniho Spanélska (30F070ESP; haplotyp A6). Naproti tomu u MP je na bazi pouze jediny
taxon ze Sardinie (10F101ITA; haplotyp A38). Linie B (MP) se dale dichotomicky vétvi na dvé
skupiny, prvni zahrnuje jedince ze stfedni Itdlie (40F019ITA, 50F019ITA), Peloponésu
(1OF109GRC) a jizniho Portugalska (10FO63PRT, 20F063PRT); (haplotypy A22, A23, A27). Druha
vétev zahrnuje zbylé taxony, kde se valna ¢ast jedincd objevuje v polytomickém usporadani,
vcetné nékolika podskupin zahrnujici i zminénou bazdlni vétev u ML a BA. Zajimavosti (v kontrastu
s linii A) mGzZe byt takovéto zarazeni vétsiny jedincl ze Sardinie, Krymu, nebo severozapadniho
Turecka (10F135TUR), viz podobné haplotyp A4. Nicméné mlzeme ve vsech tfech stromech vidét
nékolik kladl, které sdruZuji zlatohlavka tmavého ze stejnych, nebo podobnych lokalit (viz téz
haplotypova sit, obr. 16). Jejich umisténi je polytomické v ramci hlavni vétve (MP a BA). U metody
ML se tyto klady také vyskytuji, ale jejich umisténi je sloZitéjsi. Jedna se o vétev nékterych jedinct
z krymskych lokalit OF073UKR a OF078UKR (haplotyp A32), jedince z CR (haplotyp A7), dva jedince
z Bulharska (haplotyp A25), nebo klad umistény na konci fylogenetickych strom( (MP, ML, BA),
ktery sdruzuje zastupce zlokalit stfedni Evropy, vychodni Evropy a Balkanu (zaclenéni do
haplotypu A2). V pfipadé stromu MP se vSak jednd o odvozenou skupinu, nebot dichotomicky
vychdzi zuzlu na hlavni vétvi spolu sklddem zahrnujici nékteré jedince zlokalit Sardinie,
jihovychodni Francie a jihovychodniho Spanélska (haplotypy A29, A30, A34, A35, A37). Tento klad
(bez jedince ze Sardinie 10F097ITA) se vyskytuje i v analyze ML. V Bayesianské analyze jsou
v klddu pouze zvifata zjihoSpanélské lokality (OFO69ESP), zbytek je rozmistén na hlavni vétvi.
Naopak zvlastnosti mize byt vétev (MP, ML, BA), kterd sdruZuje tfi jedince z okoli Prahy
(OF047CZE) a jedince z jihovychodni Francie (20F087FRA); (haplotyp 26), nebo klad (MP, ML)
obsahuijici zvife ze Sardinie (30F101ITA) a vSechny jedince z Bra¢e (OFO01HRV). Ve fylogenetickém
stromé BA tvofi zlatohldvci z Brace samostatny klad (haplotyp Al) a jedinec ze Sardinie je umistén

mimo néj (haplotyp A39).
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10F001 | 10F002 | 10F005 | 10F006 | 10F009 | 10F019 | 10F044 | 10F062 | 10F069 | 10F071 | 10F078 | 10F087 | 10F097 | 10F135 | 10A139 | 10C104 | 10C120 | 10N043 | 10N138 | 10P008 | 20T036
HRV GRC PRT CZE ITA ITA BGR HUN ESP POL UKR FRA ITA TUR ISR MKD TUR CYP ISR MAR TUN

10F002GRC | 0,00496

10F005PRT | 0,00372 | 0,00372

10F006CZE | 0,00372 | 0,00372 | 0,00248

10F009ITA | 0,02974 | 0,02726 | 0,02602 | 0,02850

10F019ITA | 0,00248 | 0,00248 | 0,00124 | 0,00124 | 0,02726

10F044BGR | 0,00372 | 0,00372 | 0,00248 | 0,00248 | 0,02850 | 0,00124

10F062HUN ] 0,00496 | 0,00000 | 0,00372 | 0,00372 | 0,02726 | 0,00248 | 0,00372

10F069ESP | 0,00620 | 0,00620 | 0,00496 | 0,00496 | 0,03098 | 0,00372 | 0,00496 | 0,00620

10F071POL | 0,00496 | 0,00000 | 0,00372 | 0,00372 | 0,02726 | 0,00248 | 0,00372 | 0,00000 | 0,00620

10F078UKR | 0,00372 | 0,00372 | 0,00248 | 0,00248 | 0,02850 | 0,00124 | 0,00248 | 0,00372 | 0,00496 | 0,00372

10F087FRA | 0,00372 | 0,00372 | 0,00248 | 0,00248 | 0,02850 | 0,00124 | 0,00248 | 0,00372 | 0,00248 | 0,00372 | 0,00248

10F097ITA | 0,00372 | 0,00372 | 0,00248 | 0,00248 | 0,02602 | 0,00124 | 0,00248 | 0,00372 | 0,00496 | 0,00372 | 0,00248 | 0,00248

10F135TUR | 0,00248 | 0,00248 | 0,00124 | 0,00124 | 0,02726 | 0,00000 | 0,00124 | 0,00248 | 0,00372 | 0,00248 | 0,00124 | 0,00124 | 0,00124

10A139ISR | 0,08550 | 0,08426 | 0,08550 | 0,08674 | 0,09418 | 0,08550 | 0,08674 | 0,08426 | 0,08674 | 0,08426 | 0,08674 | 0,08674 | 0,08674 | 0,08550

10C104MKD | 0,09418 | 0,09913 | 0,09665 | 0,09789 | 0,09294 | 0,09665 | 0,09789 | 0,09913 | 0,09913 | 0,09913 | 0,09789 | 0,09789 | 0,09542 | 0,09665 | 0,11276

10C120TUR | 0,09542 | 0,09542 | 0,09542 | 0,09665 | 0,08922 | 0,09542 | 0,09665 | 0,09542 | 0,09789 | 0,09542 | 0,09665 | 0,09665 | 0,09418 | 0,09542 | 0,10657 | 0,03098

10NO043CYP | 0,08302 | 0,08550 | 0,08426 | 0,08550 | 0,08922 | 0,08426 | 0,08426 | 0,08550 | 0,08674 | 0,08550 | 0,08550 | 0,08550 | 0,08550 | 0,08426 | 0,10161 | 0,07063 | 0,07063

10N138ISR | 0,08178 | 0,08178 | 0,08302 | 0,08426 | 0,08550 | 0,08302 | 0,08302 | 0,08178 | 0,08550 | 0,08178 | 0,08426 | 0,08426 | 0,08178 | 0,08302 | 0,10037 | 0,06815 | 0,06691 | 0,01611

10P008MAR | 0,03470 | 0,03470 | 0,03222 | 0,03346 | 0,04461 | 0,03222 | 0,03346 | 0,03470 | 0,03346 | 0,03470 | 0,03346 | 0,03346 | 0,03098 | 0,03222 | 0,08922 | 0,09789 | 0,09542 | 0,09170 | 0,08674

20T036TUN | 0,08798 | 0,08922 | 0,08674 | 0,08922 | 0,09170 | 0,08798 | 0,08922 | 0,08922 | 0,08798 | 0,08922 | 0,08922 | 0,08674 | 0,08674 | 0,08798 | 0,07187 | 0,11276 | 0,10161 | 0,10285 | 0,09789 | 0,09294

Leucocelis | 0,11152 | 0,10905 | 0,10905 | 0,11029 | 0,10781 | 0,10905 | 0,11029 | 0,10905 | 0,10905 | 0,10905 | 0,10781 | 0,10905 | 0,10781 | 0,10905 | 0,13011 | 0,12639 | 0,11524 | 0,12515 | 0,11772 | 0,11648 | 0,11772

Tabulka 11: Pfehled nekorigovanych p-distanci vybranych taxon( z datasetu genu COIl. Uplnd data jsou uloZena na pFipojeném kompaktnim disku.
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Obrazek 17a: Konsenzudlni fylogeneticky strom vypocteny na zdkladé genu COl metodou maximalni
parsimonie. Bylo konstruovdno 1000 bootstrapovych replikatl. Ve vsech uzlech uvedeny hodnoty
bootstrapu. Délka stromu je 780 krokd (Cl = 0.4949, Rl = 0.5051). Barvy taxond odpovidaji mapam,
haplotypovym sitim a seznamu materialu.
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Obrazek 17b: Konsenzudlni fylogeneticky strom vypocteny na zdkladé genu COl metodou maximalni

parsimonie. Bylo konstruovdano 1000 bootstrapovych replikatld. Ve vSech uzlech uvedeny hodnoty
bootstrapu. Délka stromu je 780 krok(l (CI = 0.4949, Rl = 0.5051). Barvy taxond odpovidaji mapam,

haplotypovym sitim a seznamu materialu.
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Obrazek 18a: Konsenzudlni fylogeneticky strom vypocteny na zdkladé genu COI metodou maximalni
vérohodnosti (model GTRGAMMA). Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych replikat. V uzlech uvedeny
hodnoty bootstrapu >20%. Barvy taxond odpovidaji mapam, haplotypovym sitim a seznamu materidlu.
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Obrazek 18b: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé genu COl metodou maximalni

vérohodnosti (model GTRGAMMA). Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych replikat. V uzlech uvedeny
hodnoty bootstrapu >20%. Barvy taxonl odpovidaji mapam, haplotypovym sitim a seznamu materialu.
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Obrazek 19a: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé genu COl Bayesovskou analyzou
(model HKY+I+G). Posteriorni pravdépodobnosti uvedeny v hlavnich uzlech. Podet generaci 15 miliond.
Barvy taxonU odpovidaji mapam, haplotypovym sitim a seznamu materialu.
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Obrazek 19b: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé genu COIl Bayesovskou analyzou
(model HKY+I+G). Posteriorni pravdépodobnosti uvedeny v hlavnich uzlech. Pocet generaci 15 milion(.
Barvy taxonl odpovidaji mapam, haplotypovym sitim a seznamu materialu.
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4.2.2. Dataset genu CytB

Haplotypové sité

V datasetu druhého mitochondridlniho genu bylo mezi 158 sekvencemi zlatohlavk( rodu
Oxythyrea identifikovano 46 haplotypl (obr. 20). Pfesto, Ze délka sekvenci je vice jak o polovinu
mensi, neZ je tomu u predchoziho genu, nabizi tento dataset relativné velkou variabilitu (viz tab.
9). Opét je tedy mozné rozlisit vSechny druhy zarazené do analyz. Podobné jsou vidét rozdily mezi
tureckou a balkanskou, respektive izraelskou a kyperskou populaci druht O. cinctella a O. noemi.
Zlatohlavek O. pantherina opét vykazuje podobné blizky vztah ke druhu O. funesta, jako
v pfedchozim datasetu. Tentokrat vSak pomérné blizkym vztahem k linii A (¢arkované oznacena)
zlatohldvka tmavého (7 mutaci), jenz opét vytvari dva klastry (linie A a B). Mezi linii A a B je také
sedm mutaci.

U zlatohlavka tmavého bylo identifikovano 35 haplotypl (celkem 143 sekvenci; tab. 12).
Hvézdovity motiv linie B je zde mirné narusen (obr. 21). Vice jak polovina haplotypu tvofi
provazanou sit (jedinci z rGznych lokalit véetné vzorku z Maroka, haplotyp B35), kterd je napojena
na centralni bod sité (B2) obsahujici 50 sekvenci pfevdzné z vychodni a stfedni Evropy a Balkanu
(nicméné jsou zde i sekvence z Portugalska, Spanélska a Francie). Po¢et mutaci v ramci centralniho
haplotypu a touto siti se pohybuje mezi jednou aZ péti. Dalsi dva haplotypy (B1 a B28) sdruZuji
pomeérné velké mnoizstvi sekvenci a vykazuji zajimavé slozeni. Haplotyp B1 obsahuje 22 sekvenci,
znichz 16 je od francouzskych jedincl (jen jedna je z jihovychodnich lokalit), ¢tyfi sekvence
pochazi z Brace a posledni dvé jsou z Rakouska (10F064AUT) a vychodniho Recka (10FO03GRC).
Druhy haplotyp (B28) zahrnuje devét z dvanacti jedincll osekvenovanych ze Sardinie (zbylé tvofri
dalsi haplotypy B31, B32) a pozoruhodné téz jednoho zlatohlavka z Krymu (10F077UKR). Stejné
zvlastné je umisténa dalsi sekvence ze zapadni Ukrajiny (10FO72UKR), ktera ma stejny haplotyp
(B4), jako zlatohlavci ze severu Portugalska (OFOO5PRT). Posledni zajimavosti je sekvence ze
severozapadniho Turecka, ktera tentokrat lezi mimo centrdlni haplotyp (viz dataset COl) a je
soustifedéna se sekvencemi z Ceské republiky a Recka do haplotypu B21.

V linii A se nachazi 11 haplotypl sloZenych z 21 sekvenci s podobnym rozloZenim, jako
u datasetu COIl. Spadda sem také sekvence z Tuniska (haplotyp B34), ktera je ndapadné odlisna (12
mutaci). Lokality, které zahrnuji jedince v linii A znazorfiuje ¢arkovanym ovalem mapa 6. Déle je

vyznacena i ve fylogenetickych stromech (obr. 22a, 233, 24a).
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Obrazek 20: Haplotypova sit typu ,median joining” zobrazujici genealogické vztahy v rdmci datasetu genu
CytB u zkoumanych taxonl rodu Oxythyrea Mulsant, 1842. Barevné oznaceni jednotlivych druh(i odpovida
barvdam v mapach, fylogenetickych stromech a seznamu pouZitého materidlu. Velikost kruh( odpovida
poctu jedincl s danym haplotypem, uvnit? kruhtl je tento pocet zobrazen (vyznaéeno pro n > 1). Cisla na

spojnicich oznacuji pocet mutaci mezi uzly (vyznaceno pro n > 1).

Mapa 6: V carkovaném ovalu se nalézaji lokality, ze kterych pochazeji osekvenovani jedinci druhu
Oxythyrea funesta (Poda, 1761) odpovidajici linii A v haplotypové siti (obr. 20 a 21) a fylogenetickych

stromech (obr. 22a, 233, 24a). Symboly vyznacenych lokalit se shoduji s mapou 3.
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Oznaceni Pocet Délka Sekvence Oznaceni Pocet Délka Sekvence
haplotypu sekvenci haplotypu haplotypu haplotypu sekvenci haplotypu haplotypu

10F001HRV B3 1 381 40F003GRC
20F001HRV 10F005PRT
30F001HRV 20F005PRT
40F001HRV B4 5 381 30F005PRT
10F003GRC 40F005PRT
10F064AUT 10F072UKR
20F083FRA B5 1 381 10F006CZE
30F083FRA 10F009ITA
10F085FRA B6 2 381 20F009ITA
20F087FRA 30F009ITA

B1 2 381 10F088FRA B7 2 381 40F009ITA
20F088FRA B8 2 381 10F014ITA
30F088FRA 30F015ITA
10F090FRA 20F014ITA
20F090FRA BS 2 381 50F014ITA
30F090FRA B10 1 381 30F014ITA
40F090FRA 10F015ITA
10F092FRA B11 2 381 20F015ITA
20F092FRA B12 1 381 40F015ITA
30F092FRA 10F016ITA
40F092FRA 10F018ITA
10F093FRA B13 5 381 20F018ITA
10F002GRC 30F018ITA
20F002GRC 40F018ITA
30F002GRC 20F016ITA
40F002GRC B14 2 381 30F016ITA
20F003GRC B15 1 381 40F016ITA
30F003GRC 10F019ITA
20F006CZE B16 3 381 20F019ITA
10F007CZE 50F019ITA
20F007CZE B17 1 381 A0F019ITA
20F021PRT 10F021PRT
40F044BGR B18 3 381 30F070ESP
10F045SVK 10F083FRA
20F045SVK 10F044BGR
30F045SVK B19 2 381 30F044BGR
40F045SVK B20 1 381 20F044BGR
10F047CZE 20F047CZE
10F062HUN 30F047CZE
20F062HUN B21 5 381 40F047CZE
30F062HUN 10F109GRC
40F062HUN 10F135TUR
10F063PRT B22 1 381 20F063PRT
10F066GRC B23 1 381 10F069ESP
20F069ESP B24 1 381 10F070ESP
30F069ESP B25 1 381 40F070ESP
20F070ESP B26 1 381 10F073UKR

B2 50 381 10F071POL B27 1 381 30F074UKR
30F072UKR 10F077UKR
20F073UKR 10F097ITA
30F073UKR 20F097ITA
40F073UKR 30F097ITA
10F074UKR 40F097ITA
20F074UKR B28 10 381 10F101ITA
40F074UKR 30F101ITA
10F076UKR 40F101ITA
20F077UKR 10F107ITA
30F077UKR 40F107ITA
10F078UKR 10F082FRA
20F078UKR 20F082FRA
30F078UKR 60F082FRA
60F078UKR B29 6 381 10F087FRA
40F083FRA 30F087FRA
20F085FRA A0F087FRA
30F085FRA B30 1 381 30F082FRA
40F088FRA B31 1 381 20F101ITA
10F103GRC 20F107ITA
20F103GRC B32 2 381 30F107ITA
30F103GRC B33 1 381 10F115CZE
40F103GRC B34 1 381 10F134TUN
20F115CZE B35 1 381 10F136MAR
30F115CZE

Tabulka 12: Seznam identifikovanych haplotypl u druhu Oxythyrea funesta (Poda, 1761) v datasetu CytB.

Oznaceni haplotypl odpovida haplotypové siti (obr. 21).
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Obrazek 21: Haplotypova sit typu ,median joining” zobrazujici genealogické vztahy v ramci datasetu genu
CytB u zkoumaného taxonu Oxythyrea funesta (Poda, 1761). Velikost kruh(i odpovida poctu jedinct s danym
haplotypem. Uvnitf kruh(, nebo v jejich blizkosti je vyobrazeno identifikacni ¢islo haplotypu odpovidajici
tabulce 12. Cisla na spojnicich oznacuji pocet mutaci mezi uzly (vyznaceno pro n > 1).

Fylogenetické stromy

Fylogenetické stromy konstruované na zakladé druhého mitochondridlniho datasetu (CytB)
vykazuji obdobné topologie ve vsech tfech analyzach (obr. 22-24). Zaroven se zde objevuji
srovnatelné mezidruhové jevy, jako u fylogenetickych stromU prvniho datasetu.

K pfibuznym druhdm (,outgroups”) se podafilo ziskat navic sekvenci druhu Homothyrea
helenae. Spolu s taxonen Leucocelis sp. tvofi sestersky druh (HB: 70 (MP), 65 (ML); PP = 0.99).
Tentokrat vsak jako sestersky taxon vsem zlatohlavkiim rodu Oxythyrea nevychazi Leucocelis sp.
a H. helenae. V pfipadé BA jde o druh Cetonia aurata aurata (Linnaeus, 1761). U metody ML to je
vétev sesterskych taxonl C. aurata aurata a Polybaphes sp. U MP je to skupina zlatohlavk({ mimo
druhy zminéné u metody ML. Pro tyto uzly je pomérné nizkd hodnota bootstrapu i posteriorni
pravdépodobnosti (HB: 43 (MP), 21 (ML); PP = 0.83).

Nasleduje podobnd topologie mezi druhy rodu Oxythyrea napfi¢ vSemi analyzami, nejen
tohoto datasetu, ale i datasetu predchoziho. Bazalni vétev tohoto rodu tvofi druhy O. noemi

a O. cinctella. Ke zlatohlavkim O. cinctella se podafilo ziskat sekvenci z peloponéské lokality
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(20C046GRC), kterda u metody BA polytomicky utvari kldd spolu sjedinci z Makedonie
(OC104MKD). Ve fylogenetickém stromé vypocetni metody MP a ML se jedna o sestersky taxon
k makedonskym broukim.

Zbylé druhy tvofi (MP a BA) k bazalni vétvi rodu Oxythyrea sesterskou skupinu, ktera se déli
na dvé vétve (HB: 62 (MP); PP = 1.00). Prvni z nich je tvofena sesterskymi druhy O. tripolitana
a O. abigail (HB 49 (MP); PP = 0.61). V druhé vétvi se nachazi O. funesta a O. pantherina. V ramci
ML se objevuje rozdil. Zde je samostatné umistén zlatohlavek O. tripolitana a teprve k nému se
vytvari dvé vétve, které obsahuji druh O. abigail, respektive O. funesta a O. pantherina. U téchto
uzl( jsou vsak nizké hodnoty bootstrapu (HB: 41 a 23 (ML)).

U kladu tvofenym zlatohlavkem tmavym a druhem O. pantherina mizeme vidét shodny
vzor ve vSech trech analyzach. Opét tu mame rozdéleni druhu O. funesta na dvé dichotomicky se
vétvici linie (A, B), stejné jako u datasetu COIl (HB: 96 (MP), 75 (ML); PP = 1.00). Pozice
O. pantherina je ale odlisna. Severoafricky druh je tentokrat sesterskou skupinou k linii A, nikoliv
k linii B (HB: 68 (MP), 47 (ML); PP = 0.75).

U linie A tvofi bazi kladu zlatohlavek tmavy z Tuniska (HB 49 (MP), 47 (ML); PP = 0.56). Zbylé
sekvence linie A vytvareji samostatnou vétev sesterskou tuniskému taxonu s podobnou topologii
ve viech tfech stromech.

U linie B metody MP muZeme vidét bazalni skupinu dvou jedincl z Bulharska, na kterou
navazuje vétev dalsi se zbylymi jedinci této lokality. Zbytek taxonl tak tvofi sesterskou skupinu,
ktera se dichotomicky vétvi. Spodni klad obsahuje jedince haplotypu B18 a k nému sesterskou
vétev sloZzenou ze sekvenci haplotypu B1. Na bazi vrchniho klddu se nachazi vétev se zlatohlavky
z jihovychodni Francie, Spanélska a Maroka (haplotypy B23, B29, B30, B35). Nasleduje jedinec
z Ukrajiny (10F073UKR; haplotyp B26) a poté dva nejodvozenéjsi klady. Jeden se sklada ze viech
broukd pochazejicich ze Sardinie a jednoho z Krymu a Portugalska (haplotypy B22, B28, B31, B32).
Druhy obsahuje vsechny zbylé vzorky v polytomickém usporadani, pficemz jsou zde vidét tfi malé
podskupiny odpovidajicim haplotyptim B4, B16, B21.

U stromu ML je situace odlisna. Opét se zde projevuje analogicky trend, jako u predchoziho
datasetu a postupné se zde vétvi nékolik podobnych skupin, jako v pfipadé MP. Tyto klady
relativné odpovidaji nékterym haplotypdm a zminénym kladim ve stromé MP.

Linie B u fylogenetického stromu BA zacina shodné jako u MP, tedy bazalni skupinou dvou
jedinc( z Bulharska. Nasleduje vSak vétev zahrnujici haplotypy B1, B18, B23. Po nich se uz nachazi
hlavni klad se zbytkem jedincl, kde mGzZeme vidét polytomické vétveni vsech zlatohlavk( véetné

nékolika mensich podskupin. Ty se obdobné objevuji i v predeslych stromech.
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Obrazek 22a: Konsenzudlni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé genu CytB metodou maximalni
parsimonie. Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych replikatld. Ve vSech uzlech uvedeny hodnoty
bootstrapu. Délka stromu je 436 krokd (Cl = 0.4427, Rl = 0.5573). Barvy taxon( odpovidaji mapam,

haplotypovym sitim a seznamu materialu.
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Obrazek 22b: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé genu CytB metodou maximalni
parsimonie. Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych replikatl. Ve vsech uzlech uvedeny hodnoty
bootstrapu. Délka stromu je 436 krokd (CI = 0.4427, Rl = 0.5573). Barvy taxon( odpovidaji mapam,
haplotypovym sitim a seznamu materialu.
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Obrazek 23a: Konsenzudlni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé genu CytB metodou maximalni

vérohodnosti (model GTRGAMMA). Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych replikatd. V uzlech uvedeny

hodnoty bootstrapu >20%. Barvy taxon( odpovidaji mapam, haplotypovym sitim a seznamu materialu.
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Obrazek 23b: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zdkladé genu CytB metodou maximalni
vérohodnosti (model GTRGAMMA). Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych replikat. V uzlech uvedeny
hodnoty bootstrapu >20%. Barvy taxont odpovidaji mapam, haplotypovym sitim a seznamu materialu.
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(model GTR+I+G). Posteriorni pravdépodobnosti uvedeny v hlavnich uzlech. Podet generaci 20 miliond.

razek 24a: Konsenzudlni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé genu CytB Bayesovskou analyzou

Barvy taxonl odpovidaji mapam, haplotypovym sitim a seznamu materialu.

58



10F005PRT

20F005PRT

30F005PRT

0.73| | | 4OF005PRT

10F072UKR

I~ 10F006CZE

| 20F006CZE

+ 10F007CZE

| 20F007CZE
10FO19ITA

{ 20F019ITA
50F019ITA

|- 40F019ITA

F 20F021PRT

|~ 20F044BGR

| 4OF044BGR

+ 10F045SVK

| 20F045SVK

F 30F045SVK O. funesta

F 40F045SVK linie B

| 10F047CZE

| 20F047CZE

| 30F047CZE

+ 40F047CZE

t 10F062HUN

| 20F062HUN

F 30F062HUN

| 40F062HUN

+ 10F063PRT

|~ 20F063PRT

+ 10F066GRC

| 20F0B9ESP

+ 30F0B9ESP

I~ 10F070ESP

+ 20F070ESP

|- 40F070ESP

+ 10F071POL
g W | 30F072UKR

’ | : , L1 10F073UKR

o
o

r 20F073UKR

F 30F073UKR

r40F073UKR

r 10F074UKR

r 20F074UKR

—30F074UKR

r 40F074UKR

r 10F076UKR

r 10F077UKR

r 20F077UKR

r30F077UKR

r 10F078UKR

r 20F078UKR

r 30F078UKR

F 60F078UKR

r 40F083FRA

r 20F085FRA

r 3OF085FRA

r 40F088FRA

r 10F097ITA

r 20F097ITA

r 30F097ITA

r 40F097ITA

r 10F101ITA
20F101ITA

~{20F107ITA

30F107ITA

r30F101ITA

r40F101ITA

r 10F103GRC

r 20F103GRC

r 30OF103GRC

r40F103GRC

r 10F107ITA

r40F107ITA

r 10F109GRC

— 10F115CZE

r 20F115CZE

r 30OF115CZE

r 10F135TUR

— 10F136MAR
10F082FRA
20F082FRA

30F082FRA

60F082FRA
10F087FRA
30F087FRA
40F087FRA

0.99

IR
— ) 0.0 0.3

Obrazek 24b: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocéteny na zakladé genu CytB Bayesovskou analyzou
(model GTR+I+G). Posteriorni pravdépodobnosti uvedeny v hlavnich uzlech. Podet generaci 20 miliond.
Barvy taxonl odpovidaji mapam, haplotypovym sitim a seznamu materialu.
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4.2.3. Dataset genu ITS1

Haplotypové sité

U useku jaderného genu ITS1 bylo identifikovano pouze 14 haplotypl na zakladé 84
sekvenci (obr. 25). Zlatohlavci O. noemi, O. cinctella a O. tripolitana vystupuji jako samostatné
druhy, avSak druh O. pantherina tvofi se zlatohldvkem tmavym spolecny klastr. Jedna ze ziskanych
sekvenci (10PO0OS8MAR) ma shodny haplotyp (C8) jako dva jedinci ze Sicilie (10F014ITA,
10F016ITA; obr 25; teckovana linka). Dalsim rozdilem oproti mitochondridlnim datesetlm je velmi
jednoduchy vzor u zlatohldvka tmavého, ktery tentokrat netvori dvé oddélené linie. Rozdil mezi
taxonem O. tripolitana a O. pantherina + O. funesta je 28 mutaci. Sekvence O. tripolitana je vsak
neuplna (chybi poslednich 173 bazi) a mutaci je tedy pravdépodobné vice.

U zlatohlavka tmavého bylo identifikovano osm rliznych haplotyp( ze 75 sekvenci (tab. 13).
Nejpocetnéjsi haplotyp C1 zahrnuje 36 sekvenci, které naleZi jedincim ze stfedni a vychodni
Evropy, ddle Balkdnu a severozdpadniho Turecka. Na néj je napojen haplotyp C2 a C3, ktery
obsahuje jednu sekvenci zBrae (20FHRV001), respektive ctyfi sekvence z Madarska
(OF062HUN). Do druhého nejvétsiho haplotypu (C6) spada 26 sekvenci od jedincl z Pyrenejského
a Apeninského poloostrova, Francie, Sardinie, Sicilie a také Maroka a Tuniska. V tomto haplotypu
se nachdzi pét sekvenci, které v predchozich datasetech tvofi linii A. Z haplotypu C6 vychazi
haplotyp C4 (sekvence z jizniho Portugalska a dvé sekvence z Francie) a na néj napojeny haplotyp
C5 se zlatohlavkem zjizni Italie (4OF018ITA), ktery také tvofi linii A v datasetech COl a CytB.
Posledni haplotypy C7 a C8 jsou napojeny na haplotyp C6 a obsahuji sekvence ze Sicilie (v datasetu

COl a CytB tvori linii A) a stfedni Itdlie. Spojnice se také nachazi mezi haplotypy C1, C6 a C3, C4.
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Obrazek 25: Haplotypova sit typu ,median joining” zobrazujici genealogické vztahy v ramci datasetu genu
ITS1 u zkoumanych taxonl rodu Oxythyrea Mulsant, 1842. Barevné oznaceni jednotlivych druh( odpovida
barvdm v mapdch, fylogenetickych stromech a seznamu pouZitého materidlu. Velikost kruhl odpovida
poctu jedinch s danym haplotypem, uvnitf kruh( je tento pocet zobrazen (vyznaceno pro n > 1). Cisla na

spojnicich oznacuji pocet mutaci mezi uzly (vyznaceno pron > 1).
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Obrazek 26: Haplotypova sit typu ,median joining” zobrazujici genealogické vztahy v ramci datasetu genu
ITS1 u zkoumaného taxonu Oxythyrea funesta (Poda, 1761). Carkované vysece znazorniuji odpovidajici pocet
jedinc, ktefi v predchozich datasetech spadali do linie A. Velikost kruh(l odpovida poctu jedincl s danym
haplotypem. Uvnitf kruh(, nebo v jejich blizkosti je vyobrazeno identifikacni ¢islo haplotypu odpovidajici

tabulce 13. Cisla na spojnicich oznaduji poget mutaci mezi uzly (vyznaéeno pro n > 1).
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Oznaceni Pocet Délka Sekvence Oznaceni Pocet Délka Sekvence
haplotypu sekvenci haplotypu haplotypu haplotypu sekvenci haplotypu haplotypu

10F001HRV 10F021PRT
30F001HRV ca 3 866 20F082FRA
40F001HRV 30F090FRA
10F003GRC C5 1 866 40F018ITA
20F003GRC 10F005PRT
30F003GRC 20F00SPRT
40F003GRC 30F005PRT
10F020SVK 40F005PRT
10F044BGR 30F016ITA
20F044BGR 40F016ITA
30F044BGR 10F018ITA
40F044BGR 30F018ITA
10F045SVK 10F019ITA
20F045SVK 20F019ITA
30F045SVK 50F019ITA
40F045SVK 10F070ESP
10F047CZE 20F070ESP
20F047CZE ce 26 866 30F070ESP

a 36 866 30F047CZE 40F070ESP
40F047CZE 10F082FRA
10F066GRC 30F082FRA
10F071POL 60F082FRA
10F072UKR 10F090FRA
30F072UKR 20F090FRA
10F074UKR 40F090FRA
20F074UKR 20F101ITA
30F074UKR 30F101ITA
40F074UKR 40F101ITA
10F103GRC 10F134TUN
20F103GRC 10F136MAR
30F103GRC 20F016ITA
40F103GRC i 1 866 A0F019ITA
10F115CZE 10F014ITA
20F115CZE 8 1 866 10F016ITA
30F115CZE
10F135TUR

C2 1 866 20F001HRV
10F062HUN
20F062HUN

e 4 866 30F062HUN
40F062HUN

Tabulka 13: Seznam identifikovanych haplotypl u druhu Oxythyrea funesta (Poda, 1761) v datasetu ITS1.

Oznaceni haplotypll odpovida haplotypové siti (obr. 26).
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Obrazek 27: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé genu ITS1 metodou maximalni

parsimonie. Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych replikatd. Ve vsech uzlech uvedeny hodnoty

bootstrapu. Délka stromu je 227 krok( (CI = 0.9163, Rl = 0.0837). Barvy taxonl odpovidaji mapam,

haplotypovym sitim a seznamu materialu.
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Obrazek 28: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zdkladé genu ITS1 metodou maximalni
vérohodnosti (model GTRGAMMA). Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych replikatll. V uzlech uvedeny
hodnoty bootstrapu >20%. Barvy taxonl odpovidaji mapam, haplotypovym sitim a seznamu materidlu.
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Obrazek 29: Konsenzuadlni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé genu ITS1 Bayesovskou analyzou
(model GTR+G). Posteriorni pravdépodobnosti uvedeny v hlavnich uzlech. Podet generaci 10 miliond.

Nékteré dlouhé vétve byly uméle zkraceny — viz dvojité preskrtnuti vétve. Barvy taxon( odpovidaji mapam,

haplotypovym sitim a seznamu materialu.
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4.2.4. Dataset konkatenatu gend COIl a CytB

Haplotypové sité

U druhu Oxythyrea funesta se podafilo v ramci dvou spojenych Usekl mitochondriadlnich
genu identifikovat 61 haplotypu zahrnujicich celkem 141 sekvenci (tab. 14).

Haplotypova sit shodné zobrazuje rozdéleni zlatohlavka tmavého na dva klastry (linie A a B;
obr. 30), stejné jako samostatné mitochondrialni datasety COIl a CytB. Mezi linii A a B se nachazi
26 mutaci (haplotyp D40 a D20). Linie B obsahuje 45 haplotypl se 121 sekvencemi. Centralni
haplotyp D4 je opoznani chudsi oproti samostatnym genim COIl a CytB, ale stale obsahuje
sekvence (23) z rGznych lokalit Evropy. Na néj navazuje jen nékolik mensich haplotyptd (D6, D7,
D8, D38, D39, D42, D44, D45), které netvori mensi sité s dalSimi. Jde o témér vSechny zbylé
sekvence ukrajinskych jedincl a dale také nékterych éeskych, Spanélskych a portugalskych broukd.
Zbylé haplotypy linie B tvofi nékolik provazanych siti. Vpravo dole je umistén soubor haplotypl
(D5, D32, D36, D58, D59, D61) s vétsim centrdlnim bodem D2. VSechny tyto haplotypy zahrnuji
sekvence z Balkanu, Turecka a stfedni i vychodni Evropy. Ve spodni ¢asti se nachdzi sedm
haplotypl, kazdy pouze s jedinou sekvenci (D25, D26, D27, D28, D33, D34, D60). Zde najdeme
sekvence ze stfedni Italie a také jednu sekvenci z jizniho Portugalska a Peloponésu. V levé (asti
klastru (linie B) je umisténa posledni a nejvétsi sit napojend na centralni haplotyp D4. V hlavni
casti se nachazi haplotyp D35 (sekvence z Francie a Rakouska; lokality z jihovychodni Francie vsak
chybi). Na néj navazuje vicero haplotypl obsahujici sekvence z dalSich lokalit Francie (D50, D51,
D52), Spanélska (D37, D40, D41), Bulharska (D30, D31), Recka (D3), Chorvatska (D1), nebo
Ukrajiny (D43). Ddle na tento klastr navazuje mensi seskupeni haplotypl D47, D48, D49, které
obsahuji vSechny sekvence jedincl zjihovychodni Francie a také vétsi haplotyp D46 spolu
s dalSimi (D53, D54, D55, D56, D57), které zahrnuji vSechny jedince ze Sardinie a netypicky také
jednu sekvenci z Krymu (10OF077UKR).

Linie A nejblize navazuje na S$panélsky haplotyp D40. Celkem obsahuje 20 sekvenci
rozdélenych do 16 haplotypl. Nejblize k linii B jsou umisténi zlatohlavci z jihovychodni Sicilie (D20,
D21, D22) a Kaldbrie (D23, D24). Dale se objevuji brouci z Kampanie tvofici ¢tyfi rlzné navzajem
propojené haplotypy (D9-D12). Nejodvozenéjsi se jevi brouci ze sicilského narodniho parku
Madonie (D14-D19). Lokality jedincl nachazejicich se v linii A jsou opét znazornény carkovanou

linii v mapé 7 a ve fylogenetecickych stromech (obr 31a, 32a, 33a).
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Obrazek 30: Haplotypova sit typu ,,median joining” zobrazujici genealogické vztahy v ramci konkatenatu
genl COIl a CytB u zkoumaného taxonu Oxythyrea funesta (Poda, 1761). Velikost kruhl odpovida poctu
jedinc s danym haplotypem. Uvnité kruhl, nebo v jejich blizkosti je vyobrazeno identifikaéni Cislo
haplotypu odpovidajici tabulce 14. Cisla na spojnicich oznaduji pocet mutaci mezi uzly (vyznaceno pro n > 1).

Mapa 7: V carkovaném kruhu se nalézaji lokality, ze kterych pochdzeji osekvenovani jedinci druhu
Oxythyrea funesta (Poda, 1761) odpovidajici linii A v haplotypové siti (obr. 30) a fylogenetickych stromech
(obr. 31a, 32a, 33a). Symboly vyznacenych lokalit se shoduji s mapou 3.
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Oznaceni Pocet Délka Sekvence Oznaceni Pocet Délka Sekvence
haplotypu sekvenci haplotypu haplotypu haplotypu sekvenci haplotypu haplotypu
10F001HRV D26 1 1188 20F019ITA
20F001HRV D27 1 1188 A0F019ITA
b1 4 1188 30F001HRV D28 1 1188 50F019ITA
40F001HRV D29 1 1188 10F021PRT
10F002GRC 10F044BGR
20F002GRC D30 2 1188 30F044BGR
30F002GRC D31 1 1188 20F044BGR
40F002GRC 20F047CZE
10F045SVK D32 3 1188 30F047CZE
20F045SVK 40F047CZE
10F047CZE D33 1 1188 10F063PRT
D2 15 1188 10F062HUN D34 1 1188 20F063PRT
20F062HUN 10F064AUT
30F062HUN 20F083FRA
40F062HUN 30F083FRA
10F071POL 10F085FRA
30F072UKR 10F088FRA
20F077UKR 20F088FRA
30F115CZE 30F088FRA
D3 1 1188 10F003GRC D35 15 1188 10F090FRA
20F003GRC 20F090FRA
30F003GRC 30F090FRA
10F007CZE 40F090FRA
20F007CZE 20F092FRA
20F021PRT 30F092FRA
40F044BGR 40F092FRA
30F045SVK 10F093FRA
40F045SVK D36 1 1188 10F066GRC
20F070ESP D37 1 1188 10F069ESP
10F074UKR 20F069ESP
20F074UKR D38 2 1188 30F069ESP
D4 23 1188 40F074UKR D39 1 1188 10F070ESP
10F076UKR D40 1 1188 30F070ESP
30F077UKR D41 1 1188 40F070ESP
60F078UKR D42 1 1188 10F072UKR
40F083FRA D43 1 1188 10F073UKR
20F085FRA 20F073UKR
30F085FRA 30F073UKR
40F088FRA 40F073UKR
10F103GRC D44 6 1188 10F078UKR
20F103GRC 20F078UKR
30F103GRC 30F078UKR
40F103GRC D45 1 1188 30F074UKR
D5 1 1188 40F003GRC 10F077UKR
10F005PRT 20F097ITA
20F005PRT 30F097ITA
be 4 1188 30F005PRT D46 7 1188 40F097ITA
40F005PRT 40F101ITA
D7 1 1188 10F006CZE 10F107ITA
D8 1 1188 20F006CZE A0F107ITA
D9 1 1188 10F009ITA 10F082FRA
D10 1 1188 20F009ITA D47 2 1188 60F082FRA
D11 1 1188 30F009ITA 20F082FRA
D12 1 1188 A0F009ITA 10F087FRA
D13 1 1188 10F014ITA D48 4 1188 30F087FRA
20F014ITA 40F087FRA
D14 2 1188 S50F014ITA D49 1 1188 30F082FRA
D15 1 1188 30F014ITA D50 1 1188 10F083FRA
D16 1 1188 10F015ITA D51 1 1188 20F087FRA
D17 1 1188 20F015ITA D52 1 1188 10F092FRA
D18 1 1188 30F015ITA D53 1 1188 10F097ITA
D19 1 1188 40F015ITA D54 1 1188 10F101ITA
D20 1 1188 10F016ITA D55 1 1188 20F101ITA
20F016ITA D56 1 1188 30F101ITA
p21 2 1188 30F016ITA D57 2 1188 20F107ITA
D22 1 1188 A0F016ITA 30F107ITA
D23 1 1188 10F018ITA D58 1 1188 10F115CZE
20F018ITA D59 1 1188 20F115CZE
D24 3 1188 30F018ITA D60 1 1188 10F109GRC
A0F018ITA D61 1 1188 10F135TUR

D25 1 1188 10F019ITA

Tabulka 14: Seznam identifikovanych haplotypl u druhu Oxythyrea funesta (Poda, 1761) konkatenatu gen(

COl a CytB. Oznaceni haplotypl odpovida haplotypové siti (obr. 30).
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Fylogenetické stromy

Vypoctené fylogenetické stromy na zakladé konkatenatu sekvenci ¢asti mitochondrialnich
genl COI a CytB vykazuji mezi sebou podobné topologie (obr. 31-33), ale zaroven také odrazi
obdobné vysledky, jaké jsou vidét u samostatnych datasetl COl a CytB.

Podobné jako u datasetu COI, tak i zde mUzZeme vidét Leucocelis sp. jako sestersky taxon
rodu Oxythyrea (HB: 42 (MP), 63 (ML); PP = 1.00). Dale se dichotomicky vétvi bazalni klad
(0. noemi + O. cinctella) a zbylé druhy rodu Oxythyrea (HB: 94 (MP), 85 (ML); PP =1.00).
Zlatohlavci 0. noemi a O. cinctella tvofi sesterské taxony (HB: 97 (MP), 100 (ML); PP =1.00).
Pfibuzenské vztahy uvnitf téchto druh( odpovidaji datasetim COI i CytB. Podobné je
i dichotomické vétveni sesterského kladu k bazalni vétvi (HB: 89 (MP), 83 (ML); PP =1.00).
V prvnim kladu se opét nachazi taxony O. tripolitana a O. abigail (HB: 99 (MP), 98 (ML); PP = 1.00).
V druhém se objevuji posledni dva druhy O. funesta a O. pantherina. Jejich vzadjemné postaveni je
vsak v ramci analyz rlizné. U metody ML tvofi O. pantherina samostatny klad, sestersky k druhu
O. funesta (HB: 97 (ML), jenZ tvofi dvé sesterské linie A a B s nizkou hodnotou bootstrapu (HB: 26
(ML)). U metod MP a BA se na bazi se objevuje linie A zlatohldvka tmavého a k nému sesterska
linie B a O. pantherina (HB: 100 (MP); PP = 1.00). HB a PP pro linii B a O. pantherina je 38,
respektive 0.74.

Linie A vykazuje podobné rozlozeni jako v datasetech COIl a CytB, i kdyZ s mensSim poctem
jedinc v polytomickém usporadani. Mezi nejodvozenéjsi jedince patfi brouci z Madonie
(OF014ITA, OF015ITA; haplotypy D14-D19) a Kaldbrie (OF009ITA; haplotypy D9-D12).

U linie B se ve stromech MP a ML postupné vétvi rlizné klady s podobnou skladbou, jako
u datasetll COI a CytB. Ve vétsiné pfipad( vSak s velmi malymi aZ nulovymi hodnotami bootstrapu.
U metody BA je vidét parafyleticka bazalni vétev (PP = 1.00) zahrnujici jedince ze severu
Portugalska (OFO05PRT; haplotyp D6) a na né navazujici jedinec ze zapadni Ukrajiny (1OF072UKR;
haplotyp D42; PP = 0.62). Zbytek jedinci se nachazi v monofyletické kladu (PP = 0.53)
s polytomickym rozloZenim, véetné nékolika mensich podskupin podobnych zakladnim datasetdim
COl a CytB. Jde o dva jednice z CR (OFO06CZE; haplotypy D7, D8; PP = 0.95), Bulharska (OF044BGR;
haplotyp D30; PP = 1.00), jizniho Portugalska (OFO63PRT; haplotypy D33, D34; PP = 0.51)
a jihovychodniho Spanélska (OFO69ESP; haplotyp D38; PP = 1.00). Dale brouci z CR a Turecka
(OF047CZE, OF135TUR; haplotypy D32, D61; PP = 0.73), zjihovychodni Francie a Spanélska
(OF082FRA, OF087FRA, OFO69ESP; haplotypy D37, D47, D48, D49; PP = 0.92) a zBrace
(OFO01HRV; haplotyp D1; PP = 1.00). Na konci stromu se objevuje klad (PP = 0.99) se smési

jedincl z Balkanu a stfedni i vychodni Evropy.
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Obrazek 31a: Konsenzudlni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé konkatenatu gen COl a CytB
metodou maximalni parsimonie. Bylo konstruovdno 1000 bootstrapovych replikatd. Ve vsech uzlech
uvedeny hodnoty bootstrapu. Délka stromu je 1206 krokd (Cl = 0.4760, Rl = 0.5240). Barvy taxonl
odpovidaji mapam, haplotypovym sitim a seznamu materialu.
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Obrazek 31b: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zdkladé konkatenatu gen(l COl a CytB
metodou maximalni parsimonie. Bylo konstruovdano 1000 bootstrapovych replikatli. Ve vsech uzlech
uvedeny hodnoty bootstrapu. Délka stromu je 1206 krokd (Cl = 0.4760, Rl = 0.5240). Barvy taxonl
odpovidaji mapam, haplotypovym sitim a seznamu materialu.
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Obrazek 32a: Konsenzudlni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé konkatenatu gen COl a CytB

metodou maximalni vérohodnosti (model GTRGAMMA). Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych replikatd.

V uzlech uvedeny hodnoty bootstrapu >20%. Barvy taxonl odpovidaji mapam, haplotypovym sitim

a seznamu materialu.
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Obrazek 32b: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé konkatenatu genli COl a CytB
metodou maximalni vérohodnosti (model GTRGAMMA). Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych replikatd.

V uzlech uvedeny hodnoty bootstrapu >20%. Barvy taxonl odpovidaji mapam, haplotypovym sitim

a seznamu materialu.
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Obrazek 33a: Konsenzudlni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé konkatenatu gen( COl a CytB
Bayesovskou analyzou (model HKY+l+G a GTR+|+G). Posteriorni pravdépodobnosti uvedeny v hlavnich
uzlech. Pocet generaci 20 miliond. Barvy taxonll odpovidaji mapam, haplotypovym sitim a seznamu

materialu.
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Obrazek 33b: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé konkatenatu genli COl a CytB
Bayesovskou analyzou (model HKY+l+G a GTR+|+G). Posteriorni pravdépodobnosti uvedeny v hlavnich
uzlech. Poclet generaci 20 miliond. Barvy taxonll odpovidaji mapam, haplotypovym sitim a seznamu
materialu.
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4.2.5. Dataset konkatenatu genu COI, CytB a ITS1

Fylogenetické stromy

U poslednich tfech strom( (MP, ML, BA) vypoctenych na zakladé konkatenatu gent COl,
CytB a ITS1 se taktéz potkdvame s obdobnou topologii (obr. 34-36).

Rozdéleni a pribuznost druh( koresponduje s predeslymi datasety. Druhy se dichotomicky
vétvi (HB: 100 (MP), 100 (ML)) na bazalni skupinu sesterskych taxonl O. noemi a O. cinctella (HB:
100 (MP), 100 (ML)) a zbylé druhy. U metody BA je vétev se zlatohlavky O. noemi a O. cinctella
zachovana (PP = 1.00), avsak mezi ni a sesterskou vétvi se zbylymi druhy je polytomicky zarazen
druh O. tripolitana. U stromd MP a ML tvofi tento taxon bazalni skupinu druhé vétve (HB: 58
(MP), 55 (ML)). K nému sedaji dichotomicky se vétvici taxony O. pantherina a O. funesta (HB: 100
(MP), 93 (ML)). Zlatohlavek O. pantherina tvofi samostatny klad (MP, ML) a O. funesta tak tvofri
monofylum, které se opét dichotomicky déli na linie A a B (HB: 43 (MP), 24 (ML)). V bayesianské
analyze je situace mirné odlisSnd. Vétev zahrnujici posledni dva jmenované druhy se taktéz
dichotomicky vétvi (PP = 0.98), ale linie A utvali samostatny klad a v druhém kladu se objevuje
druh O. pantherina a k ni sesterska linie B (PP = 0.62).

Jedinci ze stejnych lokalit v ramci linie A (HB: 96 (MP), 65 (ML); PP = 0.98) Casto vytvari
samostatné klady uvniti vétve.

U linie B mlzZeme vidét podobny vzor ve fylogenetickém stromé ML a BA. Na bazi se
objevuje jedinec ze Spanélska (30F070ESP; HB: 97; PP = 1.00). Nasleduje vétev s portugalskymi
jedinci (OFOO5PRT; HB: 37; PP = 0.81). Poté (ML) se zbyli jedinci dichotomicky vétvi (HB: 37) na
kldd se vzorky ze zdpadnich lokalit a na klad s jedinci z vychodnich lokalit. V prvnim jmenovaném
mUlzeme vidét samostatnou vétev s brouky Sardinie, ¢i vétev zahrnujici brouky jihovychodni
Francie a stfedni Italie, nebo jedince z raznych lokalit z jihozdpadni a zapadni Evropy. V druhém
kladu (tvoren jedinci z vychodnich lokalit) se postupné odvétvuji jednotlivé skupiny srdznym
slozenim. U metody BA se objevuje jeden velky klad, kde jedinci ze zapadnich lokalit vytvareji
parafyletickou skupinu a brouci z vychodnich lokalit tvofi monofyletickou skupinu pfipojenou
polytomicky k hlavnimu kladu. V ramci celé vétve se objevuji podobné skupiny jako ve stromé ML.
U metody MP je seskupeni linie B trochu odli¥né. Na bazi se opét objevuje jedinec ze Spanélska
a nasleduje vétev s jedinci z Francie a Portugalska. Na misto dalsich jedincd ze zapadnich lokalit se
dichotomicky vétvi dva klady, kde prvni zahrnuje jedince z Bulharska, Brace a jednoho brouka
z Recka. Druhy kldd obsahuje dvé sesterské vétve. Prvni se zbylymi jedinci zapadnich lokalit

a druha se zbytkem sekvenci patficim zlatohlavkim z lokalit vychodnich.
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Obrazek 34: Konsenzudlni fylogeneticky strom vypocteny na zdkladé konkatenatu gent COI, CytB a ITS1
metodou maximalni parsimonie. Bylo konstruovdno 1000 bootstrapovych replikatd. Ve vsech uzlech
uvedeny hodnoty bootstrapu. Délka stromu je 761 krok0 (Cl = 0.7530, Rl = 0.2470). Barvy taxonu odpovidaji
mapam, haplotypovym sitim a seznamu materialu.
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Obrazek 35: Konsenzudlni fylogeneticky strom vypocteny na zdkladé konkatenatu genl COI, CytB a ITS1
metodou maximalni vérohodnosti (model GTRGAMMA). Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych replikata.
V uzlech uvedeny hodnoty bootstrapu >20%. Barvy taxonl odpovidaji mapam, haplotypovym sitim

a seznamu materialu.
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Obrazek 36: Konsenzudlni fylogeneticky strom vypoclteny na zdkladé konkatenatu gent COI, CytB a ITS1
Bayesovskou analyzou (model HKY+l+G, GTR+l+G a GTR+G). Posteriorni pravdépodobnosti uvedeny
v hlavnich uzlech. Nékteré dlouhé vétve byly uméle zkrdceny — viz dvojité preskrtnuti vétve. Pocet
generaci 15 miliond. Barvy taxon( odpovidaji mapam, haplotypovym sitim a seznamu materialu.
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4.3. Molekularni datovani

Vypocitané priiméry nekorigovanych p-distanci mezi zijsténymi hlavnimi klady na zékladé
genu COIl byly namapovany spolu s odhady casu divergence na topologii fylogenetického stromu
MP (obr. 37). Oddéleni bazalniho kladu O. noemi + O. cinctella od zbylych zahrnutych druht rodu
Oxythyrea pravdépodobné probéhlo pred 6-3,9 miliony lety (divergence 9 %), tedy na prelomu
svrchniho miocénu a spodniho pliocénu. K oddéleni vétve O. tripolitana + O. abigail od
O. pantherina + O. funesta doSlo ve velmipodobném obdobi (divergence 8,8 %). K rozdéleni
0. noemij a O. cinctella i O. tripolitana a O. abigail ziejmé doslo ve stejné dobé, zhruba pred 4,8-
3 miliony lety. Posledni dva druhy zlatohldvk( (O. pantherina + O. funesta) ziejmé vznikly az
v pleistocénu. Dalsi udaje mohou priblizit oddéleni izraelské a kyperské populace zlatohlavka
0. noemi, stejné jako turecké a balkanské populace druhu O. cinctella. V obou pfipadech k této

udalosti doslo patrné ve stfednim pleistocénu.
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Obrazek 37: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé genu COl metodou maximalni

parsimonie s namapomavanymi hodnotami p-distance (pod vétvi) a odhadem doby divergence v milionech
let (nad vétvi, popfipadé vlevo od p-distance). Barvy taxond odpovidaji mapam, haplotypovym sitim a
seznamu materidlu.
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4.4. Haplotypova a nukleotidova diverzita, Tajima D test

Ukazatele diverzity byly spocteny na zdkladé mitochondridlniho konkatenatu pro skupiny

jedincG druhu O. funesta z geograficky blizkych lokalit. Tedy aby bylo moZiné ziskané hodnoty

porovnat napf. mezi Pyrenejskym poloostrovem a stfedni Evropou. Tabulka 15 predklada vypis

téchto oblasti a lokality, které zahrnuji. Ziskané hodnoty pro takto vymezené oblasti jsou

zaznamenany v tabulce 16.

S ohledem na ziskané vysledky haplotypovych siti a fylogenetickych strom( byl TajimGv D

test spocten pro linii A a linii B zlatohlavka tmavého. Hodnoty testu pro tyto linie jsou uvedeny

v tabulce 17.

Nazev oblasti

Zahrnuté lokality

Apeninsky poloostrov + Sardinie + Sicilie

OFO0O09ITA, OF014ITA, OF015ITA, OF016ITA, OF018ITA,
OFO019ITA, OF097ITA, OF101ITA, OF107ITA

Sardinie + stfedni Italie

OFO019ITA, OF097ITA, OF101ITA, OF107ITA

Linie A (Sicilie a jizni Italie)

OFO0O09ITA, OF014ITA, OF015ITA, OF016ITA, OF018ITA

Pyrenejsky poloostrov

OFOO5PRT, OF021PRT, OF063PRT, OFO69ESP, OFO70ESP

Pyrenejsky poloostrov + jihovychodni Francie

OFO05PRT, OF021PRT, OF063PRT, OFO69ESP, OF070ESP,
OF082FRA, OF087FRA

Francie

OF082FRA, OFO83FRA, OFO85FRA, OFO87FRA, OFO88FRA,
OF090FRA, OF092FRA, OF093FRA

Francie bez jihovychodnich lokalit

OFO83FRA, OF085FRA, OFO88FRA, OFO90FRA, OF092FRA,
OF093FRA

Balkansky poloostrov

OF002GRC, OF003GRC, OF044BGR, OF066GRC, OF103GRC,
OF109GRC

Krym

OF073UKR, OF074UKR, OF076UKR, OF077UKR, OF078UKR

Stiedni Evropa

OF006CZE, OF007CZE, OF045SVK, OF047CZE, OF062HUN,
OF064AUT, OF071POL, OF115CZE

Tabulka 15: Vypisy lokalit druhu Oxythyrea funesta (Poda, 1761) pro vybrané oblasti, které byly pouzity

k vypoctiim ukazatell diverzity.

Nazev oblasti Pocet ; Pocet . Hd Nd
sekvenci  haplotypt

Apeninsky poloostrov + Sardinie + Sicilie 36 26 0,967 0,01620
Sardinie + stfedni Italie 16 10 0,867 0,00204
Linie A (Sicilie a jizni Italie) 20 16 0,974 0,00491
Pyrenejsky poloostrov 15 10 0,924 0,00399
Pyrenejsky poloostrov + jihovychodni Francie 23 14 0,941 0,00423
Francie 28 8 0,725 0,00205
Francie bez jihovychodnich lokalit 20 4 0,498 0,00045
Balkansky poloostrov 18 8 0,817 0,00224
Krym 16 6 0,75 0,00105
Stfedni Evropa 21 8 0,786 0,00176

Tabulka 16: Hodnoty haplotypovych a nukleotidovych diverzit ve vybranych oblastech druhu Oxythyrea

funesta (Poda, 1761).
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Tajima D test

Signifikance testu

Linie A (Sicilie a jiZni Italie)

Linie B (vSichni ostatni jedinci)

-0,90705
-1,97938

NE P>0,1
ANO P<0,05

Tabulka 17: Hodnoty Tajimova D testu pro linii A a B zlatohlavka Oxythyrea funesta (Poda, 1761).

Z hodnot uvedenych v tabulce 16 mGzeme vidét, Ze celkové niZsi hodnoty jsou u jedincl

ze

stfedni Evropy, Krymu a také Francie. V pfipadé vynechani sekvenci z jihovychodnich lokalit se

dostaneme u francouzskych vzorkd k velmi nizké hodnoté, jelikoZ velkou ¢ast variability nesou

pravé jedinci z jihovychodu. Naopak vyssi hodnoty byly ziskany u vzorkd v oblastech vymezenych

na Uzemi tfi hlavnich jiZznich poloostrovi Evropy a ostrovi ve Stfredozemnim mofi.

TajimUv statisticky D test vySel u obou linii v zdpornych hodnotach, avsak pouze u linie B

vysel tento test prikazné.
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5. Diskuze

Pro feSeni problematiky populacni struktury zlatohlavka tmavého (O. funesta) a fylogeneze
rodu Oxythyrea zalozené na molekularné genetickych metodach byly zvoleny dva typy gen(. Prvni
typ, pochazejici z mitochondrialniho genomu (mtDNA), je dnes zcela bézné uzivanym markerem
k feseni fylogenetickych vztah( (Simon et al. 2006). Specifickymi atributy mtDNA je vysoka
variabilita zpUsobena vyssi mutaéni rychlosti, maternalni dédi¢nost a kratsi doba koalescence.
Déale jde o vlastnosti jednotlivych genl (jsou velmi konzervativni, bez intron(, s velmi malo
duplikacemi a s kratkymi integrovanymi oblastmi). Ziskana data z mtDNA mohou tedy davat signal
o evoluéni historii v kratkém casovém Useku i v ramci blizce pribuznych druhd, ¢i populaci druhu
jediného (Simon et al. 2006, Galtier et al. 2009). V pfipadé této prace se jedna o Useky genu COI
a CytB.

Jako druhy typ genu, byl vybran gen pochazejici z jaderné DNA (ITS1), které se rovnéz hojné
uziva k fylogenetickym analyzam (Lin & Danforht 2004). V pfipadé jaderné DNA se mizeme casto
setkat s naopak mensi mutacni rychlosti. Jadernd DNA se dédi po obou rodic¢ich a dochazi k jeji
rekombinaci, z ¢ehoz plyne delsi doba koalescence a moZzného oddéleni linii (,lineage sorting“).
Analyza téchto markerd mnohdy poukazuje na hlubsi historii zkoumanych organism( (Zhang et al.

2003). Jak je z vysledk( patrné, u rodu Oxythyrea je mutacni rychlost velice nizka.

5.1. Fylogenetické vztahy v ramci rodu Oxythyrea
V dnesni dobé se do rodu Oxythyrea radi celkem jedenact druhd (Krajéik 1998, Smetana
2006). Vysledky predkladaji ¢tenafi pouze Castecnou interpretaci fylogenetickych vztahl tohoto

rodu (zahrnuto bylo pouze Sest druha).

5.1.1. Mitochondridlni datasety

U mitochondridlnich datasetll a jejich konkatenatu se ve vSech haplotypovych sitich
a fylogenetickych analyzach stabilné objevuje obdobna mezidruhova topologie. V haplotypovych
sitich tvofi jednotlivé druhy samostatné klastry. Fylogenetické stromy se v obou datasetech
ivjejich konkatenatu shoduji s praci Sabatinelliho (1981). Ten predklada interpretaci fylo-
genetickych vztahQ uvnitf rodu mezi osmi mediterannimi druhy vytvorenou na zakladé samcich
paramer a skleritl endofalu (viz obr. 1).

U fylogenetickych stroml vypodétenych na zdkladé sekvenci genu COI (obr. 17-19)
a konkatenatu obou mitochondridlnich genl (obr. 31-33) vytvareji vzorky rodu Oxythyrea
samostatny klad sestersky k taxonu Leucocelis sp., coz je pomérné blizce pribuzny zlatohlavek ze

aer

stejného subtribu (Leucocelina) Zijici v jizni Africe (Krajcik 1998). Ostatni zlatohldvci, ktefi byli
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zarazeni, jako ,outgroups” jsou z odliSnych subtribu i tribd (Krajc¢ik 1988). U datasetu CytB
(obr. 22-24) je situace odlisnd, prestoZe se podafilo ziskat sekvenci dalsiho Uzce pribuzného
zlatohldvka Homothyrea helenae ze subtribu Leucocelina (Krajcik 1998). Ten vytvafti sestersky druh
se zlatohldvkem rodu Leucocelis, ale cely tento klad netvofi sesterskou vétev k rodu Oxythyrea.
Tento jev patrné vznikl jako dlsledek kratkého Useku genu CytB.

Bazalni skupinu rodu Oxythyrea ve vsech mitochondridlnich datasetech tvofi dvojice
sesterskych druh( O. cinctella a O. noemi. Tuto vétev umistuje na bazi stromu i Sabatinelli (1981).
Morfologicky se jedna o velmi podobné druhy (Sabatinelli 1981), coZ naznacuje i Dahlgren (1972)
a Miksi¢ (1982). Nasledné se ve vsech stromech odstépuje linie sesterskych druhl O. tripolitana
a 0. abigail. Sabatinelli (1981) taktéz radi tyto zlatohlavky do samostatného kladu a upozornuje na
jejich silnou morfologickou podobnost. BohuZzel nemliZzeme potvrdit pribuznost zlatohlavka
O. dulcis, jelikoZ se nepodafilo z dostupného materidlu ziskat jedinou sekvenci.

Jako odvozena skupina se ve fylogenetickych stromech vytvorenych na zakladé datasetu
COl, CytB a COI+CytB objevuji druhy O. funesta a O. pantherina. Jejich Uzka pfibuznost je vidét,
nejen ve fylogenetickych analyzach, ale i v haplotypovych sitich (obr. 15, 20, 25). Potvrzuje se tak
posledni klad v Sabatinelliho interpretaci (1981), ve kterém se nachazi i druh O. subcalva, jenz
bohuZel v nasem materidlu chybi. U poslednich dvou zahrnutych druhl se vsak dostavame
k zajimavému vysledku. Situace je zde komplikovanéjsi, jelikoZ zlatohldvek tmavy (O. funesta)
stabilné utvari dvé oddélné linie A a B ve vSech deviti stromech. Stejny trend je vidét
i v haplotypovych sitich, kde utvareji dva oddélené klastry (obr. 16, 21, 30). Zlatohlavci linie A
pochazeji ze Sicilie a jizni Italie (v pripadé datasetu CytB i jeden jedinec z Tuniska; mapa 5, 6, 7).
Linii B tvofi vSichni ostatni jedinci tohoto druhu. Pozice druhu O. pantherina neni ustalena.
U datasetu COI tvofi sesterskou skupinu k linii B, u datasetu CytB naopak k linii A. U konkatenatu
se pozice druhu O. pantherina méni mezi jednotlivymi analyzami. U metody MP a BA je situace
shodn3, jako u datasetu COI, ale v pripadé ML tvofi tento taxon sestersky klad ke vSsem jedinclim
O. funesta, ktefi se dichotomicky vétvi na linii A a B. Zlatohlavek tmavy tedy ve vétsiné pripadd
vytvari polyfylum a je otdzkou, jestli jedince linie A nelze povaZovat za samostatny druh. Hranice
nového druhu se u genu COIl pohybuje mezi 2-3 % genetické vzdalenosti od druhu plvodniho
(Hebert et al. 2004). Mezi linii A a B je hodnota primérné nekorigované distance 2,6 %.
S pfihlédnutim k této skutecnosti miZzeme tedy jedince linie A povaZovat za samostatny druh.
Alternativnim fesenim by mohlo byt Uplné zruseni taxonu O. pantherina, nebo snizZeni statutu na
poddruh O. funesta pantherina, tak jak to ucinili néktefi drivéjsi autofi (Dahlgren 1972, Miksi¢

1982).
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U mitochondrialnich datasetl miZeme za pomoci haplotypovych siti a fylogenetickych
strom0 také rozlisit izraelskou a kyperskou populaci zlatohlavka O. noemi, respektive tureckou

a balkdnskou populaci druhu O. cinctella.

5.1.2. Jaderny gen ITS1

Vysledky datasetu genu ITS1 jsou trochu odlisné, coZ je zfejmé zplsobeno velmi nizkou
mutacni rychlosti tohoto jaderného genu. V haplotypové siti (obr. 25) tvofi druhy O. cinctella,
O. noemi a O. tripolitana samostatné klastry, kdezto u dvojice O. pantherina a O. funesta dosud
pravdépodobné nedoslo k Uplnému oddéleni linii, ¢emuz nasvédcuje sdileni haplotypu nékterych
marockych jedincl O. pantherina a sicilskych jedincl zlatohlavka tmavého, stejné jako minimum
haplotypll a mutaci v jejich spole¢ném klastru. Zlatohlavek tmavy zde netvofi samostatny klastr
odpovidajici linii A, jejiz jedinci jsou rozmistény prevainé ve spolec¢nych haplotypech s linii B
(obr. 26).

Ve fylogenetickych stromech datasetu ITS1 (obr. 27-29) vSak mlZeme vidét nékteré
obdobné prvky, jako u mitochondridlnich datasetll. Bazi strom( opét tvofi taxony O. cinctella
a 0. noemi. Nasleduje zlatohlavek O. tripolitana figurujici jako sesterska vétev ke zbylym druhdm
O. funesta a O. pantherina. Sekvence ITS1 od druhu O. abigail se bohuZel nepodatilo ziskat. Diky
tomu neni mozné potvrdit, ¢i vyvratit pfibuznost staxonem O. tripolitana na zakladé tohoto
datasetu.

Druh O. pantherina utvairi v MP a ML spolu s dvéma jedinci ze Sicilie samostatny klad,
a tudiz netvori monofylum, tak jako u mitochondridlnich datasetl. Tento klad je sestersky ke vsem
zbyvajicim jedincim zlatohldvka tmavého vcetné nékolika dalSich broukl ze Sicilie a jizni Itdlie,
které v pfipadé mitochondridlnich datasetl spadaji do linie A. U bayesianské analyzy utvareji
vzorky druhu O. pantherina a zminéni dva sicilsti jedinci polytomicky klad, ke kterému se pfipojuji i
zbyli brouci tvofici samostatnou vétev. Zlatohlavci O. pantherina a O. funesta netvofi na zakladé
jaderného genu ITS1 v Zadné analyze monofyletické taxony. Jak jiz bylo zminéno vyse, celkova
variabilita v tomto datasetu je velice nizka a v rdmci druhl O. pantherina a O. funesta jde pouze
0 osm variabilnich mist. MZeme se tedy domnivat, Ze sekvence téchto dvou druhi zlstdavaji stale
ve velmi podobné formé a zatim nedoslo k Uplnému oddéleni druh(.

Tuto skutecnost podporuje i pomérné sloZity vyvoj samotné taxonomie téchto zlatohlavka.
Kocher (1958) popisuje situaci na Uzemi Maroka a zmifuje zde druh O. funesta a jeho tfi variety
véetné rozsireni a obtizné determinace. Prvni je O. funesta sensu stricto Zijici predevsim na severu
Maroka. Druha varieta atlantis se objevuje prevainé v jiznich polohach, véetné pohoti Velkého
Atlasu. Prvni zminka o této varieté pravdépodobné pochazi z prace Escalery (1914). Posledni je

varieta pantherina, kterd se vyskytuje v jiznich oblastech Atlasu a v pre-saharskych i saharskych
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lokalitach. Tato varieta je synonymem dnesnimu druhu O. pantherina. Dahlgren (1972) se také
drzi obdobné klasifikace a popisuje zde poddruh O. funesta pantherina s centrem rozsifeni ve
stfednim a jiznim Tunisku. Dale poukazuje na prechodné formy na jihovychodnim Uzemi Alzirska.
Miksi¢ (1982) pozdéji predklada identickou koncepci, jako Dahlgren a k rozsifeni poddruhu
O. funesta patherina uvadi Tunisko a Alzirsko. Naopak do areadlu rozsiteni zlatohlavka O. funesta
funesta zahrnuje i Maroko a Alzirsko. Naproti tomu Sabatinelli (1981) se k problematice stavi
velice kriticky a podrobné zde rozebird oba taxony, které stavi na Uroven druhu. Zaroven
upozorfiuje na moznou prechodnou formu mezi témito taxony na Uzemi AlzZirska a poukazuje na
nutné provéreni veskerého dokladového materialu pochazejiciho ze severni Afriky. Baraud (1985)
pravdépodobné vychazi ze Sabatinelliho (1981). Také uvadi oba taxony jako samostatné druhy
a v kratkosti predstavuje drivejsi koncepce.

Na zavér je tedy dobré podotknout, Ze nejspis nelze vyloudit ani moZnost hybridizace téchto
druhll (viz odstavec vyse), coz by mélo za nasledek podobny efekt, tedy existenci spolecného
haplotypu mezi O. pantherina a O. funesta. Aktudlni ,,sampling” ale hovoti spiSe o opaku, jelikoz
identicky haplotyp byl objeven mezi sicilskymi a marockymi jedinci, naopak vzorek marockého

a tuniského zlatohlavka tmavého ma haplotyp odlisny.

5.1.3. Konkatenat COI+CytB+ITS1

U konkatenatu vsech tfi genli se opét vraci pavodni vzor (obr. 34-36), ktery je k vidéni u
mitochondridlnich datasetd a vsSechny druhy utvareji monofyletické klady (nebo dvé
monofyletické linie u zlatohlavka tmavého). Tento jev bude ddan silnéjSim signdlem mtDNA, ktera
obsahuje vice variabilnich mist. U metod MP a ML tvofi bazalni skupinu O. cinctella a O. noemi,
dale se objevuje O. tripolitana a nasledné O. pantherina. Zlatohlavek tmavy tvofi odvozenou
skupinu, ktera se opét dichotomicky vétvi na linii A a B. V pfipadé Bayesianské analyzy (obr. 36) se
zlatohlavek O. tripolitana polytomicky pfipojuje mezi vétev O. cinctella + O. noemi a O. funesta +
O. pantherina. Usporadani poslednich dvou jmenovanych druh( je v bayesianské analyze obdobné

napf. samostatnému datasetu COl.

5.2. Vznik linie A u zlatohlavka tmavého

Existence odlisné linie zlatohldvka tmavého na Uzemi Sicilie a ¢asti jizni Italie je z vysledku
zcela jasna. Jedinci této linie v pfipadé mitochondridlnich datasetl vidy tvori samostatny klastr
v haplotypovych sitich, nebo oddéleny monofyleticky kldd ve fylogenetickych stromech. Ve
fylogenetickych stromech datasetu CytB se v linii A taktéZ objevuje vzorek z Tuniska (OF134TUN).
Ten tvori bazalni vétev linie A (obr. 22-24). Rozdily mezi populacemi samotné Sicilie a jizni Italie
nejsou z vysledk( patrné. U jaderného genu tato linie neni rozlisitelna.
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5.2.1. Migrace ze severni Afriky

Nejednotné postaveni zakladnich vétvi utvarenych druhy O. funesta a O. pantherina znacné
komplikuje moZnou interpretaci vysledkd. Pfevainé se ve stromech objevuje linie A jako sesterska
skupina k linii B a druhu O. pantherina, popfipadé je druh O. pantherina sesterskou vétvi k linii A.
Je tedy pravdépodobné, Ze linie A vznikla v Severni Africe ze spolecného predka jako linie B a druh
O. pantherina. Zaroven néktefi jedinci prekonali Sicilsky praliv a dostali se tak na Sicilii, kde vznikla
slepd vyvojova vétev linie A, ktera se zde udrzela aZz do soucasnosti a pod jinym speciacnim tlakem
se mirné odlisila od jedincu v Severni Africe. Tento jev je patrny jak ve fylogenetickych stromech
datasetu CytB, tak i v haplotypové siti (obr. 21), kde je mezi tuniskym vzorkem a jedinci ze Sicilie
a jizni Italie 12 mutaci. Linie B nasledné expandovala pres Gibraltarsky priliv do celé Evropy, krom
Sicilie, kde uz se vyskytovala linie A.

Presun zlatohlavka tmavého na Sicilii patrné probéhl v nékterém z obdobi, kdy byl Sicilsky
praliv mnohem uzsi, nez je tomu dnes. Momentalné je vzdalenost mezi Tuniskem a Sicilii témér
150 km, coZ uz je relativné velkd distance i pro velmi mobilniho zlatohldvka tmavého. Kratsi
vzdalenost mohla vzniknout poklesem hladiny Stfedozemniho more, coZz se stalo jednak pfi
Messinské salinitni krizi a poté také v pleistocénu (pfed 2,4-0,01 mil. lety) pfi glacidlnich obdobich.

Messinska salinitni krize je obdobi datované pred 5,96 az 5,33 miliony lety (konec miocénu),
kdy doslo k uzavieni Gibraltaru a postupnému vysychani Stredozemniho more. Hladina nékolikrat
opét stoupla a klesla, ale k pInému obnoveni doslo az na samotném konci této etapy (Fauquette
et al. 2006). V této dobé vznikl pevninsky most mezi Sicilii a severnim pobfezim Afriky (Rouchy
& Caruso 2006). Podobny vzor Sifeni se nejspis objevil i u skupiny listorohych broukl celedi
Pachydeminae (Sanmartin 2003). Pravé Messinska salinitni krize zapficinila osidleni Pyrenejského
poloostrova a nékterych mediterannich ostrovl témito brouky véetné inkriminované Sicilie (dale
se jednalo o Sardinii a Baleary). K podobnému zavéru dosli i autofi prace zabyvajici se ropuchou
zelenou (Bufo viridis Laurenti, 1768), (Stock et al. 2006). Pozdéji se ale objevila navazujici
publikace (Stock et al. 2008), kterd na zakladé odlisné metodiky datovani tuto moznost popira
a osidleni Sicilie autofi datuji do obdobi pleistocénu (viz dalsi odstavec).

Diky stfidani glacidla a interglacidll, které pleistocenni obdobi provazelo (Coope 2004),
dochazelo ke kolisani hladiny Stfedozemniho mote (Rabineau et al. 2006). Ddvodem
byly rozrlstajici se ledovce, v nichz bylo vdzano vice a vice vody. Béhem interglaciall se tato voda
znovu vratila zpét do systému a doslo k opétovnému zvednuti hladiny. Diky témto procesiim
dochazelo ke zkraceni vzdalenosti mezi Sicilii a Tuniskem pfiblizné na 50 km (Dapporto 2011).
Habel et al. (2010) uvadi vzdalenost pouhych 11 km, pficemZ organismy mohli vyuZit ostrova

Pantelleria jako ,odpocinkovou stanici“ pfi migraci. Ktakovymto presunlim zfejmé doslo
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u modraska Polyommatus celina Austaut, 1879 (Dinca et al. 2011), nebo okace bojinkového
(Melanargia galathea Linnaeus, 1758), (Habel et al. 2011).

S pfihlédnutim na molekularni dataci (obr. 37), kterd se ale bohuzZel tykd pouze datasetu
COIl, mGzeme odhadnout divergenci komplexu O. funesta (linie A i B) a O. pantherina. Ta se
pravdépodobné odehrdla prfed 2,2 az 1,1 miliony lety, tedy pfiblizné v pribéhu spodniho
a stredniho pleistocénu. Patrné tak mulzZeme vyloudit migraci zlatohlavka tmavého v dobé
Messinské salinitni krize, ktera se odehrala pred 5,96 - 5,33 miliony lety, i kdyz metodika pouzita
pro molekuldrni datovani patfi mezi ty nejjednodusi, a tudiz bychom méli byt na pozoru pfi
interpretaci ziskanych vysledkd.

Na zavér této kapitoly se podivejme na zlatohlavkovité zapadniho palearktu. Zjistime, Ze to
nemusi byt jediny pfipad migrace zlatohlavka pres Sicilsky praliv. Obdobnym zplsobem se na
Sicilii mohl objevit druh Aethiessa floralis (Fabricius, 1787), ktery obyva staty severniho pobrezi
Afriky, déle lzrael, ale také jih Spanélska, Maltu, Sicilii a Kaldbrii (Baraud 1992, Kraj¢ik 1998,
Smetana 2006, Sabatinelli 2008). Ze soucasného arealu rozsifeni tedy mlzZeme soudit, Ze tento
druh néjakym zplGsobem prekonal Sicilsky praliv a nasledné osidlil Maltu, Sicilii a jizni cast

vrve

probihajici expanzi, nebo zde existovala jiz delsi dobu.

5.2.2. Diferenciace linie A na Gizemi Evropy

Fylogeneticky strom ML na zakladé konkatenatu COI+CytB (obr. 32) a stromy metody MP
a ML vypoctené s pomoci datasetu COI+CytB+ITS1 (obr. 34, 35) vykazuji odliSnou topologii. Zde je
bazalni skupinou druh O. pantherina a zlatohldvek tmavy utvafi dva odvozené sesterské klady
(linie A a B). BohuZzel v téchto datasetech chybi jedinec z Tuniska.

V tomto pripadé by se dala formulovat odliSnd hypotéza, i kdyzZ spiSe méné pravdépodobna.
klimatickymi oscilacemi v pleistocénu (pokud bychom se drZeli molekularni datace).

Zapadni palearkt je v pleistocénu charakterizovan drastickymi zménam klimatu, které se
projevovaly narlstem, Ci Ustupem rozsahu pevninského ledovce a jiz zminénym kolisanim hladiny
Stfedozemniho more. Obrazek 38 poukazuje na posledni ledovcové maximum na konci posledni
doby ledové (Hewitt 1999), které je datovano na 22-19 tisic let pfed soucasnosti (Lambeck et al.

2000).
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Obrazek 38: Evropa v obdobi po poslednim ledovcovém maximu pred 18 tis. lety. Srafované oblasti —
kontinentalni ledovec, c¢arkovana linie — pokles hladiny more, teckovana linie — hranice permafrostu
(pfevzato z Hewitt 1999).

Tyto oscilace mezi glacidly a interglacidly vedly nejen u hmyzu k hromadnym extinkcim
a migracim druh(, stejné jako ke speciaci preZivsich druhl v refugiich a pfi jejich nasledné
rekolonizaci plvodnich aredl(. Kazdy druh mél tedy tfi moznosti: (i) vymfit, (ii) pfizpUsobit se
novym podminkam, (iii) sledovat ménici se geograficky rozsah svych pfirozenych podminek do
refugii (Coope 2004).

Mezi nejvyznamnéjsi refugia, ze kterych v interglacidlech dochazelo k rekolonizaci Evropy,
patfi oblasti v Pyrenejském, Apeninském a Balkdanském ostrové (Hewitt 1999). Dale oblasti
kolem Kavkazu a u Kaspického more (Hewitt 1999), nebo jizniho pobieii Cerného more (Seddon
et al. 2002). Dalsi prace upozoriuji na existenci refugii v zapadnim Turecku (Dubey et al. 2006), na
Krymu (Bilton et al. 1998), v jihovychodni Francii (Sommer et al. 2008), ve vychodnich Karpatech
a Moldavii (Sommer & Benecke 2005), v panonské panvi (Jankovska & Pokorny 2008), ¢i v Maroku
a Alzirsku (Petit et al. 2002). Vyznamnou ¢ast refugii tvofi téZ ostrovy ve Stredozemnim mofi —
napf. Sicilie, Sardinie (Petit et al. 2002), nebo Korsika a Baleary (Dapporto et al. 2009).

Casto se stavalo, e druh obsadil nékolik rdznych refugii a b&hem glacidlu zde postupné
doslo k odliSnym speciacnim procestim, a tedy i ke vzniku odlisnych linii. Nasledna rekolonizace
severnéjsich oblasti Evropy pfi oteplovani a Ustupu ledovce mohla probéhnout z rlznych mist
rdznou rychlosti. Nékolik praci se snaZilo tyto jevy usporadat a poukazat na podobné trendy

(obr. 39; Taberlet et al. 1998, Hewitt 1999).
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Chorthippus parallelus Erinaceus spp Ursus arctos

Obrazek 39: Tri zakladni kolonizac¢ni trendy z hlavnich refugii jizni Evropy (prevzato z Hewitt 1999).

U zlatohlavka tmavého také s nejvétsi pravdépodobnosti dochazelo v glacidlnich obdobich
k Ustuplm do jiznich poloh, jelikoZ se jedna o pomérné teplomilné brouky, vyZadujici specifické
podminky k Zivotu (urcita teplota, vlhkost, listnaté lesy, kvetouci bylinné a kefové plochy atd.).
Postupem ¢asu se mohla na Sicilii fungujici jako refugium odlisit linie, ktera pretrvala az do dnesni
doby. Nasledné se néktefi jedinci dostali do Tuniska, kde se pod jinym speciacnim tlakem odlisili,
pricemz dalsi migrace obéma sméry mohla tyto rozdili rozmélnit.

Samotny vznik takovéto populace na Sicilii neni nikterak ojedinély. Podobnym zplsobem
vznikla na Sicilii oddélena linie u jezka zapadniho (Erinaceus europaeus Linnaeus, 1758), (Seddon
et al. 2001), plcha velkého (Glis glis Linnaeus, 1766), (Brutto et al. 2011), mysice kfovinné
(Apodemus sylvaticus Linnaeus, 1758), (Michaux et al. 2003), ¢i skokana kratkonohého (Rana
lessonae Camerano, 1882), (Canestrelli & Nascetti 2008).

Prace zroku 2008 (Audisio et al.) tykajici se zlatohlavkovitych brouk( popisuje vznik
odlisného pachnika (rod Osmoderma Lepeletier & Audinet-Serville, 1828) na Uzemi Sicilie, coz by
odpovidalo nasi hypotéze. Podle autor( byl pachnik v dobach ledovych zatlacovan do refugii
v Apeninském a Balkanském poloostrové, kde dochazelo ke speciaci a vzniku nékolika odlisSnych
taxonU. Druhy O. eremita Scopoli, 1763 a O. barnabita Motschulsky, 1845 rekolonizovaly zpétné
Evropu ze zminénych poloostrovd. V pribéhu kvartéru se ale zaroven odlidila populace v Recku
a evropské casti Turecka v podobé druhu O. lassallei Baraud & Tauzin, 1991 a populace na Sicilii,
kde taktéz doslo ke vzniku samostatného ostrovniho druhu O. cristinae Sparacio, 1994 (obr. 40).
Autofi uvadéji dataci vzniku téchto dvou endemickych druhl priblizné pred dvéma miliony lety

(rychlost evoluce genu COl je v jejich pfipadé stanovena na 2 % za 1 milion let).
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Obrazek 40: Aktualni rozsifeni Ctyf druhl pachnikl (Osmoderma Lepeletier & Audinet-Serville, 1828)
v Evropé (upraveno podle Audisio et al. 2008).

Zatim nejnovéjsim prispévkem k této problematice u zlatohlavkovitych zapadniho palearktu
bude pfipravovany clanek zabyvajici se komplexem druhu C. aurata (Ahrens et al. pers. comm.).
Podle autor( se na Apeninském poloostrové objevuje velice podobny haplotyp zahrnujici taxony
C. aurata pisana Heer, 1841 a C. aurata sicula Aliquo, 1983. Druhy zminény zlatohlavek je
endemitem Sicilie a pfi blizSim pohledu ma mirné odlisny haplotyp od poddruhu C. aurata pisana.

Jmenovany pachnik a jeden z poddruht zlatohlavka C. aurata nejsou jedinymi endemity
Sicilie vramci zlatohlavkovitych broukl. PFi pohledu na poéty endemickych druhl hlavnich
stfredomofrskych ostrovi zjistime, Ze praveé Sicilie je na tyto taxony nejbohatsi (tab. 18). Celkové se
zde objevuje osm endemitd z celkového poctu 20 taxonud. Pfimo na Sicilii je soustfedén krom
taxonl Osmoderma cristinae a Cetonia aurata sicula i Gnorimus decempunctatus Helfer, 1833. Do
Kalabrie z tohoto ostrova zasahuje Netocia squamosa (Lefebvre, 1827) a Potosia incerta (Costa,
1852), (obdobné jako linie A zlatohlavka tmavého). Zbyvajici endemiti se vyskytuji také na Sardinii
a Korsice. Jsou to Eupotosia dffinis tyrrenica (Miksic, 1957) a Netocia sardea (Gory & Percheron,
1833). K poslednim dvoum taxonlm je zafazen i druh Cetonia carthami carthami Gory
& Percheron, 1833, ten se vsak pravdépodobné na Sicilii nevyskytuje, jelikoz tuto informaci uvadi
pouze Smetana (2006) v katalogu palearktickych broukd a nikoliv vétSina dalSich zdrojl

(Vondracek 2010).
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Nazev Poéet endemitti /
ostrova | Pocet vSech taxoni
Sicilie 8/20
Korsika 3/15
Sardinie 3/14
Kypr 3/12
Kréta 2/15

Tabulka 18: Druhové bohatstvi zlatohlavkovitych na hlavnich ostrovech v Mediteranu, véetné poctl
endemitll obyvajicich tato Uzemi (upraveno podle Vondracek 2010).

5.3. Molekularni datovani a hypotéza o pfichodu zlatohlavka tmavého do Evropy

Na zacdtek této kapitoly je dobré podotknout, Ze je tato hypotéza nadmiru spekulativni
acely proces se mohl odehrdt riznymi, vice i méné odlisSnymi zplsoby. PouZitd metoda
k molekuldrnimu datovadni slouzi pouze k hrubému odhadovdni, nehledé na to, Ze pouZité rozpéti

rychlosti evoluce genu COIl nemusi odpovidat skutecnosti u taxont rodu Oxythyrea.

Pokud se podivame na vysledky fylogenetickych analyz a aktualni distribuci druh(, mazeme
spolu s hrubymi odhady molekularni datace formulovat hypotézu o pfichodu zlatohldvka tmavého
do Evropy. Predek zastupcl rodu Oxythyrea se objevil v zdpadnim palearktu patrné v oblasti
severovychodni Afriky a Levanty v pozdnim Miocénu. NejspiSe jsem mohl dorazit z Afriky, kde je
soucasné centrum diverzity pro cely subtribus Leucocelina (Kraj¢ik 1998). Na konci miocénu
a pocatku pliocénu (pfed 6-3,9 mil. lety) dosSlo u tohoto predka na rozstépeni bazalni linie
O. cinctella + O. noemi a zbylych druhU. Bazalni linie osidlila Levantu a Malou Asii, pfedek zbylych
druh( zacal osidlovat pobreZi Levanty a severni Afriky. Z datace se da soudit, Ze osidlovani téchto
Uzemi probéhlo v priibéhu Messinské salinitni krize, ¢i spiSe az po ni.

V pfiblizné stejné dobé stfedniho pliocénu (pred 4,7-3 / 4,8-3,1 mil. lety) se od sebe oddélily
druhy O. cinctella a O. noemi v oblasti Turecka a Levanty a druhy O. tripolitana a O. abigail
v oblasti Levanty a vychodni &3asti severni Afriky. Vtomto obdobi uZ bylo Stfedozemni more
(stejné jako okolni biomy) pIné obnovené (Favre et al. 2007). V zapadni ¢asti Afrického pobrezi se
v pribéhu pleistocénu (pred 2,2-1,1 mil. lety) oddélili ze spolecného predka zlatohlavci
O. pantherina a O. funesta. Zlatohlavek tmavy postupné pronikl do Evropy, kam se mohl dostat
pres Gibraltar, Ci Sicilsky priliv v pfipadé linie A. Pro vysoce mobilni druh, jakym zlatohlavek tmavy
je, patrné uzky Gibraltarsky praliv nepredstavoval velkou bariérou.

Zajimavosti muze byt osidleni Kypru zlatohldvkem O. noemi. To se nejspiSe odehrdlo
v obdobi pfed 1-0,65 milionem let. Dnes vime, Ze Kypr byl minimalné poslednich 5 milion( let
izolovanym ostrovem (Davis 2003). Zlatohlavek tedy musel pfekonat urcitou vzdalenost, kterd se

aktudlné pohybuje mezi 80-110 km. V dobach ledovych hladina Stfedozemniho mofe klesala pod
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dnesni Uroven, jelikoz voda byla vazana v ledovcich. Pravé tato obdobi zajistila kratSi vzdalenost
mezi pevninou a Kyprem a mohlo dojit ke snazsi kolonizaci ostrova zlatohlavkem O. noemi.

Jako posledni bych zde zminil balkdnskou a tureckou populaci druhu O. cinctella.
Z fylogenetickych stromU je patrné, Ze makedonské vzorky tvofi odvozenou skupinu. Navic
u datasetu CytB mlzeme vidét, Ze témto jedinclm predchazi vzorek z Peloponésu. S pomoci
molekuldrniho datovani mlzZeme fict, Zze se do oblasti Balkanu dostal zlatohlavek O. cinctella

zfejmé jesté pred zjisténou dobou (ptfed 1,2-0,78 mil. let) ve stfednim aZ svrchnim pleistocénu.

5.4. Expanzivni charakter linie B

V pocatcich tohoto projektu jsme ocekavali, Ze narazime na geneticky odlisné linie v rdmci
celé Evropy, podobné jako u pachnikd. Zatim jedinou takovou linii jsou populace na Sicilii, v jizni
Itdlii a v Tunisku (viz predchozi kapitoly). Zbytek evropského kontinentu (a nejen jeho) vykazuje
zcela odlisny vysledek. Z haplotypovych siti, fylogenetickych strom( a tajimova D testu je patrny

recentni expanzivni charakter linie B zlatohldvka tmavého.

5.4.1. Mitochondrialni datasety

Nejprve se podivejme na mitochondridlni datasety. U haplotypovych siti miZeme vidét, Ze
linie B utvari tzv. ,star pattern (hvézdovity motiv), ktery nds informuje o aktudlni prudké
demografické expanzi jedincd (Avise 2000). Podobny motiv mlzZeme vidét u tiplikd (Culicoides
Latreille, 1809) ve Spanélsku (Calvo et al. 2009), nebo u sykor laponskych (Parus cinctus Boddaert,
1783), které rovnéz rapidné expandovaly po poslednim ledovcovém maximu (Uimaniemi et al.
2003). U samostatnych genu je motiv velmi jednoduchy (obr. 16, 21). Centralni haplotyp by mél
poukazovat na misto, odkud linie expandovala (Mirol et al. 2008). U usekld COIl a CytB obsahuje
tzv. ancestralni haplotyp smés rliznych vzorkl napfi¢ Evropou. Pfedevsim jde o jedince z Balkanu,
stfedni Evropy a Ukrajiny, ale objevuje se zde i mensi pocet sekvenci z Francie, Spanélska,
Portugalska, nebo stfedni Itdlie a Sardinie. Takto Siroce rozsifeny haplotyp bohuzel nemize podat
vérohodnou informaci o geografickém pocatku expanze. Podobny jev byl objeven po postglacidlni
expanzi octomilky Drosophila virilis Sturtevant, 1916, jejiz ancestralni haplotyp nepoddva Zzadnou
informaci o geografickém plvodu tohoto druhu (Mirol et al. 2008). Nutno podotknout, Ze v tomto
pfipadé jde v dnedni dobé o kosmopolitni druh.

U konkatenatu COI+CytB jse situace sice o néco lepsi, ale stale se v centrdlnim haplotypu
(D4) objevuje podobné sloZeni, jako u samostatnych datasetd, le¢ s mensim celkovym poctem
sekvenci. Cely vzor sité je dale roz¢lenén na nékolik haplotypl se 6-15 sekvencemi a na né rlzné
napojené vétsi mnozstvi haplotypl sjednou az Ctyfmi sekvencemi. Mezi ty pocetnéjsi patfi
haplotypy zahrnujici jedince z Balkanu, stfedni Evropy a Ukrajiny (D2), dale z Krymu (D44), Francie
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a Rakouska (D35) a Sardinie (D46), kde je téZ neobvykle jedna sekvence z Krymského poloostrova.
V ptipadé haplotypu D35 chybi vsichni jedinci z jihovychodnich lokalit Francie.

v pribéhu glaciald se vZdy tato linie stahla do refugii v jizni Evropé a pfi nasledném otepleni mohl
druh opét rapidné expandovat a populace se zacaly promichavat. Navic se zdd, Ze zlatohlavek
tmavy reaguje na opravdu malé klimatické vykyvy, jak je zjevné z jeho méniciho se arealu rozsiteni
v poslednich padesati letech. Vtomto obdobi zlatohldvek O. funesta pravdépodobné vymizel
z celé stredni Evropy a nasledné se béhem poslednich dvaceti let vratil zpét a osidlil i severngjsi
oblasti v Pobalti, Skandindvii a v Rusku (viz Uvod prace). Tyto oscilace avysokd mobilita
samotného brouka mohla zapficinit pozorovany jev v haplotypové siti. PredevsSim tedy, Ze
centralni haplotyp obsahuje sekvence z Pyrenejského, Apeninského a Balkdnského poloostrova,
ale i stfedni Evropy a Krymu. Z ného pomérné rychle obsadil dalsi mista, kde prevladl v lehce
pozménéné formé (1-2 mutace). Jde o Sardinii, nebo dal$i oblasti ve Francii, Recku, ve stfedni
Evropé, nebo na Krymu. Ze vSech vyjmenovanych haplotypl se poté diverzifikovali mensi pocty
jedincl, které vsiti tvofi body zahrnujici jednu aZ ctyfi sekvence. Ktakovému jevu doslo
v podstaté na vSech lokalitdch. Zlatohlavek patrné expandoval i mimo Evropu. Lze tak soudit
z pozice tureckého vzorku (OF135TUR) v haplotypovych sitich vSech tfi mitochondridlnich
datasetl. U datasetu CytB je podobné umisténa sekvence z Maroka. Zfejmé tedy dochazi ke
komunikaci mezi Pyrenejskym poloostrovem a Marokem, jelikoZ je zde rozdil jediné mutace. Dalo
by se ocekavat, Zze by zde byl vétsi rozdil v poctu mutaci, pokud by se jednalo o reliktni populaci,
ktera zde pretrvala delSi dobu. Jako posledni jev, ktery by mohl pfispét k vysledné situaci, bych
zminil i lidsky faktor. Clovék mohl nevédomky prevézt na del3i vzdalenosti, jak dospélce (napf.
s ovocem, na kterém by se Zivil), tak larvy (napf. v néjakém padnim substratu). Dejme tomu lodni
doprava by mohla vysvétlit, pro¢ jeden vzorek z Krymu sdili identicky haplotyp, jako vétSina
jedincl ze Sardinie.

Ve fylogenetickych stromech nema usporadani linie B velkou vypovédni hodnotu. Recentni
expanzivni charakter je zde patrny zvelké polytomie vétsiny jedincl. Odvozené haplotypy
vétsSinou utvari samostatné klady. Expanze se da prokazat i tajimovym D testem, pokud vyjde
prikazné v zadpornych hodnotach (Calvo et al. 2009, Jong et al. 2011). Pro linii B se tak skutecné
stalo (P<0,05; -1,97938) a tento vysledek tedy také podporuje hypotézu recentni expanze. U linie
A vysel test neprikazné (P>0,1), coZ nas informuje o opacném charakteru této populace. Zde
mohla expanze probéhnout maximalné do jizni Itdlie a i tam uZz mohli byt jedinci ze Sicilie delsi

dobu.
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5.4.2. Jaderny gen ITS1

Pokud se podivdme na samotného zlatohlavka tmavého, zjistime, Ze tvofi pouze osm
haplotypl (obr. 26), navic jeden sdili s taxonem O. pantherina (obr. 25). Jak jiz bylo feéeno, jedinci
zde neutvafi linii A na Gzemi Sicilie a jizni Italie. Vice nam tato sit zfejmé nenapovi. Pravdou je, ze
z haplotypové sité (obr. 26) a fylogenetickych strom (obr. 27-29) by se mohlo zdat, Ze mizeme
jedince rozdélit na ty ze zapadnich lokalit a na ty z vychodnich. Tento jev je v3ak zplsoben jedinou
mutaci v celé délce sekvence, a tudiz by takovyto zavér mohl byt unahleny a chybny.

Haplotypova sit na zakladé konkatenatu COI+CytB+ITS1 nebyla do prace vloZena, jelikoz ma
jaderny gen ITS1 zcela odlisnou evolucni historii oproti Usekiim genu COI a CytB. Fylogenetické
stromy (obr. 37-39) byly vytvofeny predevsim pro interpretaci samotné fylogeneze rodu, a proto
se zde také nebudu poustét do interpretace problematiky zlatohlavka tmavého. Tady se totiz také
projevuje inkriminovana mutace v Useku genu ITS1, kterd déli ve stromé jedince ze zapadnich

a vychodnich lokalit (at uz se jednd o monofyletické, ¢i parafyletické klady).

5.5. Hypotetické rozmisténi refugidlnich oblasti v glacidlnich obdobich

Klasickym predpokladem pro refugidlni oblast je vyssi genetickd diverzita druhu na tomto
Uzemi oproti nové rekolonizovanym oblastem po poslednim ledovcovém maximu (Hewitt 1996).
S pomoci haplotypové a nukleotidové diverzity vypoctené na zdkladé konkatendtu COI+CytB se
mulzeme pokusit tyto refugia vypatrat. Ze samotné definice téchto dvou ukazatell totiz plyne, Ze
pro refugidini oblasti by mély byt hodnoty Hd a Nd vyssi, nez pro zpétné rekolonizovana mista.

Nejvyssi Hd je spoctena pro jedince linie A (0,974), coz bude dano delSim nenarusenym
vyvojem v tomto refugiu. Druha nejvyssi hodnota Hd (0,967) a nejvyssi hodnota Nd (0,01620) byla
vypoctena pro cely Apeninsky poloostrov véetné Sardinie a Sicilie. Pomérné vysoké hodnoty jsou
ale k vidéni i pro jedince ze stfedni Itdlie a Sardinie (tedy bez linie A). Dalsi oblasti, kde jsme ziskali
vysoké hodnoty, jsou na Pyrenejském a Balkdnském poloostrové. Naopak nizsi hodnoty byly
Pokud z francouzskych lokalit vylou¢ime jedince z jihovychodniho Uzemi, hodnoty diverzit rapidné
klesnou (Hd = 0,498; Nd = 0,00045).

Celkové tedy mGzeme soudit, Ze Pyrenejsky, Apeninsky a Balkansky poloostrov, stejné jako
Sardinie, vychazi jako hypotetické refugium pro zlatohldvka tmavého. Jizni ¢ast Apeninského
poloostrova a Sicilie se taktéZ jevi jako refugium. Z vysledk( vsak uZz vime, Ze ztéto oblasti
nedochazelo kexpanzi. Naopak stfedni Evropa, Krym, nebo Francie jako refugium ziejmé
neslouzila. Zajimavym regionem je jihovychodni Francie. Odtud mame pouze osm sekvenci, coz
byl diivod, pro¢ nebyly hodnoty diverzity spocteny i samostatné pro tyto jedince. Je ale mozné, ze

i zde byla refugialni oblast pro tento druh.
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6. Zavér

. Na dostupnych druzich rodu Oxythyrea (6 z 11) byla potvrzena Sabatinelliho (1981)
fylogeneticka interpretace vztah( uvnitf rodu, véetné pribuznosti jednotlivych druhl mezi
sebou.

. S pomoci molekularniho datovani mizeme odhadnout, Ze se rod Oxythyrea objevil v oblasti
Mediteranu na prelomu miocénu a pliocénu. V pribéhu pliocénu doslo k diverzifikaci rodu
a nejodvozenéjsi taxony (0. pantherina a O. funesta) vznikly pravdépodobné az
v pleistocénu.

. Rozliseni druhl O. pantherina a O. funesta je komplikované. S pomoci mtDNA jsme schopni
tyto druhy od sebe rozlisit, i kdyZz zlatohldvek tmavy ve vétsiné pfipadu tvofi polyfylum
v podobé dvou oddélenych linii. Naproti tomu u jaderného genu ITS1 nedoslo k Uplnému
oddéleni druh z dvodu nizké mutaéni rychlosti genu. SloZity historicky vyvoj taxonomické
koncepce tohoto komplexu spolu s vysledky nabadda ke zpétnému snizeni druhové statutu
taxonu O. pantherina.

. Podle vysledkd fylogenetickych stromu i haplotypovych siti vytvorenych na zakladé mtDNA
existuje na Sicilii a jizni Italii oddélena geneticka linie (A) zlatohlavka tmavého (O. funesta).
Divergence mezi touto linii a zbylymi populacemi druhu (linie B) je 2,6 %. Z této hodnoty
muUzZeme soudit, Ze se jednd o novy druh. Na zakladé jaderné DNA se ndm nepodafilo tuto
linii rozliSit. U datasetu CytB tvofi bazi linie A jedinec z Tuniska a teprve na néj navazuji
populace ze Sicilie a jizni Italie.

. Ke vzniku linie A doslo pravdépodobné v obdobi pleistocénu v oblasti severni Afriky, odkud
poté jeji ¢ast migrovala pres Sicilsky priliv na Sicilii. MlZeme pfedpokladat, Ze se tak stalo
v pribéhu nékterého z glacialli, kdy byla vzdalenost pevniny a ostrova kratsi, nez je tomu
dnes. Upln& nemGzeme vylougit ani hypotézu o pfichodu zlatohldvka tmavého do Evropy
pres Gibraltar a nasledné oddéleni linie A na Sicilii v prabéhu pleistocénu, kam byl
zlatohlavek tmavy diky klimatickym oscilacim zatla¢ovan.

° Z haplotypovych siti a hodnoty tajimova D testu vykazuji zbylé populace (tedy bez Sicilie a
jizni Itdlie) silnou recentni demografickou expanzi, ktera je zfejmé podporena vysokou
mobilitou zlatohlavka (eventudlné i lidskym faktorem).

° Hodnoty haplotypovych a nukleotidovych diverzit vypocétené pro jedince z vybranych oblasti
vypovidaji o hypotetickych refugidlnich oblastech pro tento druh v poslednim ledovcovém
maximu. Mohlo jit o Uzemi Pyrenejského, Apeninského a Balkanského poloostrova. Ddle o
Sardinii a patrné i jihovychodni Francii. Naopak stfedni Evropa, Krym a francouzské uzemi

(bez jihovychodnich lokalit) bylo vylouceno.
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Pro kompletni ndhled na fylogenezi rodu by bylo samoziejmé vhodné doplnit material
o zbyvajici druhy, které v analyzach chybély. Dale by bylo vhodné ziskat material od druh
O. pantherina a O. funesta z lokalit Maroka, Alzirska, Tuniska a Libye, ktery by mohl pomoci
roziesit problematiku taxonomie téchto dvou druhll a zaroven potvrdit hypotézu migrace
linie A z Tuniska na Sicilii. Kromé toho by se mohl rozsifit dataset druhu O. funesta o zcela
nové lokality, napf. severni oblasti Evropy, nebo Turecko, Kavkaz, ¢i dalsi ostrovy (Malta,
Baleary, Kréta, Kypr, Kandrské ostrovy).

Dalsim urcité dllezitym navazujicim bodem by bylo rozsiteni prace o morfologicka data,
nejen dospélcu, ale téz larvalnich stadii, ktera byla ¢astokrat dochovavana. Morfologie larev
by mohla byt dalsim pfistupem jak uchopit problematiku fylogeneze rodu. Porovnani
dospélct i larev mezi oddélenou linii A a nékterych odlisSnych populaci linie B by také mohlo

zajimavé prispét k této problematice.
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8. Prilohy

Pfiloha 1: Zde je predlozen kompletni seznam pouZzitého materialu. V jednotlivych sloupcich jsou zobrazena databdzova oznaceni (pouZity i ve vysledcich), dale cely nazev
taxonu. Poté je zde zminén stat odkud vzorek pochazi a jeho presna lokalita, vétSinou i s GPS soufadnicemi a datem sbéru. V poslednich tfech sloupcich je ¢islem oznaceno,
kolik zvitat z dané lokality se podafilo osekvenovat. Barevné oznaceni jednotlivych druhll odpovida barvam v mapdch, haplotypovych sitich a fylogenetickych stromech.

Pfehled pouzitych vzorkd k molekularnim analyzam

Oznaceni Taxon Stat Lokalita GPS Datum col CytB | ITS1
Eudicella Eudicella schultzeqrum Kamerun 1 1 0
pseudowoermanni
Polybaphes Polybaphes sp. Tanzanie Rutamba, 30km zapadné od Lindi 24.1.2011 1 1 0
Cetonia Cetonia aurata aurata Slovensko Banskobystricky kraj, Polianky 6.7.2011 1 1 0
Potosia Potosia cuprea metallica Ceska rep. Jihocesky kraj, Vlkov nad LuZnici 1.9.2011 1 1 1
. . . ; . ) o N43.8854°
Tropinotal Tropinota squalida squalida Francie Languedoc-Rousillon, pobliz Rousses £3 5673° 5.6.2011 1 1 0
Tropinota2 Tropinota squalida canariensis Spanélsko Tenerife, Adeje, Barranco del Infierno, cca 400 m.n.m. 12.2.2011 1 1 0
Leucocelis Leucocelis sp. Tanzanie Rutamba, 30km zapadné od Lindi 24.1.2011 1 1 0
Homothyrea Homothyrea helenae Jemen Sana'a governoréat, 5 km JZ od Al Badia, 1475 m.n.m. ':::22; 5.+19.11.2010 0 1 0
OA139ISR Oxythyrea abigail Israel Centralni pobrezni plan, pisecné duny v Palmachin 24.3.2010 1 1 0
o« N37°01°
0C046GRC Oxythyrea cinctella Recko Peloponés, Kalamata, Kardamili E;z°85' 1.-3.6.2003 0 1 0
. . . " . . N41°24'20"
0C104MKD Oxythyrea cinctella Makedonie Demir Kapija (pobliz feky Strumica) £22°16'00" 17.4.2011 2 2 2
; ; . N39°08'02"
OC120TUR Oxythyrea cinctella Turecko Izmir, Bergama (Pergamon acropolis) £27°10'58" 27.6.2011 1 1 1
. ) N37°24.022"
OC123TUR Oxythyrea cinctella Turecko Adana, Pozanti £34°51.151" 29.6.2011 1 1 1
ONO043CYP Oxythyrea noemi Kypr Poloostrov Akrotiri 14.3.2010 2 1 1
ON138ISR Oxythyrea noemi Israel Rishon LeZion 19.3.2010 2 2 0
. I 30°41'N
Oxythyrea pantherina Maroko 12 km jizné od Agdz 6°25'W 2.4.2008 4 4 2
- . i N33°53¢
OTO036TUN Oxythyrea tripolitana Tunisko Jerba, Rass Rmel, pise¢né duny £10°56° 7.6.2006 1 2 2
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OF001HRV Oxythyrea funesta Chorvatsko Ostrov Brac 27.6.2009 4
¥ - L ) - R . N39°39.710°
OF002GRC Oxythyrea funesta Recko Thesdlie, regidn Larissa, silnice mezi Dimitra a Neochori £22°39.393¢ 24.4.2009 0
¥ . . . s . . - N41°06.094°
OF003GRC Oxythyrea funesta Recko Vychodni Makedonie a Thrékie, regién Rodopi, Komotini £25°24.570¢ 19.4.2009 4
OFO05PRT Oxythyrea funesta Portugalsko Vila Real 10.5.2009 4
X x ) A . N48°52‘33.65“ 26.6.2009
OF006CZE Oxythyrea funesta Ceska rep. Jihomoravsky kraj, hrad Dévicky £16°39°43.21° 0
x . e Lo N N50°0407.7*
OF007CZE Oxythyrea funesta Ceska rep. Pardubicky kraj, Lany na dilku E15°67°39.64° 28.6.2009 0
N40°1722.8"
OF009ITA Oxythyrea funesta Italie Italsky poloostrov, Kampanie, Perito Ef5°07’19’8’ 3.6.2009 0
OF010ITA Oxythyrea funesta Itélie Italsky poloostrov, Basilikata/Kaldbrie, Praia a Mare Niissf'i;gsl‘? 4.6.2009 0
OF014ITA Oxythyrea funesta Italie Sicilie, Madonie, Pianno Torre/Tore Montaspro NE?;;E;;;%?, 5-9.6.2009 1
OFO015ITA Oxythyrea funesta Itélie Sicilie, Muto/Casa Forestale 23"??;’??2“ 7.6.2009 0
- o - N37°16°56"
OF016ITA Oxythyrea funesta Italie Sicilie, Brucoli £15°12'80 77 8.6.2010 4
OFO018ITA Oxythyrea funesta Itélie Italsky poloostrov, Kalabrie, Vazzano/San't Angelo NEiEZS°3;72$8.8?;%‘ 11.6.2009 3
- , . N42°4459.25"
OF019ITA Oxythyrea funesta Italie Italsky poloostrov, Umbria, Collonetta £12°1055.06" 11.6.2009 4
s N48°26°52.83“
OF020SVK Oxythyrea funesta Slovensko Banskobystricky kraj, Divin £19°31'58.86" 14.8.2009 1
. - N37°4111.33“
OF021PRT Oxythyrea funesta Portugalsko Beja, Vale Bejinha W08°41°01.43" 12.5.2009 1
. . N42°1629.66"
OF044BGR Oxythyrea funesta Bulharsko Burgaska oblast, Primorsko £27°44'32.54° 22.7.2010 4
s e . N48°3250.52"
OF045SVK Oxythyrea funesta Slovensko Banskobystricky kraj, Detva £19°2510.98" 13.7.2010 4
X x S N50°01°
OF047CZE Oxythyrea funesta Ceska rep. Praha, Kunraticky les £14°29¢ 25.5.2010 4
. . y - N46°53'002"
OF062HUN Oxythyrea funesta Madarsko Vesprémska Zupa, pobliz Tapolca £17°32'483" 26.6.2010 4
OF063PRT Oxythyrea funesta Portugalsko Setubal, Albergaria (cca 20 km jizné od Alcacér do Sal) 11.5.2009 0
OF064AUT Oxythyrea funesta Rakousko Horni Rakousy, Puchberg 3.7.2008 0
= . o - . . N36°42'25.53"
OF066GRC Oxythyrea funesta Recko Peloponés, Laconia, Oitylo, pobliZ vodniho rezervoaru 26.2.2011 1

E22°22'32.33"
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N37°29'

OF069ESP Oxythyrea funesta Spanélsko Murcia, 7 km jihojihovychodné od Puerto Lumbreras W1°51" 0
& . , . . N36°50'
OF070ESP Oxythyrea funesta Spanélsko Andalucia, 8 km vychodné od Almeria W2°20" 7.4.2010 4
. P . - N50°35'14.12“
OF071POL Oxythyrea funesta Polsko Lublinské vojvodstvi, NP Roztocze, pobliz Sochy £22°57'30 01" 18.6.2011 1
" Chmelnycka oblast, silnice M12, pobliz odbocky do N49°23’33.55“
OF072UKR Oxythyrea funesta Ukrajina Nemychyntsi £26°4420.91" 19.6.2011 2
" . N45°33'57.08“
OF073UKR Oxythyrea funesta Ukrajina Krym, Mizhvodne £32°50'39 36 20.6.2011 0
- e ey s N44°25’51.40"
OF074UKR Oxythyrea funesta Ukrajina Krym, Vlastov¢i hnizdo £34°07'41.61" 23.6.2011 4
- - . N44°41'39.92“
OF076UKR Oxythyrea funesta Ukrajina Krym, les pobliZz Rozovyi £34°18'21.19" 24.6.2011 0
" - - . o N44°49'11.35“
OF077UKR Oxythyrea funesta Ukrajina Krym, silnice k Mramorové jeskyni, pobliz Mramorne £34°16/21.00" 24.6.2011 0
N44°57'22.87“
OF078UKR Oxythyrea funesta Ukrajina Krym, mezi Shchebetovka a Koktebel £35°1231.79" 25.6.2011 0
. ) o N44.2096°
OF082FRA Oxythyrea funesta Francie Languedoc-Rousillon, pobliz Rousses £3.5867° 5.6.2011 4
. - . N47.4671°
OF083FRA Oxythyrea funesta Francie Centre, pobliz Courcelles-de-Touraine £0.0164° 31.5.2011 0
. o ) N47.7965°
OF085FRA Oxythyrea funesta Francie Champagne-Ardenne, pobliz Auberive £5 0332° 8.6.2011 0
. . P N43.9774°
OF087FRA Oxythyrea funesta Francie Languedoc-Rousillon, pobliz Avéze £3.5890° 3.6.2011 0
) N . N46.6162°
OF088FRA Oxythyrea funesta Francie Auvergne, pobliz Bourbon I'Archambault £3.0480° 7.6.2011 0
. . . L N45.7127°
OF090FRA Oxythyrea funesta Francie Limousin, Champagnac-la-Riviere £0.9147° 1.6.2011 4
N45.6711°
OF092FRA Oxythyrea funesta Francie Limousin, Chalus E0596815° 1.6.2011 0
OF093FRA Oxythyrea funesta Francie Lorraine , Bleurville NE4589%(2)93Z 9.6.2011 0
OF097ITA Oxythyrea funesta Itélie Sardinie , Altura, Palau VI. 2011 0
OF101ITA Oxythyrea funesta Italie Sardinie, Grotte de su Mannau VI. 2011 3
X . . . . . . N40°49'34"
OF103GRC Oxythyrea funesta Recko Zapadni Makedonie, region Florina, Florina £21°46'04" 24.4.2011 4
OF107ITA Oxythyrea funesta Itélie Sardinie, Grotte di Nettuno VI. 2011 0
= . . . N38°16.92"
OF109GRC Oxythyrea funesta Recko Peloponés, Achaia, Neo Salmenikon £21°57.84" 8.-11.3.2011 0

110




OF115CZE Oxythyrea funesta Ceska rep. JihoCesky kraj, Vlkov nad Luznici 1.9.2011 3
OF134TUN Oxythyrea funesta Tunisko Kef, El Kef 26.4.2004 1
oy . N40°47'14.6"
OF135TUR Oxythyrea funesta Turecko Bolu, pobliz Kaynasli, 316 m.n.m. on N 16.5.2005 1
E31°19'06.6
OF136MAR Oxythyrea funesta Maroko Meknes-Tafilalet, Ifrane IV. 1992 1
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