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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva vnitrodruhovou variabilitou zlatohlavkt druhového
komplexu Potosia cuprea (Fabricius, 1795), ktery predstavuje komplex taxont na druhové
a poddruhové trovni. Zlatohlavci tohoto druhového komplexu patii mezi nejvariabilnéjsi
palearktické zlatohlavky viibec. Taxony spadajici do tohoto komplexu vytvaii fadu
poddruhd, ras a chromatickych variet, které byly, ale 1 stale jsou vnimany rliznymi autory
odliSnym zpiisobem.

Taxony zahrnuté do analyz pochazeji predevsim ze zdpadopalearktické oblasti,
pficemz hlavni diraz byl kladen na evropské druhy a poddruhy.

Cilem préce je s pouzitim molekuldrné genetickych metod ovérit opodstatnéni jejich
druhového ¢i poddruhového statutu.

Celkem byly ziskany sekvence dvou mitochondridlnich genti (cytochrom B a
cytochromoxidéza I) u 14 taxont druhového komplexu Potosia cuprea a tii ptibuznych
druhti P. angustata (Germar, 1817), P. fieberi (Kraatz, 1931) a P. marginicollis (Ballion,
1870).

Molekularni analyzy zaloZené na datasetu COI a konkatenatu CytB a COI odhalily
existenci ,,evropského* kladu P. cuprea, ktery zahrnuje poddruhy Potosia cuprea bourgini
(Ruter, 1967), P. c. brancoi (Baraud, 1992), P. c. cuprea (Fabricius, 1775), P. c. metallica
(Herbst, 1790) a P. c. obscura (Miksi¢, 1954), do kterého dale zapadaji dva sibifsti
zastupci ssp. metallica a daurica. Vyjimku tvoti druh P. incerta, ktery podle nasich
vysledkd do evropského kladu nezapada a tvoti dobfe diferenciovanou vétev s divergenci
7,5%. Vysledky podpotily klasifikaci P. incerta jako samostatného druhu.

Asijské druhy P. cuprina (Motschulsky, 1849), P. c. ignicollis (Gory-Percheron,
1833) a P. hieroglyphica (Ménétries, 1832) se na zadklad¢ naseho datasetu jevily jako
polyfyletické taxony a pro detailnéjsi studie fylogenetickych vztahli je potfeba doplnit

dataset o vétsi pocet vzorki z dalSich oblasti vyskytu.

Klic¢ova slova: Fylogeografie, vnitrodruhova variabilita, zlatohlavkoviti, zapadni palearkt,

druhovy komplex Potosia Cuprea, mtDNA.



Abstract

The presented thesis deals with the intraspecific variability of flower beetles species
complex Potosia cuprea (Fabricius, 1795), which is a complex of taxa at the species and
subspecies level. Flower beetles from species complex Potosia cuprea are among the most
variable Palaearctic Cetoniinae at all. Taxa included in the complex produces chromatic
range varieties which were, and still are, perceived differently by different authors.

Taxa included in the analyses come primarily from western Palaearctic region, with
the main emphasis on European species and subspecies.

The aim of this work is the use of molecular genetics methods to verify the
justification of their species or subspecies level.

At all, there were obtained sequences for two mitochondrial genes (cytochrome b and
cytochrome oxidase I) from 14 taxa species complex Potosia cuprea and three related
species P. angustata (Germar, 1817), P. fieberi (Kraatz, 1931) and P. marginicollis
(Ballion, 1870).

Molecular analyzes based on COI dataset and concatenate of CytB and COI revealed
the existence of a "European" clade P. cuprea, which includes subspecies: Potosia cuprea
bourgini (Ruter, 1967), P. c. brancoi (Barraud, 1992), P. c. cuprea (Fabricius, 1775), P. c.
metallica (Herbst, 1790) a P. c. obscura (Miksi¢, 1954), to which also fit two Siberian
representatives of ssp. metallica and daurica and one specimen of P. cuprina from
Bulgaria. Exception is the specie P. incerta, which doesn't fit in the ,,European clade
according to our results and forms a well-differentiated branch with divergence 7.5%. The
results support the classification of P. incerta as separate specie.

Asian species P. cuprina, P. c. ignicollis and P. hieroglyphica appeared to be
polyphyletic taxa on the basis of our dataset; however a detailed judgement about the

species is impossible without a further enrichment of the dataset.

Key words: Phylogeography, intrarspecific relationship, Potosia cuprea species komplex,

mtDNA.



1. UVOD

Zlatohlavek hladky, Potosia cuprea (Fabricius, 1795) patii mezi typické zastupce
listorohych broukti (nad¢eled’ Scarabaeoidea). Listorozi jsou vysoce diverzifikovanou,
kosmopolitn€ rozsitenou skupinou broukd, ktera je se svymi cca 35.000 popsanymi druhy
povazovana za jednu z nejpocetnéjSich skupin broukti viibec (Grebennikov et Scholtz

2004). Taxonomické zarazeni zlatohlavka hladkého je znazornéno na schématu nize.
» tiSe Animalia - Zivo¢ichové
» kmen Arthropoda - €lenovci
» tfida Insecta - hmyz
» fad Coleoptera - brouci
» podiad Polyphaga — vSeZravi
» nadceled’ Scarabaeoidea - listorozi
» ¢eled’ Scarabaeidae - vrubounoviti
» podceled’ Cetoniinae — zlatohlavkoviti
» tribus Cetoniini
» (pod)rod Potosia - zZlatohlavek

Monofylie nadceledi Scarabaeoidea je nespornd a opodstatnénd. Skupina je
definovana fadou morfologickych znakt (zvétSena predohrud’, otrnéné holené prvniho paru
a velké kycle, unikatni stavba tykadel se 3 - 7 ¢lankovanou véjitkovitou ¢i lamelatni
palickou (Scholtz et Grebennikov 2005). Klasifikace nadceledi je pomérné nejednotna, za
poslednich dvacet let doSlo v rdmci vnitiniho ¢lenéni Scarabaeoidea ke znacnym zménam.
Tyto zmény jsou vysledkem intenzivnéjSich studii jednotlivych celedi za pouziti
morfologickych znakli v kombinaci se stale se rozvijejicimi molekularnimi metodami.
Doposud vsak vnitini ¢lenéni a hierarchicky stupen jednotlivych ¢eledi a podceledi neni

ustalen a zlstava stale nevyfesen (Scholtz et Grebennikov 2005).


http://www.biolib.cz/cz/taxon/id14923/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id14955/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id14974/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id4801/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id7896/

Ve své praci budu vychazet z klasifikace dle Scholtze a Grebennikova (2005). Podle

téchto autort v souCasnosti zahrnuje nad¢eled’ Scarabaeoidea 14 celedi klasifikovanych do

31 podceledi viz Tabulka ¢. 1.

01. celed LUCANIDAE Latreille, 1804 10. celed OCHODAEIDAE Mulsant & Rey, 1871
Aesalinae MacLeay, 1819 Ochodaeinae Mulsant & Rey, 1871
Nicaginae LeConte, 1861 Chaetocathinae Scholtz in Scholtz et al. 1988
Syndesinae MacLeay, 1819 11. celed CERATOCANTHIDAE Martinez, 1968
Lampriminae MacLeay, 1819 12. ¢eled HYBOSORIDAE Erichson, 1847
Penichrolucaninae Arrow, 1950 13. ¢eled GLAPHYRIDAE MacLeay, 1819
Lucaninae Latreille, 1804 Glaphyrinae MacLeay, 1819

02. celed PASSALIADE Leach, 1815 Lichninae Chapin, 1938
Aulacocyclinae Kaup 1815 14. celed SCARABAEIDAE Latreille, 1802
Passalinae Leach, 1815 Aphodiinae Leach, 1815

03. celed TROGIDAE MacLeay, 1819 Scarabaeinae Latreille, 1802

04.  teled® GLARESIDAE Semenov-Tian-Shanskii & Medvedev, 1931 Pachypodinae Erichson, 1840

05. ¢&eled PLEOCOMIDAE LeConte, 1861 Orphninae Erichson, 1847

06. ¢eled BOLOBOCERATIDAE Mulsant, 1842 Allidiostomatinae Arrow, 1940
Bolboceratinae Mulsant, 1842 Dynamopodinae Arrow, 1911
Athyreinae Howden & Martinez, 1963 Aclopinae Milne-Edwards, 1850

07. ¢&eled DIPHYLLOSTOMATIDAE Holloway, 1972 Euchirinae Hope, 1840

08. celed GEOTRUPIDAE Latreille, 1802 Phaenomeridinae Erichson, 1847
Geotrupinae Latraeille, 1802 Melolonthinae MacLeay/Leach (in Samouelle 1819)
Lethrinae Mulsant & Rey, 1871 Rutelinae MacLeay, 1819
Taurocerastinae Germain, 1891 Dynastinae MacLeay, 1819

09. ¢&eled BELOHINIDAE Paulian, 1959 Cetoniinae Leach, 1815

Valginae Mulsant, 1842

Tabulka ¢. 1: Klasifikace listorohych brouki (nad¢eled” Scarabaeoidea) podle Scholtze a Grebennikova 2005.

Jak jiz bylo fe€eno, jsou zlatohlavci (Cetoniinae) fazeni do Celedi Scarabaeidae

(Latreille, 1802), s vyjimkou Nového Z¢landu a ¢asti Oceanie se zlatohlavcei vyskytuji

témet vSude v teplejSich Castech svéta (Krikken 1984). Vnitini klasifikace a fylogeneze

skupiny neni doposud vyfesena (viz schrnuti v Sipek & Kral 2012), proto budu ve své

préci pouzivat klasické ¢lenéni podle Krikkena (1984) viz Tabulka ¢. 2.




Cetoniinae pocet pocet pocet endemickych( neendemickych) roda Celkovy
subtribui | rodi | Austr | Or Pal |Afr |Mad |Nearct |Neotr [ pocetdruhu

Cremastocheillini 16 31 0 47) 104) | 304 0 3(D) 5(1) 365
Xiphoscelidini - 16 1(0) 0 0 [13(0) | 2(0) 0 0 45
Stenotarsini 10 49 0 0 0 0 49(0) 0 0 320
Schizorhinini 2 42 4000) | 2(0) | O 0 0 0 0 370

é Goliathini 4 81 0 17(3) | 6(4) | 50(1) | 1(0) 0 2(0) 390

= | Cetoniini 2 107 02) [ 21(3) |6(8)] 56(6) [ 0(3) 3(D) 1(1) 1045
Gymnetini 2 29 o | o [ 0 ] 31D 0 1(2) 22(2) 200
Diplognathini - 21 0 2(0) [ 0 ] 19(0) 0 0 0 100
Phaedimini - 5 0 50) | 0 0 0 0 0 30
Taenioderini 2 29 0l) [253) (02| O 0 0 0 210

Tabulka &. 2: Piehled a pocet taxont v ramcei podceledi Cetoniinae (Krikken, 1984).

Ve své diplomové praci se zabyvam vnitrodruhovou variabilitou zlatohlavkl
druhového komplexu zlatohlavka hladkého Potosia cuprea (Fabricius, 1795). Tito
zlatohlavci patii mezi velice variabilni a zdroven sbératelsky atraktivni druhy. Pravé
entusiasmus fady sbératelli a amatérskych entomologi paradoxné€ velmi zkomplikoval
studium tohoto taxonu. Zlatohlavek hladky podobné jako fada ostatnich ptislusnikti
podceledi vytvati fadu barevnych forem a aberaci, které byly a bohuzel stale jsou ¢asto
popisovany jako samostatné formy, druhy i1 poddruhy, vétSinou bez hlubsi znalosti
taxonomického kontextu skupiny. Moderni studie zaloZené na komplexnim morfologickém
nebo molekularnim pfistupu vSak chybi. Stale tedy zstava nevyjasnéna fada otdzek, na

které by nam tyto komplexni metody mohly pomoci odpovédét.

1.1. Zlatohlavek hladky, Potosia cuprea (Fabricius, 1795)

P. cuprea je vazan prevazné na ekosystém dubovych lesii, ale mliizeme se s nim
setkat 1 v zahradéch ¢i parcich na kvétech rozkvetlych stromd, ket i bylin (napf. jablon
(Malvus), hloh (Crategus), svida (Cornus), bez cerny (Sambucus nigra), pchac (Cirsium)
atd.) od kvétna do ¢ervence (pfipadné srpna az fijna) v zavislosti na pocasi. Imaga téchto
broukd jsou pfitahovana mizou vytékajici z kliry stromd, ale jsou také casto nalézany na
zralych plodech (hrusky, broskve, maliny, fiky a jiné ovoce), kde mohou pisobit i jako
Sktdci (Razov et al. 2009). Na jihu Evropy mizeme tyto zlatohlavky vidét i na
olivovnicich (Sabatinelli 2008).
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Velikosti patii zlatohlavek hladky mezi sttedné velké zlatohlavky dosahujici rozméra
14-30 mm.

Zlatohlavek hladky je velice variabilni druh, nominotypické forma je jasné zelené
zbarvena bez ptitomnosti bilych skvrnek na krovkach. Jednotlivé formy druhového
komplexu se mohou zna¢né odliSovat ve zbarveni a rozmisténim bilych skvrn. Barevné
odstiny svrchni strany téla se pohybuji od zlatozelené, pies Cisté zelenou, Cervenou,
fialovou az po modrou a ¢ernou (viz Obrazek €. 1). VEtSinou je pritomny rtizné silny
kovovy lesk, ktery je u nominotypické formy spiSe hedvabny. Mezi poddruhy nachazime i
barevné formy s riznym zbarvenim stitu, Stitku a krovek (napt. P. cuprea ignicollis (Gory-
Percheron 1833). Ze spodu je télo jemné¢ ochlupené (Miksi¢ 1987) a tmaveé modro fialove

¢i olivove zbarvené.

P. cuprea cuprea P. cuprea olivacea

Fipedmusallice P. cuprea bourgini P.cupreaincerta P cuprea ignicollis

Obrazek ¢. 1: Ukazka variability zbarveni v ramci druhového komplexu Potosia cuprea (pievzato z
http://www.insectnet.com/cgi/dcforum/dcboard.cgi?az=read count&om=123&forum=DCForumID26)

Samice kladou vajicka do trouchnivéjiciho dieva listnatych stromd, predevSim dubfl,
starych patezli apod. Vyvoj larev tak probiha v trouchu listnatych stromli. Muze probihat i
v pudé bohaté na organicky materidl nebo v kompostech. Larvy téchto zlatohlavka
muzeme také nalézt v mravenistich mravence rodu Formica (Linnaeus 1758) a vzacné i u
mravence rodu Camponotus (Mayr 1861), kde se zivi materidlem hnizda a dfevnim

odpadem (Balthasar 1956).
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Zlatohlavci maji typické scarabaeiformni larvy tvaru ,,C*, nazyvané téz ponravy.
V posledni ristové fazi dosahuji az 50 mm (Balthasar 1956, Miksi¢ 1987, Rataj 1996,
Hurka 2005). Vyvoj je zpravidla jednolety, délka vyvoje zavisi na okolni teploté. Byly
ovSem zaznamenany i ptipady dvou po sob¢ jdoucich generaci béhem jednoho roku
(Miksi¢ 1987). Nizsi teploty (napft. v severnich oblastech vyskytu) mohou vést
k pomalej$imu tempu rlstu a vyvoj maze byt dvoulety ¢i vicelety (Miksi¢ 1987, Tauzin
2007).

Aredl rozsiteni P. cuprea zahrnuje témét celou Evropu, dale zasahuje pies
¢ernomoiské pobiezi Kavkazu (Abchdzie, Gruzie, Arménie) az do Malé Asie a na Blizky
vychod (Turecko az Izrael) a do severniho Egypta; na vychod dosahuje az k vychodnimu
pobiezi Ruska (Nikolajev et Puntsagdulam 1985, Nikolajev 1987, Rataj 1996, Baraud
1992, Sakai et Nagai 1998).
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1.2. Systematické postaveni taxonu Potosia cuprea

Taxonomie a klasifikace rodu Potosia Mulsant et Rey, 1871 patii k
nejkomplikovanéj$im v rdmci vSech zlatohlavkovitych. V ramci podrodu Potosia bylo dle
zbarveni, morfologie a geografického rozsifeni popsano celkem 30 druhi (Krajcik 1998).

Taxon Potosia byl ptivodn¢ ustaven autory Mulsantem a Reyem roku 1871 jako
podrod rodu Cetonia Fabricius, 1775. Od té doby se pfistup ke klasifikaci v pojeti riznych
autort meénil a doposud nedoslo k ustaleni klasifikace. Jelikoz je problematika (pod)rodové
klasifikace velice komplikovana a slozita (navic bez studia typového materialu v podstaté
nevyftesSitelnd) neni v silach autorky podat vycerpavajici vyklad jednotlivych ptistupti.
Omezime se zde pouze na vycet zakladnich ptistupi, jakymi jednotlivi autofi pfistupuji ke
klasifikaci taxonu:

1) Klasifikace Potosia jako podrod rodu Protaetia Burmeister, 1842 (Krikken
1984, Miksi¢ 1987, Krajcik 1998, Lobl et Smetana 2006).

2) Zarazeni taxoni v ramci samostatného rodu Potosia dle Baraud (1992).

3) Priorita rodu Netocia (Costa, 1852) pted Potosia (1971) dle autorit Shokhin
(2007), Kraj¢ik (2009).

1.3. Druhovy komplex Potosia cuprea

Potosia cuprea Fabricius, 1795 predstavuje komplex taxontli na druhové a
poddruhové trovni, jejichz ptesny status neni dosud uspokojiveé objasnén. Situaci
komplikuje jiZ zminéna existence fady chromatickych variet, které jsou rliznymi autory
vnimany odliSnym zpiisobem. Podle nékterych autort (Medvedev 1964, Rataj 1996) patii
taxon mezi nejvariabilngj$i komplexy palearktickych zlatohlavk.

V piedkladané praci se zabyvam zejména taxony' druhového komplexu P. cuprea ze
zapadopalearktické oblasti: Potosia cuprea bourgini Ruter, 1967, P. c. brancoi Baraud,
1992, P. c. cuprea (Fabricius, 1775), P. cuprina (Motschulsky, 1849), P. c. daurica
(Motschulsky, 1860), P. hieroglyphica (Ménétries, 1832), P. c. ignicollis (Gory-Percheron,
1833), P. c. ikonomovi Miksi¢, 1958, P. incerta (Costa, 1958), P. c. metallica (Herbst,
1790), P. nitididoris (Fairmaire, 1889), P. c. obscura (Miksi¢, 1954), P. c. olivacea
(Mulsant, 1842), P. c. splendidula (Faldermann, 1835). Dale byly pro potfeby analyz do

! nazvoslovi taxont dle Krajéika 1998, abecedni fazeni podle klasifikace Miksiée (1987) viz Tabulka &. 3
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prace zahrnuty taxony Cetonia aurata (Kraatz, 1931), P. angustata (Germar, 1817), P.
fieberi (Kraatz, 1931) a P. marginicollis (Ballion, 1870).

Nekteti autoti (Miksi¢ 1987, Rataj 1996, Décobert et Stéfani 2011) poukazuji na
piipadné nélezy hybridnich exemplait, které mohou vznikat kiizenim taxonii na sty¢nych
uzemich jejich areald, kde pak vznikaji pfechodové formy se smiSenymi znaky komplexu
Potosia cuprea, jez mohou byt tézko determinovatelné. Tyto pfechodové formy byly ¢asto
popisovany jako samostatné taxony (Panin 1957, Medvedev 1964, Miksi¢ 1987, Baraud
1992, Rataj 1996, Kraj¢ik 1998).

Obrazek ¢&. 2: Rozsiteni jednotlivych populaci komplexu: P. cuprea bourgini, P. cuprea metallica, P. cuprea olivacea a
P. cuprea cuprea na izemi Francie (Décobert et Stéfani 2011). Na sty¢nych mistech nachazime casto prechodové

exemplare.
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Pro oziejméni problematiky taxonomie druhového komplexu P. cuprea ptikladam

orientacni srovnavaci tabulku taxonomickych nahledt nejvyznamnéjsich autorti

zabyvajicich se problematikou druhového komplexu (Miksi¢ 1987, Baraud 1992, Krajcik

1998, Smetana 2006) viz Tabulka €. 3. Dale ve své praci budu vychazet z klasifikace dle

Krajc¢ika (1998).
Miksié Krajéik Lobl&Smetana Baraud

sp. SSp. 1987 1998 2006 1992
Potosia | cuprea | bourgini Ruter, 1967 ano ano P. metallica bourgini ano
Potosia | cuprea | brancoi Baraud , 1992 ne ano P. metallica brancoi ano
Potosia | cuprea | caucasica (Kolenati, 1845) ano P. caucasica P. caucasica P. caucasica
Potosia | cuprea | cuprea (Fabricius, 1775) ano ano ano ano
Potosia | cuprea | cuprina (Motschulsky, 1849) ano P. cuprina P. cuprina P. cuprina
Potosia | cuprea | daurica (Motschulsky, 1860) ano ano ano ne
Potosia | cuprea | hieroglyphica (Ménétries, 1832) ano | P. hieroglyphhica | P. hieroglyphhica | P. hieroglyphhica
Potosia | cuprea | ignicollis (Gory-Percheron, 1833) ano ano ano ne
Potosia | cuprea | ikonomovi Miksi¢, 1958 ano P. ikonomovi P. ikonomovi ne
Potosia | cuprea | incerta (Costa, 1852) ano P. incerta P. incerta ano
Potosia | cuprea | indica Miksi¢, 1965 ano P.indica P.indica ne
Potosia | cuprea | levantina (Schytzmayr, 1936) ne ano ano ne
Potosia | cuprea | mandli (Balthasar, 1930) ne ano ano ne
Potosia | cuprea | metallica (Herbst, 1782) ano ano P. metallica ano
Potosia | cuprea | nitididorsis (Fairmaire, 1889) ano P. nitididoris P. nitididoris ne
Potosia | cuprea | obscura (Andersch, 1797) ano ano ano ano
Potosia | cuprea | olivacea (Mulsant, 1842) ano ano ano ano
Potosia | cuprea | phoebe (Reitter, 1899) ano ne ano ne
Potosia | cuprea | splendidula (Faldermann, 1835) ano P. splendidula P. splendidula P. splendidula
Potosia | cuprea | volhyniensis (Gory-Percheron, 1833) ne ano ano ne

Tabulka €. 3: Nahledy na taxonomii komplexu druhti Potosia cuprea Vycet poddruhtl je pievzat z prace Miksice

(1987), v dalsich sloupcich jsou uvedeny prace ostatnich autorti a v pfislusnych kolonkach je zaznamenano, zda je

poddruh do komplexu zafazen ve stejném tvaru (ano) , pokud ne, tak je vypsana konkrétni klasifikace. V ptipad¢, ze

autor se ve své praci danym taxonem nezabyva, tak je to v piislusném policku heslovité naznaceno (ne).

15




1.3.1. Potosia cuprea bourgini Ruter, 1967

Potosia cuprea bourgini je nejrozsitenejsi poddruh z druhového komplexu ve Francii
(Obréazek €. 5). Dlouhou dobu nebyla zndma severni hranice jeho rozsifeni a prevladal
nazor, ze v Severni Francii se tento poddruh nenachazi. Autoti Décobert et Stéfani (2011)
dokladaji vyskyt tohoto taxonu v v blizkosti hranice s Belgii u mésta Arras, coz

ptedstavuje doposud nejsevernéjsi dolozenou lokalitu vyskytu.

Povrch téla je vétSinou zabarven do médeéno hnédé, ale nékdy najdeme odstiny
trochu nazelenalé nebo az naervenalé. Obvykle byvaji pfitomny bilé skvrny na krovkach

(Baraud 1992).

Obrazek ¢. 3: P. cuprea bourgini (Décobert et Stéfani 2011).

Ve Francouzskych Alpach se vyskytuje P. cuprea bourgini jen v udolich do
nadmoftské vySky 700 az 800 m n. m., zatimco v horskych habitatech nad nadmotskou
vyskou 900 m se uz nachdzi Potosia cuprea metallica. Mezi témito poddruhy zde
nenachazime hybridy. Podle téchto poznatki se zda, ze populace P. cuprea bourgini a P.
cuprea metallica nejsou sympatrické a jednotlivé populace jsou oddéleny nadmoiskou

vyskou vyskytu (Obrazek €. 4; Décobert et Stéfani 2011).
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Obrazek €. 4: Potosia c. bourgini a Potosia c. metallica na hranicich francouzskych Alp rozmisténi podle nadmotské

vysky (Décobert et Stéfani 2011).

1.3.2. Potosia cuprea brancoi Baraud, 1992

Aredl rozsiteni Potosia cuprea brancoi zahrnuje Ibersky poloostrov a Baleary
(Obrazek ¢. 5). Ekologie je identicka jako u poddruhu P. cuprea bourgini, ktery také patii
mezi francouzské poddruhy (viz vyse). Tyto dva poddruhy jsou od sebe oddéleny
Pyrenejemi, které zde tvoii geografickou hranici jejich vyskytu (Alexis et Delpont 2000).

Velikosti dosahuje 17-20 mm. Povrch téla je zabarven do bronzové zelenych nebo
bronzové médeénych odstinti s kovovym leskem. Spodni ¢ast je vétSinou stejné barvy jako
povrch, ale obvykle trochu tmavsi, ale nikdy neni zabarvena do ¢ervena nebo fialové

meédéné (Baraud 1992).

Potosia cuprea brancoi byl popsan pomérné nedavno, do té doby byl autory

povazovan za poddruh P. c. olivacea.
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Obrazek ¢&. 5: Oblasti rozsiteni: 1. P. cuprea metallica, 2. P. cuprea bourgini, 3. P. cuprea brancoi, 4. P. cuprea cuprea,

5. P. cuprea obscura, 6. P. incerta, 1. P. cuprea olivacea (Alexis et Delpont 2000).

1.3.3. Potosia cuprea cuprea (Fabricius, 1775)

Rozsiteni tohoto poddruhu je omezeno na ostrovy Korsika, Sardinie, Sicilie, jizni

&ast Francie a Svycarska, dale se nachéazi v Italii (Miksi¢ 1987, Baraud 1992, Rataj 1996).

Tento zlatohlavek ma silny skelng leskly” vzhled, ktery nenachézime u ostatnich
poddruhi. Jsou znamy mimotadné Zivé a vyrazné zbarvené chromatické formy. Zbarveni
krovek a stitu je trdvove az olivove zelené nekdy s ¢ervenavym leskem, rub téla je tmave
fialovy, zfidka purpurové barvy. Dorsalni i ventralni ¢ast téla bez bilé kresby. Skulptura
dorsa jemna az stfedné hruba (Miksi¢ 1987, Rataj 1996, Décobert et Stéfani 2011; Obrazek
¢. 6).

? n&kdy je lesk tohoto taxonu oznadovan jako mastné nebo hedvabné leskly.
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Obrazek ¢. 6: Barevné varianty P. cuprea cuprea — dorzalni pohled
(obrazek vlevo - Italie, vpravo - Korsika; Décobert 2009).

1.3.4. Potosia cuprina (Motschulsky, 1849)

Potosia cuprina mé povrch téla typicky médéno ¢ervenohnédy s voskovym leskem.
Oblast rozsiteni se tahne od Bulharska, Rumunska, Ukrajina (Krym) az po evropskou ¢ast

Turecka do Malé Asie a ¢astecné 1 Egejské ostrovy (Miksi¢ 1987).

Ve vychodni ¢asti balkdnského poloostrova se podle Miksi¢e (1987) misi
s poddruhem P. cuprea obscura a jedince, které nalézame v okoli Cerného mote a v oblasti

Madra v Bulharsku vykazuji znaky prechodové formy mezi P. cuprina a P. c. obscura.

Povrch téla je nejcastéji médeéno Cerveny. Na pronotu jsou n€kdy patrné bilé okraje,
ale miizou i chybét. Stejné tak bilé znaky na krovkach mohou byt pocetné a viditelné nebo
mohou zcela chybét. Spodni ¢ast téla je médéno ¢ervend nebo bronzove zelena. U koncetin

konec tibii a tarsy pievazné€ vzdy zbarveny do zelena.

1.3.5. Potosia cuprea daurica (Motschulsky, 1860)

Potosia cuprea daurica se zpravidla podobé P. cuprea metallica. Jde vSak o
poddruh, ktery neni vazan na ekosystém dubovych lest. Areal zahrnuje stfedni ¢ast
vychodni Asie. V Rusku se vyskytuje od Moskvy az k Severnimu ledovému oceanu, dale
na vychod pies Sibif az do ruské Piimoiské oblasti a odtud az do severni Ciny a

Mongolska (Miksi¢ 1987, Rataj 1996).
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Vyvoj larev probiha v bfizadch a u mravenci. Imaga jsou nalézana na kvétech

okoli¢natych rostlin (Miksi¢ 1987, Krajcik, 1998).

1.3.6. Potosia hieroglyphica (Ménétries, 1832)

Potosia hieroglyphica je nezaménitelny druh bezlesych stepi Turkmenistanu,

Azerbédjdzanu a severni ¢asti Iranu.

Zakladni barva je tmave bronzoveé hnédd. Vzacnéji je télo tmavozelené. Krovky jsou
na celé ploSe husté a hrubé teckované, navic podélné a svisle zvrasnéné. Také §tit je husté a
hrubé teckovany, ojedinéle na okraji s naznakem bilého tomentového lemovani (Baraud

1992).

Obrazek ¢&. 7: Potosia hieroglyphica — dorzalni pohled (pfevzato z
http://www.zin.ru/animalia/coleoptera/rus/potcupkm.htm).
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1.3.7. Potosia cuprea ignicollis (Gory and Percheron, 1833)

Poddruh Potosia cuprea ignicollis je ve své typické formée snadno rozpoznatelny.
Rozsiten je od jizni Syrie pfes Libanon, Izrael a Palestinu, dale zasahuje az do severni Casti
Egypta.

Jedna se vétSinou o formy s dvoubarevnou dorzalni stranou téla. Hlava, §tit a Stitek
jsou purpurové ¢ervené a krovky jasn¢ zelené. Rub téla je temné fialovy. Miize se také
vyskytovat ve formé jednobarevné a to bud’ zelené, nékdy mize mit az zlatavy lesk.
Existuji také formy, které jsou svrchu zlaté nebo jasné zelené, na rubu modré; nebo jsou

zelené se zlaté lemovanymi krovkami, ramennimi hrbolky a zlatavyma nohama (Miksi¢
1987, Rataj 1996).

Obrazek ¢. 8: P. c. ignicollis — nejCastéji se vyskytujici forma, dorzalni a ventralni pohled
(pfevzato z http://kharkov.naturalist.su/gallery/show_image.php?imageid=16058&lang=0).

1.3.8. Potosia ikonomovi Miksic¢, 1958

Aredl rozsiteni P. ikonomovi je omezen na ostrov Kypr. Podle MikSice (1987) by
mohl byt blizce ptibuzny P. cuprina.

Povrch téla nahnédly az hnédo Cerveny, objevuji se i mosazné-cervené nebo

nazelenalé odstiny vzdy se silnym kovovym leskem. Spodni cast téla a koncetiny jsou
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zbarveny do Cisté ¢ervenych az mosazné-médénych odstind, zfidka s nddechem do zelena.

Casta je piitomnost tomentovych skvrn na krovkach a bilého lemovani pronota.

Obrazek ¢&.9: Potosia ikonomovi (pievzato z
http://www.biolib.cz/cz/taxonimage/id108005/).

1.3.9. Potosia incerta (Costa, 1852)

P. incerta je endemitem Sicilie a Kalabrie, Miksi¢ (1987) uvadi i vyskyt ze severni

Italie, coz ale ostatni autofi nepotvrzuji (Baraud 1992, Rataj 1996).

Od typické P. cuprea cuprea se lisi zcela odliSnym zbarvenim a na prvni pohled
pusobi jako zcela odlisny druh (zeleni jedinci se prakticky u tohoto poddruhu nevyskytuji).
Povrch téla je silné kovovée leskly, barevné variabilni. Jsou znamy odstiny od médéno-
olivove zelené, jasn¢ bronzové se zelenym odleskem az po médéné, nachové a fialové
odstiny nebo intenzivni ¢erveno médénou barvu, kterd je 1 nejCastéji vyskytujici se formou
P. incerta (viz Obrazek €. 10). Na krovkach ¢asto nachazime hrubsi skulpturu a bilé skvrny

(Miksi¢ 1987; Baraud 1992).

Ve srovnani s P. cuprea cuprea pusobi jako zcela odlisny druh. Piechodové formy
v barvéch typickych pro P. cuprea cuprea nejsou znamy, ale nejsou zadné morfologické

rysy, které by oddéleni téchto druhti umoznily (Miksi¢ 1987).

Spravné systematické zatazeni nebylo doposud definitivné vyieSeno. Autoti Miksi¢

(1987) a Baraud (1992) klasifikuji P. incerta jako poddruh P. cuprea, ale naptiklad autoti
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Lobl a Smetana (2006) a Kraj¢ik (1998) ji ve svych pracich uvadéji jako samostatny druh.
Velmi pravdépodobna je i moznost zdmeény P. incerta s jihoevropskymi populacemi
druhu P. fieberi. V nekterych starSich pracich autori Leoniho (1910) a Porty (1932) se
udaje o vyskytu P. incerta ze stiedni Itlie, tykaji druhu P. fieberi (Miksi¢ 1987).

Obrazek ¢. 10: Potosia incerta — nejbéznéji se vyskytujici
barevna forma (pfevzato z http://www.flower-beetles.com/foto/incerta.jpg).

1.3.10. Potosia cuprea metallica (Herbst, 1782)

P. cuprea metallica je nejbéznéj$im a geograficky nejrozsirenéj$im poddruhem
studovaného komplexu. Obyva rozsahlé oblasti mirného pasma Euroasie (stfedni, zapadni
a severni Evropa, zasahuje 1 do Italie, a dale k jezeru Bajkal aZ na vychod do Ruska, kde
vychodni hranici arealu tvofi PovolZi a na jihu pasmo dubovych lesii na vychodnim
pobiezi Cerného mote; Miksi¢ 1987, Décobert et Stéfani 2011; Obrazek &. 11). Zasahuje i
do severnich oblasti az k Bilému mofi, poloostrovu Kola a od Severniho mysu az do
Skotska (Miksi¢ 1987). Ve Francii je vyskyt omezen na oblast francouzskych Alp (oblasti
Savoie, Isére, Hautes-Alpes, Alpes-Martimes a Drome). V jizni Casti aredlu Evropy (Italie,
Svycarsko, Rakousko, Slovinsko) se vyskytuje pfedeviim v podhiiii a horach v rozmezi
nadmoiské vysky 900 - 2000 m n. m. (MikSi¢ 1987), mozny je i1 vyskyt v horskych
oblastech balkanského poloostrova (D. Kral. pers. com.). Ve stfedni Evrop¢ se populace
misi s poddruhem P. cuprea obscura (Andersch, 1797), ktery sem zasahuje z ponticko-
mediterdnni oblasti a mohou zde vznikat prechodové formy (Miksi¢ 1987, Rataj 1996).
Nekteti autofi taxon klasifikuji na Grovni samostatného druhu P. metallica (Medvedev

1964).
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Obrazek ¢. 11: Orientacni mapa arealu P. cuprea metallica (Cerveny otaznik zna¢i mozny vyskyt tohoto poddruhu na

Balkanském poloostrove) a P. cuprea obscura.

Velikosti je mensi, klenut&j$i s mensim mesosternalnim vybézkem, na povrchu téla s
vyraznéjsi, hrubsi a hustsi skulpturou oproti ostatnim poddruhlim. Povrch téla je nejCastéji
tmave voskové zeleny s bilymi znaky na krovkéch (vétsina jedinct oblasti stfedni Evropy),
bilé znaky mohou vzacné chybét. Vzacné miizeme najit i jedince s médéno-Cervenym
povrchem (Décobert 2009); Obrazek ¢. 12). Rub téla je nejcastéji purpurove fialovy s bile
lemovanymi sternity nebo temné zeleny (Miksi¢ 1987, Rataj 1996). Nékteti jedinci
z oblasti italskych a Svycarskych Alp mohou mit horni ¢ast téla mastné lesklou, ¢asto
s vyraznym hedvabnym leskem, coz pravdépodobné naznacuje vliv mozného kiizeni
s taxonem P. cuprea cuprea, s nimz jinak jedinci poddruhu P. cuprea metallica nevykazuji

zadné podobnosti (Miksi¢ 1987).

Obrazek ¢. 12: Potosia cuprea metallica - bézna zelena forma — dorzalni pohled; P.cuprea metallica - b&zna
zelena forma — ventralni pohled (foto D. Prunier; http://daniel.prunier.pagesperso-orange.fr/aeruginosa.htm);
P.cuprea metallica - neobvykla ¢ervena forma — dorzalni pohled (Décobert 2009).
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1.3.11. Potosia nitididoris (Fairmaire, 1889)

Potosia nitididoris je zlatohlavek z dalného vychodu Ruska, dale byl zaznamenan
vyskyt v Ciné v provinciich Peking, Kweichow a Heilungkiang. Podle Rataje (1996) se

v Cin¢ vyskytuje i v provincii Kwangsi.

Zbarventi je jasné zelené bez zlatavého lesku. Krovky jsou zcela hladké a lesklé.
Neékdy byvaji svisle ryhované. Bilé znaky na krovkéch jsou vyrazné (Miksi¢ 1987, Rataj
1996).

1.3.12. Potosia cuprea obscura (Miksi¢, 1954)

Vvoew

T&zistém rozsiteni poddruhu P. cuprea obscura je Balkansky poloostrov (Recko,
Bulharsko, Albéanie). Ojedinéle nebo ve formé piechodovych forem ho nachdzime
v Mad’arsku, Rakousku, Ceské republice — v oblasti jizni Moravy, na Slovensku, v
Rumunsku, déle zasahuje aZ na sever Italie a do jizniho Svycarska viz Obrazek &. 11 —
mapa arealu rozsifeni P. c. obscura (jedinci ze severu Italie a Tyrolska maji mastné leskly
povrch typicky pro P. cuprea cuprea). Nejhojnéji se nachazi v ptfimotskych oblastech i ve
vnitrozemi byvalé Jugoslavie (Miksi¢ 1987, Rataj 1996). Podobné¢ jako jedinci Alp
vykazuji i brouci z Jonskych ostrovli neékteré charakteristiky italské P. cuprea cuprea

(Miksi¢ 1987).

Rozsiteni P. cuprea obscura se na hranicich arealu ¢astecné prekryva s rozsifenim P.
cuprea metallica. Tam se mohou vyskytovat ptechodové formy, které byly také popsany

jako Potosia cuprea levantina (Schatzmayer, 1936).

Horni strana téla je hladké s voskove olivove tmaveé zelenym povrchem, ojedinéle az
fialové-nachové nebo jasné Cervené zbarveni (Baraud 1992). Rub téla je tmave fialovy

(Miksi¢ 1987, Rataj 1996; Obrazek ¢. 13).
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Obrazek ¢. 13: Potosia cuprea obscura - 22 mm; Recko (foto D.Prunier;
http://www.insecte.org/forum/viewtopic.php?f=1&t=44810); dorzalni
a ventralni pohled.

1.3.13. Potosia cuprea olivacea (Mulsant, 1842)

Poddruh Potosia cuprea olivacea patii mezi francouzské zlatohlavky a je
prizptisobeny na teplejsi a sussi klima. Rozsifeni tohoto poddruhu je omezeno na jizni

Francii viz Obrazek ¢&. 5.

Typickou vlastnosti P. cuprea olivacea je jeji barevna stalost. Povrch téla je
cervenozlaty az olivové ¢erny s voskovym leskem. Rub téla je tmaveé modrofialovy.
Kolena bez bilych tecek. Bez pfesné lokality by tento poddruh nebyl prakticky rozliSitelny
od extrémné zbarvenych forem poddruhu Potosia cuprea obscura (Décobert et Stéfani

2011).

Obrazek ¢. 14: P.cuprea olivacea- dorsalni
pohled (Décobert et Stéfani 2011).
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1.3.14. Potosia cuprea splendidula (Faldermann, 1835)

Poddruh Potosia cuprea splendidula obyva vychodni ¢ast Turecka, severni Irak, Irén,
Kurdistan, Arménii az Azerbajdzan. Tento taxon se nevyskytuje v ekosystému dubovych
lesti, zije na bezlesych stepich a vyvoj larev probiha na kotenech dvouletych rostlin

(Baraud 1992, Rataj 1996).

Zbarveni téla je na rubu i lici zelené, vzacnéji z obou stran zlaté lesklé az bronzové

hnédé. Okraje sternitli mohou byt bile lemované (Miksi¢ 1987, Rataj 1996).

Obrazek ¢. 15: P. splendidula — dorsalni pohled: vlevo zlatava forma;
vpravo zelenava forma (pfevzato z http:/jlalpanseque.free.fr/splendidula.htm).
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1.3.15. Potosia angustata (Germar, 1817)

Potosia angustata je 17-27 mm velky zlatohlavek s Sirokou Skalou chromatickych
zbarveni od uniformni zelené s kovovym leskem az po tpln¢ cerné exemplaie. Nicméné

jedinci s purpurové Cervenymi a tmaveé modrymi odstiny se u tohoto druhu nevyskytuji.

Areal rozsiteni je §iroky, tahne se od zapadu Evropy (Svycarsko, SV Italie) az do
Anatolie. Je ptitomen i na ostrovech v Egejském mofti, Rhodu a na Krété. Tento
zlatohlavek je ¢asto vidan na zralém ovoci (hrusky, merunky), ale mizeme se s nim potkat
1 na kvétech bodlaka (Onopordon, Carduus), dale také na kvétech olivovnikl a divoké
vinné révy. Larvy se vyviji kromé dutin listnatych stromt také v kompostech a u kofent

fady rostlin (Alexis et Delpont 1996).

Obrazek €. 16: P. angustata (ptevzato z
http://www.insecte.org/forum/viewtopic.php?f=1&t=81254).

1.3.16. Potosia fieberi (Kraatz, 1880)

Zlatohlavek Potosia fieberi je vzhledem velmi podobny studovanému komplexu
zlatohlavki P. cuprea, od kterych je odlisitelny hlavné lesklou médéno-Cervenou barvou
ventralni ¢asti téla tykadel a koncetin a absenci bilych skvrn na kolenech koncetin a tvarem
paramer. Dorsalni ¢ast je bronzové hnédozelend. Krovky maji jemné bile skvrny (Baraud,

1992, Rataj, 1996).
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Aredl rozsifeni se tdhne od severozapadu Spanélska pies témét celou Francii, jizni
ast Némecka, Svycarsko, sever Italie, Slovinsko a Rakousko. Ve stfedni Evropé obyva
Ceskou republiku (hlavné teplejsi oblasti Cech — okoli Praha a jizni Moravu, dale je
nalézan na Slovensku a dosahuje k jizni ¢asti Polska (Slezko) a na Ukrajinu (Kyjev). Podle
Miksicée (1987) je rozsifen i na balkanském poloostrovée, kdy byl zaznamenan vyskyt na
Gizemi byvalé Jugoslavie, severu Albanie a v Recku. Autor S. Panin (1957) v jeho Fauné
Rumunska uvadi jediny vyskyt na izemi Rumunska v regionu Timisoara. Dokonce dle

prace Tauzina (2007) byl zaznamenén vyskyt na jihovychodé evropské ¢asti Turecka.

Ekologie P. fieberi je podobna P. cuprea. Larvy Ziji v trouchnivém dievé, v dutinach

ve vétvich a kmenech listnatych stromt, predevsim dubu a ovocnych dievin.

Obrazek ¢. 17: P. fieberi - dorséalni a ventralni pohled (pfevzato z
http://daniel.prunier.pagespersoorange.fr/aeruginosa.htm)
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1.3.17. Potosia marginicollis (Gory and Percheron, 1833)

Vvt

Uzbekistanu a déle na jih do Tadzikistanu.

Télo je ploché a Siroké s hladkym a kovové lesklym povrchem. Stit je fidce te¢kovan
a jeho okraje mohou byt bile lemovany. Krovky taktéz teckovany, n€kdy bilé skvrny
splyvaji v Siroké klikaté cary. Pygidium je husté bile skvrnité. Dorsélni i ventralni ¢ast téla

jasn¢ zelend bez zlatého lesku.

Taxon byl pivodné klasifikovan jako poddruh Potosia cuprea, nicméné Medvedev

(1964) a Miksi¢ (1987) jej povysily na uroven samostatného druhu.

Obrazek ¢. 18: P. marginicollis — dorsalni pohled (pfevzato z
http://www.flower-beetles.com/foto/marginicollis.jpg).
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2. CILE

. Ziskat genetické informace co nejbohatsiho materidlu druhového komplexu Potosia

cuprea ze Sirokého arealu vyskytu se zaméfenim na evropské druhy a poddruhy.

. U jednotlivych poddruhti ¢i populaci osekvenovat ¢ast dvou mitochondrialnich genti

cytochromu b a cytochromoxydazy I.

Fylogenetickymi analyzami posoudit miru divergence mezi jednotlivymi populacemi

. Ziskané sekvence analyzovat fylogenetickymi programy a navrhnout fylogenezi

zkoumanych taxond.

. Na zéklad¢ ziskanych vysledkt ziskat zakladni pfedstavu o substruktufe v ramci
druhového komplexu a diskutovat soucasny charakter jednotlivych taxont. Ovétit

opodstatnéni jejich druhového ¢i poddruhového statutu.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Molekularni analyza

3.1.1. Material

Material pro studium genetické struktury druhového komplexu Potosia cuprea byl
ziskan predeviim béhem studijnych cest do mediteranni oblasti (Recko, Italie,
Portugalsko), které jsem spolu se skolitelem a spolupracovniky z PfF UK uskutecnila
v roce 2009. Dalsi material pochdzi z lihovych sbirkovych exemplaia Skolitele a Dr.
Davida Krale (PiF UK), Dirka Ahrense (Zoologisches forshungsmuseum Alexander
Koenig). Znacnou ¢ast materialu jsem ziskala od kolegu, ktefi mi ptivezli nékteré cenné
exemplare ze studijnich i soukromych vyjezdu.

Pokud to pocet odchycenych zvitat z lokality umozioval, ¢ast jedinci byla
ponechana Zivych za G¢elem odchovu larev, jinak byli brouci smrceni 96% etanolem nebo
zmrazenim. Zbyvajici ¢ast imaturniho materialu byla ziskana od soukromych sbératelti na
entomologickych burzach.

Kompletni pfehled vzorki studovanych taxonll pouZitych pro molekularni analyzy,

ptislusnych lokalit a autort sbéru dokladam v pfiloZené tabulce (Ptiloha €. 1).

3.1.2. Izolace DNA

Material pro izolaci DNA byl odebran z usmrcenych jedincti uchovavanych v 96%
etanolu skladovanych v mrazicim boxu pfi teploté -20°C. Z divodu rozsiteni poctu i
diverzity vzorkl byly pro studii pouzity i suché sbirkové exemplare.

K odbéru vzorku DNA byla pouZita jedna z koncetin jedince, kterd byla odebrana
pomoci prepara¢nich pinzet sterilizovanych lihovym roztokem a plamenem po kazdém
odbéru. Po odpateni etanolu (u vzorki uchovavanych v 96% etanolu) byla tkan z koncetiny
jedince rozldmana na mensi kousky pomoci sterilnich preparacnich pinzet a umisténa do
1,5 — 2 ml mikrozkumavek. Zkumavka se poté nechala oteviend, aby se odpaftil vesSkery
zbyvajici etanol v tkani. Nésledné byla extrahovana DNA dle postupu komeréné dodédvané
soupravy pro izolaci DNA - Qiagen DNAeasy® Tissue Kit, dle protokolu dodavaného
s izola¢ni sadou. Pro efektivné;si lyzi tvrdSich ¢asti koncetiny jedince byly vzorky

ponechany v topném bloku pfi teploté 56°C do nasledujiciho dne.
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Po izolaci byla ovétena koncentrace a Cistota izolované DNA pomoci
spektrofotometru NanoDrop®ND-100.
DNA ziskana izolaci byla oznacena piislusnym kodem vzorku (viz tabulka Ptiloha €.

1) auchovavana v mrazicim boxu pii teploté -20°C pro dalsi pouziti.

3.1.3. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Sledované useky DNA byly pro cytochrom B (cytB) a cytochrom ¢ oxidazu I (COI)
amplifikovany pomoci primert uvedenych v Tabulce ¢. 4. Sekvence primert pro CytB
byly pfevzaty z prace Balke (2004). Primery pro COI byly nejprve pievzaty z prace Simon
et al. (1994). Protoze pti amplifikaci dochézelo k namnozeni dvou tseki DNA pro gen
COI (Obrazek €. 19), pouzili jsme modifikované sekvence primert pro tento gen pievzaté
Ahrens pers. com. Pfiblizna délka amplifikovanych tusekt je u cytB 400 bp a u COI 800
bp.

Gen Oznadeni primeru Fl;/ Sekvence primeru Zdroj
CytB3F F 5' GAGGAGCAACTGTAATTACTAA3' Balke (2004)
Cytochrom b 5'
CytB4R R | AAAAGAAA(AG)TATCATTCAGGTTGAAT Balke (2004)
3!
. , , Simon et al.
Cytochrom ¢ C1-J-2183 (alias Jerry) | F 5'CAACATTTATTTTGATTTTTTGG 3 (1994)

oxidazal L2-N-33014 (alias Pat) | R | 5 TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA 3' S“zll";git)al'

Ahrens pers.

SJerryF F 5' CAACATYTATTYTGATTYTTTG 3'
Cytochrom ¢ com.

oxidiza I SPatR R 5' GCACTAWTCTGCCATATTAG 3' Ahrzg;pers'

Tabulka ¢. 4: Sekvence primerti pouzitych pro amplifikaci studovanych genti.

Reakeéni smés byla piipravovana vzdy do celkového objemu 25ul na vzorek (pfesné
slozeni reakéni smési véetné pridanych primerti uvadim v Tabulce €. 5). Pro reakéni smés
byla pouzita komercni smés PPP Master Mix od spolecnosti Top-Bio, s.r.o, ktera
s vyjimkou primerti obsahuje vesSkeré komponenty pro provedeni PCR reakce (DTP, Taq
polymeraza, reakéni pufr s MgCl,, barviva a stabilizatory). Spolu s PPP Master Mix je
spole¢nosti Top-Bio, s.r.0, dodavana i zkumavka se 1,5 ml PCR H,O, ktera byla pouzivana
pii pfipravé reakéni smési.

Sm¢és se pifedem pripravovala pro vétSi mnozstvi vzorki a nasledné se

rozpipetovavala v ekvivalentnim mnozstvi do pfipravenych stripi. Do takto pfipravené
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reakéni smési bylo standardné pfidavano 2 pl DNA daného vzorku (Tabulka €. 5 varianta

A). V ptipadech, kdy koncentrace vysledného produktu PCR byla nedostacujici, reakce se

opakovala s tim, ze se navysil objem pfidavané DNA daného vzorku na dvojnasobek a o to

snizil objem piidavané vody, tak aby celkovy objem reak¢ni smési s DNA ¢inil 25ul na

vzorek (Tabulka €. 5 varianta B).

A B
Chemikalie Mnozstvi (ul) Mnozstvi (ul)
PPP Master Mix 12,5 12,5
Forvard (10pmol/ pl) 1 1
Reverse (10pmol/ pul) 1 1
PCR H,0 8,5 6,5
DNA 2 4
celkem 25 25

Tabulka &. S: Slozeni reakéni smési pro PCR (vztazeno na jednu reakci).

Amplifikace probihala v termocykleru C1000™ Thermal Cycler (BioRad). V

Tabulce €. 6 a ¢. 7 uvadim jednotlivé programy pouzité pro PCR reakce.

CytB Krok Pocet opakovani Teplota Cas
1. Pocatec¢ni denaturace 1x 95°C 5 min
2. Denaturace 94°C 1 min
3. Nasedani primerd 40x 47°C 1 min
4. Polymerace 72°C 1 min 30s
5. Zavéretna polymerace 1x 72°C 10 min
6. Chlazeni Ix 4°C

Tabulka ¢&. 6: PCR program pro amplifikaci gent cytB.

COI Krok Pocet opakovani Teplota Cas
1. Pocatecni denaturace 1x 95°C 5 min
2. Denaturace 95°C 30s
3. Nasedani primert 35x 50°C 40 s
4. Polymerace 72°C 2 min
S. Zavérecna polymerace 1x 72°C 10 min
6. Chlazeni 1x 4°C

Tabulka. €. 7: PCR program pro amplifikaci genu COI.
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3.1.4. Kontrola spravného priubéhu PCR

Kontrola kvality a ptiblizné koncentrace DNA byla provadéna pomoci elektroforézy.

Na 1% agar6zovy gel, ktery byl pii pfipraveé smichan s 1 pl roztoku ethidium bromidu, se

naneslo 5 pl PCR produktu od kazdého vzorku spolecné s délkovym standardem

oznacujicim délku ziskaného fragmentu DNA (GeneRuler™ 100bp DNA Ladder,

Fermentas). Elektroforéza bézela ptiblizn€ po dobu 30 min nastavena na hodnoty 400mA a

100V. Po dob¢hnuti elektroforézy byla provedena kontrola pod UV osvétlenim.

Vzorky, u kterych byla amplifikace uspésna, byly néasledn¢ precistény pomoci
komer¢éni soupravy Qiaquick® PCR Purification Kit (Qiagen) dle protokolu dodavaného
vyrobcem.

Protoze pfi pouZiti primerii pro amplifikaci genu pro COI dle prace Simon et al.
(1994) dochazelo k namnozeni dvou riiznych usekit DNA (Obrazek ¢.19), vzorky byly
naneseny na 2% agar6zovy gel v celém objemu 25 pl. Po dobéhnuti elektroforézy byly
vzorky vizualizovany pod UV zéafenim a nasledné byla vyfezana jen poZadovana ¢ast
produktu o znamé délce cca 800 pb pomoci sterilniho skalpelu. Casti vyfezaného gelu
s pozadovanym tusekem DNA byly vkladany do 1,5 ml mikrozkumavek a poté byla
provedena purifikace pomoci komercéni soupravy Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit
(Zymo research) dle protokolu doddvaného vyrobcem. Pro eliminaci tohoto kroku jsme
pfistoupili k pouZiti modifikovanych primerti pfevzatych od Ahrens pers. com.

Koncentrace a kvalita PCR produktu po purifikaci byla ovéfena pomoci

spektrofotometru NanoDrop®ND-100.

Obrazek ¢. 19: Kontrola spravného prubéhu PCR pomoci
elektroforézy u amplifikace COI pfi pouziti primeru Pat a Jerry
dle prace Simon et al. (1994).
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3.1.5. Sekvenovani

Podle zjisténé koncentrace DNA precisténého produktu byla ptfipravovana smes pro
sekvenaci. Pro pfipravu sekvenacni smési byly pouzity stejné primery jako pro PCR.
Slozeni sekvenaéni smési bylo ptfipravovano dle pozadavki laboratofe sekvenace. Celkovy
objem reak¢ni smési Cinil 14 pl, pficemz mnozstvi DNA a ddH20 bylo stanoveno dle vysledkt

méfeni koncentrace (Tabulka €. 8).

koncentrace DNA (ng/ ul) | DNA (ul) | ddH,0 (ul) | primer (ul)
70 < 1 12,68 0,32
50-60 2 11,68 0,32
30-40 3 10,68 0,32
20-30 4 9,68 0,32
<20

Tabulka ¢.8: Slozeni sekvenéni smési dle koncentrace DNA piecisténého produktu.

Takto ptipravené produkty byly nasledné pfedavany do laboratotfe sekvenace PiF UK
(sekvenator 3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems), kde byly provedeny i srazeci a
sekvenacni reakce (kit BigDye®Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied

Biosystems).

3.1.6. Alignment

Usek amplifikované DNA byl sekvenovén z obou konc, tak aby se sekvence
uprostied prekryly. Analyza obdrZenych chromatogrami a kontrola sekvenci byla
provedena pomoci programu Bioedit 7.0.9.0 (Hall 1999). V stejném programu byl
proveden alignment pomoci Clustal W (Thomson et al. 1994) a dalsi pravy sekvenci.
Protoze pouzitelna délka sekvenci se u jednotlivych vzork lisila, byly vSechny sekvence
upraveny tak, aby za¢inaly a koncily ve stejné pozici. Nasledné byla ovefena nepiitomnost
stop kodonu prekladem upravenych a srovnanych nukleotidovych sekvenci do sekvence
aminokyselin pomoci programu MEGA version 4 (Tamura et al. 2007).

Kontrolni analyza sekvenci byla provedena pomoci internetové databaze BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Alignment vSech dataseti ptikladam ve forméatu FASTA na ptilozeném CD.
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3.2. Fylogenetické analyzy

V programu jModelTest 0.1 (Posada 2008) byl nejprve zjistén model evoluce za
pouziti Akaikova informacniho kritéria (AIC) a Bayesovského informac¢niho kritéria
(BIC). Pro sekvence genu COI byl zvolen model evoluce HKY-+I+G a pro cytB model
TVM+I+G.

Dale byly pro vSechny datové soubory vyhledany fylogenetické stromy za pouziti
metod Bayesovské analyza (BA), Maximum Parsimony (MP) a Maximum Likelihood
(ML).

Ziskané¢ fylogenetické stromy byly prohlizeny programem Tree View 1.6.6 (Page
1996) a TreeGraph 2.0.47-206 beta (Stover et Miiller 2010). Editaci a uprava stroma byla
provadéna programem Photoshop 7.0, stejn¢ jako vytvotené haplotypové sit¢.

Vzhledem k velkému naroku na vypocetni vykon, byly vypocty analyzy BA a MP
provadény na voln¢ dostupném webovém portalu norské univerzity v Oslu (Kumar et

al. 2009; http://www.bioportal.uio.no/about.php).

3.2.1. Bayesovska analyza (BA)

Bayesovskéa metoda byla pocitana programem MrBayes 3.1 (Ronquist et
Huelsenbeck 2003). Tato metoda je zaloZena na vyhledévani nejlepsich stromti pomoci
Markov chain Monte Carlo algoritmu (Larget et Simon 1999). Model byl vybran
programem jModelTest a nastaven pro vypocet. Pocet generaci byl nastaven na 10000000,
pricemz z kazdé sté generace byl ukladan strom (ptikazy: set autoclose=yes nowarn=yes;
Iset nst=6 rates=gamma; unlink shape=(all) Statefreq=(all) tratio=(all) revmat=(all)
pinvar=(all); mcmcp ngen= 10000000 nruns=2 printfreq=100 samplefreq=1000 nchains=4
savebrlens=yes; mcmc;).

Po kontrole ustalené frekvence stromu doslo k odstranéni ¢asti ulozenych stromu.
Zpravidla bylo odstranéno 2500 z 10000 ulozenych stromil. Poté doslo k vytvofeni
konsenzuélniho stromu, ktery u jednotlivych vétvi obsahoval hodnoty posteriornich

pravdépodobnosti, znacicich frekvenci vyskytu jednotlivych nodt uklddanych stromi.

3.2.2. Maximum Parsimony (MP)

Podstatou metody maximalni uspornosti (Maximum parsimony) je, ze vybere ze

vSech moznych stromt ten, ktery ma minimalni celkovou délku — tj. strom s minimalnim
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poctem evolucnich kroki, které jsou potiebné pro objasnéni vstupnich dat. Sdileni
spole¢nych znaki je zaroven vysvétlovano jejich spole¢nym piivodem. K vypoctu byl
pouzit program PAUP* version 4.0 (Swofford 2002). Stromy byly hledany pomoci
heuristického vyhledavani s poctem 1000 opakovani nahodného pfidavani sekvenci a
prohledavanim okolnich stromti pomoci ndhodného piehazovani vétvi — Tree bisection

reconnection (TBR; pfikaz: hsearch addseq=random nrep=100 swap=TBR).

3.2.3. Maximum likelihood (ML)

Metody maximalni pravdépodobnosti (Maximum likelihood) jsou zaloZeny na
porovnavani jednotlivych hypotéz, jak dobte vysvétluji vstupni data. Vysledkem je strom s
nejvetsi pravdépodobnosti. (Harrison et al. 2005).

Model pro vypocet byl taktéz vybran programne jModelTest a pouzit pro nastavené
programu raxmlGUI (Silvestro et Michalak 2010).

ML byla vypocitana v programu raxmlGUI 0.95 (Stamatakis 2006, Silvestro et
Michalak 2010). Pro ML byl zvolen model general time-reversible (GTR) s gamma
distribuci. Spravnost topologie ziskané¢ho stromu byla ovéfena bootstrapem s 1000

replikacemi.

3.2.4. Haplotypové sité

Pro vizualizaci vztahii mezi sekvencemi v ramci datasetu genu COI byl pouZit
program Network 4.600 (http://www.fluxus-engineering.com). Haplotypova sit’ byla
vytvofena metodou Median-joining (Bandelt et al. 1999). Nasledn¢ byla provedena MP
kalkulace, ktera z predchoziho vypoctu sité vytradi nepotiebné vektory a linky a tim

vyslednou sit’ zjednodusi.

3.2.5. Nekorigované p - distance

K vypoctu nekorigovanych p-distanci na zdklad¢ datasetu sekvenci parcialnich ¢asti
genu COI byl pouzit program MEGA 4. 1 (Kumar et al. 2008). Kompletni soubor vSech

nekorigovanych p-distanci ptikladam v tabulce na pfiloZeném CD.
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4. VYSLEDKY

4.1. Profil vstupnich dat

Amplifikaci vybraného useku DNA byly s pomoci vyse popsanych laboratornich
postupil (kapitola 3.1) ziskany sekvence dvou mitochondridlnich genti (cytochrom B a
cytochromoxidaza I) celkem u 14 taxonti druhového komplexu P. cuprea: Potosia cuprea
bourgini Ruter, 1967, P. c. brancoi Baraud, 1992, P. c. cuprea (Fabricius, 1775), P.
cuprina (Motschulsky, 1849), P. c. daurica (Motschulsky, 1860), P. hieroglyphica
(Ménétries, 1832), P. c. ignicollis (Gory-Percheron, 1833), P. ikonomovi MikSsi¢, 1958, P.
incerta (Costa, 1852), P. c. metallica (Herbst, 1782), P. nitididoris (Fairmaire, 1889), P. c.
obscura (Andersch, 1797), P. splendidula (Faldermann, 1835). Dale byly ziskany vyse
zminovan¢ sekvence od druhti Cetonia aurata (Linné, 1758), P. angustata (Germar, 1817),

P. fieberi (Kraatz, 1880) a P. marginicollis (Ballion, 1870).

Pro cytochromoxydézu I (COI) byly ziskany sekvence u 68 jedinct zkoumanych
taxoni vcetné outgroups, jednotlivé sekvence po tprave a sjednoceni obsahovaly 779 bp.
Podrobnéjsi charakteristika vybranych dataset je uvedena v Tabulce €. 9.

Sekvence pro gen cytochrom B (CytB) byly ziskany ze 78 jedincl zkoumanych
taxoni veetné outgroups. Po upravé a sjednoceni délky useku v programu BioEdit 7.0.9.0

(Hall 1999), ¢inila vysledna délka alignmentu 382 bp.

: . . Pocet znakiu
Datovy soubor Pocet vzorki
celkovy | variabilnich parsimonng informativnich
CytB 78 382 25 135
COl 68 779 64 217
CytB+COI 64 1161 88 347

Tabulka ¢. 9: Zakladni informace o analyzovanych datovych souborech.
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4.2. Dataset genu COI
4.2.1. Haplotypové sité

Genealogické vztahy mezi haplotypy znazorniuje haplotypova sit’ (Obrazek €. 20),
ziskana metodou Median-joining. Celkem bylo u 68 jedinct v datasetu genu COI
identifikovano 60 haplotypt.

Haplotypova sit’ obsahuje hlavni skupinu reprezentovanou klastry evropskych taxona
komplexu P. cuprea ssp. (doplnénou o dvé geograficky vzdalené skupiny z asijské ¢asti
Ruska: P. c. metallica (daurica?) a P. hieroglyphica (viz mapa Obrazek ¢. 22). Z tohoto
»evropského* klastru vystupuje samostatny a hodné vzdaleny klastr P. incerta. Pro
detailngj$i nahled na tuto ,,evropskou* skupinu haplotypt byla vytvofena samostatna
haplotypova sit’, ktera je vyobrazena na Obréazku ¢. 23 a komentovana nize.

Dalsi klastry taxond, pochazejici predevsim z Malé Asie, déli od hlavni ,,evropské™
skupiny 52 — 122 mutaci. Kazdy z taxoni P. cuprina, P. hieroglyphica a P. c. ignicollis
vytvareji dva (tf1) zcela nepiibuzné klastry haplotyptl, bez jasného geografického vzoru,
pricemz jedinci P. cuprina a P. c. ignicollis v ramci téchto klastrii vytvareji dveé spolecné
skupiny.

Detailné&jsi pohled na ,,evropsky* klastr naznacuje blizkost taxont P. c. bourgini, P.
¢. brancoi a P. c. cuprea. Porovnani s jejich geografickym rozsifenim zjistime, Ze se jedna
o zapadoevropskou vétev komplexu P. cuprea. Nejvice odvozeny jedinec skupiny pochézi
ze $panélského ostrova Mallorca (jedna se o pfislusnika poddruhu P. c. brancoi). Tento
jedinec je od Spanélskych nebo portugalskych P. c. brancoi vzdalen 7-9 mutaci. Dale zde
doslo k zatazeni jednoho jedince pochézejiciho z Portugalska (a tudiz fazené¢ho k poddruhu
P. c. brancoi) do skupiny P. c. cuprea.

Zlatohlavek P. c. obscura vytvaii v ramci ,,evropského klastru® nezavislé ctyti
skupiny. Dv¢ skupiny pochdzejicich pfedevs§im z oblasti stfedni a jihovychodni Evropy,
klastruji dohromady s jedinci poddruhu P. ¢. metallica. Dalsi dvé skupiny feckych P. c.
obscura tvoti samostatné klastry, pficemz skupina jedincli pochazejicich z oblasti z fecké
Thrakie (lokality ,,Avantas* a ,,Lavara“ pobliZ hranic s Bulharskem a Tureckem) tvoii
samostatny klastr vzdaleny od ostatnich feckych P. c. obscura. Zlatohlavek P. c. metallica
z Mad’arska tvoti samostatny klastr.

Taxony Cetonia aurata, P. fieberi, P. marginicollis a P. angustata, které byly
v analyzach brany jako dopliikové skupiny a outgroups, byly do haplotypové sité zahrnuty

z diivodu porovnani vzajemné distance mezi klastry komplexu P. cuprea.
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Obrazek ¢. 20: Median joining network zobrazujici genealogické vztahy mezi haplotypy genu COI zkoumanych taxonti
druhového komplexu Potosia cuprea a pribuznych druhii. Haplotypy jsou znazornény barevnymi kruhy. Velikost kruht
odpovidé poctu jedincti s danym haplotypem. Cisla na spojnicich oznacuji pocet mutaci mezi haplotypy (vyznaceno pro

n > 1). Pferusovanou ¢arou je naznacen vyiez. Detail a popis vyiezu je uveden na Obr. ¢. 23. Zkratky statti zahrnutych

v haplotypové siti jsou uvedeny v Tabulce ¢. 10.

Seznam zkratek stati a izemi
AZ | Azerbajdzan IT |Itilie
AR | Arménie JO | Jordansko
BU | Bulharsko LY |Libye
HR | Chorvatsko PT | Portugalsko
CZ | Ceska republika SK | Slovensko
FR | Francie ES | Spanglsko
GE | Némecko SW | Svycarsko
GR | Recko TR | Turecko
HU | Mad’arsko UK | Ukrajina

UZ | Uzbekistan

Tabulka ¢&. 10: Seznam pouzitych zkratek stat.
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Obrazek ¢. 21: Mapa vzorkovani Potosia ssp. Barvy odpovidaji barvam v haplotypové siti. Barevné body piedstavuji
mista sbéru.

Obrazek ¢. 22: Mapa vzorkovani v Uzbekistanu a Rusku - Sibit. Taxony Potosia cuprea metallica a Potosia
marginicollis. Barvy odpovidaji barvam v haplotypové siti. Barevné body ptedstavuji mista sbéru.
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Obrazek ¢. 23: Median joining network zobrazujici genealogické vztahy mezi haplotypy genu COI - vyiez z Obr. €. 20 —
vnitini komplex Potosia cuprea ssp. Haplotypy jsou znazornény barevnymi kruhy. Velikost kruht odpovida poctu
jedincd s danym haplotypem. Cisla na spojnicich ozna&uji po¢et mutaci mezi haplotypy (vyznaceno pro n > 1). Zkratky
statl zahrnutych v siti jsou uvedeny v Tabulce ¢. 10.
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4.2.2. Fylogenetické stromy a nekorigované p-distance

Fylogenetické stromy pro dataset genu COI byly konstruovany metodami
Bayesovské analyzy (BA), maximalni parsimonie (MP) a maximalni vérohodnosti (ML).
V tomto potadi budou i jednotlivé vyobrazeny (Obrazky ¢. 24-26).

I kdyz fylogenetické stromy ve vSech tfech analyzach (BA, MP, ML) nevykazuji
shodné topologie, jejich zakladni vysledky se shoduji a podporuji vysledky haplotypovych
siti.

Bazalni vétev je v BA a ML analyzach tvofena taxonem P. marginicollis, ktery tvoti
sesterskou skupinu v§em ostatnim zkoumanym druhtim. Vyjimku tvoii analyza MP, kde
byla, jako nejbazalnéjsi klad, identifikovana skupina jedinct P. cuprina, P. c. ignicollis a
P. hieroglyphica. Bazélni pozice P. marginicollis je vSak zachovéna i v této analyze, nebot’
se od ostatnich taxonti oddéluje hned v nasledujicim uzlu.

Taxon P. fieberi vytvari v bayesovskych analyzach dobte diferencovanou vétev
s vysokou hodnotou bootstrapu (BH) 0,98 a divergenci 12,7 %, obdobné jako taxon P.
angustata s BH 0,68 a divergenci 10%. Sesterské skupiny a umisténi téchto taxond ve
vysledném kladogramu se vSak v jednotlivych analyzach lisily.

DalSim stabilnim jevem ve vSech tfech analyzach byla existence ,,evropské skupiny*
taxoni spadajici do komplexu P. cuprea ssp. (bez jasné vnitini diferenciace) doplnéna o
jedince ze Sibife (taxony P. c. metallica (daurica?). Sesterskou linii k této skupinég tvotila
dvojice P. hieroglyphica z Kavkazu (s BH 1 a divergenci 10 %). Vzorek s oznacenim P.
cuprina 72_BU z Bulharska je usazen uvnitt evropské vétve P. cuprea ssp.

Jasngj$i geograficky vzor v ramci ,,evropské skupiny* nachazime u pouze jedincti
poddruhti P. cuprea pochazejicich ze zapadni Evropy a Italie (vyjma taxonu P. incerta),
které v analyzach maji tendence vytvaiet spole¢né vétve. Taxony P. c. obscura a P. c.
metallica naopak vykazuji polytomické ¢lenéni a divergence mezi nimi ¢ini 1,5%.

Potosia incerta ze Sicilie tvorila dalSi dobfe diferencovanou vétev s BH 0,88 a
divergenci 7,5 %. Tento taxon byl ve vSech analyzach sestersky ke kladu tvofenym
»evropskou® linii P. cuprea a kavkazskymi P. hieroglyphica. Jak v haplotypovych siti, tak
ve fylogenetickych stromech je od ostatnich evropskych taxonil jasné vzdalen a
nevykazuje s nimi zadné podobnosti, pravdépodobné ptijde o samostatny druh (viz Tabulka

& 11).
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Asijské druhy P. cuprina, P. c. ignicollis a P. hieroglyphica se polytomicky slucuji
do dvou vétvi a nevykazuji zddny geograficky pattern. Divergence uvnitt skupin: P.
cuprina €ini 9,3 %; P. c. ignicollis 6,9 % a P. hieroglyphica 12,7. Jinymi slovy vSechny tfi

taxony se na zakladé tohoto datasetu jevily jako polyfyletické taxony.

P. incerta | P.c.obscura | P.c.metallica | P.c. brancoi | P.c. cuprea
P. incerta
P. c. obscura 0.076
P.c.metallica 0.074 0.015
P.c. brancoi 0.078 0.016 0.012
P.c. cuprea 0.073 0.017 0.013 0.011
P.c. bourgini 0.072 0.018 0.014 0.011 0.006

Tabulka ¢. 11: Tabulka nekorigovanych primérnych p-distanci na zaklad¢ datasetti genu COI mezi
zkoumanymi skupinami taxonl: P. incerta, P. c. obscura, P. c. metallica, P. c. brancoi, P. c. cuprea a
P. c. bourgini.
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Obrazek €. 24: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé genu COI Bayesovskou analyzou
(model GTR+I+G). Posteriorni pravdépodobnosti uvedeny v hlavnich uzlech pro hodnoty n > 0,3. Pocet
generaci 10 000 000. Barvy v kladech oznacujici druhy odpovidaji barvam v mapkach a haplotypové siti.
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Obrazek €. 25: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé genu COI metodou Maximum
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parsimony. Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych replikatii. V uzlech uvedeny hodnoty bootstrapu >30%.

Délka stromu je 686 (CI =0.5583, RI =0.8663). Barvy v kladech oznacujici druhy odpovidaji barvam v

mapkach a haplotypové siti.
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Obrizek €. 26: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé genu COI metodou maximalni
vérohodnosti (model GTRGAMMA). Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych replikatl. Posteriorni
pravdépodobnosti uvedeny v hlavnich uzlech pro hodnoty n > 30%. Barvy v kladech oznacujici druhy
odpovidaji barvam v mapkach a haplotypové siti.



4.3. Dataset genu CytB

4.3.1. Haplotypové sité
V ramci datasetu genu CytB bylo ze 78 jedinct identifikovano 65 haplotypti. Délka

ziskané sekvence je vSak vice jak o polovinu kratsi (382 bp) nez u genu COI a nevykazuje
prilis velkou variabilitu. Z toho diivodu, nebudu do této podkapitoly uvadét popis a

vyobrazeni haplotypové sité, nebot’ jeji informacni hodnota neni piilis vysoka.

4.3.2. Fylogenetické stromy

Na Obrazku €. 27 — 29 jsou uvedeny vysledné stromy v potadi analyz BA, MP, ML
pro dataset genu CytB. Ziskané topologie se na prvni pohled zna¢n¢ 1i8i. Jednotlivé taxony
maji v rdmci jednotlivych analyz Casto velmi proménlivou pozici. Bayesidnské analyza
vyustila v kladogram s vyrazné polytomickou strukturou, ostatni vykazovaly velmi nizkou
podporou vétSiny vétvi. Presto existuje n¢kolik zdkladnich trendd, které stoji za to na
tomto misté komentovat.

Na rozdil od analyz zalozenych na datasetu genu COI metodami ML a BA nebyl
druh P. marginicollis identifikovan jako bazalni vétev, tu tvofila ve vSech analyzach
skupina tvofena Casti zastupcii P. cuprina a P. hieroglyphica. Oba taxony, také obdobné
jako u predchoziho vykazuji polyfyleticky charakter. U vSech analyz byly identifikovany
jasné odlisitelné klady druhl P. angustata, P. fieberi. Nicméné zatimco P. angustata
vykazovala pomérné stabilni pozici u baze kladogramu ve vSech tfech analyzach, byla
pozice P. fieberi znaéné variabilni, v pfipad¢ analyzy ML tvofila dokonce vnitini skupinu
vétve tvotfené vyhradné evropskymi jedinci druhu P. cuprea.

P. incerta ve vSech analyzach tvofi klad spole¢né s jedincem druhu P. cuprina 051
z Krymu a P. hieroglyphica 045 z Azerbajdzanu. Vysledky BA a ML analyz dokonce do
této skupiny tadi 1 P. marginicollis. Nicmén¢ zadna z analyz nenaznacila blizky vztah mezi

P. incerta a evropskymi poddruhy P. cuprea.
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Obrazek ¢. 27: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé genu CytB Bayesovskou analyzou

(model GTR+I+G). Posteriorni pravdépodobnosti uvedeny v hlavnich uzlech pro hodnoty n> 0,3. Pocet
generaci 10 000 000. Barvy v kladech oznacujici druhy odpovidaji barvam v mapkach a haplotypové siti.
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Obrazek €. 28: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé genu CytB metodou Maximum
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parsimony. Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych replikat. V uzlech uvedeny hodnoty bootstrapu >30%.

Délka stromu je 385 (CI =0.561, RI = 0.8657). Barvy v kladech oznacujici druhy odpovidaji barvam v

mapkach a haplotypové siti.
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Obrazek €. 29: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé genu CytB metodou maximalni
vérohodnosti (model GTRGAMMA). Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych replikatl. Posteriorni
pravdépodobnosti uvedeny v hlavnich uzlech pro hodnoty n>30%. Barvy v kladech oznacujici druhy
odpovidaji barvam v mapkach a haplotypové siti.



4.4. Dataset konkatenatu genu COI a CytB
4.4.1. Haplotypové sité

V ramci konkatenatu tisekt gentit COI a CytB bylo identifikovano celkem z 64
sekvenci 61 haplotypt. Na haplotypové siti (Obrazek €. 30) je patrné shodné rozdéleni do
klastrti jako u sité pro gen COIL. Analogicky tedy haplotypova sit’ obsahuje hlavni skupinu
tvofenou klastry ,,evropskych® taxonti P. cuprea ssp. (detailnéjsi pohled na vyiezu:
Obrazek €. 31), ze které vystupuji vzdalengjsi klastry P. hieroglyphica (Rusko — Kavkaz) a
P. c. metallica (daurica?; Rusko — Altaj, Burgatia). Z této hlavni skupiny dale vystupuje
skupina hodné distantnich klastr pochazejicich pfedevsim z Malé Asie, mezi kterymi jsou
distribuovany taxony P. cuprina, P. hieroglyphica a P. c. ignicollis bez jasného
geografické vzoru.

Dale je zde identifikovan klastr P. fieberi, ktery bez ohledu na lokalitu vykazuje
velkou podobnost haplotypt, stejné tak P.angustata.

Taxon P. incerta je vzdalen od evropskych taxoni P. cuprea ssp. o 65 mutaci a tvori
samostatny jasné distinktni klastr.

Stejné tak jako u sité pro dataset samostatného genu COI, byly zahrnuty a ponechany
taxony Cetonia aurata, P. fieberi, P. marginicollis a P.angustata z divodu srovnani
vzajemné distance mezi vzdalenymi klastry potencialné piibuznych druhti.

U detailnéjsiho pohledu na ,,evropskou* skupinu klastrii najdeme stejny vzor

uspotadani pro jednotlivé vzorky jako u sité datasetii COI (viz popis kapitola 4.2.1.).
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Obrazek ¢. 30: Median joining network zobrazujici genealogické vztahy mezi haplotypy konkatenatu genu COI a cytB u
zkoumanych taxont druhového komplexu Potosia cuprea a ptibuznych taxont. Haplotypy jsou znazornény barevnymi
kruhy. Velikost kruhii odpovida poétu jedinct s danym haplotypem. Cisla na spojnicich oznaguji po&et mutaci mezi
haplotypy (vyznaceno pro n > 1). Pferusovanou ¢arou je naznacen vyiez. Detail a popis vyfezu je uveden na Obr. €. 31.
Zkratky stati zahrnutych v siti jsou uvedeny v Tabulce ¢€.10.
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Obrazek ¢&. 31: Median joining network zobrazujici genealogické vztahy mezi haplotypy konkatenatu genu COI a CytB -
vytez z Obr. €. 30 — vnitini komplex ,,evropskych® Potosia cuprea ssp., dale jsou zde zahrnuty asijské P. hieroglyphica a

Pc. obscura

P. c. daurica. Haplotypy jsou znazornény barevnymi kruhy. Velikost kruhti odpovida poctu jedinct s danym haplotypem.

Cisla na spojnicich ozna¢uji poget mutaci mezi haplotypy (vyznageno pro n > 1). Zkratky statl zahrnutych v siti jsou

uvedeny v Tabulce ¢.10.
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4.4.2. Fylogenetické stromy

Na obrazku €. 32-34 jsou fylogenetické stromy pro konkatenat genu COI a CytB,
jejichz zakladni topologie je podobna topologii stromt datasetu COI, opét plati, ze
topologie stromu je zna¢né zavisld na pouzité analytické metodé.

Na rozdil od datasetu genu CytB se P. marginicollis jevi jako sesterska skupina
vSech studovanych taxonti ve vSech tfech analyzach.

Taxony P. fieberi a P. angustata, tvoti opet monofyletické vétve, nicméné¢ jejich
pozice v ramci jednotlivych stromt je zna¢né variabilni.

Dataset konkatenatu rovnéz odhalil ,,evropsky klad* tj. vétev tvofenou prevazné
evropskymi poddruhy P. cuprea doplnénou o sibitské zastupce fazené k P. c. metallica
(daurica?) a P. hieroglyphica (Rusko- Kavkaz). Ptibuzenské vztahy uvnitt téchto vétvi
jsou v ramci jednotlivych analyz rizné, ale v zésad¢ kopiruji vysledky haplotypovych siti.
Taxony P. c. obscura a P. c. metallica netvoii jasné diferencované vétve, ani skupiny
identifikovatelné podle néjakého geografického vzoru, oproti tomu jedinci portugalské a
Spanélské P. c. brancoi se shlukuji do jedné vétve a jsou sesterské k P. c. cuprea
pochazejicich z Francie a Italie a francouzské P. c¢. bourgini.

Taxony P. cuprina, P. c. ignicollis a P. hieroglyphica pochéazejici z Malé Asie a
Krymu jsou rozdéleny do dvou kladl a ptibuzenské vztahy uvniti druht odpovidaji
datasettt COI. Vzorek P. cuprina 72 BU je usazen uvnitf evropské vétve P. cuprea ssp.

Podobné jako u datasetti COI i zde tvoti P. incerta samostatnou vétev. V analyzach
BA (BH 0,9) ziistava jeji pozice neroziesena v ramci bazalni polytomie, v ML analyzach je
sesterska ke vSem ostatni studovanym taxontim s vyjimkou P. marginicollis, zatimco u MP

(BH 32%) je sesterskou skupinou k ,,evropskému‘* druhovému komplexu.
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Obrazek €. 32: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé konkatenatu genu CytB a COI
Bayesovskou analyzou (model GTR+I+G). Posteriorni pravdépodobnosti uvedeny v hlavnich uzlech pro
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a haplotypové siti.
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Obrazek €. 33: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé konkatenatu genu CytB a COI
metodou Maximum parsimony. Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych replikati. V uzlech uvedeny
hodnoty bootstrapu >30%. Délka stromu je 1245 (CI = 0.4747, RI = 0.7812). Barvy v kladech oznacujici
druhy odpovidaji barvam v mapkach a haplotypové siti.
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Obrazek €. 34: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé konkatenatu genu CytB a COI
metodou maximalni vérohodnosti (model GTRGAMMA). Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych
replikatd. Posteriorni pravdépodobnosti uvedeny v hlavnich uzlech pro hodnoty n>30%. Barvy v kladech
oznacujici druhy odpovidaji barvam v mapkach a haplotypové siti.
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5. DISKUZE

Mitochondrialni DNA (mtDNA) ptfedstavuje jen velmi malou ¢ast genomu celého
organismu, a piesto se stala nejpopularnéjSim markerem studii molekularni diversity a
fylogenetiky poslednich tficeti let (Galtier et al. 2009). Jednim z hlavnich divodu jejiho
Sirokého uplatnéni je vysokd mutacni rychlost a s tim spojena schopnost odhalit i jemné
divergence mezi druhy ¢i populacemi jednoho druhu. Dal§imi vyhodami jejiho uplatnéni je
maternalni dédicnost a snadna amplifikovatelnost, protoze v jedné buiice je pfitomno vice
kopii, také neobsahuje introny a obsahuje velice mélo duplikaci a intergenovych oblasti.
Prakticky vSechny molekuldrni studie v oblasti zivo¢isnych druhi se v urcité fazi zabyvaji
studiemi haplotyptd v rdmci mitochondrialnich gentd (Galtier et al. 2009). Porovnanim
téchto haplotypli mizeme ziskat piehled o populaéni struktute a demografii a popsat tak

probihajici mikroevoluéni procesy.

S rozvojem molekularnich metod stale pribyva studii zabyvajicich se fylogenezi a
fylogeografii listorohych brouki, kde diky své variabilit¢ jako nejcastéji vyuzivany gen
figuruje mitochondridlni COI (Sole 2005, Audisio et al. 2007, Kubota et al. 2011,
Ptaszynska et al. 2011, Giannoulis et al. 2012), ptipadné CytB nebo kombinace téchto
dvou genti (Muraji et al. 2008).

5.1. Fylogenetické vztahy v ramci rodu Potosia

V soucasnosti je v rdmci podrodu Potosia popsano piiblizné 30 druht (Krajcik
1998). Do diplomové prace bylo zahrnuto 14 taxont z tohoto komplexu (viz kapitola 4.1.
Profil vstupnich dat), u kterych byla snaha ziskat sekvence genit CytB a COI z co
kvalité ani po opétovné amplifikaci. To mohlo byt z diivodl Spatného skladovani vzorkd,
nebo z diivodu jejich stafi (hlavné u suchych sbirkovych polozek). U takovych vzorki
muzZze snaze dojit v pribéhu amplifikace k jejich kontaminaci. Podeziel¢ vzorky musely byt
proto z analyz vyfazeny. V datasetu byla nicméné¢ ponechana fada sekvenci ziskanych ze
suchého materialu, ackoliv tyto sekvence Casto jevily vysokou miru poSkozeni, v datasetu
byly ponechany pro svou taxonomickou informaéni hodnotu (jednalo se o tézko ziskatelné

a vzdalené taxony).
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Jak je patrné z mapy (Obrazek €. 21), kde jsou zaznamenany lokality odchytu
jedincti, do diplomové prace nebyl (a z technickych a finan¢nich diivoda ani nemohl byt)
zahrnut vycerpavajici vzorek lokalit vyskytu zkoumanych taxoni. I kdyz mé vysledky
neptedstavuji vyCerpavajici prehled evoluce druhového komplexu P. cuprea a ptibuznych
druhii, mohou leccos naznacit o jeho taxonomii a fylogenezi na izemi Evropy.

Jak jiz bylo fe€eno, byla snaha pro analyzy ziskat ¢asti dvou mitochondridlnich gent,
pricemz lepsi vhled do problematiky pfinesly informace obsazené v datasetu genu COI
nebo kombinace genu CytB a COI. Dataset genu CytB nevykazoval piili§ velkou
variabilitu a jako samostatny nemé¢l pro analyzy velkou vypovidajici hodnotu, proto se
v diskusi budu zabyvat vysledky COI a konkatenatu CytB a COL.

Pro gen COI byly ziskany sekvence u 68 jedincti, pro konkatenat genu CytB a COl u
64 jedinch. Nepodafilo se ziskat sekvence genu COI u jediného exemplaie zastupujiciho
druh P. nitididoris, tudizZ je tento taxon zahrnut do analyz datasetu pro CytB. Dale se
nepodafilo ziskat pouzitelné sekvence u jedinych exemplari taxond P. ikonomovi a P.
splendidula a do analyz nebyly vlibec zahrnuty.

Topologie stromt a haplotypové sit¢ odhaluji obdobnou vnitrodruhovou a

mezidruhovou topologii.

V nésledujici ¢asti se budu vyjadfovat k jednotlivym taxontim ze zkoumaného
komplexu druhd. Jak jiz bylo n¢kolikrat naznaceno je problematika klasifikace komplexu
druhti okolo P. cuprea velmi slozita. Proto pro zopakovani ptipomenu zakladni koncepty
klasifikace u Medvedeva (1964) a Miksi¢e (1987), nebot’ praveé vzajemna nekompatibilita
obou klasifikaci je jednou z pticin soucasného zmatku.

V roce 1964 ve své praci zabyvajici se faunou Sovétského svazu, povysuje
Medvedev (1964) devét dosavadnich poddruhii komplexu P. cuprea na druhovou Groven.
Vznikly tak samostatné taxony: Potosia cuprea, P. splendidula, P. fausti, P. metallica, P.
bessarabica, P. cuprina, P. hieroglyphica, P. caucasica a P. marginicollis. Miks$i¢ (1987)
toto deleni zavrhuje, a vS§echny druhy s vyjimkou P. marginicollis klasifikuje opét jako
poddruhy P. cuprea. V jeho podani obsahuje komplex P. cuprea 16 taxont na poddruhové

urovni (viz kapitola 1.3. Druhovy komplex Potosia cuprea).
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5.1.1. ,,Evropsky klad*“ P. cuprea: P. cuprea ,,sensu stricto*?

Analyzy zalozené na COI a konkatenatu CytB a COI konsistentn¢ odhalovali
existenci ,,evropského kladu* P. cuprea zahrnujici poddruhy Potosia cuprea cuprea, P. c.
brancoi, P. c. bourgini, P. c. obscura a P. metallica (véetné dvou sibifskych zastupct
vykazujicich ptfechody mezi ssp. metallica a daurica. Jednotlivé taxony z této skupiny
vykazovaly podobné jako jejich sesterskd vétev tvorena dvéma kavkazskymi zastupci P.
hieroglyphica pomérné nizkou variabilitu a ani jejich vzajemné nekorigované p-distance

nenaznacuji hlubsi divergenci v ramci vétve.

5.1.2. Zapadni vétev: Potosia cuprea cuprea, P. c. brancoi, P. c. bourgini

Analyzované vzorky téchto poddruhii reprezentativné pokryvaji oblasti rozsifeni. Ve
vSech fylogenetickych stromech maji jedinci P. c. cuprea tendenci vytvéiet spole¢né vétve
s taxony P. c¢. bourgini a P. c. brancoi. Stejné tak v haplotypové siti (Obr. €. 23, 31) vytvari
dva spole¢né klastry, ze kterych je patrny geograficky pattern, pti¢emz blize P. c. cuprea je
taxonu P. c. bourgini. Divergence P. c. cuprea od P. c. bourgini je 0,6 %. Podle genetické
vzdalenosti, u které je pro COI stanovena hranice 2-3% (Hebert 2004), by se tyto dva
taxony nerozliSovaly na druhy. Stejné je to pro genetickou vzdalenost P. c. cuprea a P. c.
brancoi, ktera je 1,1 %. Vysledky provedenych analyz potvrdili dosavadni klasifikaci
téchto zapadoevropskych taxonl jako poddruhy P. cuprea (Baraud 1992, Kraj¢ik 1998) a
vyvraci tak pojeti Lobla a Smetany (2006) které taxony bourgini a brancoi klasifikuji jako
poddruhy P. metallica.

V ramci analyz byl zahrnut jedinec pochazejici z lokality Simplon Pass ve Svycarsku
s oznaCenim P. cuprea ssp. 073 _SW, ktery nevykazoval jasn€¢ determinovatelné znaky
v této lokalité zastoupenych poddruhii. Dle vysledkt analyzy podle haplotypové sité
zapada do klastru a kladi P. c. cuprea a P. c. bourgini. Vzhledem k tomu, Ze dana lokalita
lezi v nadmotské vysce 2005 m n. m., tak vylucuji taxon P. c¢. bourgini (Décobert et
Stéfani 2011) a jelikoz také postrada typicky skeln¢ leskly vzhled tak by nemélo jit ani o
jedince P. c. cuprea . Mohlo by tedy jit o néjakou dalsi pfechodovou formu, nicméné pro

presnéjsi tvrzeni je potieba lepsi vzorkovani dané oblasti a dalsi analyzy.

5.1.3. Potosia cuprea metallica

V ramci evropskych skupin taxonti nevykazoval tento poddruh ani v haplotypové

siti, ani ve fylogenetickych stromech samostatnou pozici. Vytvari spole¢ny klad 1 klastr
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s jedinci poddruhu P. ¢. obscura z Ceské republiky, Slovenska i Mad’arska. Divergence
mezi témito dvéma taxony je 1,5% coz neni hodnota, kterd by byla signifikantni a
podporovala zatazeni v ramci samostatného druhu. Vysledky provedenych analyz vyvraci
opravnénost klasifikace Medvedeva (1964), kterou také ve své praci zpochybnil jiz Miksi¢
(1987) a ponechavaji tento taxon na poddruhové trovni. Stejné tak byla i vyvracena
klasifikace autorti Lobla a Smetany (2006), ktefi taxony bourgini a brancoi klasifikuji jako

poddruhy P. metallica.

5.1.4. Potosia cuprea obscura

Zlatohlavek P. c. obscura patii mezi dalsi evropské poddruhy spadajici do komplexu
P. cuprea ,,sensu stricto®, coz potvrdili i vysledky analyz. Haplotypova sit” identifikovala
mezi studovanymi vzorky étyfi nezavislé skupiny. Dvé skupiny jedincti z Ceské republiky,
Chorvatska, Recka (okoli Sparty — Peloponés) klastruji dohromady s jedinci
determinovanymi jako P. c. metallica pochazejicich z Ceské republiky a Slovenska. Tato
skute¢nost by mohla byt ukazkou jevu, ktery popisuji autoti Miksi¢ (1987) a Rataj (1996),
a to ze taxony P. c¢. metallica a P. c. obscura se ve stfedni Evropé mohou kiizit a vznikaji
zde ptechodové formy.

Dale je zajimavy samostatny klastr jedinct z fecké Thrakie (Avantas, Lavara), coz
jsou lokality leZici u feckych hranic s Tureckem. Tyto jedinci se vyznacuji odlisSnym
zbarvenim nez ostatni fecké P. c. obscura a mohlo by jit také o pfechodovou formu.
Divergence mezi jedinci pochazejicimi z feckych oblasti Stomio, Stavroupoli, Larissa a
jedinci z Avantasu a Lavary ¢ini 2 %.

Posledni klastr zahrnuje fecké P. c. obscura, mezi které zapadaji i dva vzorky
z oblasti Komotini, které vykazovaly také neobvyklé znaky P. c. obscura (bronzoveé
zbarveni krovek a Stitu). V analyzach byly oznaceny jako P. cuprea ssp. 38 GR a P. cuprea
ssp. 38 GR. Dle jasného zatazeni v feckém klastru i kladu P. c. obscura analyzy potvrzuji,

ze jde o tento poddruh.

5.1.5. Potosia incerta

Sicilsky zlatohlavek P. incerta je jediny Cisté evropsky taxon, pivodné fazeny do
komplexu P. cuprea, ktery podle vysledku analyz nezapadd do komplexu P. cuprea. Jak
v haplotypovych sitich, tak ve fylogenetickych stromech tvofi jasn¢ diferencovanou vétev

s nejvyssi podporou v BA pro konkatenat CytB a COI (BH) 0,9 a divergenci 7,5 %. Od
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ostatnich evropskych taxont je jasné vzdalen a nevykazuje s nimi zadné podobnosti.
Vysledky analyz podporili klasifikaci Krajéika (1998) a Lobla a Smetany (2006), kteti

tento taxon berou jako samostatny druh.

5.1.6. Potosia cuprea daurica

Taxon P. c. daurica byl v analyzach reprezentovan tfemi vzorky z odlehlych lokalit
Sibife. U fylogenetickych stromil spadaly vzorky s oznaenim P. cuprea metallica
(daurica?) 079 RU (Altaj) a P. c. daurica 080 RU(Burgatia) do ,,evropské® skupiny
taxonll a v haplotypové siti vytvarely samostatny klastr v rdmci ,,evropské* skupiny.
Vyjimku tvotil vzorek s ozna¢enim P. c. daurica 100 RU(Burgatia), ktery tvoftil
samostatny klad s variabilni pozici v rdmci ostatnich studovanych taxond. U haplotypové
sit€ pro dataset COI tvotil samostatny klastr vzdaleny od evropské skupiny, zatimco u sité
pro dataset CytB a COI tvofil spole¢ny klastr, ale od jedince P. c. daurica 080 RU ze
stejné lokality byl vzdaleny o 78 mutaci. Tato skute¢nost mohla byt zptisobena
kontaminaci nebo nekvalitni sekvenci ziskanou ze suchého materialu. Nicméné pro
ozifejmeni problematiky vnitiniho postaveni P. c. daurica v rdmci studovanych taxonti by
bylo zapotiebi vétsi pocet vzorkl zahrnujici reprezentativng oblasti rozsifeni a dalsi

analyzy.

5.1.7. Potosia cuprina, P. hieroglyphica, P. cuprea ignicollis

Asijské druhy P. cuprina, P. hieroglyphica a P. c. ignicollis (aredl P. cuprina
zasahuje i do JV a V Evropy) se v ramci konstruovanych fylogenetickych stromt
polytomicky slu€ovaly v ramci dvou az tfi vétvi bez jasného geografického vzoru. Stejné
tak v haplotypovych siti vytvafely tyto taxony velmi nejasné a vzdalené skupiny klastri.
Muzeme fict, Ze na zéklad¢ naSich dataseti se jevily jako polyfyletické.

Taxon P. cuprina reprezentovaly vzorky z nékolika oblasti Turecka, Bulharska a
Ukrajiny (Krym). Vzorek s oznac¢enim P. cuprina 072 BU pochazejici z Bulharska jako
jediny taxon P. cuprina zapadal do ,,evropského* kladu, patrné pijde o poddruh P. c.
obscura se znaky P. cuprina. Divergence uvnitt této skupiny determinované jako P.
cuprina dosahuje vysokych hodnot: 9,3% . Stejné tak uvniti skupiny jedincti z lokalit
Jordanska a Libye u P. c. ignicollis 6,9% a P. hieroglyphica (lokality: Rusko, Arménie,
Azerbajdzan) 12,7%. To miZe naznatovat mozné chybné zatrazeni taxontl do jednotlivych

skupin nebo chybné pojeti téchto druhti jako takové. Ze ziskanych vysledka ale vyplyva,
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ze taxon (y) oznaCované jako P. cuprina nevykazuji blizsi ptibuznost k jedincim skupiny
P. cuprea ,,sensu stricto. To se ale nada s urcCitosti tvrdit o jedincich P. hieroglyphica,
nebot’ jedinci z Kavkazu tvortily sesterskou linii ke zmifiované skuping€, zatimco ostatni
nevykazovali s P. cuprea ,,sensu stricto* blizsi ptibuzenské vazby. V ptipadé P. cuprina se
tedy Medvedevovo (1964) vyclenéni druhu z komplexu P. cuprea jevi jako opodstatnéné.

Situace v rdmeci vnitiniho ¢lenéni téchto maloasijskych taxont je slozitd, coz uvadi i
Sabatinelli (2008), poukazujici na mnozstvi chromatickych forem zlatohlavka P. c.
ignicollis v oblasti Levantu (Syrie, Libanon, Jordansko, Palestina, Izrael a Sinaj).

Pro oziejméni této problematiky by bylo zapotiebi vétsi pocet vzorki z arealil

vyskytl a dalSich analyz.

5.1.8. Potosia marginicollis
Fylogenetické stromy vypoctené na zaklad¢é genu COI a konkatenatu genu CytB a
COI ukazuji jako bazalni klad tvoteny P. marginicollis. U tohoto druhu byla potvrzena

opravnénost povyseni na druhovou urovein Medvedevem (1964).

5.1.9. Potosia fieberi, Potosia angustata

U vSech fylogenetickych stromli dobte diferencuje samostatny klad P. fieberi, ktery
je 1 morfologicky dobte odliSitelny od ostatnich druhii v analyzach. Potosia fieberi byla az
do poloviny minulého stoleti povazovana rovnéz za ptisluSnika komplexu cuprea ssp.
Nicméné jiz Miksi¢ (1987) povazuje tento nazor za velmi zastaraly.

Zajimava je moznost zdmeény P. incerta a P. fieberi. JelikoZ je P. fieberi Casto
povazovana za striktné sttedoevropsky taxon, byli naptiklad jedinci ze stiedni Italie mylné
povazovani za P. incerta, proto je nutno pristupovat k nalezim P. incerta ze stredni Italie
s velkou obezietnosti (Kraj¢ik 2009).

Dals$im samostatnym a jasné diferencovanym kladem je vétev jedinct P.angustata
pochazejicich z Chorvatska a Recka. Samostatna pozice obou taxonti neni piekvapent, i
kdyzZ vysledky analyz neodhalily piivodné€ o¢ekavanou bazalni pozici obou taxond v radmci

studované skupiny.
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6. ZAVERY

Byly ziskany sekvence pro mitochondrialni geny COI (od 68 jedincii; 779 bp) a CytB
(od 78 jedincii; 382 bp) ze 14 taxonl rodu Potosia.

Na zakladé studovaného vzorku taxontl byla identifikovana skupina pracovné nazyvana
P. cuprea ,,sensu stricto* nebo také ,,evropsky klad P. cuprea. Do této skupiny na
zaklad¢ nasich vysledki patii tyto evropské poddruhy: P. c. cuprea, P. c. brancoi, P. c.
bourgini, P. c. obscura a P. c. metallica a dva zéastupci ze Sibite, kteti vykazuji
prechody mezi ssp. metallica a daurica. Jednotlivé taxony v ramci komplexu
vykazovaly pomérné nizkou variabilitu a ani jejich vzajemné nekorigované p distance

nevykazuji hlubsi divergenci v ramci vétve.
P. c. metallica nelze podle nasich vysledka pokladat za samostatny druh.

P. c. obscura spada do evropského komplexu P. cuprea sensu stricto a zaroven byla

potvrzena moznd hybridizace s P. c. metallica na sty¢nych Gzemich arealu vyskytu.

Nezatazeni jedinci Potosia cuprea ssp. 038 a 039 z feckého Komotini byli urceni jako

P. c. obscura.

P. incerta nezapada do komplexu P. cuprea. Podle vysledki molekularnich analyz
tvoti jasn¢ diferenciovanou vétev. Rozdilnost mezi P. incerta a evropskymi poddruhy
P. cuprea ukazuje geneticka vzdalenost, ktera ¢ini 7,5 %. Vysledky podpoftili

klasifikaci taxonu jako samostatného druhu.

Molekularni analyzy potvrzuji opravnénost povyseni P. marginicollis na druhovou
uroven. Zaroven vysledky odhalily bazalni pozici P. marginicollis v ramci studovaného

komplexu.
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P. cuprina, P. hieroglyphica a P. c. ignicollis se podle nasich vysledki jevily jako
polyfyletické taxony. Pro detailnéjsi studie fylogenetickych vztaht je potieba doplnit
dataset o vétsi pocet vzorki z dalSich oblasti vyskytu. P. cuprina nevykazuje blizsi

ptibuznost k druhu P. cuprea.

Na zékladé nasich analyz je zfejmé, ze ani MiksSi¢ovo (1987) ani Medvedevovo (1964)
pojeti komplexu P. cuprea pravdépodobné neodpovida skutecnym fylogenetickym
vztahlim v ramci skupiny. Naopak klasifikace uzivana Krajc¢ikem (1998) nejlépe

postihuje ziskané vysledky.
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8. PRILOHY

Priloha ¢. 1

Zde ptikladam kompletni seznam pouzitého materidlu. Jednotlivé vzorky byly oznaceny kédem s ¢islem vzorku a zkratkou taxonu a statu, ze
kterého taxon pochazi. Ve druhém sloupci je uveden cely nazev taxonu, dale stat a lokalita odchytu, GPS soufadnice lokality (neni u vSech
jedincti), datum sbéru a zptisob skladovani. Posledni dva sloupce vyjadiuji, zda byla k danému genu ziskdna sekvence (1), pokud ne (0). Barva

kédu vzorku odpovidé barvam v mapkach, haplotypovych siti a fylogenetickych stromech.

N 39°35'21.080",

001Cu TR | Potosia cuprina Turecko NW TR, Ayvacik env. E 26°24'14.405" [26.9.2006 | 96%EtOH
N 49°23'53.469",

002PF CZ | Potosia fieberi Ceska rep. Bohemia centr., Velky Osek E 13°40'1.303" | 06/2008 96%EtOH
N 38°43'49.106",

004Cu TR | Potosia cuprina Turecko TR central, Kayseri env. E 35°23'17.064" |07/2007 96%EtOH
N 36°38'23.128",

005Cu TR | Potosia cuprina Turecko Erdemli env. E 34°18'14.819" |2002 96%EtOH
N 39°52.779¢,

006PO GR | Potosia cuprea obscura Recko Thessaly, Mt.Ossa, Stomio E 22°43.191°¢ 06/2007 96%EtOH
N 39°52.779¢,

007PF_GR | Potosia fieberi Recko Thessaly, Mt.Ossa, Stomio E 22°43.191°¢ 06/2007 96%EtOH

Moravia mer., Lednice, kemp N 48°47'8.491",

008PF_CZ | Potosia fieberi Ceska rep. Apollo env. E 16°49'35.490" |27.5.2007 | 96%EtOH
N 48°51'52.593",

010cM €7 | Potosia cuprea metallica | Ceska rep. Moravia mer., Podyji NP E 15°52'3.068" |8.7.2003 96%EtOH
N 43°18'40.932",

012PO HR | Potosia cuprea obscura | Chorvatsko | Brac, Selca env. E 16°49'58.369" |3.9.2002 suchy

013Da_RU | Potosia cuprea daurica Rusko Siberia, near Irkutsk, Vidrino env. 5-8.7.2002 | suchy
N 36°34'34.117",

014Cu TR | Potosia cuprina Turecko Aslamli, Erdemli env. E 34°13'52.617" | 2003 suchy

Moravia mer., Lednice, kemp N 48°47'8.491",
015cM €7 | Potosia cuprea metallica | Ceska rep. Apollo env. E 16°49'35.490" |29.5.2009 | 96%EtOH




Moravia mer., Lednice, kemp N 48°47'8.491",
016PO CZ | Potosia cuprea obscura Ceska rep. Apollo env. E 16°49'35.490" |29.5.2009 | 96%EtOH
Moravia mer., Lednice, kemp N 48°47'8.491",
017PF CZ | Potosia fieberi Ceska rep. Apollo env. E 16°49'35.490" |29.5.2009 | 96%EtOH
Moravia mer., Lednice, kemp N 48°47'8.491",
018PF CZ | Potosia fieberi Ceska rep. Apollo env. E 16°49'35.490" |29.5.2009 | 96%EtOH
N 39°52.779¢,
019P0 GR | Potosia cuprea obscura Recko Thessaly, Larisa dist., Stomio E 22°43.191° 16.4 2009 96%EtOH
N 39°52.779¢,
020PO GR | Potosia cuprea obscura Recko Thessaly, Larisa dist., Stomio E 22°43.191° 16.4 2009 96%EtOH
N 39°52.779°, 14.-25.4
021PF GR | Potosia fieberi Recko Thessaly, Larisa dist., Stomio E 22°43.191° 2009 96%EtOH
N 39°52.779°, 14.-25.4
022PF GR | Potosia fieberi Recko Thessaly, Larisa dist., Stomio E 22°43.191° 2009 96%EtOH
N 41°07.969¢,
023PO GR | Potosia cuprea obscura Recko Stavropoli (Stavrotpoli) E 24°53.207¢ 20.4.2009 | 96%EtOH
N 41°07.969¢,
024PO _GR | Potosia cuprea obscura Recko Stavropoli (Stavrotpoli) E 24°53.207° 20.4.2009 | 96%EtOH
N 40°55.462¢,
025PO_GR | Potosia cuprea obscura Recko Avantas (Avas) E 25°54.268° 17.4.2009 | 96%EtOH
N 40°55.462¢,
026PO_GR | Potosia cuprea obscura Recko Avantas (Avas) E 25°54.268¢ 17.4.2009 | 96%EtOH
N 37°59'44.697",
027PL IT Potosia incerta Italy Sicily, Parc de la Madonia E 15°2'11.204" |2.-10.6.2009 | 96%EtOH
N 37°59'44.697", | 2. -10. 6.
029PL IT Potosia incerta Italy Sicily, Parc de la Madonia E 15°2'11.204" | 2009 suchy
N 41°16.227¢,
031PO GR | Potosia cuprea obscura Recko Lavara E 26°22.631° 18.4.2009 | 96%FEtOH
N 43°18'40.932",
032PO HR | Potosia cuprea obscura Chorvatsko | Brac, Selca env. E 16°49'58.369" 96%EtOH
N 43°18'40.932",
033P0 HR | Potosia cuprea obscura Chorvatsko | Brac, Selca env. E 16°49'58.369" 96%EtOH
N 40°47'5.901",
Potosia cuprea brancoi Portugal Valle Bejinia W8°26'49.186" |12.5.2009 | 96%EtOH
N 40°47'5.901",
Potosia cuprea brancoi Portugal Albergaria W8°26'49.186" |12.5.2009 | 96%EtOH
N 39°51'39.722",
Potosia cuprea brancoi Spain Mallorca, Baleares, Puerto d'Aleudia | E3°9'19.254" 19.6.2009 | 96%EtOH




Potosia cuprea ssp.

N 41°06.094°,

(obscura?) Recko Komotini E 25°24.570¢ 19.4.2009 | 96%EtOH 1 1
Potosia cuprea ssp. N 41°06.094°,
(obscura?) Recko Komotini E 25°24.570¢ 19.4.2009 | 96%EtOH 1 1
Potosia cuprea ignicollis | Jordansko Irbid region, Sahm will., 400 m 19.4.2003 | suchy 1 1
Potosia cuprea ignicollis | Jordansko Irbid region, Sahm will., 400 m 19.4.2003 | suchy 1 1
Potosia cuprea ignicollis | Jordansko Irbid region, Sahm will., 400 m 19.4.2003 | suchy 1 1
044HI AR | Potosia hieroglyphica Armenie Egvard, Arailer Mt. 19.7.2001 | suchy 1 1
045HI AZ | Potosia hieroglyphica Azerbajdzan | Ismailly vill. 4 km west, 700 m 9.7.2008 suchy 0 1
046HI RU | Potosia hieroglyphica Rusko E.Caucasus, Dagestan, Rutul 07/1994 suchy 1 1
047HI RU | Potosia hieroglyphica Rusko E.Caucasus, Dagestan, Rutul 07/1994 suchy 0 1
N. Caucasus, Kabardino - Balkaria,
048HI RU | Potosia hieroglyphica Rusko Tyrnyauz circ., 1400 m 3.8.2002 suchy 1 1
N. Caucasus, Kabardino - Balkaria,
049HI RU | Potosia hieroglyphica Rusko Tyrnyauz circ., 1400 m 3.8.2002 suchy 1 1
Talysh, Zuvand, Kavkaz vill. Circ.,
050HI AZ | Potosia hieroglyphica Azerbajdzan | 1600 m 21.6.2008 | suchy 1 0
N 45°1'57.864",
051Cu UK | Potosia cuprina Ukrajina Crimae, Feodosia distr., Kara Dag E 35°21"27.020" |30.6.2006 suchy 1 1
052Cu RU | Potosia cuprina Rusko E.Caucasus, Dagestan, Rutul 07/1994 suchy 0 1
054CM UK | Potosia cuprea metallica | Ukrajina Rovno region, Belsk vill. 21.5.2005 | suchy 0 1
Primorsky reg. , Novocugujevka,
055PN_RU | Potosia nitididoris Rusko near Ussuri river 07/1990 suchy 0 1
057Cu_BU | Potosia cuprina Bulharsko Lozenec 06/1975 suchy 0 1
N 35°42'56",
Potosia cuprea ignicollis | Jordansko Izbid prov., Malka, Wadi de Kurasi | E 32°40'50" 27.5.2009 | suchy 1 1
N 12°48'38,8",
Potosia cuprea cuprea Italie Lazio, Roma, Lariano env. E 41°42'57,2" 2.-7.6.2006 | 96%EtOH 1 1
N 44°57'55.870",
060PA HR | Potosia angustata Chorvatsko Krk, NW Stara Baska E14°41'9.730" 07/2007 96%EtOH 1 1
N 41°12'44.840",
061PA GR | Potosia angustata Recko Kerkini E 23°4'4.062" 7.-13.7.2008 | 96%EtOH 1 1
Tasah Rimt prov., Burchmulla,
062MG UZ | Potosia marginicollis Uzbekistan Yakka-tul 07/2006 96%EtOH 1 1
N 37°53'42.635",
063PA GR | Potosia angustata Recko Pelopones, Mt. Helenos E 22°5'20.728" 13.7.2005 | 96%EtOH 1 1




N 36°46'31.073",

064P0 _GR | Potosia cuprea obscura | Recko Pelopones, Tsapi E 21°51'57.606" | 1.-3.7.2005 | 96%EtOH
Potosia cuprea cuprea Italy Sardinia isl. 07/2007 96%EtOH
N 50°2'45.051",
068CM C7 | Potosia cuprea metallica | Ceska rep. Bohemia, Lany near Pardubice E 15°52'34.394" |07/2010 96%EtOH
N 42°14'15.620",
Potosia cuprea cuprea Francie Corse, Piana E 8°36'49.618" |06/2010 96%EtOH
N 47°18'45.523",
Cetonia aurata Svycarsko Eggen E 7°45'33.669" | 2010 96%EtOH
N 42°17'39.62",
072Cu_BU | Potosia cuprina Bulharsko Natur reservation Ropotamo E 27°45'12.93" 25.7.2010 | 96%EtOH
N 46°16'50.978",
Potosia cuprea ssp. Svycarsko Simplon Pass E 8°121.547" 2010 96%EtOH
Hisarcik 1 km S, Kayseri vill. (10 N 38°41'18.497",
074Cu_TU | Potosia cuprina Turecko km S) E 35°22'48.093" |19.7.2003 | suchy
075Cu_TU | Potosia cuprina Turecko Hasanbeyli 4.7.1993 suchy
076Cu_TU | Potosia cuprina Turecko ? ? suchy
Hungary centr., NP Kiskunsagi, N 46°25'55.671", | 2.-3.5.
077CM_HU | Potosia cuprea metallica | Mad’arsko between Bosca and Orgovany E 19°17'22.221" |2002 suchy
N 44°55",
078Bo FR | Potosia cuprea bourgini | Francie Tarn, Ft de la Grésigne, Penne E 01°45' 06-07/2005 | suchy
Altaj, Mt. Kuraisky, Aktash vill., 296.-4.7.
079CM _RU | Potosia cuprea daurica Rusko source of Yarly amry river 2005 suchy
Burgatia, Barguzin, Reserve, Valley
080Da RU | Potosia cuprea daurica Rusko of Davske river 2.7.2007 suchy
Libanon, Kaza Koura, Aufeh, 15 km
Potosia cuprea ignicollis | Libye S Tripoli 20.6.2009 | suchy
Corse, Ajaccio, 10 km env. By road, | N 41°57'36.784",
Potosia cuprea cuprea Francie Porticcio E 8°49'47.999" 130.6.2002 | suchy
N 19°41'44,92",
087CM _CZ | Potosia cuprea metallica | Slovensko Latky-Polianky E48°36'22,79" 10.6.2010 | 96%EtOH
N 41°58'4.884",
Potosia cuprea cuprea Francie Corse E 8°49'30.688" | 2007 96%EtOH
N 41°58'4.884",
Potosia cuprea cuprea Francie Corse E 8°49'30.688" 2007 96%EtOH
N 47°49'52.869",
090CM SK | Potosia cuprea metallica | Slovensko Kamenica nad Hronom E 18°43'37.389" 96%EtOH




Rodalquilar, Andalucia, Almeria N 36°50'37.602", | 23.-24. 4.
Potosia cuprea brancoi Spanélsko prov. W 2°3'25.713" 2008 96%EtOH
N 40°47'5.901",
Potosia cuprea brancoi Portugalsko | Albergaria W8°26'49.186" 12.5.2009 | 96%EtOH
N 39°52.779¢, 7.-11.6.
096PF_GR | Potosia fieberi Recko Thessaly, Mt.Ossa, Stomio E 22°43.191° 2003 suchy
Corse, Ajaccio, 10 km env. By road, | N 41°57'36.784",
Potosia cuprea cuprea Francie Porticcio E 8°49'47.999"  [30.6.2002 | suchy
098P0 GR | Potosia cuprea obscura Recko Sparta 12.7.1990 | suchy
Burgatia, Barguzin, Reserve, Valley
100Da_RU | Potosia cuprea daurica Rusko of Davske river 2.7.2007 suchy
Libanon, Kaza Koura, Aufeh, 15 km
Potosia cuprea ignicollis | Libye S Tripoli 20.6 2009 suchy
Moravsky Krumlov env., Vedrovice | N 49°122.541", E
103P0 CZ | Potosia cuprea obscura Ceska rep. (obora) 16°21'19.558" 3.5.2007 suchy




