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Abstrakt

Chrobaci rodu Lethrus Scopoli, 1777 patfi do celedi Geotrupidae, ktera je
klasifikovana do tfi podceledi (Geotrupinae, Lethrinae a Taurocerastinae). Podle morfologie
a geografického rozsiteni je v dnesni dobé popsano témér 120 druhd, které se ¢leni na devét
podrodu. Diagnostickymi morfologickymi znaky pro jednotlivé taxony je tvar mandibul,
mandibularnich vyrastk(, pronota a genitalii samcd. Nejvétsi druhova diverzita je zndma
ve Stiedni Asii. Aredl roziteni zasahuje na vychod do Mongolska a Ciny, na zépad do Evropy.
Vsechny druhy jsou robustni, relativné velci apterni brouci s nizkou schopnosti Siteni.
Na rozdil od ostatnich chrobakovitych brouku se nezivi trusem, ale ¢astmi Cerstvych rostlin.

Diplomova prace se zaméruje na druhy Zijici ve vychodnim Stfedomofi a strfedni
Evropé. V této oblasti je rozsSifen pouze nominotypicky podrod Lethrus. Cilem prace je
pouzitim molekuldrné genetickych metod objasnit fylogenetické vztahy mezi druhy podrodu
a udalosti, které mohly vést ke speciaci. Z vymezené oblasti bylo zkoumano 91 jedincd rodu
Lethrus pomoci dvou mitochondridlnich gend — gen pro cytochrom b (382 bp, 80 sekvenci) a
gen pro cytochromoxydazu | (815 bp, 87 sekvenci) a jeden jaderny 28S rDNA (D2-D5) (1100
bp, 11 sekvenci).

Na zakladé fylogenetickych analyz byly identifikovany dvé hlavni linie, které
koresponduji s geografickou polohou jednotlivych druhl. Divergence téchto linii spada
do obdobi pozdniho miocénu a souvisi tak sutvarenim Rilsko-rodopského masivu a
Egejského more, které predstavuji prirodni bariéru mezi liniemi. Dale byl rozpoznan jeden

novy druh a jeden druh byl zpochybnén.

Klicova slova: rod Lethrus, mtDNA, fylogeografie, fylogeneze, speciace, vychodni Stftedomofi



Abstract

Earth-boring dung beetles of the genus Lethrus Scopoli, 1777 belong to the family
Geotrupidae, classified into three subfamilies (Geotrupinae, Lethrinae a Taurocerastinae).
The description of about 120 species, divided into nine subgenera, is based on morphology
and geographic distribution. Shape of mandibles, ventral mandible processes, pronotum and
structure of external male genitalia are used as diagnostic morphological characters for taxa.
The richest species diversity is known from Central Asia. The distribution area reaches, in the
east, up to Mongolia and China, and in the west, up to Southeast Europe. All species are
robust, relatively large flightless beetles with low dispersial ability. They feed on parts
of fresh plants instead of feces like other dung beetles.

Master thesis is focused on the species distributed in the Eastern Mediterranean and
Central Europe. This area is inhabited only by nominotypical subgenus Lethrus. The main
goal of thesis is to clear up phylogenetic relationships between species of subgenus and
speciation events using molecular genetic methods. We have examined 91 samples of the
genus Lethrus using two mitochondrial genes — cytochrome b (382 bp, 80 sequences),
cytochrome oxidase | (815 bp, 87 sequences) and nuclear gene 28S rDNA (D2-D5) (1100 bp,
11 sequences).

Two major lines have been identified based on phylogenetic analysis. These lines
coincide with geographic location of the species. Based on my data, we dated the divergence
of the lines into late miocene, the period of the formation of the Rilo-Rhodope massif and
the Aegean Sea. These two structures represent natural barrier dividing the two lines. New

species has been discovered and one species has been questioned.

Keywords: genus Lethrus, mtDNA, phylogeography, phylogeny, speciation, eastern

Mediterranean



1. Uvod a cile prace

Celed Geotrupidae Latreille, 1802 je vysoce diverzifikovana skupina chrobdk(, kterd
zahrnuje pfiblizné 350 popsanych druhl (Schoolmeesters 2010). V soucdasné dobé je
klasifikujeme do tfi podceledi: Geotrupinae - rozsitena predevsim v holarktické oblasti,
Lethrinae - rozSifena ve stfedni a vychodni Evropé a Asii a Taurocerastinae z pouze tremi
znamymi druhy rozSifenymi vlJizni Americe. Zarazeni podceledi Taurocerastinae je
problematické. Bud byla povaZovana za samostatny klad, nebo byla zahrnuta do podceledi
Geotrupinae. Fylogenetické vztahy uvniti Celedi, které jsou zalozeny vyhradné na morfologii,
tak zGstdvaji stale sporné (Scholtz & Browne 1996, Scholz & Grebennikov 2005, Smith et al.,
2006, Verdu et al. 2004). Geotrupidae jsou povaZzovani za ranou vyvojovou vétev nadceledi
Scarabaeoidea, ktera divergovala nejpozdéji ve spodni kiidé (Krell 2007). Reliktni rozsireni
Taurocerastinae na jihu Jizni Ameriky mohlo byt nasledkem vikariantni udalosti spojené
srozpadem Gondwany a oddélenim Jizni Ameriky ve spodni kfidé. Tato hypotéza je
podporena studii Cunha et al. (2011), ktera datuje vétveni Taurocerastinae od Lethrinae a
Geotrupinae pred 130 miliony let. Divergenci mezi Lethrinae a Geotrupinae datuje zhruba
pred 108 miliony let na konci spodni kfidy. Tato uddlost nejspiSe souvisi s vyvrasnénim
Vychodnich Alp.

Diplomova prace se zaméruje na jediny rod Lethrus apterni podceledi Lethrinae.
Tento rod byl doposud zkouman pouze metodami klasické taxonomie (Nikolajev 2003, Kral
et al. 2001, Kral & Olexa 1996, Hillert 2004, Pittino 2011). UzZitim klasickych morfologickych
metod vSak nelze uspokojivé objasnit specia¢ni uddlosti, Sifeni do novych oblasti ani
fylogenetické vztahy mezi druhy. Metodami molekularni fylogenetiky nebyl rod zatim
zkouman a tak neexistuji Zzadna sekvencni data. Modelovou skupinou pro molekularni
analyzy jsou druhy podrodu Lethrus s. str ve vychodnim Stfedomofi, stfedni Evropé, kde se
nachazi v izolovanych populacich.

Ukolem préce je pouzitim molekuldrné genetickych metod objasnit fylogeografickou

strukturu podrodu a ovéfit status jednotlivych druh.



Cile prace:
1. Shromazdit vzorky co nejvice popsanych druht z lokalit ve vychodnim Stfredomofi
a stfedni Evropé.
2. U ziskanych vzork( osekvenovat ¢ast dvou mitochondridlnich genl COI, cytb a
jednoho jaderného 28S rDNA a provést jejich fylogenetickou analyzu.

3. Srovnat vysledky genetické analyzy s geografickym rozsifenim druhd.



2. Literarni prehled

2.1. Taxonomie, rozsifeni a biologie zastupctli rodu Lethrus
2.1.1. Historicky vyvoj taxonomie podceledi Lethrinae

Po dlouhou dobu podceled zahrnovala jediny rod Lethrus Scopoli, 1777. Béhem
19. stoleti nékteré prace (Fischer von Waldheim 1845, B. Jakovlev 1890, Semenov 1892,
1894, Reitter 1890, 1893) vyradily nékolik taxonl z rodu Lethrus. Nékteré klasifikovaly jako
samostatné rody, jiné jako podrody nominotypického rodu. V poloviné 30. let 20. stoleti byla
publikovana monografie celé podceledi (Semenov-Tian-Shanskij & Medved 1936), ve kterém
byla podceled rozdélena na tfi rody. Kromé nominotypického rodu to byl rod Ceratodirus
Fischer von Waldheim, 1845 a rod Abrognathus B. Jakovlev, 1890. Toto déleni na tfi rody
prihlizelo nejen k morfologii, ale i ke geografickému rozsifeni druhl. V ramci tohoto clenéni
pak rod Lethrus zahrnoval osm podrod( (Microlethrus Semenov, 1894; Lethrulus Semenov,
1892; Scelolethrus Semenov, 1892; Teratolethrus Semenov 1894; Autolethrus Semenov,
1892; Lethrus; Goniolethrus Semenov, 1894; Heteroplistodus B. Jakovlev, 1890). Pozdéjsi
studium variability morfologickych znak(i a diagnostika charakteristické stavby genitalii
samcl umoznilo upfesnéni systematiky podceledi. Rody Ceratodirus a Abrognathus byly
reklasifikovany na podrody. Byly popsany dva nové podrody (Furcilethrus Nikolajev, 1968,
Neolethrus Nikolajev, 1987) a fada druhl byla presunuta do jinych podrod( (Nikolajev 1968,
1987).

V soucasnosti je podceled chdpana jako monofylum s jedinym rodem Lethrus.
Autapomorfnim znakem dospélcl jsou vyrazné vyvinuté mandibuly (sexudlné dimorfni znak)
a maxily (Scholz & Grebennikov 2005). Podle morfologie a geografického rozsireni je dosud
popsano témér 120 druh(, které se ¢leni na devét podrodl (Abrognathus; Heteroplistodus;
Ceratodirus; Neolethrus; Furcilethrus; Mesolethrus Nikolajev, 2003; Lethrus; Paralethrus

Nikolajev, 2003; Scelolethrus) (Nikolajev 2003, Kral & Nikolajev 2006).

2.1.2. Rozsireni

Aredl rozsiteni rodu Lethrus je rozsahly. Zasahuje od Panonské oblasti a Balkanského
poloostrova na zapadé do Mongolska a Ciny na vychodé a od Orenburskych stepi (pod Jiznim

Uralem) na severu k severnim hranicim irdnu a Afganistanu na jihu. Aredl ma disjunktni
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charakter a je rozdélen na tfi ¢asti. Zapadni €ast zahrnuje evropské a maloasijské uzemi,

stfedni ¢ast se nachazi ve Stredni Asii a vychodni ¢ast v Mongolsku (obr. 1) (Nikolajev 2003).

LN /’”}« i“*:fz ““\f?i ol 5 S
W WA

s L

¢
L5
i s ;
4 {:S;A' /
77
7

L ——

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

sold 177 x

B S e
30[0B 7 0 R
b WL B

7 1
%Ke 2

Obrazek 1: Rozsifeni rodu Lethrus: 1 - prozkoumany areal rodu; 2 - oblast s nalezy pouze nékolika taxonl rodu
(Nikolajev 2003).

Nejvétsi druhova diverzita se naléza ve Stfedni Asii (predevsim v Tadzikistanu)
(Semenov-Tian-Shanskij & Medvedev 1936, Nikolajev 1987, Kral & Olexa, 1996, Nikolajev
2003).

Do vychodniho Stfedomofi a evropskych oblasti proniklo nékolik malo druhl a
to pouze z nominotypického podrodu rodu Lethrus, ktery Cita celkové asi 30 druhl (Baraud
1992, Kral et al. 2001, Nikolajev 2003, Kral & Nikolajev 2006, Pittino 2011). Tyto druhy
vykazuji omezené, podle soucasného poznani striktné alopatrické aredly rozsireni (Kral et al.
2001). Jsou znamy na Balkdanském poloostrové, jihu vychodni Evropy a Malé Asii. Vyjimku
tvofi L. (L.) apterus s rozsdhlym aredlem rozsirenim dosahujicim od Panonie az na Ukrajinu a
k fece Don (podrobnéji v kapitole 2.1.4.). V Asii se ostatni druhy podrodu vyskytuji ve dvou
aredlech. Jednak v podhorskych oblastech na jihovychod od Kaspického more a predevsim
ve vychodnich oblastech Stredni Asie (Baraud 1992, Nikolajev 2003).

Na vétsiné uzemi aredlu rozsifeni se rod vyskytuje na sprasovité pudé. Sprase vznikaly
béhem glacialu, kdy ustupujici ledovec nechaval za sebou zbytky rozdrcenych hornin. Vlivem
suchého klimatu tak vznikla tato typicka pdda. V oblastech Recka a Turecka se viak sprase a?

na ojedinélé vyjimky nevyskytuji (Haase et al. 2007).
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2.1.3. Charakteristika rodu Lethrus a nominotypického podrodu Lethrus

Chrobaci rodu Lethrus jsou relativné velci robustni bezkfidli brouci s ndpadné
vyvinutymi kusadly. Vykazuji ndpadny sexualni dimorfismus. Samci nesou na ventralni strané
mandibul vyrazné vyrlstky. Tyto vyrlstky jsou spolu s tvarem mandibul, genitalii a pronota
morfologickym diagnostickym znakem pro jednotlivé taxony. Naproti tomu samice jsou
uniformni. Pouze u nékterych druhd rodu Lethrus vykazuji samice charakteristické znaky a
Ize podle nich urcit ptislusny taxon (napf. ovalna ploska s drobnymi hrbolky na konci krovek
u samice L. (L.) scoparius Fischer, 1821).

Podrod Lethrus vykazuje ndasledujici charakteristické saméi morfologické znaky. Barva
téla je Cerna, Casto s kovovym leskem. Ventralni strana mandibul nese mohutné vyristky,
velmi zfidka vyrlstky chybi nebo jsou jen slabé vyvinuty v podobé tupych hrbolkd. Vyrlstky
se nachazeji zhruba uprostied délky mandibul a vycnivaji doll a dopredu. Predni okraj
vyruistkl mUzZe nést zoubky, vnitfni strana mlzZe byt podélné vroubkovand. Vyrastky maji
tendenci k asymetrii. V takovém pfipadé byva pravy podstatné vice vyvinut nez levy. Stejné
tak je asymetricky horni pysk, jeho prava cast je vétsi nez leva. Postorbitalni zoubky nejsou
vyvinuty nebo jsou pouze malé. Hrdlo je vidy vypouklé. V populacich je mozné nalézt
i tzv. malé samce bez vyrazné vyvinutych znak( (Kral & Hillert 2011, in prep.). Samice se od
samce odliSuje velikosti téla, byva mensi. Mandibuly mda uzké a bez vyrlstk( (Nikolajev

2003).

2.1.4. Podrod Lethrus ve stiedni a vychodni Evropé a ve vychodnim Stifedomofi

VSechny druhy podrodu Lethrus v této vymezené oblasti fadime do skupiny Lethrus
apterus (tab. 1 a obr. 2). Do této skupiny patii velké az velmi robustni druhy. Mandibuly jsou
kratké a silné. Predni uhly pronota jsou ostré nebo pravouhlé, nékdy zaoblené. Krovky
nemaji podélné vroubkovani nebo je vroubkovani jen sotva patrné. Epipleury nedosahuji
Svu. Stavba mandibularnich vyr(istkl a pronota u zastupcl této skupiny se vyrazné lisi
(obr. 3), takZe by bylo moiné rozdélit je do tfi samostatnych podrod( (Nikolajev 2003).
Takovéto déleni provedl jiz Semenov (1894), kdyz tyto druhy klasifikoval spolecné
s nékterymi asijskymi do tfi samostatnych podrodl Autolethrus, Goniolethrus a Lethrus.
Nicméné stavba genitdlii samcl je u vSech sledovanych druhl identicka. Z tohoto dlivodu

predchozi déleni Nikolajev (1968, 1987, 2003) zpochybnil.
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Tabulka 1: Pfehled taxonu ve stfedni a vychodni Evropé a vychodnim Stfedomofi

Druh

Zafazeni podle Semenov (1894)

Lethrus (L.) apterus (Laxmann, 1770)

podrod Lethrus

Lethrus (L.) ares Kral, Rejsek et Schneider, 2001

nebyl popsan

Lethrus (L.) armeniacus Reitter, 1890

podrod Autolethrus

Lethrus (L.) brachiicollis Fairmaire, 1855

podrod Goniolethrus

Lethrus (L.) elephas Reitter, 1890

podrod Lethrus

Lethrus (L.) fallax Nikolajev, 1975

nebyl popsan

Lethrus (L.) halkidikiensis Krél et Hillert, 2011 *

nebyl popsan

Lethrus (L.) liviae Pittino, 2011

nebyl popsan

Lethrus (L.) macrognathus Fairmaire, 1866

podrod Lethrus

Lethrus (L.) perun Kral et Hillert, 2011 !

nebyl popsan

Lethrus (L.) raymondi Reitter, 1890 podrod Autolethrus
Lethrus (L.) rotundicollis Fairmaire, 1866 podrod Autolethrus
Lethrus (L.) schaumii Reitter, 1890 podrod Autolethrus

Lethrus (L.) strymonensis Kral et Hillert, 2011 !

nebyl popsan

Obrazek 2: Mapka rozsiteni taxon( ve stfedni a vychodni Evropé a vychodnim Stfedomofi dle Kral & Nikolajev
2006, Kral & Hillert 2011, in prep. Jednotlivé body nezobrazuji konkrétni misto vyskytu. Udava pouze ndstin
zemi, kde jsou dané druhy rozsirené. @ Lethrus (L.) apterus, O Lethrus (L.) ares, O Lethrus (L.) armeniacus, @
Lethrus (L.) brachiicollis, @ Lethrus (L) elephas,. Lethrus (L.) fallax, @ Lethrus (L.) halkidikiensis, O Lethrus (L.)
liviae, @ Lethrus (L.) macrognathus, @ Lethrus (L.) perun, @ Lethrus (L.) raymondi, O Lethrus (L.) rotundicollis,
@ Lethrus (L.) schaumii, @ (ethrus (L.) strymonensis.

! Druhy jsou popsany v dosud nepublikovaném ¢lanku Kral & Hillert 2011, in prep. Diplomova prace pouziva
navrZzenou nomenklaturu se svolenim autord.
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Obrazek 3: Morfologické nakresy ventralnich vyrlistk(i mandibul samc( (pohled ze strany a zpredu): a) Lethrus
(L.) apterus, b) Lethrus (L.) elephas, c) Lethrus (L.) macrognathus, d) Lethrus (L.) ares, €) Lethrus (L.) armeniacus,
f) Lethrus (L.) halkidikiensis, g) Lethrus (L.) perun, h) Lethrus (L.) raymondi, i) Lethrus (L.) rotundicollis, j) Lethrus
(L.) schaumii, k) Lethrus (L.) strymonensis, |) Lethrus (L.) brachiicollis, m) Lethrus (L.) fallax, n) Lethrus (L.) liviae,
autori: Oliver Hillert (a-m), Katefina JGzova (n).

2.1.5. Biologie

Lethrus Zije v koloniich zpravidla na jizné orientovanych svazitych terénech
s narusenym rostlinnym pokryvem a ¢astecné obnaZenou padou (napf. nekultivované okraje
pole, meze mezi poli, polni cesty, pastviny, olivové hdje). Imaga se objevuji na povrchu zemé
pomeérné brzy na jare (podle klimatu brezen az zacatek kvétna). Samec i samice nejdrive Ziji
samostatné. Hloubi si prozatimni obytné 5-15 cm hluboké nory. Na zacatku doby pareni se

na povrchu soucasné objevuje mnoho samc(, ktefi vyhledavaji blizké nory obyvané
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samicemi. Pfi hleddni samice cCasto dochdzi mezi samci k soubojim. Jestlize se samec -
dobyvatel (hleda samici) pokousi proniknout do nory obsazené uz jinym samcem nebo
parem, stfetdva se samcem - strdzcem (hlidd noru) u vchodu do nory. Tu samec - strdzce
uzavie pomoci Stitu a hlavy. Pokud se samec - dobyvatel pokousi i naddle proniknout
do nory, snazi se ho samec - strazce vystrcit (Lengerken 1954, Tesaf 1957, Frantsevich et al.
1977, Moréavek 1993). Zplsob souboje zavisi na vyzbrojeni kusadel. Samci, ktefi maji
na mandibuldch pouze kratké ventrdlni vyrQstky (napf. podrod Abrognathus), bojuji
uvchodu do nory a snazi se pretlacovanim protivnika vystréit. Naopak samci s velkymi
vyrastky (napf. podrod Lethrus, Scelolethrus) se v boji ¢asto dostavaji daleko od nory. BEhem
souboje zdvihnou vysoko hlavu a namifi tak vyrlstky dopfedu na protivnika. Dalsi typ
souboje svadéji samci, ktefi maji vyrlstky namifené dopredu (napf. podrod Ceratodirus,
Furcilethrus). Do protivnika vrazZeji jen levym vyrastkem, jehoZ Spi¢ka mifi na hrdlo protivnika
(Nikolajev 2003).

K pareni dochazi v nofe. Par poté spolecné prohlubuje noru az do hloubky kolem
jednoho metru a buduje postranni buniky pro potomky (celkem 5-7 bunék na jednu noru)
(obr. 4). Hloubka nory zavisi na vlhkosti pudy a prostupnosti substratu. Samice pod
vyhrabanou bunku naklade vajicko a zaplni ji Cerstvymi ¢astmi rostlin a uzavrfe hlinénou
zatkou. Aby byla naplnéna jedna bunka, musi brouk alespon padesatkrat vykonat cestu pro

potravu (Frantsevich et al., 1977 ).
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Obrazek 4: Nora s burikami. a) hromadka vyhrabané zeminy, b-c) samec a samice plnici buriku, d) nehotova
bunka, e) hotova bunka zaplnéna potravou, f) vajicko, g) larva pozirajici prichystanou potravu, h) kukly, i)
zasypané chodby zeminou (upraveno dle Lengerken 1954).

Na rozdil od ostatnich chrobdk(l se totiz Lethrus nezivi trusem kopytnikl, ale
cerstvymi rostlinami, které ukusuje mohutnymi kusadly (Tesaf 1957, Frantsevich et al., 1977,
Nikolajev 2003). Z rostliny si vybira prevainé mladé listy, nékdy vsak i kvéty (Drozova, Jansta
& Sipek pers. observ.) Nicméné v jiznim Tadzikistanu a v Mongolsku byly v burikich kromé
rostlin objeveny i kousky trusu (Ulykpan 1984). Obvykle si dospélec chodi pro potravu
do bezprostredni blizkosti nory, ale mlze se vzdalit az na jeden metr od nory. S potravou se

vraci pozpatku nejkratsi pfimou cestou k nofe (Frantsevich et al., 1977). Rostliny okusuje
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z povrchu zemé, dokdaze ale vylézt i na rostlinu do vySky 80 cm a odtud shazovat ukousané
casti dolli. Nasledné je vsechny odnese do nory. Okousana rostlina vypada charakteristicky

(obr. 5) (Nikolajev, 2003).

Obrazek 5: Vyhonek vinné révy okousany chrobdkem (Nikolajev 2003).

Druhy rodu Lethrus vyuZzivaji jako potravu pres 100 druh( rostlin. Mezi témito druhy
je i velky pocet zemédélsky vyuZivanych rostlin (napf. vinna réva). Nejméné 20 druht rodu
bylo zatazeno mezi skidce (Medvedev 1974, Ulykpan 1984). Na pastvindch naopak byvaji
uzite¢ni. Provzdusnuji padu a zpracovavaji rostliny, které dobytek neZere napf. Sophora
(jerlin), Eremurus (liliochvostec) (Nikolajev 2003).

Z vajicka se lihne larva zhruba po 10-14 dnech. Nejprve se Zivi vajecnym obalem a
nasledné rostlinnou kulickou pfipravenou rodici. Stadium larvy trva kolem 30-35 dni. Larva
ma tfi instary. Posledni instar si vytvari kokon z hliny, vlastnich slin a vyméska. Larvy cCasto
hynou vlivem bakteridlni infekce nebo kvlli potravnim parazitim (napf. z fddu Diptera:
Fungivoridae; Coleoptera: Scarabaeidae: Aphodiinae). Stadium kukly trva asi tfi tydny.
Vylihlé imago prezimuje ve svém kokonu. V nofe mohou byt i dvé generace, jestlize starsi

brouci nezemrou dfiv, nez se vylihnou novi. Podle Andrijevské (1950) by také mohly starsi
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imaga znovu zimovat a dozit se tak dalSi sezény. Tuto hypotézu podporuje vyskyt broukl

s hrubym chitinem a odfenymi prednimi tarzy jiz brzy na jare (Nikolajev 2003).

2.2. Oblast Stredomof¥i

2.2.1. Struéna charakteristika oblasti

Oblast Stredomofi je jednim ze svétovych mist svysokou biodiverzitou
a endemismem. Zahrnuje sever Afriky véetné Kandrskych ostrovl, jizni Evropu kolem
Stfedozemniho more az po Kaspické jezero, pohofi Kopet Dagh a vétSinu Arabského
poloostrova aZz po Persky zaliv (Buchar, 1983).

Oblast je rozdélena na zapadni a vychodni Stfredomofi podmofskym hrbetem lezicim
mezi Sicilii a pobtfezim Tuniska. Vychodni Stfredomoti je diky své rozmanité topografii a
podnebi dlleZitou kfizovatkou pro Sifeni rostlinnych a Zivocisnych druhd mezi vychodem
a zapadem i severem a jihem. Jde tak o dulezZity region pro studium fylogeografie a speciace
rostlin a Zivocichu. Dobfe prozkoumand geologicka a klimaticka historie regionu v miocénu a
pliocénu nam umoznuje analyzovat procesy, které ovliviuji biodiverzitu oblasti (Akin et al.,
2010).

Region Stfedomoti se postupné utvarel pohyby eurasijské a africké zemské desky.
Stiety desek vedly k alpinskému vrasnéni a k izolaci Stredomorské panve od Atlantského
Indického ocednu ve tretihorach (Lomolino et al. 2006). Tento proces prinesl dramatické
zmény v terestrickém prostiedi oblasti. Vzniklo alpinské horské pasmo, od Atlasu na zapadé,
pfes Apeniny, Balkdn a Karpaty aZz po Zagros na vychodé. Stfedozemni more zlistdvalo
spojené s Atlantskym ocedanem, dokud nedoslo kuzavieni Gibraltaru a naslednému
vysychani stfedomorské panve. Toto obdobi v pozdnim miocénu je zndmé jako Messinska
salinitni krize (pred 5,9 — 5,3 miliony let). Messinska salinitni krize vytvofrila nové prostredi
pro Sifeni Zivocisnych i rostlinnych druht (Akin et al. 2010). Tektonické zmény opét uvolnily
cestu k Atlantskému ocednu a béhem dvou let tak dosSlo kopétovnému zaplnéni
stredomorské panve (Blondel & Aronson 2005). Diky znovuzaplnéni stfredomorské panve

vodou tak mohlo dojit k allopatrické diferenciaci ancestralnich genetickych linii.
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2.2.2. Biogeografie a postglacialni vzory ve Stredomofi

Kromé geologickych procesti je dulezitym faktorem klima. Bé&hem ctvrtohor
(poslednich 2,4 mil. let)dochazelo k vyraznym zméndm klimatu, které se projevovaly Sifenim
¢i Ustupem rozsahu pevninského ledovce. Posledni doba ledova nastala cca pred 116 tisici
lety (Kukla et al. 2002) a svého maxima dosahla pfed 18 000 lety. Jednd se o obdobi, kdy byla
Evropa pokryta ledovcem v nejvétsim rozsahu (Bard 1998). Uzemi Iberského, Apeninského a
Balkanského poloostrova zustala izolovdna od zalednéné Evropy, diky horskym masivim,
které Siteni ledu zastavily. Pfedpoklada se, Ze oscilace mezi glacidly a interglacidly vedly
k pocetnym extinkcim, stejné jako k pfilezitostem pro vznik novych druhl v refugiich a
pfi nasledné kolonizaci novych aredld po Ustupu ledovce. Druhy mély tfi mozZnosti. Bud'
mohly vymfit, pfizplsobit se novym podminkdam, nebo se mohly presunout do oblasti
s prijatelnymi Zivotnimi podminkami (Coope 2004).

Klimatické zmény ve ctvrtohorach a stfidani teplych a studenych period na konci
zalednéni tak pomahaji vysvétlit genetickou diverzitu rostlin a Zivocichl ve Stredomoti. Toto
Uzemi je povazovano za refugium druhl, které nebyly schopné preZivat v severnéjsich
zemépisnych Sifkach. Nasledkem toho mohlo dojit krozdrobeni jejich aredlu a poté
k allopatrické speciaci. V dobach meziledovych a po posledni dobé ledové, kdy nastalo
otepleni klimatu a tdni ledovcl, druhy prezivajici v jiznich refugiich (iberské, italské,
balkdnské) expandovaly smérem na sever Evropy, coz mohlo byt doprovazené sérii
tzv. ,bottleneck(l“. Model distribuce a stupen diverzifikace mezi liniemi pochdazejicimi
z rlznych glacidlnich refugii zavisi predevsim na jejich disperzni schopnosti (Dapporto 2009).
Na zakladé podobnosti sekvenci DNA je mozné usoudit, z jakych glacialnich refugii severni
populace pochazeji. Mnoho druhG mezi refugii vykazuje taxonomickou a genetickou
diverzitu (Hewitt 1999, 2000).

Dle DNA v Evropé prevlada balkansky genom u vétSiny druh(l, nasleduje ibersky
a nakonec italsky. Ukazatelem spolecného glacidlniho plvodu populaci je chybéjici
diferenciace mezi vzdalenymi populacemi (Lunt et al. 1997). Podle tradi¢niho modelu jsou
znamy tfi priklady zakonitosti evropské postglacialni kolonizace ilustrované saranci obecnou
Chorthippus parallelus (Insecta: Orthoptera), jezkem rodu Erinaceus (Mammalia: Insectivora)
a medvédem hnédym Ursus arctos (Mammalia: Carnivora) (obr. 6). Expanze haplotypl

sarance Ch. parallelus z balkanského refugia zaplnila vétSinu Evropy nejspiSe diky tomu,
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Ze Pyreneje a Alpy branily v rozsiteni iberskych a italskych genom(. Naopak u druhi jeZka
uzZ tato pohofi bariéru nepredstavovala a do Evropy se rozsifil z iberského, italského a
balkdnského refugia. Pro medvéda byly migraéni bariérou alespon Alpy a Evropu
rekolonizoval z Iberského poloostrova a Karpat (Taberlet et al. 1998, Hewitt 2001, 2004).
Hory nepredstavovaly nejspiSe migracni bariéru ani pro druh Ips typographus, ktery v obdobi
posledni doby ledové (maximum pred 18000 lety) byl také stazen i se svou hostitelskou
rostlinou do jiznich refugii v Italii a na Balkanském poloostrové, ze kterych se pak Sifil

po Evropé smérem na sever (Stauffer et al. 1999).

Chorthippus paraflelus Erinaceus spp Uirsus arcios

f:af /”“Q}J s

TR MUY T

Obrazek 6: Tri priklady evropské postglacialni kolonizace zleva Chorthippus parallelus, Erinaceus spp, Ursus
arctos (upraveno podle Hewitt et al., 2001)

Podle jiného nazoru existovala glacialni refugia i v nékolika dalSich oblastech stfedni

Evropy a zapadni Asie (obr. 7) (Bilton 1998).

Obrazek 7: Glacialni refugia. (a) Tradiéni model. (b) Model pro malé savce. Cerné body - refugia, Sipky -
moznost Sifeni, Sedivé plochy - rozsah ledovce (podle Biltona et al. 1998).
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Geneticka struktura populaci vSak nezavisi pouze na historickych udalostech, ale také
na soucasnych procesech. Svou roli zde hraji lokalni adaptace, geneticky drift, migrace aj.

(Saskova 2010).
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3. Material a metodika

3.1. Material

K molekuldrnim analyzdm bylo pouZito 91 jedincd podrodu Lethrus z 32 lokalit a
8 jedinch ze CcCtyr pribuznych taxon( (Trypocopris vernalis (Linné, 1758), Anoplotrupes
stercorosus Hartmann in L. G. Scriba, 1791, Geotrupes stercorarius (Linné, 1758), Geotrupes

v o

sp.) jako ,outgroups” (dale jen outgroups). Vzorky pochdzeji z exemplara ziskanych
odchytem ve volné pfirodé. Za timto ucelem byly naplanovany tfi expedice. V roce 2009
jsme podnikli cestu do Recka, vroce 2010 do Madarska a na Slovensko a vroce 2011
do Turecka. Dalsi material byl ziskdan ze soukromych sbirek a cest RNDr. Davida Krale, Ph.D
z katedry zoologie PFF UK, Petra Kabatka (CR), Olivera Hillerta (Némecko) a Ing. Véclava
Kfivana (CSOP Knézice).

VSechny odchycené exemplare byly hned po odchytu fixovany v 96% ethanolu.
Kazdému jedinci byla odebrdna jedna koncetina (zpravidla stfedni) a uloZena samostatné

v mikrozkumavce pro lepsi uchovani tkané. K dispozici byly také suché preparaty péti taxonq,

z nichZ se vSak podafilo ziskat DNA jen z jediného (druh Lethrus (L.) coptotis). Kompletni

prehled vzork( véetné jejich lokalit je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2: Studované taxony véetné zemépisnych Udajl, data sbéru a celkového poctu vzorkd.

Taxon Lokalita GPS Datum Poéeto
sbhéru vzorkd
Lethrus (L.) apterus Srbsko, Vrdnik env., 345m N 45°08'30.96", 2010 2
E 19°78'13.18"
Lethrus (L) apterus Slovensko, Kamenica nad Hronom vill. N 47°50.488, E 13.5. 2010 5
env. 018°43.575
Lethrus (L.) apterus Madarsko, Esztergom env. N 47°48'0.827", 13.5.2010 6
E 18°44'29.002"
Lethrus (L) apterus Ture.cko, 18km E of Edirne, 41.67444°N, 26. 4. 2011 3
Habiller env., 141m 026.78676°E
Lethrus (L.) ares Recko, Evros dist., Ladi env. N 41°28.007, £ 17. 4.2009 3
26°15.135
Lethrus (L.) brachiicollis Turecko, Canakkale prov., 39,63865°N, 23.4.2011 |3
1.5km NW of Késedere, 68m 026,16750°E
Lethrus (L.) brachiicollis Turecko, Canakkale prov., 39,76531°N, 23.4.2011 |3
3km SW of Enzine, 99m 026,31534°E
Lethrus (L.) coptotis Tadzikistan, Khozratisho Mts., Ljangar 5. 4.2006 1
L ) ) N 39°39.236, E
Lethrus (L.) elephas Recko, Tricala dist., Platanos env. 21°46.257 15. 4. 2009 4
b I keck . N 40°55.462, E
Lethrus (L.) fallax Recko, Evros dist., Avantas env. 25°54.268 17.4.2009 5
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Lethrus (L) fallax Turecko, Canakkale prov., 40,23864°N, 23, 4. 2011
19.5km NE of Canakale, Umurbey, 73m | 026,60484°E
Lethrus (L) fallax Turecko, Tekirdag prov., 40,86528°N, 55 42011
15.5km E of Kesan, Izgar env., 177m 026,81518°E
Lethrus (L) fallax Tekirdag prov., 17km E of Kesan, 40,85398°N, 55 42011
Kadikoy env., 97m 026,82717°E
Lethrus (L) fallax Turkey, Canakkale prov., 22.5km SE of 40,68815°N, 55 42011
Kesan, Kalealti env., 63m 026,79325°E
Lethrus (L) liviae Turecko, Canakkale prov., 40,23473°N, 24, 4. 2011
8.5km NW of Eceabat, 27m 026,43803°E
o Turecko, Canakkale prov., 40,20909°N,
Lethrus (L.) liviae 25.4.2011
3.3km NE of Eceabat, 32m 026,38005°E
o Turecko, Canakkale prov., 40,20704°N,
Lethrus (L.) liviae 25.4.2011
2.2km N of Eceabat, 7m 026,36053°E
o Turecko, Canakkale prov., 40,21688°N,
Lethrus (L.) liviae 25.4.2011
5km NE of Eceabat, 10m 026,39809°E
. Macedonia, Nogaevci / Ubogo N 41.624848991,
Lethrus (L.) raymondi o 2011
(Bregalnica river), 216 m E 21.95277169
Lethrus (L.) rotundicollis Turecko, Izmir prov., 39,13333°N, 21 4. 2011
6.5km N of Dikili, Kabakum env., 35m 026,89893°E
Lethrus (L.) rotundicollis Turecko, Canakkale prov., 39,50654°N, 21.4.2011
12km SW of Ayvacik, Behram env., 77 026,33124°E
Lethrus (L.) schaumi Recko, Evros dist., Komara env. N 41°36.001, 18. 4. 2009
E 26°12.136
Lethrus (L.) schaumi Recko, Evros dist., Tychero env. N 41°05.557, 18. 4. 2009
E 26°16.458
« . . N 41°06.094,
Lethrus sp.1 Recko, Rodopi dist., Karydia env. E 25°24.570 19. 4. 2009
Recko, Serres distr., Thermopigi env., N41°16'23”,
Lethrus sp.2 2011
170m E023°21'59"”
o Recko, Chalkidiki dist., Metamorfossi N 40°13.825°,
Lethrus (L.) halkidikiensis env. E 23°36.460 22.4.2009
N 41°29°'57”,
Lethrus (L.) perun Bulharsko, Khotovo, 188m E 023°20°18" 9. 4.2006
b Iharsk | h N 41°25’30",
Lethrus (L.) perun Bulharsko, Dolno Spanchevo, 130m E 023°22°46" 9. 4.2006
b Iharsk | N 41°27°01"”,
Lethrus (L.) perun Bulharsko, Muletarovo S env., 130m E 023°14°07" 10. 4. 2006
Lethrus (L.) strymonensis | Recko, Serres distr., Neo Petritsi env. N 41°16.759, 2011
E 023°18.656
Lethrus (L.) strymonensis | Recko, Serres dist., Serres env. N 41°07.508, 21. 4. 2009
E 23°32.149
Lethrus (L.) strymonensis | Recko, Serres dist., Serres env. N 41°06.609, 21. 4. 2009
E 23°33.447
Slovensko, PleSivecka planina, 682m, N 48°33.228,
Anoplotrupes stercorosus .. 2009
Kruzna vill. env. E 20°26.589
Geotrupes stercorarius Slovensko, Silica vill. env. N 48°33.185, 2009
E 20°31.210
Geotrupes sp. Fhorvatsko, I?almatia centr., Br?é 2009
island, NereziSca env., Humac hill 430m
] ] o N 48°33.185,
Trypocopris vernalis Slovensko, Silica vill. env. E 20°31.210 2009
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3.2. Metodika
3.2.1. Izolace DNA

Izolace DNA byla provadéna zjedné koncetiny kazdého usmrceného jedince
fixovaného v 96% ethanolovém roztoku skladovanych v mrazicim boxu pfi teploté -20°C,
pfipadné ze suchych sbirkovych preparati. Koncetina byla odebrana pomoci preparacnich
pinzet sterilizovanych lihovym roztokem a plamenem pred a po kazdém odbéru.

Pfed izolaci byla tkan osuSena na filtracnim papirfe a rozlamdna na drobné kousky
pomoci sterilnich preparacnich pinzet. Nasledné umisténa do 1,5 nebo 2 ml mikrozkumavky.
Zkumavka se nechala oteviend bud pfi pokojové teploté nebo pfi 50°C, aby se odparil
zbytkovy ethanol v tkani po dobu 15 — 20 minut.

Nasledné byla extrahovana DNA dle protokolu komeréné doddavané izolacni sady
Qiagen DNAeasy® Tissue Kit (Qiagen). Pro efektivnéjsi lyzi tvrdSich ¢asti koncetiny jedince
byly vzorky ponechany v topném bloku pfi teploté 56°C pres noc.

Po izolaci byla ovéfena koncentrace a C(Cistota vyizolované DNA pomoci

spektrofotometru NanoDrop®ND-100. Ziskana DNA byla uchovana pfi teploté -20°C.

3.2.2. Polymerazova fetézova reakce (PCR)

V diplomové praci byly sledovany Useky dvou mitochondralnich gen( - cytochromu b
(cytb) a cytochromoxydazy | (COIl) a jednoho jaderného genu — 285 D2-D5. Useky téchto
genll druh( rodu Lethrus a taxonU pouzitych jako outgroups byly amplifikovany pomoci

primerd uvedenych v tabulce 3.
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Tabulka 3: Pfehled primerd pouZzitych pro amplifikaci studovanych gen.

Gen Nazev Orientace Sekvence primeru Zdroj
primeru
CB3 forward 5' GAGGAGCAACTGTAATTACTAA3' Barraclough et al. 1999
cytb
CB4 reverse 5' AAAAGAAA(AG)TATCATTCAGGTTGAAT 3' Barraclough et al. 1999
8?&2)183 forward 5' CAACATTTATTTTGATTTTTTGG 3' Simon et al. 1994
col L2-N-3014
(Pat) reverse 5' TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA 3! Simon et al. 1994
285D2F | forward | 5' CGGGTTGCTTGAGAGTGCAGC 3' ::Wuks“ig?lzrsg;’s“d
28S rDNA-D2 P ” Josud
28SD2Ra | reverse | 5' CTCCTTGGTTCCGTGTTTC 3' Hawks 2009 (dosu
nepublikovano
285D3 forward | 5' TTGAAACACGGACCAAGGAG 3' :Zwuk;“ig?/zrfgmd
285 rDNA-D3-5 Ha?/vks 2009 (dosud
28SD5 reverse 5' CGCCAGTTCTGCTTACCA 3' . .
nepublikovano

Reakéni smés byla pripravena do celkového objemu 25ul nebo 50ul na vzorek (presné

slozeni reakéni smési uvadim v tabulce 4). Pro PCR reakci byla pouzita komercni reakéni smés

PPP Master Mix od spolecnosti Top-Bio, s.r.o, kterd obsahuje s vyjimkou primer( vSechny

potiebné slozky (dNTP, Taq polymeraza, reakcni pufr s MgCl, , barviva a stabilizatory).

Soucasti baleni PPP Master Mixu od spolec¢nosti Top-Bio s.r.o je dodavana také 1,5 ml

mikrozkumavka s PCR H20. Pro lepsi amplifikaci cytb nékterych taxonud bylo tfeba pouzit

PPP Master Mix bez MgCl, (Top-Bio) a do reakce pfidat optimalni mnozstvi MgCl, (25nM)

(soucast baleni). SloZeni této smési uvedeno v tabulce 5.

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

Chemikalie Mnoistvi (pul) Mnoistvi (pul)
PPP Master Mix 12,5 25
Forward (10 pmol/ul) 1 2
Reverse (10 pmol/ul) 1 2
PCR H,0 8,5 17
DNA (5-10 ng/ul) 2 4
Celkovy objem 25 50

25




Tabulka 5: SloZeni reakéni smési pro PCR s MgCl, (vztaZzeno na jednu reakci)

Chemikalie Mnoistvi (pul)

PPP Master Mix 12,5
MgCl, (25nM) 3
Forward (10 pmol/pul) 1
Reverse (10 pmol/ul) 1
PCR H,0 5,5
DNA (5-10 ng/ul) 2
Celkovy objem 25

Amplifikace poZadovanych usekd DNA probihala v termocykleru C1000 TM Thermal
Cycler (BioRad) a iCycler TM Thermal Cycler (BioRad). U vSech pouzitych dvojic primert byla
provadéna gradientova PCR pro zjisténi optimalni teploty nasedani primerd. Optimalni
teplotni podminky cykld pro PCR jednotlivych genl jsou uvedeny v tabulce 6. V pripadé

nékterych taxonU byl PCR cyklus pro cytochrom b pozménén teplotou nasedani primerda.

Tabulka 6: PCR program pro amplifikaci gent cytB a COI

cytb Krok Pocet opakovani Teplota Cas
1. Pocatecni denaturace 1x 95°C 5 min
2 Denaturace 94°C 1 min
3 Nasedani primer( 40x 47-50°C 1 min
4, Polymerace 72°C 1 min 30s
5 Zavérecna polymerace 1x 72°C 10 min
6 Chlazeni 1x 4°C forever

COl Krok Pocet opakovani Teplota Cas
1. Pocatecni denaturace 1x 95°C 5 min
2. Denaturace 95°C 30s
3. Nasedani primert 40x 50°C 40s
4. Prodluzovani 72°C 2min
5. Konecné prodluzovani 1x 72°C 10min
6. Chlazeni 1x 4°C forever

3.2.3. Kontrola spravného prtibéhu PCR

Kontrola kvality a pfiblizné délky DNA byla provadéna pomoci elektroforézy. Na 1%

agarozovy gel, ktery byl pfi pfipravé smichdn s optimdlnim mnoZstvi ethidium bromidu (dle

objemu gelu), bylo naneseno 5 ul PCR produktu nebo v pripadé 28S rDNA cely objem 50ul
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od kazdého vzorku spole¢né s délkovym standardem DNA (GeneRuler™ 100bp DNA Ladder,
Fermentas). Elektroforéza bézela po dobu cca 35-50 min nastavend na hodnoty 400mA a
100V. Po dobéhnuti elektroforézy byla provedena kontrola pod UV osvétlenim.

Vzorky, u kterych byla amplifikace Uspésna, byly nasledné precistény pomoci
soupravy Qiaquick® PCR Purification Kit (Qiagen) a PCRExtract Mini Kit (5 Prime)
dle protokolu dodavaného vyrobcem. PCR produkty 28S rDNA bylo nutné vyrezat primo
z gelu (pti amplifikaci dochdzelo k namnoZeni vétsiho poctu fragmentt). DNA z vyfezanych
Casti agardzového gelu byla purifikovana pomoci kitu Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit
(capped columns) od spolecnosti Zymo Research dle pfilozeného navodu. U vzork(
s negativnim vysledkem amplifikace bylo nutné opakovat PCR, pfi které bylo potfeba zménit

nékteré parametry ¢i chemikalie, aby byla amplifikace Uspésna.

3.2.4. Priprava na sekvenaci

Koncentrace a kvalita procisténé DNA byla ovéfena pomoci spektrofotometru
NanoDrop®ND-100. Poté byla pfipravovana smeés pro sekvenaci o celkovém objemu 14ul
na vzorek. Do sekvenacni smési byly pouzity stejné primery jako pro PCR, DNA v mnozstvi
5-10ng/100pb celkové délky produktu a voda. Takto pfipravené vzorky byly nasledné
predany na sekvenaci do laboratofe sekvenace PfF UK (sekvendtor 3130 Genetic Analyzer,
Applied Biosystems), kde byly provedeny srazeci a sekvenacni reakce (kit BigDye®Terminator
v. 3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems). Pro sekvenaci byla také vyuZita korejska

firma Macrogen, které se odesle purifikovana DNA s odpovidajicim parem primer(.

3.2.5. Editace sekvenci

PoZadovany usek zkoumaného genu byl sekvenovan vobou smérech. Kontrola
chromatogramu, sekvenci a nasledné sloZeni forward a otocené reverse sekvence bylo
provedeno v programu BioEdit (Hall 1999). Sekvence byly alignovany v programu Clustal W
(Thomson et al. 1994), ktery je soucasti programu BioEdit. VSechny sekvence byly na obou
koncich zkraceny tak, aby zacinaly a koncily ve stejné pozici, aby byl pfitom zachovan cCteci
ramec. Prepisem sekvenci na aminokyseliny v programu MEGA 4 (Tamura 2007) bylo
ovéreno, jestli sekvence neobsahuji stop kodony. Takto upravené sekvence byly prevedeny

do formatu nexus pomoci ndstrojového online baliku FaBox (http://users-
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birc.au.dk/biopv/php/fabox/). Ve FaBoxu byl také vytvofen kombinovany dataset z obou
genld. Pro zménu formatu sekvenci byl také vyuZivan online program Readseq

(http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/readseq.cgi).

3.2.6. Analyza dat

V programu jModelTest 0.1.1 (Posada 2008) byl vypocitdan model evoluce
pro jednotlivé datasety za pouziti jak Akaikova kritéria (AIC) tak Bayesovského kritéria (BIC).
Pro sekvence genu COI byl zvolen model evoluce TIM1+I+G a pro cytb model GTR+I+G.
Pro vSechny datové soubory byly vyhledany fylogenetické stromy nasledujicimi metodami:
Baysovska analyza, Maximum likelihood, Maximum parsimony. VSechny analyzované
datasety k nahlédnuti na ptilozeném CD (pfiloha 1).

Ziskané vysledné stromy zanalyz byly vizualizovany v programu TreeView 1.6.6

(Page 1996) a poté graficky upravovany v programu CorelDraw 12.0.

3.2.6.1. Bayesovska analyza (BA)

Bayesovska metoda, kterd je zaloZzena na vypoctu posteriornich pravdépodobnosti, byla
pocitana programem MrBayes 3.1 (Ronquist et al. 2005). Tento program pouzivd Markov
chain Monte Carlo (MCMC) simula¢ni metodu k vyhledavani nejlepsich strom(. Kromé

nastaveni modelu GTR + | + G (Iset nst=6 rates=invgamma) bylo zachovdno plvodni
nastaveni programu. Analyza byla nastavena na 10 000 000 generaci, pficemz z kazdé sté byl
ulozen strom. Po dobéhnuti byly odstranény neustdlené pocatecni stromy (nejméné 25%
z kone¢ného poctu stromu) a ziskan vysledny strom s posteriornimi pravdépodobnostmi

jednotlivych vétvi.

3.2.6.2. Maximum likelihood (ML)

Vypocet fylogenetického stromu metodou maximalni pravdépodobnosti, kterd je
zaloZena na posouzeni, jak jednotlivé evoluéni hypotézy vyhovuji vstupnim datlm z hlediska
pravdépodobnosti. ML byla vypocitdna v programu raxmlGUI 0.95 (Stamatakis 2006,

Silvestro & Michalak 2010). Pro ML byl zvolen model general time-reversible (GTR) s gamma

28



distribuci. Sprdvnost topologie ziskaného stromu byla ovérfena bootstrapem s 1000

replikacemi.

3.2.6.3. Maximum parsimony (MP)

Metoda maximalni parsimonie vybird ze vSech moZnych stromU ten s minimalni
celkovou délkou tj. nejmensim poctem evolucénich krokll. MP byla provedena v programu
PAUP* 4.0b10 (Swofford 2002). Nejuspornéjsi stromy byly hledany pomoci heuristického
vyhledavani s poétem 100 ndhodnych replikdtd a prohledavanim okolnich stromd pomoci
nahodné zmény polohy vétvi (TBR — tree bisection reconnection) (ptikaz: hsearch
addseg=random nreps=100 swap=TBR). Pfi nalezeni vétsiho poctu parsimonnich strom0 byl
zkonstruovan vysledny konsensudlni strom na zakladé vétsSinového pravidla (majority-rule) a
strict consensus. Statistickd podpora jednotlivych uzl( byla zjisténa pomoci bootstrapu

s 1000 pseudoreplikaty (prikaz: bootstrap search=heuristic nrep=1000 keepall=yes).

3.2.6.4. Haplotypova sit

Pro vizualizaci vztahll mezi sekvencemi pro dataset genu COIl byl pouZit program
Network 4.600 (http://www.fluxus-engineering.com). Haplotypova sit bylo vytvorena
metodou Median-joining (Bandelt et al. 1999). Parametr epsilon byl nastaven na nulu.
Poté byla provedena MP kalkulace, ktera z predchoziho vypoctu sité vyradi nepotirebné

vektory a linky, a tak vyslednou sit zjednodusi.

3.2.6.5. Datovani

K vypoctu nekorigovanych p-distanci na zakladé datasetu sekvenci parcidlnich Casti
genu COI byl pouzit program MEGA 4. Odhad doby divergence byl pak vypocten na zakladé
ziskané hodnoty p-distance a odhadnuté rychlosti evoluce genu COI u nékterych
bezobratlych ZivocichG (Brower 1994, Farell 2001), u kterych je tato rychlost odhadnuta
na 1,5% - 2,3% za milion let (Knopp et al. 2011).
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4. Vysledky

4.1. Charakter vstupnich dat

Amplifikaci vybranych Useki DNA byly ziskany c¢éastecné sekvence tfi gend.
Mitochondriadlni gen pro cytochrom b (cytb) o konecné délce 382 bp byl osekvenovan
u 74 jedinc zkoumanych popsanych druhl, u Sesti jedinch (oznacenych Lethrus sp.l a
Lethrus sp.2) nezarazenych do téchto popsanych druhli a osmi jedincl zatrazenych
jako outgroups. Citelné sekvence tohoto genu se opakované nepodafilo ziskat u druhu
Lethrus (L.) brachiicollis. Mitochondridlni gen pro cytochromoxydazu | (COI) byl ziskan
u 94 jedinc zkoumanych taxon( véetné nezarazenych jedincli a outgroups o konecné délce
815 bp. Sekvence jaderného genu 28S rDNA (podjednotka D2 a D3-5) byly ziskany
od 11 jedinc deviti druh(. Kazda podjednotka byla sekvenovéna zvlast. Konecna délka
sekvence podjednotky D2 byla 542 bp a podjednotky D3-5 548 bp. Jaderny gen nebyl dale
analyzovan, protoze nevykazoval variabilitu mezi zkoumanymi druhy. Charakteristiky
pouZitych datasetll naleznete v tabulce 7. Vzorkovani jednotlivych druh( zobrazuji mapky

(obr.8-10).

Obrazek 8: Mapa vzorkovani ve vychodnim Stfedomofi . Barvy taxonl odpovidaji barvdm v haplotypové siti.
Barevné body v mapé predstavuji mista sbéru. @ Lethrus (L.) apterus, © Lethrus (L.) ares, @ Lethrus (L.)
brachiicollis, @ Lethrus (L.) elephas, @ Lethrus (L.) fallax, @ Lethrus (L.) halkidikiensis, ® Lethrus (L.) liviae, ®
Lethrus (L.) perun, @ Lethrus (L.) raymondi, © Lethrus (L.) rodundicollis, @ Lethrus (L.) schaumii, @ Lethrus (L.)
strymonensis, ® Lethrus sp.1, O Lethrus sp.2. (zdroj: http://www.mapy.cz/).
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Obréazek 9: Mapa vzorkovéni ve stfedni Evropé. Barva taxonu odpovidd barvé v haplotypové siti. Barevné
body v mapé predstavuji mista sbéru. @ Lethrus (L.) apterus. (zdroj: http://www.mapy.cz).
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Obrazek 10: Mapa vzorkovani v TadZikistanu. Barva taxonu odpovida barvé v haplotypové siti. Barevny bod
v mapé predstavuje misto sbéru. O Lethrus (L.) coptotis. (zdroj: http://maps.google.cz).
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Tabulka 7: Zakladni informace o analyzovanych datovych souborech

Pocet Pocet znaki
Datovy soubor
vzorku celkovy variabilnich parsimonné informativnich
col 94 815 284 259
cytb 88 382 159 138
COl_cytb 83 1197 437 392

4.2. Analyza dat
4.2.1. Haplotypova sit

Na zdkladé genu COI bylo identifikovdano 56 haplotypl. Genealogické vztahy
mezi haplotypy znazorfiuje haplotypova sit (obr. 11), ziskand metodou Median-joining. Sit
jednoznaéné ukazuje na jasné oddélené jednotlivé druhy. Vyjimku tvofi klastr, do kterého
spada druh Lethrus (L.) liviae spolecné s druhy Lethrus (L.) fallax a nezarazenymi jedinci
druhu Lethrus sp.1, coz podporuje i mald genetickd vzdalenost mezi témito taxony (tab. 8) a
klastr, ktery je tvofen druhem s Lethrus (L.) perun spolecné s jedinci druhu Lethrus sp.2
z feckého Thermopigi. Rovnéz druhy Lethrus (L.) apterus a Lethrus (L.) schaumii,
mezi kterymi je genetickd vzdalenost 1%, zde vytvari spolecny klastr a mohly by tak tvofit
pouze jeden druh. Turecky Lethrus (L.) apterus zde vytvafi samostatny klastr. Genetické

vzdalenosti na zdkladé genu COI mezi taxony jsou uvedené v tabulce 8.
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Obrazek 11: Median joining network zobrazujici genealogické vztahy mezi haplotypy genu COIl zkoumanych
taxon(ll podrodu Lethrus . Haplotypy jsou znazornény barevnymi kruhy. Velikost kruh(l odpovida poctu jedinct s
danym haplotypem. Cisla na spojnicich oznacuji pocet mutaci mezi haplotypy (vyznaceno pro n > 1).
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Tabulka 8: Tabulka zobrazujici hodnoty nekorigovanych p-distanci vypocitanych na zakladé genu COl mezi zkoumanymi taxony L. (L.) perun (Lp), L. (L.) elephas (Le), L. (L.)
fallax (Lf), L. (L.) ares (Lar), L. (L.) schaumii (Lsch), Lethrus sp.1 (sp.1), L. (L.) strymonensis (Lstr), L. (L.) halkidikiensis (Lh), L. (L.) rodundicollis (Lrot), L. (L.) brachiicollis (Lbr), L.
(L.) liviae (Lli), turecky L. (L.) apterus (LapTR), L. (L.) raymondi (Lray), Lethrus sp.2 (sp.2).

Lp Le Lf Lar Lsch spl Lstr Lh Lap Lrot Lbr Lli LapTR Lco Lray sp2
Lp
Le 0.03840
Lf 0.05363 | 0.05965
Lar 0.07079 |0.07100 |0.02125
Lsch |0.06204 |0.06596 |0.03299 |0.03882
spl 0.05534 | 0.06242 | 0.00851 |0.02660 |0.03378
Lstr 0.03618 | 0.04397 | 0.05481 |0.06843 |0.05808 |0.05749
Lh 0.04462 |0.02896 |0.06287 |0.07036 |0.06290 |0.06564 |0.04633
Lap 0.05983 | 0.06390 |0.03069 |0.03878 |0.01015 |0.03406 |0.05339 |0.05732
Lrot |0.06914 |0.07915 |0.05075 |0.05706 |0.05148 |0.05534 |0.07129 |0.08022 |0.05194
Lbr 0.06235 | 0.06907 |0.01584 |0.02059 |0.03260 |0.02059 |0.05963 |0.06993 |0.03191 |0.05234
Lli 0.05391 |0.06099 |0.00508 |0.02317 |0.03493 |0.00686 |0.05606 |0.06421 |0.03263 |0.05305 |0.01716
LapTR | 0.04612 |0.04891 |0.02807 |0.04076 |0.03443 |0.03024 |0.05148 |0.05212 |0.03173 |0.05663 |0.03368 |0.02939
Lco 0.11283 |0.12420 |0.11741 |0.12441 |0.11856 |0.11840 |0.12269 |0.11840 |0.11860 |0.13106 |0.12141 |0.12012 |0.10875
Lray |0.03282 |0.04376 |0.06123 |0.07100 |0.06934 |0.06371 |0.04183 |0.05084 |0.06519 |0.07915 |0.06757 |0.06356 |0.05341 |0.11776
sp2 0.00579 |0.03861 |0.05480 |0.07229 |0.06355 |0.05598 |0.03668 |0.04569 |0.06133 |0.07100 |0.06371 |0.05455 |0.04762 |0.11519 |0.03346
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4.2.2. Fylogenetické analyzy

Jednotlivé datasety byly analyzovdany metodou Bayesovské analyzy (BA), maximum
likelihood (ML) a maximum parsimony (MP). Na sekvence genu COIl a cytb byl pfi vypoctu
stromu BA pouzit model GTR+I+G. U ML byl nastaven pro oba geny model GTRGAMMA.

4.2.2.1. Dataset genu COI

Fylogenetické stromy konstruované na zakladé datasetu ¢asti genu
pro cytochromoxyddazu | metodami BA, ML, MP vykazuji pfiblizné stejné topologie
(obr. 12-14). Byly identifikovany dvé zakladni linie, tj. asijska (zastoupena druhem
L. (L.) coptotis) a ,evropskd” (zastoupend ostatnimi zkoumanymi druhy). Evropska linie se
dale vétvi na dvé dobre odlisené hlavni vyvojové linie | a Il, které koresponduji s geografickou
polohou jednotlivych druhll v rdmci dané linie. Linie | zahrnuje turecké druhy, druhy z recké
Thrakie a druh L. (L.) apterus ze Srbska, Slovenska, Madarska. Linie Il zahrnuje druhy z fecké
Makedonie a Thesalie, jizni Makedonie a jizniho Bulharska. Tyto dvé linie maji vysokou
podporu ve vsech tfech analyzach a to hodnotou bootstrapu (BH) 100, resp. posteriorni
pravdépodobnosti (PP) 1.00. V linii | vZdy vytvari turecky L. (L.) apterus sesterskou skupinu
ke skupiné F (L. (L.) fallax, L. (L.) liviae, sp.1) + BA (L. (L.) brachiicollis a L. (L.) ares) +
SA (L. (L.) schaumii a L. (L.) apterus) + R (L. (L.) rotundicollis). Mezi druhy ve skupiné F je
divergence 0,6% a mohlo by se tak jednat o jeden druh. Tento jev se vyskytuje i ve skupiné
SA, kde je mezi druhy L. (L.) schaumii a L. (L.) apterus divergence 1%. Linie Il se vétvi do dvou
skupin EH (L. (L.) elephas a L. (L.) halkidikiensis jako sesterské druhy) a PRS (L. (L.) perun,
sp. 2, L. (L.) raymondi, L. (L.) strymonensis). Toto Clenéni také nejspiS souvisi s geografii
rozsifeni téchto druhil. Ve skupiné PRS lisi vztahy mezi druhy i vramci rlznych analyz.

Nejvyssi podporu vétvi (PP=0.79) zde ma polytomické déleni.
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Obrazek 12: Konsenzudini fylogeneticky strom (,Majority rule”) vypocteny na zdkladé genu COIl Bayesovskou
analyzou (model GTR+I+G). V uzlech jsou uvedeny hodnoty posteriorni pravdépodobnosti. PoCet generaci
10 000 000. Barvy v klddech oznacujici druhy odpovidaji barvam v mapkach a haplotypové siti.
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Obrazek 13: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zdakladé genu COI
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metodou maximalni

vérohodnosti (model GTRGAMMA). Bylo konstruovdano 1000 bootstrapovych replikat. V uzlech uvedeny
hodnoty bootstrapu >40%. Barvy v kladech oznacujici druhy odpovidaji barvdm v mapkach a haplotypové siti.
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Obrazek 14: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé genu COl metodou maximum parsimony.
Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych replikatd. V uzlech uvedeny hodnoty bootstrapu >40%. Délka stromu
je 615 krok( (Cl = 0.6146, Rl = 0.9041). Barvy v kldadech oznadujici druhy odpovidaji barvam v mapkach a

haplotypové siti.
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4.2.2.2. Datasetgenucytb

Na obrazku 15-17 jsou vidét vysledné stromy analyz sekvenci ¢asti genu pro cytochrom
b, jejichz topologie se znacné lisi. Ve vSech stromech byly identifikovany dvé bazalni linie
asijska a evropska (shodné se stromy zalozenymi na genu COI). Ve stromu zikanym BA
metodou ma evropska linie polytomické ¢lenéni na klady F, A (L. (L.) ares ), SA+R, S+PRHE
(L.(L.) perun, sp. 2, L. (L) raymondi, L. (L.) elephas a L. (L.) halkidikiensis) a
S (L. (L.) strymonensis). Oproti vystuplm analyz z COl zde maji zminéné klady jinou pozici.
Kldd S+PRHE zahrnuje stejné druhy jako linie Il ze strom{ zaloZenych na genu COIl avsak
s jinymi fylogenetickymi vztahy. Druh L. (L.) strymonensis je sesterskym druhem ke vsem
zbylym druhlm v tomto kladu. Ve stromu ziskanym ML metodou se evropska linie vétvi
nal.(L.) ares a skupinu R+SA+F+S+PRHE. Strom sestrojeny MP metodou ma stejné
rozvétvenou evropskou vyvojovou linii na linii | a Il jako stromy zaloZzené na genu COI. Linie |
se vétvi na skupinu L. (L.) ares a F, SA+R. Linie Il se vétvi na S a PRHE. Ve vSech stromech klad

F zahrnuje i druh L. (L.) apterus z Turecka.
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Obrazek 15: Konsenzudini fylogeneticky strom (,,Majority rule”) vypocteny na zakladé genu cyt b Bayesovskou
analyzou (model GTR+I+G). V uzlech jsou uvedeny hodnoty posteriorni pravdépodobnosti.
10 000 000. Barvy v klddech oznacujici druhy odpovidaji barvam v mapkach a haplotypové siti.

Pocet generaci
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Obrazek 16: Konsenzuadlni fylogeneticky strom vypoclteny na zakladé genu cyt b metodou maximalni
vérohodnosti (model GTRGAMMA). Bylo konstruovdano 1000 bootstrapovych replikat(. V uzlech uvedeny
hodnoty bootstrapu >40%. Barvy v kladech oznacujici druhy odpovidaji barvdm v mapkach a haplotypové siti.
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Obrazek 17: Konsenzudlni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé genu cyt b metodou maximum parsimony.
Bylo konstruovano 10 bootstrapovych replikatQ. V uzlech uvedeny hodnoty bootstrapu >40%. Délka stromu je
319 (Cl = 0.6238, Rl = 0.9119). Barvy v klddech oznadujici druhy odpovidaji barvam v mapkach a haplotypové

siti.
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4.2.2.3. Dataset konkatendatu genu COl acyt b

Topologie fylogenetickych stromd konkatenatu ¢asti gent COIl a cytb (obr. 18-20) je
velmi podobna topologii stroml COIl. Prezence dvou linii I, Il a turecky L. (L.) apterus
jako sesterskd skupina ke skupiné F+A+SA+R. Linie Il ma variabilni usporddani mezi
jednotlivymi analyzami. Taxony zde maji vramci ziskanych topologii proménlivou pozici.
Linie Il v bayesovském stromé je polytomicky vétvena na EH, S, Ra (L. (L.) raymondi) a
P (L. (L.) perun) skupinu. ML strom linii Il vétvi na EH a PRS skupinu. MP strom pak na EHS
(L. (L.) elephas, L. (L.) halkidikiensis, L. (L.) strymonensis) a PR (L. (L.) perun, L. (L.) raymondi).
U metody BA a ML je do skupiny F zafazen L. (L.) ares, zatimco v MP stromé je sesterskou

skupinou k tomuto kladu.
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Obrazek 18: Konsenzualni fylogeneticky strom (,Majority rule”) vypocteny na zdkladé konkatenatu genu COI a
cyt b Bayesovskou analyzou (model GTR+I+G). V uzlech jsou uvedeny hodnoty posteriorni pravdépodobnosti.
Pocet generaci 10 000 000. Barvy v kladech oznacujici druhy odpovidaji barvam v mapkach a haplotypové siti.
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Obrazek 19: Konsenzualni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé konkatenatu genu COIl a cyt b metodou
maximalni vérohodnosti (model GTRGAMMA). Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych replikatl. V uzlech
uvedeny hodnoty bootstrapu >40%. Barvy v kladech oznacujici druhy odpovidaji barvdm v mapkach a

haplotypové siti.
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Obrazek 20: Konsenzudlni fylogeneticky strom vypocteny na zakladé konkatenatu genu COIl a cyt b metodou
maximum parsimony. Bylo konstruovano 1000 bootstrapovych replikatd. V uzlech uvedeny hodnoty bootstrapu

>40%. Délka stromu je 916 krokd, (Cl =
barvam v mapkach a haplotypové siti.

0.6212, RI =

0.8998). Barvy v kladech oznacujici druhy odpovidaji
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4.3. Odhad doby divergence zkoumanych linii

V programu MEGA 4 byla spocitana p-distance mezi jednotlivymi zjisténymi klady
na zakladé genu COI, ktera byla spolu s odhadem ¢asu divergence namapovana na topologii
stromu sestrojeného metodou MP (obr. 21). Oddéleni asijské a evropské linie je tak mozné
datovat do obdobi pozdniho miocénu. Mezi témito liniemi je genetickd vzdalenost 12%.
Divergence vétvi | a Il spada do obdobi pliocénu. Tyto vétve jsou geograficky oddéleny
Rilsko-rodopskym masivem a Egejskym morem. K dalsi diverzifikaci uvntitt téchto vétvi doslo
béhem pleistocénu. Hlavni roli v utvareni druh mohly vtomto obdobi hrat klimatické

zmény, které napomohly k vytvoreni novych areald.
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4.4. Molekularni data versus morfologie

Pro ilustraci byly na fylogeneticky strom sestrojeny metodou MP ze sekvenci COI
pfifazeny nakresy tvard mandibularnich vyrastkd a Stitu samc zkoumanych druh( (obr. 22).
Mezi dvéma zdkladnimi liniemi se znaky podle nakresu vyrazné lisi. Uvnitf linie | se nachazeji
druhy s vyrazné ostrymi prednimi rohy pronota (L. (L.) fallax, L. (L.) brachiicollis), s ostrymi
prednimi rohy (L. (L.) apterus) a zaoblenymi pfednimi rohy (L. (L.) ares, L. (L.) schaumii,
L. (L.) rotundicollis) a rGzné variabilnimi symetrickymi i asymetrickymi mandibularnimi
vyrustky. Uvnitf linie Il maji vSechny druhy zaoblené predni rohy pronota a méné variabilni
mandibularni vyrastky. Vyjimku tvofi L. (L.) elephas, ktery ma ostré rohy pronota a

od ostatnich druht v linii vyrazné odlisné mandibularni vyruastky.
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5. Diskuze

Diskuze se bude vénovat dvéma hlavnim aspektim vysledkd této prace zaloZzenym
na molekularné genetickych metodach. Prvnim jsou fylogenetické vztahy uvnitf podrodu
Lethrus ve vychodnim Stfedomofti. Druhym datace divergence hlavnich linii v souvislosti
s geomorfologickymi a klimatickymi zménami.

Siroce vyuzivanym markerem pro fylogenezi hmyzu je mitochondridlni DNA. Téméf
kazda molekuldrné geneticka studie se opird o vytvareni haplotypli mtDNA. Mitochondralni
DNA predstavuje pouze malou ¢ast genomu, presto je vSak nejvice pouzivanym markerem
pro tyto studie. Divodl pro vyuzZiti mtDNA jako markeru je hned nékolik. Snadno se
amplifikuje, protoZze se vbunce vyskytuje v mnoha kopiich. Mitochondridlni geny jsou
u ZivoCichtd velmi konzervativni, bez intronl, sjen velmi malo duplikacemi a s kratkymi
intergenovymi oblastmi. Dale je mtDNA vysoce variabilni diky své vysoké mutacni rychlosti a
mlZe nam tak ddavat signdl o populacéni historii vkratkém casovém Useku
(Galtier et al. 2009). Dalsi specifickou vlastnosti je maternalni dédi¢nost, coz zpUsobuje, Ze se
cely mitochondrialni genom chova jako jeden nerekombinujici se lokus, ktery sdili spole¢nou
genealogii. Diky mensi populaéni velikosti tak maji mitochondridlni geny kratSi dobu
koalescence (Simon et al. 2006). Rychle se vyvijejici mitochondrialni geny poskytuji vétsi silu
pro vyfesSeni fylogeneze blizce pfibuznych taxonu, fylogeografické a populacni studie
(Simon et al. 2006). Porovnanim sekvenci Ize tedy relativné snadno urcit hranice jednotlivych
druhll, odvodit fylogeografické modely a historii a strukturu jednotlivych populaci.
Molekularni systematika hmyzu tak doplfuje a zvySuje hodnotu morfologickych a

ekologickych dat a pfispiva tak k poznani procesu evoluce (Caterino et al. 2000).

5.1. Fylogenetické vztahy uvnitf podrodu Lethrus ve vychodnim Stfredomofi

Podrobnéjsi vhled do této problematiky pfinesly vysledky provedenych analyz
zkoumanych druhi zaloZzenych predevsim na ¢asti genu pro cytochromoxyddzu I. Pro tento
gen byly ziskany sekvence u vSech pouzitych vzorkd. Topologie strom( a haplotypova sit
(obr.12-20 a obr. 11) odhalily nepfesnosti v dosavadni klasifikaci taxon(.

Vyrazny rozdil byl nalezen vramci druhu L. (L.) apterus. Geneticka vzdalenost 3,2% mezi
tureckym vzorkem a vzorky z Balkdanského poloostrova a stfedni Evropy (Madarsko,
Slovensko a Srbsko) ukazuje na to, Ze se jedna o dva rGzné druhy. Turecky vzorek tvofi
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samostatnou vyvojovou linii ve vétsiné konstruovanych fylogenetickych stroma (obr. 12-14 a
18-20) a samostatny klastr v haplotypové siti (obr. 11). Vzorek z Turecka proto bude popsan
jako novy druh. Naopak vzorky z Balkanu a stfedni Evropy klastruji spole¢né sdruhem
L. (L.) schaumii z fecké Thrakie (obr. 11) a spadaji do stejného kladu (SA) (obr. 12-20). Podle
genetické vzdalenosti, ktera Cini 1%, by se tyto druhy nerozliSovaly. Rozdilné morfologické
znaky (Nikolajev 2003) (obr. 22) a podpora analyz cytochromu b (obr. 15-17) dokazuiji,
Ze status druh( nelze zpochybnit.

Nové popsany druh L. (L.) liviae z Canakkalské provincie evropské ¢asti Turecka
(Pittino 2011) se nejevi podle vysledk( jako samostatny druh. Vytvari klad (F) (obr. 12-20)
i klastr (obr. 11) spolu s druhem L. (L.) fallax z Recka a evropské i asijské €asti Turecka a
dosud nezafazenymi jedinci Lethrus sp.1 z Recka. L. (L.) liviae a L. (L.) fallax je tak mozné
povazovat na zakladé molekuldrnich znakd za jeden druh. Nasvédcuje tomu i velmi mala
geneticka vzdalenost (0,5%) mezi témito druhy. Navzdory genetické pribuznosti se vsak
L. (L.) liviae tvarem charakteristickych morfologickych znak( podoba spise L. (L.) brachiicollis.
Nezarazeni jedinci Lethrus sp.1 se podle morfologie jevili jako novy druh (Krdl pers. observ.).
Vysledky molekuldrnich analyz je vSak zahrnuji mezi jedince L. (L.) fallax.

Neurceni jedinci oznaceni jako Lethrus sp.2 zfeckého Thermopigi se taktéz podle
morfologie zdali byt novym druhem (Kral pers. observ.). Vysledky provedenych analyz tuto
hypotézu vyvraceji. Tito jedinci spadaji do druhu L. (L.) perun zjizniho Bulharska. Ostatni
zkoumané taxony si zachovavaji status samostatnych druh.

Podle Nikolajeva (2003) netvofi vSechny druhy popsané v Evropé a asijské casti
Turecka morfologicky vymezené skupiny. Vysledky je vsak tfeba zkonfrontovat i s pfedchozi
klasifikaci podle Semenova (1894). V Semenenovové klasifikaci by druhy vtéto oblasti
nalezely spolu snékterymi asijskymi druhy do tfi podrod( Lethrus, Autolethrus a
Goniolethrus predevsim podle tvaru mandibularnich vyrlstk( a pronota. Do podrodu Lethrus
Semenov zaradil druhy L. (L.) apterus, ktery byl typovym druhem tohoto podrodu a
L. (L.) elephas. Do podrodu Autholetrus zaradil druhy L. (L.) raymondi, L. (L.) rotundicollis ,
L. (L.) schaumii. Podle morfologickych znaki by do tohoto podrodu bylo moiné zaradit
idruhy L. (L.) ares, L. (L.) halkidikiensis, L. (L.) perun a L. (L.) strymonensis. L. (L.) brachiicollis
byl typovym druhem podrodu Goniolethrus, pattil by semi L. (L.) fallax (véetné L. (L.) liviae).
Ani toto déleni molekuldrni analyzy nepodpofily. V ramci zjisténych skupin je znacna

variabilita v morfologickych znacich. Skupina F+BA zahrnuje druhy svyrazné ostrymi
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prednimi rohy pronota (L. (L.) fallax, L. (L.) liviae, L. (L.) brachiicollis) i se zaoblenymi rohy
(L. (L.) ares) a s raznym tvarem vyrUstk(. Skupina SA+R zahrnuje druhy s mirné ostrymi rohy
pronota (L. apterus) i se zaoblenymi (L. (L.) schaumii a L. (L.) rotundicollis) a vyrUstky jsou
taktéz variabilni. Ve treti skupiné EH+PRS nejsou druhy pfili§ morfologicky rGznorodé.
Vyjimku tvofi L. (L.) elephas, ktery se naopak znacné odliSuje od ostatnich druh( ve skupiné.
Z vysledk( vyplyva, Ze pribuzné druhy nevykazuji zjevné podobnosti ve stavbé vyristkd

kusadel a pronota, a nelze je tak fadit k sobé do skupin na zakladé morfologie.

5.2. Doba divergence hlavnich linii a koloniza¢ni sméry

Zdlvodu chybéjicich fosilnich zaznam( monotypického rodu Lethrus a
nedostatecnych zaznam( vztahujicich se k celé celedi Geotrupidae (Krell 2007, Nikolajev
2007) nelze presnéji odhadnout ¢asové vymezeni divergence mezi liniemi. Predpoklada se,
Ze spolecny predek asijské a evropské vétve existoval v pozdnim miocénu zhruba pred
8 az 5,2 mil. let. Je pravdépodobné, Ze predchldce se nachazel na celém Uzemi souc¢asného
rozsifeni pred 136 az 83 mil. let, kdy je datované oddéleni podceledi Lethrinae od podceledi
Geotrupinae (Cunha et al 2011). Vzhledem kfaktu, Ze podrod Lethrus je jako jediny
z podrod( rodu rozsiten jak v Asii, tak v Evropé, je mozné ho povaZovat za pGvodni linii rodu.
Alpinsko-himalajské vrasnéni a pleistocénni klimatické zmény mohly zpUsobit rozdrobeni
pavodniho aredlu a podnitit tak speciaci. Nejvétsi druhovou diverzitu ve stfedoasijském
aredlu (Nikolajev 2003) lze vysvétlit prihodnéjsimi podminkami pro speciaci. Vyloucit nelze
ani moznost, Ze do evropského aredlu (véetné maloasijské cCasti Turecka) se tento podrod
rozsifil ze Stredni Asie. Neni vSak mozné presné zodpovédét, kterou cestou se do Evropy Sifil
(pokud vibec), a proc se Sifil pravé jen tento podrod Lethrus.

Hlavni vétve (I a Il) evropské linie divergovaly v pozdnim miocénu pred 4 az 2,6 mil.
let. Vliv na jejich oddéleni mohlo mit vyzdviZeni Rilsko-rodopského masivu v mladsich
tretihorach (Kral 1999) a vznik Egejského more znovuzaplnénim stfedomoiské panve
po Messinské salinitni krizi. Ancestorska linie Il byla izolovdna v Recku na jihozapad od
Rodop. Proces utvareni Rodop je etapovity a probihd dosud (Kral 1999). Ancestorska linie |
zGstala na severu a vychodé geografické bariéry. V obdobi pleistocénu preckaly ancestorské
linie nepfiznivé klimatické podminky v jiznich refugiich na Balkané a v Malé Asii. Zmény

klimatickych podminek pravdépodobné vedly kvytvoreni novych arealtd a k allopatrické
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speciaci. Ke speciacnim udalostem v linii Il doslo dfive nez v linii | (obr. 21). Po skonceni
posledniho glacidlu nemély druhy linie Il moZnost expanze do dalSich oblasti Evropy, protoze
horska pasma predstavuji nepfekonatelnou bariéru pro tyto apterni brouky a ostatni
bezkridly hmyz (Lunt et al 1997, Cunha et al 2011). Linie | méla naproti tomu Sanci
expandovat na sever. JelikozZ je areadl rozsifeni této linie rozdélen Marmarskym morem, dalo
by se ocekavat, Ze druhy vramci této linie budou utvaret geograficky vymezené klady
(nasever a na jih od Marmarského more). Toto déleni vSak fylogenetické stromy
nepodporuji. Dlvodem pravdépodobné je, Ze more vzniklo teprve ve svrchnim pleistocénu a
druhy tak donedavna mohly zZit v sympatrii.

Druhem, ktery expandoval nejdale na sever a vychod, je L. (L.) apterus
(Kral & Nikolajev 2006), zatimco ostatni druhy ze stejné linie (l) zGstaly na Balkané a v Malé
Asii. S ohledem na nizkou disperzni schopnost je pozoruhodné, Ze se tento druh rozsifil
na tak rozsahlé uzemi v kratké dobé od posledniho glacialu. Nabizi se proto vysvétleni, Ze
at biotickym nebo abiotickym. Tento druh je povaZovan za Skddce vinné révy (Nikolajev
2003). Proto je moZné, Ze se z oblasti Balkanu rozsifil s Zivnou rostlinou az v historické dobg,
kdy dochdazelo k obchodovani s vinnou révou. Svédci pro to skutecnost, Ze vzorky druhu
L. (L.) apterus z Madarska, Slovenska a Srbska nejsou geograficky strukturované ve vétsiné

fylogenetickych stroma.
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6. Zaveér

e Zkoumany podrod Lethrus ve vychodnim Stfedomofi tvofi dvé hlavni linie oddélené
Rilsko-rodopskym masivem a Egejskym morem v pozdnim miocénu (cca pred 4-
2,6 mil. let). Jedna linie je izolovand na jihozapadé od této bariéry, zatimco druhd

expandovala z Uzemi na vychodé od bariéry do severnéjsich oblasti Evropy.

e K diverzifikaci hlavnich linii doslo béhem pleistocénu vlivem klimatickych zmén.

e Vevropské c¢asti Turecka byl nalezen novy druh, ktery byl plvodné uréen jako
L. (L.) apterus. Na rozdilnost mezi témito druhy ukazuje genetickd vzdalenost mezi
nim a L. (L.) apterus z oblasti Madarska, Slovenska a Srbska, haplotypova sit a vétsina

stromd.

e L. (L) liviae nelze podle nasich vysledk(i pokladat za samostatny druh. Mezi timto
druhem a druhem L. (L.) fallax je jen malad p-distance 0,5%. L. (L.) liviae se tak radi

do druhu L. (L.) fallax.

e Nezarazeni jedinci druhu Lethrus sp.1 z teckého Komotini byli uréeni jako druh
L. (L.) fallax a jedinci druhu Lethrus sp.2 z feckého Thermopigi jako druh L. (L.) perun

z jizniho Bulharska.

e Pro detailnéjsi prozkoumani fylogenetickych vztah(i a fylogeografické struktury
by bylo vhodné doplnit molekuldrni data o vétsi pocet vzorkd z dalSich oblasti vyskytu
a provést dukladnou analyzu morfologickych tvarl jedincl. Objasnéni fylogeografické
struktury by bylo zvlasté zajimavé u druhu L. (L.) apterus, ktery je na rozdil

od ostatnich druh pfi nizké disperzni schopnosti rozsifen na rozsahlém Gzemi.
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