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Abstrakt 

Chrobáci rodu Lethrus Scopoli, 1777 patří do čeledi Geotrupidae, která je 

klasifikována do tří podčeledí (Geotrupinae, Lethrinae a Taurocerastinae). Podle morfologie 

a geografického rozšíření je v dnešní době popsáno téměř 120 druhů, které se člení na devět 

podrodů. Diagnostickými morfologickými znaky pro jednotlivé taxony je tvar mandibul, 

mandibulárních výrůstků, pronota a genitálií samců. Největší druhová diverzita je známa 

ve Střední Asii. Areál rozšíření zasahuje na východ do Mongolska a Číny, na západ do Evropy. 

Všechny druhy jsou robustní, relativně velcí apterní brouci s nízkou schopností šíření. 

Na rozdíl od ostatních chrobákovitých brouků se neživí trusem, ale částmi čerstvých rostlin. 

Diplomová práce se zaměřuje na druhy žijící ve východním Středomoří a střední 

Evropě. V této oblasti je rozšířen pouze nominotypický podrod Lethrus. Cílem práce je 

použitím molekulárně genetických metod objasnit fylogenetické vztahy mezi druhy podrodu 

a události, které mohly vést ke speciaci. Z vymezené oblasti bylo zkoumáno 91 jedinců rodu 

Lethrus pomocí dvou mitochondriálních genů – gen pro cytochrom b (382 bp, 80 sekvencí) a 

gen pro cytochromoxydázu I (815 bp, 87 sekvencí) a jeden jaderný 28S rDNA (D2-D5) (1100 

bp, 11 sekvencí).  

Na základě fylogenetických analýz byly identifikovány dvě hlavní linie, které 

korespondují s geografickou polohou jednotlivých druhů. Divergence těchto linií spadá 

do období pozdního miocénu a souvisí tak s utvářením Rilsko-rodopského masivu a 

Egejského moře, které představují přírodní bariéru mezi liniemi. Dále byl rozpoznán jeden 

nový druh a jeden druh byl zpochybněn. 

 

Klíčová slova: rod Lethrus, mtDNA, fylogeografie, fylogeneze, speciace, východní Středomoří   
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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 I (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 
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1. Úvod a cíle práce 

Čeleď Geotrupidae Latreille, 1802 je vysoce diverzifikovaná skupina chrobáků, která 

zahrnuje přibližně 350 popsaných druhů (Schoolmeesters 2010). V současné době je 

klasifikujeme do tří podčeledí: Geotrupinae - rozšířená především v holarktické oblasti, 

Lethrinae - rozšířená ve střední a východní Evropě a Asii a Taurocerastinae z pouze třemi 

známými druhy rozšířenými v Jižní Americe. Zařazení podčeledi Taurocerastinae je 

problematické. Buď byla považována za samostatný klád, nebo byla zahrnuta do podčeledi 

Geotrupinae. Fylogenetické vztahy uvnitř čeledi, které jsou založeny výhradně na morfologii, 

tak zůstávají stále sporné (Scholtz & Browne 1996, Scholz & Grebennikov 2005, Smith et al., 

2006, Verdú et al. 2004). Geotrupidae jsou považováni za ranou vývojovou větev nadčeledi 

Scarabaeoidea, která divergovala nejpozději ve spodní křídě (Krell 2007). Reliktní rozšíření 

Taurocerastinae na jihu Jižní Ameriky mohlo být následkem vikariantní události spojené 

s rozpadem Gondwany a oddělením Jižní Ameriky ve spodní křídě. Tato hypotéza je 

podpořena studií Cunha et al. (2011), která datuje větvení  Taurocerastinae od Lethrinae a 

Geotrupinae před 130 miliony let. Divergenci mezi Lethrinae a Geotrupinae datuje zhruba 

před 108 miliony let na konci spodní křídy. Tato událost nejspíše souvisí s vyvrásněním 

Východních Alp.  

Diplomová práce se zaměřuje na jediný rod Lethrus apterní podčeledi Lethrinae. 

Tento rod byl doposud zkoumán pouze metodami klasické taxonomie (Nikolajev 2003, Král 

et al. 2001, Král & Olexa 1996, Hillert 2004, Pittino 2011). Užitím klasických morfologických 

metod však nelze uspokojivě objasnit speciační události, šíření do nových oblastí ani 

fylogenetické vztahy mezi druhy. Metodami molekulární fylogenetiky nebyl rod zatím 

zkoumán a tak neexistují žádná sekvenční data. Modelovou skupinou pro molekulární 

analýzy jsou druhy podrodu Lethrus s. str ve východním Středomoří, střední Evropě, kde se 

nachází v izolovaných populacích. 

Úkolem práce je použitím molekulárně genetických metod objasnit fylogeografickou 

strukturu podrodu a ověřit status jednotlivých druhů. 
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Cíle práce: 

1. Shromáždit vzorky co nejvíce popsaných druhů z lokalit ve východním Středomoří 

a střední Evropě. 

2. U získaných vzorků osekvenovat část dvou mitochondriálních genů COI, cytb a 

jednoho jaderného 28S rDNA  a provést jejich fylogenetickou analýzu. 

3. Srovnat výsledky genetické analýzy s geografickým rozšířením druhů. 
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2. Literární přehled 

2.1. Taxonomie, rozšíření a biologie zástupců rodu Lethrus 

2.1.1. Historický vývoj taxonomie podčeledi Lethrinae 

 Po dlouhou dobu podčeleď zahrnovala jediný rod Lethrus Scopoli, 1777. Během 

19. století některé práce (Fischer von Waldheim 1845, B. Jakovlev 1890, Semenov 1892, 

1894, Reitter 1890, 1893) vyřadily několik taxonů z rodu Lethrus. Některé klasifikovaly jako 

samostatné rody, jiné jako podrody nominotypického rodu. V polovině 30. let 20. století byla 

publikována monografie celé podčeledi (Semenov-Tian-Shanskij & Medved 1936), ve kterém 

byla podčeleď rozdělena na tři rody. Kromě nominotypického rodu to byl rod Ceratodirus 

Fischer von Waldheim, 1845 a rod Abrognathus B. Jakovlev, 1890. Toto dělení na tři rody 

přihlíželo nejen k morfologii, ale i ke geografickému rozšíření druhů. V rámci tohoto členění 

pak rod Lethrus zahrnoval osm podrodů (Microlethrus Semenov, 1894; Lethrulus Semenov, 

1892; Scelolethrus Semenov, 1892; Teratolethrus Semenov 1894; Autolethrus Semenov, 

1892; Lethrus; Goniolethrus Semenov, 1894; Heteroplistodus B. Jakovlev, 1890). Pozdější 

studium variability morfologických znaků a diagnostika charakteristické stavby genitálií 

samců umožnilo upřesnění systematiky podčeledi. Rody Ceratodirus a Abrognathus byly 

reklasifikovány na podrody. Byly popsány dva nové podrody (Furcilethrus Nikolajev, 1968, 

Neolethrus Nikolajev, 1987) a řada druhů byla přesunuta do jiných podrodů (Nikolajev 1968, 

1987).  

 V současnosti je podčeleď chápána jako monofylum s jediným rodem Lethrus. 

Autapomorfním znakem dospělců jsou výrazně vyvinuté mandibuly (sexuálně dimorfní znak) 

a maxily (Scholz & Grebennikov 2005). Podle morfologie a geografického rozšíření je dosud 

popsáno téměř 120 druhů, které se člení na devět podrodů (Abrognathus; Heteroplistodus; 

Ceratodirus; Neolethrus; Furcilethrus; Mesolethrus Nikolajev, 2003; Lethrus; Paralethrus 

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

 

2.1.2. Rozšíření 

Areál rozšíření rodu Lethrus je rozsáhlý. Zasahuje od Panonské oblasti a Balkánského 

poloostrova na západě do Mongolska a Číny na východě a od Orenburských stepí (pod Jižním 

Uralem) na severu k severním hranícím Íránu a Afganistánu na jihu. Areál má disjunktní 
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charakter a je rozdělen na tři části. Západní část zahrnuje evropské a maloasijské území, 

střední část se nachází ve Střední Asii a východní část v Mongolsku (obr. 1) (Nikolajev 2003).  

 

 

Obrázek 1: Rozšíření rodu Lethrus: 1 - prozkoumaný areál rodu; 2 - oblast s nálezy pouze několika taxonů rodu 
(Nikolajev 2003). 
 

 

Největší druhová diverzita se nalézá ve Střední Asii (především v Tádžikistánu) 

(Semenov-Tian-Shanskij & Medvedev 1936, Nikolajev 1987, Král & Olexa, 1996, Nikolajev 

2003).  

 Do východního Středomoří a evropských oblastí proniklo několik málo druhů a 

to pouze z nominotypického podrodu rodu Lethrus, který čítá celkově asi 30 druhů (Baraud 

1992, Král et al. 2001, Nikolajev 2003, Král & Nikolajev 2006, Pittino 2011). Tyto druhy 

vykazují omezené, podle současného poznání striktně alopatrické areály rozšíření (Král et al. 

2001). Jsou známy na Balkánském poloostrově, jihu východní Evropy a Malé Asii. Výjimku 

tvoří L. (L.) apterus s rozsáhlým areálem rozšířením dosahujícím od Panonie až na Ukrajinu a 

k řece Don (podrobněji v kapitole 2.1.4.). V Asii se ostatní druhy podrodu vyskytují ve dvou 

areálech. Jednak v podhorských oblastech na jihovýchod od Kaspického moře a především 

ve východních oblastech Střední Asie (Baraud 1992, Nikolajev 2003).  

Na většině území areálu rozšíření se rod vyskytuje na sprašovité půdě. Spraše vznikaly 

během glaciálu, kdy ustupující ledovec nechával za sebou zbytky rozdrcených hornin. Vlivem 

suchého klimatu tak vznikla tato typická půda. V oblastech Řecka a Turecka se však spraše až 

na ojedinělé výjimky nevyskytují (Haase et al. 2007). 
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2.1.3. Charakteristika rodu Lethrus  a nominotypického podrodu Lethrus 

Chrobáci rodu Lethrus jsou relativně velcí robustní bezkřídlí brouci s nápadně 

vyvinutými kusadly. Vykazují nápadný sexuální dimorfismus. Samci nesou na ventrální straně 

mandibul výrazné výrůstky. Tyto výrůstky jsou spolu s tvarem mandibul, genitálií a pronota 

morfologickým diagnostickým znakem pro jednotlivé taxony. Naproti tomu samice jsou 

uniformní. Pouze u některých druhů rodu Lethrus vykazují samice charakteristické znaky a 

lze podle nich určit příslušný taxon (např. oválná ploška s drobnými hrbolky na konci krovek 

u samice L. (L.) scoparius Fischer, 1821). 

Podrod Lethrus vykazuje následující charakteristické samčí morfologické znaky. Barva 

těla je černá, často s kovovým leskem. Ventrální strana mandibul nese mohutné výrůstky, 

velmi zřídka výrůstky chybí nebo jsou jen slabě vyvinuty v podobě tupých hrbolků. Výrůstky 

se nacházejí zhruba uprostřed délky mandibul a vyčnívají dolů a dopředu. Přední okraj 

výrůstků může nést zoubky, vnitřní strana může být podélně vroubkovaná. Výrůstky mají 

tendenci k asymetrii. V takovém případě bývá pravý podstatně více vyvinut než levý. Stejně 

tak je asymetrický horní pysk, jeho pravá část je větší než levá. Postorbitální zoubky nejsou 

vyvinuty nebo jsou pouze malé. Hrdlo je vždy vypouklé. V populacích je možné nalézt 

i tzv. malé samce bez výrazně vyvinutých znaků (Král & Hillert 2011, in prep.). Samice se od 

samce odlišuje velikostí těla, bývá menší. Mandibuly má úzké a bez výrůstků (Nikolajev 

2003).  

 

2.1.4. Podrod Lethrus ve střední a východní Evropě a ve východním Středomoří 

Všechny druhy podrodu Lethrus v této vymezené oblasti řadíme do skupiny Lethrus 

apterus (tab. 1 a obr. 2). Do této skupiny patří velké až velmi robustní druhy. Mandibuly jsou 

krátké a silné. Přední úhly pronota jsou ostré nebo pravoúhlé, někdy zaoblené. Krovky 

nemají podélné vroubkování nebo je vroubkování jen sotva patrné. Epipleury nedosahují 

švu. Stavba mandibulárních výrůstků a pronota u zástupců této skupiny se výrazně liší 

(obr. 3), takže by bylo možné rozdělit je do tří samostatných podrodů (Nikolajev 2003). 

Takovéto dělení provedl již Semenov (1894), když tyto druhy klasifikoval společně 

s některými asijskými do tří samostatných podrodů Autolethrus, Goniolethrus a Lethrus. 

Nicméně stavba genitálií samců je u všech sledovaných druhů identická. Z tohoto důvodu 

předchozí dělení Nikolajev (1968, 1987, 2003) zpochybnil. 
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Tabulka 1: Přehled taxonů ve střední a východní Evropě a východním Středomoří 

Druh Zařazení podle Semenov (1894) 

Lethrus (L.) apterus (Laxmann, 1770) podrod Lethrus 

Lethrus (L.) ares Král, Rejsek et Schneider, 2001 nebyl popsán 

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 popsán 

Lethrus (L.) halkidikiensis Král et Hillert, 2011 1 nebyl popsán 

Lethrus (L.) liviae Pittino, 2011 nebyl popsán 

Lethrus (L.) macrognathus Fairmaire, 1866 podrod Lethrus 

Lethrus (L.) perun Král et Hillert, 2011 1 nebyl popsán 

Lethrus (L.) raymondi Reitter, 1890 podrod Autolethrus 

Lethrus (L.) rotundicollis Fairmaire, 1866 podrod Autolethrus 

Lethrus (L.) schaumii Reitter, 1890 podrod Autolethrus 

Lethrus (L.) strymonensis Král et Hillert, 2011 1 nebyl popsán 

 

 

Obrázek 2: Mapka rozšíření taxonů ve střední a východní Evropě a východním Středomoří dle Král & Nikolajev 
2006, Král & Hillert 2011, in prep. Jednotlivé body nezobrazují konkrétní místo výskytu. Udavá pouze nástin 
zemí, kde jsou dané druhy rozšířené.  Lethrus (L.) apterus,  Lethrus (L.) ares,  Lethrus (L.) armeniacus,  
Lethrus (L.) brachiicollis,  Lethrus (L.) elephas,  Lethrus (L.) fallax,  Lethrus (L.) halkidikiensis,  Lethrus (L.) 
liviae,  Lethrus (L.) macrognathus,  Lethrus (L.) perun,  Lethrus (L.) raymondi,  Lethrus (L.) rotundicollis, 

 Lethrus (L.) schaumii,  Lethrus (L.) strymonensis. 

                                                           
1 Druhy jsou popsány v dosud nepublikovaném článku Král & Hillert 2011, in prep.  Diplomová práce používá 
navrženou nomenklaturu se svolením autorů. 
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Obrázek 3: Morfologické nákresy ventrálních výrůstků mandibul samců (pohled ze strany a zpředu): a) Lethrus 
(L.) apterus, b) Lethrus (L.) elephas, c) Lethrus (L.) macrognathus, d) Lethrus (L.) ares, e) 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, l) Lethrus (L.) brachiicollis, m) Lethrus (L.) fallax, n) Lethrus (L.) liviae, 
autoři: Oliver Hillert (a-m), Kateřina Jůzová (n). 

 

2.1.5. Biologie 

 Lethrus žije v  koloniích zpravidla na jižně orientovaných svažitých terénech 

s narušeným rostlinným pokryvem a částečně obnaženou půdou (např. nekultivované okraje 

pole, meze mezi poli, polní cesty, pastviny, olivové háje). Imaga se objevují na povrchu země 

poměrně brzy na jaře (podle klimatu březen až začátek května). Samec i samice nejdříve žijí 

samostatně. Hloubí si prozatímní obytné 5-15 cm hluboké nory. Na začátku doby páření se 

na povrchu současně objevuje mnoho samců, kteří vyhledávají blízké nory obývané 
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samicemi. Při hledání samice často dochází mezi samci k soubojům. Jestliže se samec - 

dobyvatel (hledá samici) pokouší proniknout do nory obsazené už jiným samcem nebo 

párem, střetává se samcem - strážcem (hlídá noru) u vchodu do nory. Tu samec - strážce 

uzavře pomocí štítu a hlavy. Pokud se samec - dobyvatel pokouší i nadále proniknout 

do nory, snaží se ho samec - strážce vystrčit (Lengerken 1954, Tesař 1957, Frantsevich et al. 

1977, Morávek 1993). Způsob souboje závisí na vyzbrojení kusadel. Samci, kteří mají 

na mandibulách pouze krátké ventrální výrůstky (např. podrod Abrognathus), bojují 

u vchodu do nory a snaží se přetlačováním protivníka vystrčit. Naopak samci s velkými 

výrůstky (např. podrod Lethrus, Scelolethrus) se v boji často dostávají daleko od nory. Během 

souboje zdvihnou vysoko hlavu a namíří tak výrůstky dopředu na protivníka. Další typ 

souboje svádějí samci, kteří mají výrůstky namířené dopředu (např. podrod Ceratodirus, 

Furcilethrus). Do protivníka vrážejí jen levým výrůstkem, jehož špička míří na hrdlo protivníka 

(Nikolajev 2003).  

K páření dochází v noře. Pár poté společně prohlubuje noru až do hloubky kolem 

jednoho metru a buduje postranní buňky pro potomky (celkem 5-7 buněk na jednu noru) 

(obr. 4). Hloubka nory závisí na vlhkosti půdy a prostupnosti substrátu. Samice pod 

vyhrabanou buňku naklade vajíčko a zaplní ji čerstvými částmi rostlin a uzavře hliněnou 

zátkou. Aby byla naplněna jedna buňka, musí brouk alespoň padesátkrát vykonat cestu pro 

potravu (Frantsevich et al., 1977 ).  
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Obrázek 4: Nora s buňkami. a) hromádka vyhrabané zeminy, b-c) samec a samice plnící buňku, d) nehotová 
buňka, e) hotová buňka zaplněná potravou, f) vajíčko, g) larva požírající přichystanou potravu, h) kukly, i) 
zasypané chodby zeminou (upraveno dle Lengerken 1954). 

 

Na rozdíl od ostatních chrobáků se totiž Lethrus neživí trusem kopytníků, ale 

čerstvými rostlinami, které ukusuje mohutnými kusadly (Tesař 1957, Frantsevich et al., 1977, 

Nikolajev 2003). Z rostliny si vybírá převážně mladé listy, někdy však i květy (Drožová, Janšta 

& Šípek pers. observ.) Nicméně v jižním Tádžikistánu a v Mongolsku byly v buňkách kromě 

rostlin objeveny i kousky trusu (Ulykpan 1984). Obvykle si dospělec chodí pro potravu 

do bezprostřední blízkosti nory, ale může se vzdálit až na jeden metr od nory. S potravou se 

vrací pozpátku nejkratší přímou cestou k noře (Frantsevich et al., 1977). Rostliny okusuje 
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z povrchu země, dokáže ale vylézt i na rostlinu do výšky 80 cm a odtud shazovat ukousané 

části dolů. Následně je všechny odnese do nory. Okousaná rostlina vypadá charakteristicky 

(obr. 5) (Nikolajev, 2003).  

 

 

 

Obrázek 5: Výhonek vinné révy okousaný chrobákem (Nikolajev 2003). 

 

Druhy rodu Lethrus využívájí jako potravu přes 100 druhů rostlin. Mezi těmito druhy 

je i velký počet zemědělsky využívaných rostlin (např. vinná réva). Nejméně 20 druhů rodu 

bylo zařazeno mezi škůdce (Medvedev 1974, Ulykpan 1984). Na pastvinách naopak bývají 

užiteční. Provzdušňují půdu a zpracovávají rostliny, které dobytek nežere např. Sophora 

(jerlín), Eremurus (liliochvostec) (Nikolajev 2003). 

 Z vajíčka se líhne larva zhruba po 10-14 dnech. Nejprve se živí vaječným obalem a 

následně rostlinnou kuličkou připravenou rodiči. Stádium larvy trvá kolem 30-35 dní. Larva 

má tři instary. Poslední instar si vytváří kokon z hlíny, vlastních slin a výměšků. Larvy často 

hynou vlivem bakteriální infekce nebo kvůli potravním parazitům (např. z řádu Diptera: 

Fungivoridae; Coleoptera: Scarabaeidae: Aphodiinae). Stádium kukly trvá asi tři týdny. 

Vylíhlé imago přezimuje ve svém kokonu. V noře mohou být i dvě generace, jestliže starší 

brouci nezemřou dřív, než se vylíhnou noví. Podle Andrijevské (1950) by také mohly starší 
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imaga znovu zimovat a dožít se tak další sezóny. Tuto hypotézu podporuje výskyt brouků 

s hrubým chitinem a odřenými předními tarzy již brzy na jaře (Nikolajev 2003).  

 

2.2. Oblast Středomoří 

2.2.1. Stručná charakteristika oblasti 

Oblast Středomoří je jedním ze světových míst s vysokou biodiverzitou 

a endemismem. Zahrnuje sever Afriky včetně Kanárských ostrovů, jižní Evropu kolem 

Středozemního moře až po Kaspické jezero, pohoří Kopet Dagh a většinu Arabského 

poloostrova až po Perský záliv (Buchar, 1983).  

Oblast je rozdělena na západní a východní Středomoří podmořským hřbetem ležícím 

mezi Sicílií a pobřežím Tuniska. Východní Středomoří je díky své rozmanité topografii a 

podnebí důležitou křižovatkou pro šíření rostlinných a živočišných druhů mezi východem 

a západem i severem a jihem. Jde tak o důležitý region pro studium fylogeografie a speciace 

rostlin a živočichů. Dobře prozkoumaná geologická a klimatická historie regionu v miocénu a 

pliocénu nám umožňuje analyzovat procesy, které ovlivňují biodiverzitu oblasti (Akin et al., 

2010). 

Region Středomoří se postupně utvářel pohyby eurasijské a africké zemské desky. 

Střety desek vedly k alpinskému vrásnění a k izolaci Středomořské pánve od Atlantského 

Indického oceánu ve třetihorách (Lomolino et al. 2006). Tento proces přinesl dramatické 

změny v terestrickém prostředí oblasti. Vzniklo alpinské horské pásmo, od Atlasu na západě, 

přes Apeniny, Balkán a Karpaty až po Zagros na východě. Středozemní moře zůstávalo 

spojené s Atlantským oceánem, dokud nedošlo k uzavření Gibraltaru a následnému 

vysychání středomořské pánve. Toto období v pozdním miocénu je známé jako Messinská 

salinitní krize (před 5,9 – 5,3 miliony let). Messinská salinitní krize vytvořila nové prostředí 

pro šíření živočišných i rostlinných druhů (Akin et al. 2010). Tektonické změny opět uvolnily 

cestu k Atlantskému oceánu a během dvou let tak došlo k opětovnému zaplnění 

středomořské pánve (Blondel & Aronson 2005). Díky znovuzaplnění středomořské pánve 

vodou tak mohlo dojít k allopatrické diferenciaci ancestrálních genetických linií.  
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2.2.2. Biogeografie a postglaciální vzory ve Středomoří 

Kromě geologických procesů je důležitým faktorem klima. Během čtvrtohor 

(posledních 2,4 mil. let)docházelo k výrazným změnám klimatu, které se projevovaly šířením 

či ústupem rozsahu pevninského ledovce.  Poslední doba ledová nastala cca před 116 tisíci 

lety (Kukla et al. 2002) a svého maxima dosáhla před 18 000 lety. Jedná se o období, kdy byla 

Evropa pokryta ledovcem v největším rozsahu (Bard 1998). Území Iberského, Apeninského a 

Balkánského poloostrova zůstala izolována od zaledněné Evropy, díky horským masivům, 

které šíření ledu zastavily. Předpokládá se, že oscilace mezi glaciály a interglaciály vedly 

k početným extinkcím, stejně jako k příležitostem pro vznik nových druhů v refugiích a 

při následné kolonizaci nových areálů po ústupu ledovce. Druhy měly tři možnosti. Buď 

mohly vymřít, přizpůsobit se novým podmínkám, nebo se mohly přesunout do oblastí 

s přijatelnými životními podmínkami (Coope 2004). 

Klimatické změny ve čtvrtohorách a střídání teplých a studených period na konci 

zalednění tak pomáhají vysvětlit genetickou diverzitu rostlin a živočichů ve Středomoří.  Toto 

území je považováno za refugium druhů, které nebyly schopné přežívat v severnějších 

zeměpisných šířkách. Následkem toho mohlo dojít k rozdrobení jejich areálu a poté 

k allopatrické speciaci. V dobách meziledových a po poslední době ledové, kdy nastalo 

oteplení klimatu a tání ledovců, druhy přežívající v jižních refugiích (iberské, italské, 

balkánské) expandovaly směrem na sever Evropy, což mohlo být doprovázené sérií 

tzv. „bottlenecků“. Model distribuce a stupeň diverzifikace mezi liniemi pocházejícími 

z různých glaciálních refugií závisí především na jejich disperzní schopnosti (Dapporto 2009). 

Na základě podobnosti sekvencí DNA je možné usoudit, z jakých glaciálních refugií severní 

populace pocházejí. Mnoho druhů mezi refugii vykazuje taxonomickou a genetickou 

diverzitu (Hewitt 1999, 2000). 

Dle DNA v Evropě převládá balkánský genom u většiny druhů, následuje iberský 

a nakonec italský. Ukazatelem společného glaciálního původu populací je chybějící 

diferenciace mezi vzdálenými populacemi (Lunt et al. 1997). Podle tradičního modelu jsou 

známy tři příklady zákonitostí evropské postglaciální kolonizace ilustrované sarančí obecnou 

Chorthippus parallelus (Insecta: Orthoptera), ježkem rodu Erinaceus (Mammalia: Insectivora) 

a medvědem hnědým Ursus arctos (Mammalia: Carnivora) (obr. 6). Expanze haplotypů 

saranče Ch. parallelus z balkánského refugia zaplnila většinu Evropy nejspíše díky tomu, 
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že Pyreneje a Alpy bránily v rozšíření iberských a italských genomů. Naopak u druhů ježka 

už tato pohoří bariéru nepředstavovala a do Evropy se rozšířil z iberského, italského a 

balkánského refugia. Pro medvěda byly migrační bariérou alespoň Alpy a Evropu 

rekolonizoval z Iberského poloostrova a Karpat (Taberlet et al. 1998, Hewitt 2001, 2004). 

Hory nepředstavovaly nejspíše migrační bariéru ani pro druh Ips typographus, který v období 

poslední doby ledové (maximum před 18000 lety) byl také stažen i se svou hostitelskou 

rostlinou do jižních refugií v Itálii a na Balkánském poloostrově, ze kterých se pak šířil 

po Evropě směrem na sever (Stauffer et al. 1999).  

 

 

Obrázek 6: Tři příklady evropské postglaciální kolonizace zleva Chorthippus parallelus, Erinaceus spp, Ursus 
arctos (upraveno podle Hewitt et al., 2001) 

Podle jiného názoru existovala glaciální refugia i v několika dalších oblastech střední 

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

 

 

Obrázek 7: Glaciální refugia. (a) Tradiční model. (b) Model pro malé savce. Černé body - refugia, šipky - 
možnost šíření, šedivé plochy  - rozsah ledovce (podle Biltona et al. 1998). 
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 Genetická struktura populací však nezávisí pouze na historických událostech, ale také 

na současných procesech. Svou roli zde hrají lokální adaptace, genetický drift, migrace aj. 

(Šašková 2010). 
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3. Materiál a metodika 

3.1. Materiál 

K molekulárním analýzám bylo použito 91 jedinců podrodu Lethrus z 32 lokalit a 

8 jedinců ze čtyř příbuzných taxonů (Trypocopris vernalis (Linné, 1758), Anoplotrupes 

stercorosus Hartmann in L. G. Scriba, 1791, Geotrupes stercorarius (Linné, 1758), Geotrupes 

sp.) jako „outgroups“ (dále jen outgroups). Vzorky pocházejí z exemplářů získaných 

odchytem ve volné přírodě. Za tímto účelem byly naplánovány tři expedice. V roce 2009 

jsme podnikli cestu do Řecka, v roce 2010 do Maďarska a na Slovensko a v roce 2011 

do Turecka. Další materiál byl získán ze soukromých sbírek a cest RNDr. Davida Krále, Ph.D 

z katedry zoologie PřF UK, Petra Kabátka (ČR), Olivera Hillerta (Německo) a Ing. Václava 

Křivana (ČSOP Kněžice).  

Všechny odchycené exempláře byly hned po odchytu fixovány v 96% ethanolu. 

Každému jedinci byla odebrána jedna končetina (zpravidla střední) a uložena samostatně 

v mikrozkumavce pro lepší uchování tkáně. K dispozici byly také suché preparáty pěti taxonů, 

z nichž se však podařilo získat DNA jen z jediného (druh Lethrus (L.) coptotis). Kompletní 

přehled vzorků včetně jejich lokalit je uveden v tabulce 2. 

 

Tabulka 2: Studované taxony včetně zeměpisných údajů, data sběru a celkového počtu vzorků. 

Taxon Lokalita GPS 
Datum 
sběru 

Počet 

vzorků 

Lethrus (L.) apterus Srbsko, Vrdnik env., 345m 
N 45°08′30.96″, 

E 19°78′13.18″ 
2010 2 

Lethrus (L.) apterus 
Slovensko, Kamenica nad Hronom vill. 

env. 

N 47°50.488, E 

018°43.575 
13. 5. 2010 5 

Lethrus (L.) apterus Maďarsko, Esztergom env. 
N 47°48'0.827", 

E 18°44'29.002" 
13. 5. 2010 6 

Lethrus (L.) apterus  
Turecko, 18km E of Edirne, 

Habiller env., 141m 

41.67444°N,  

026.78676°E 
26. 4. 2011 3 

Lethrus (L.) ares Řecko, Evros dist., Ládi env. 
N 41°28.007, E 

26°15.135 
17. 4. 2009 3 

Lethrus (L.) brachiicollis 
Turecko, Canakkale prov., 

 1.5km NW of Kösedere, 68m 

39,63865°N, 

026,16750°E 
23. 4. 2011 3 

Lethrus (L.) brachiicollis 
Turecko, Canakkale prov.,  

3km SW of Enzine, 99m 

39,76531°N, 

026,31534°E 
23. 4. 2011 3 

Lethrus (L.) coptotis Tádžikistán, Khozratisho Mts., Ljangar  5. 4. 2006 1 

Lethrus (L.) elephas Řecko, Tricala dist., Platanos env. 
N 39°39.236, E 

21°46.257 
15. 4. 2009 4 

Lethrus (L.) fallax Řecko, Evros dist., Avantas env. 
N 40°55.462, E 

25°54.268 
17. 4. 2009 5 
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Lethrus (L.) fallax 
Turecko, Canakkale prov.,  

19.5km NE of Canakale, Umurbey, 73m 

40,23864°N, 

026,60484°E 
23. 4. 2011 3 

Lethrus (L.) fallax 
Turecko, Tekirdag prov.,  

15.5km E of Kesan, Izgar env., 177m 

40,86528°N, 

026,81518°E 
25. 4. 2011 3 

Lethrus (L.) fallax 
Tekirdag prov., 17km E of Kesan, 

 Kadiköy env., 97m 

40,85398°N, 

026,82717°E 
25. 4. 2011 3 

Lethrus (L.) fallax 
Turkey, Canakkale prov., 22.5km SE of 

Kesan, Kalealti env., 63m 

40,68815°N, 

026,79325°E 
25. 4. 2011 2 

Lethrus (L.) liviae 
Turecko, Canakkale prov.,  

8.5km NW of Eceabat, 27m 

40,23473°N, 

026,43803°E 
24. 4. 2011 3 

Lethrus (L.) liviae 
Turecko, Canakkale prov.,  

3.3km NE of Eceabat, 32m 

40,20909°N, 

026,38005°E 
25. 4. 2011 3 

Lethrus (L.) liviae 
Turecko, Canakkale prov.,  

2.2km N of Eceabat, 7m 

40,20704°N, 

026,36053°E 
25. 4. 2011 1 

Lethrus (L.) liviae 
Turecko, Canakkale prov.,  

5km NE of Eceabat, 10m 

40,21688°N, 

026,39809°E 
25. 4. 2011 2 

Lethrus (L.) raymondi 
Macedonia, Nogaevci / Ubogo 

(Bregalnica river), 216 m 

N 41.624848991, 

E 21.95277169 
2011 2 

Lethrus (L.) rotundicollis 
Turecko, Izmir prov.,  

6.5km N of Dikili, Kabakum env., 35m 

39,13333°N, 

026,89893°E 
21. 4. 2011 3 

Lethrus (L.) rotundicollis 
Turecko, Canakkale prov.,  

12km SW of Ayvacik, Behram env., 77 

39,50694°N, 

026,33124°E 
21. 4. 2011 3 

Lethrus (L.) schaumi Řecko, Evros dist., Komara env. 
N 41°36.001, 

E 26°12.136 
18. 4. 2009 5 

Lethrus (L.) schaumi Řecko, Evros dist., Tychero env. 
N 41°05.557, 

E 26°16.458 
18. 4. 2009 3 

Lethrus sp.1 Řecko, Rodopi dist., Karydia env. 
N 41°06.094, 
E 25°24.570 

19. 4. 2009 4 

Lethrus sp.2 
Řecko, Serres distr., Thermopigi env., 

170m 

N41°16’23’’,  

E023°21’59’’ 
2011 2 

Lethrus (L.) halkidikiensis 
Řecko, Chalkidiki dist., Metamorfossi 

env. 

N 40°13.825‘, 

E 23°36.460 
22. 4. 2009 2 

Lethrus (L.) perun Bulharsko, Khotovo, 188m 
N 41°29’57’’, 

E 023°20’18’’ 
9. 4. 2006 2 

Lethrus (L.) perun Bulharsko, Dolno Spanchevo, 130m 
N 41°25’30’’, 

E 023°22’46’’ 
9. 4. 2006 2 

Lethrus (L.) perun Bulharsko, Muletarovo S env., 130m 
N 41°27’01’’, 

E 023°14’07’’ 
10. 4. 2006 2 

Lethrus (L.) strymonensis Řecko, Serres distr., Neo Petritsi env. 
N 41°16.759, 

E 023°18.656 
2011 1 

Lethrus (L.) strymonensis Řecko, Serres dist., Serres env. 
N 41°07.508, 

E 23°32.149 
21. 4. 2009 3 

Lethrus (L.) strymonensis Řecko, Serres dist., Serres env. 
N 41°06.609, 

E 23°33.447 
21. 4. 2009 2 

Anoplotrupes stercorosus 
Slovensko, Plešivecká planina, 682m, 

Kružná vill. env. 

N 48°33.228, 

E 20°26.589 
2009 3 

Geotrupes stercorarius Slovensko, Silica vill. env. 
N 48°33.185, 

E 20°31.210 
2009 1 

Geotrupes sp. 
Chorvatsko, Dalmatia centr., Brač 

island, Nerežišca env., Humac hill 430m 
 2009 2 

Trypocopris vernalis Slovensko, Silica vill. env. 
N 48°33.185, 

E 20°31.210 
2009 2 
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3.2. Metodika 

3.2.1. Izolace DNA 

Izolace DNA byla prováděna z jedné končetiny každého usmrceného jedince 

fixovaného v 96% ethanolovém roztoku skladovaných v mrazícím boxu při teplotě -20°C, 

případně ze suchých sbírkových preparátů. Končetina byla odebrána pomocí preparačních 

pinzet sterilizovaných lihovým roztokem a plamenem před a po každém odběru. 

Před izolací byla tkáň osušena na filtračním papíře a rozlámána na drobné kousky 

pomocí sterilních preparačních pinzet. Následně umístěna do 1,5 nebo 2 ml mikrozkumavky. 

Zkumavka se nechala otevřená buď při pokojové teplotě nebo při 50°C, aby se odpařil 

zbytkový ethanol v tkáni po dobu 15 – 20 minut. 

Následně byla extrahována DNA dle protokolu komerčně dodávané izolační sady 

Qiagen DNAeasy® Tissue Kit (Qiagen). Pro efektivnější lyzi tvrdších částí končetiny jedince 

byly vzorky ponechány v topném bloku při teplotě 56°C přes noc. 

Po izolaci byla ověřena koncentrace a čistota vyizolované DNA pomocí 

spektrofotometru NanoDrop®ND-100. Získaná DNA byla uchována při teplotě -20°C. 

 

3.2.2. Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

V diplomové práci byly sledovány úseky dvou mitochondrálních genů - cytochromu b 

(cytb) a cytochromoxydázy I (COI) a jednoho jaderného genu – 28S D2-D5. Úseky těchto 

genů druhů rodu Lethrus a taxonů použitých jako outgroups byly amplifikovány pomocí 

primerů uvedených v tabulce 3. 
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Tabulka 3: Přehled primerů použitých pro amplifikaci studovaných genů. 

Gen Název 
primeru 

Orientace Sekvence primeru Zdroj 

cytb 

CB3 forward 5'  GAGGAGCAACTGTAATTACTAA3' Barraclough et al. 1999 

CB4 reverse 5'  AAAAGAAA(AG)TATCATTCAGGTTGAAT 3' Barraclough et al. 1999 

COI 

C1-J-2183 
(Jerry) 

forward 5' CAACATTTATTTTGATTTTTTGG 3' Simon et al. 1994 

L2-N-3014 
(Pat) 

reverse 5' TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA 3' Simon et al. 1994 

28S rDNA-D2 

28SD2F forward 5' CGGGTTGCTTGAGAGTGCAGC 3' 
Hawks 2009 (dosud 
nepublikováno) 

28SD2Ra reverse 5' CTCCTTGGTTCCGTGTTTC 3' 
Hawks 2009 (dosud 
nepublikováno 

28S rDNA-D3-5 

28SD3 forward 5' TTGAAACACGGACCAAGGAG 3' 
Hawks 2009 (dosud 
nepublikováno 

28SD5 reverse 5' CGCCAGTTCTGCTTACCA 3' 
Hawks 2009 (dosud 
nepublikováno 

 

Reakční směs byla připravena do celkového objemu 25μl nebo 50μl na vzorek (přesné 

složení reakční směsi uvádím v tabulce 4). Pro PCR reakci byla použita komerční reakční směs 

PPP Master Mix od společnosti Top-Bio, s.r.o, která obsahuje s výjimkou primerů všechny 

potřebné složky (dNTP, Taq polymeráza, reakční pufr s MgCl2 , barviva a stabilizátory). 

Součástí balení PPP Master Mixu od společnosti Top-Bio s.r.o je dodávána také 1,5 ml 

mikrozkumavka s PCR H2O. Pro lepší amplifikaci cytb  některých taxonů bylo třeba použít 

PPP Master Mix bez MgCl2 (Top-Bio) a do reakce přidat optimální množství MgCl2 (25nM) 

(součást balení). Složení této směsi uvedeno v tabulce 5. 

 

Tabulka 4: Složení reakční směsi pro PCR (vztaženo na jednu reakci) 

Chemikálie Množství (μl) Množství (μl) 

PPP Master Mix 12,5 25 

Forward (10 pmol/μl) 1 2 

Reverse (10 pmol/μl) 1 2 

PCR H2O 8,5 17 

DNA (5-10 ng/μl) 2 4 

Celkový objem 25 50 
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Tabulka 5: Složení reakční směsi pro PCR s  MgCl2 (vztaženo na jednu reakci) 

Chemikálie Množství (μl) 

PPP Master Mix 12,5 

MgCl2 (25nM) 3 

Forward (10 pmol/μl) 1 

Reverse (10 pmol/μl) 1 

PCR H2O 5,5 

DNA (5-10 ng/μl) 2 

Celkový objem 25 

 

Amplifikace požadovaných úseků DNA probíhala v termocykleru  C1000 TM Thermal 

Cycler (BioRad) a iCycler TM Thermal Cycler (BioRad). U všech použitých dvojic primerů byla 

prováděna gradientová PCR pro zjištění optimální teploty nasedání primerů. Optimální 

teplotní podmínky cyklů pro PCR jednotlivých genů jsou uvedeny v tabulce 6. V případě 

některých taxonů byl PCR cyklus pro cytochrom b pozměněn teplotou nasedání primerů. 

 

Tabulka 6: PCR program pro amplifikaci genů cytB a COI 

cytb Krok Počet opakování Teplota Čas 

1. Počáteční denaturace 1x 95°C 5 min 

2. Denaturace 

40x 

94°C 1 min 

3. Nasedání primerů 47-50°C 1 min 

4. Polymerace 72°C 1 min 30s 

5. Závěrečná polymerace 1x 72°C 10 min 

6. Chlazení 1x 4°C forever 

 

COI Krok Počet opakování Teplota Čas 

1. Počáteční denaturace 1x 95°C 5 min 

2. Denaturace 

40x 

95°C 30s 

3. Nasedání primerů 50°C 40s 

4. Prodlužování 72°C 2min 

5. Konečné prodlužování 1x 72°C 10min 

6. Chlazení 1x 4°C forever 

 

 

3.2.3. Kontrola správného průběhu PCR  

 Kontrola kvality a přibližné délky DNA byla prováděna pomocí elektroforézy.  Na 1% 

agarózový gel, který byl při přípravě smíchán s optimálním množství ethidium bromidu (dle 

objemu gelu), bylo naneseno 5 μl PCR produktu nebo v případě 28S rDNA celý objem 50μl 
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od každého vzorku společně s délkovým standardem DNA (GeneRulerTM 100bp DNA Ladder, 

Fermentas). Elektroforéza běžela po dobu cca 35-50 min nastavená na hodnoty 400mA a 

100V. Po doběhnutí elektroforézy byla provedena kontrola pod UV osvětlením. 

Vzorky, u kterých byla amplifikace úspěšná, byly následně přečištěny pomocí 

soupravy Qiaquick® PCR Purification Kit (Qiagen) a PCRExtract Mini Kit (5 Prime) 

dle protokolu dodávaného výrobcem. PCR produkty 28S rDNA bylo nutné vyřezat přímo 

z gelu (při amplifikaci docházelo k namnožení většího počtu fragmentů).  DNA z vyřezaných 

částí agarózového gelu byla purifikována pomocí kitu Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit 

(capped columns) od společnosti Zymo Research dle přiloženého návodu. U vzorků 

s negativním výsledkem amplifikace bylo nutné opakovat PCR, při které bylo potřeba změnit 

některé parametry či chemikálie, aby byla amplifikace úspěšná. 

 

3.2.4. Příprava na sekvenaci 

Koncentrace a kvalita pročištěné DNA byla ověřena pomocí spektrofotometru 

NanoDrop®ND-100. Poté byla připravována směs pro sekvenaci o celkovém objemu 14μl 

na vzorek. Do sekvenační směsi byly použity stejné primery jako pro PCR, DNA v množství    

5-10ng/100pb celkové délky produktu a voda.  Takto připravené vzorky byly následně 

předány na sekvenaci do laboratoře sekvenace PřF UK (sekvenátor 3130 Genetic Analyzer, 

Applied Biosystems), kde byly provedeny srážecí a sekvenační reakce (kit BigDye®Terminator 

v. 3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems). Pro sekvenaci byla také využita korejská 

firma Macrogen, které se odešle purifikovaná DNA s odpovídajícím párem primerů. 

 

3.2.5. Editace sekvencí 

Požadováný úsek zkoumaného genu byl sekvenován v obou směrech. Kontrola 

chromatogramu, sekvencí a následné složení forward a otočené reverse sekvence bylo 

provedeno v programu BioEdit (Hall 1999). Sekvence byly alignovány v programu Clustal W 

(Thomson et al. 1994), který je součástí programu BioEdit. Všechny sekvence byly na obou 

koncích zkráceny tak, aby začínaly a končily ve stejné pozici, aby byl přitom zachován čtecí 

rámec. Přepisem sekvencí na aminokyseliny v programu MEGA 4 (Tamura 2007) bylo 

ověřeno, jestli sekvence neobsahují stop kodony. Takto upravené sekvence byly převedeny 

do formátu nexus pomocí nástrojového online balíku FaBox (http://users-
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birc.au.dk/biopv/php/fabox/). Ve FaBoxu byl také vytvořen kombinovaný dataset z obou 

genů. Pro změnu formátu sekvencí byl také využíván online program Readseq 

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

 

3.2.6. Analýza dat 

V programu jModelTest 0.1.1 (Posada 2008) byl vypočítán model evoluce 

pro jednotlivé datasety za použití 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 všechny datové soubory byly vyhledány fylogenetické stromy následujícími metodami: 

Baysovská analýza, Maximum likelihood, Maximum parsimony. Všechny analyzované 

datasety k nahlédnutí na přiloženém CD (příloha 1). 

Získáné výsledné stromy z analýz byly vizualizovány v programu TreeView 1.6.6 

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

 

3.2.6.1. Bayesovská analýza (BA) 

Bayesovská metoda, která je založená na výpočtu posteriorních pravděpodobností, byla 

počítaná programem MrBayes 3.1 (Ronquist et al. 2005).  Tento program používá Markov 

chain Monte Carlo (MCMC) simulační metodu k vyhledávání nejlepších stromů. Kromě 

nastavení modelu GTR + I + G (lset nst=6 rates=invgamma) bylo zachováno původní 

nastavení programu. Analýza byla nastavena na 10 000 000 generací, přičemž z každé sté byl 

uložen strom. Po doběhnutí byly odstraněny neustálené počáteční stromy (nejméně 25% 

z konečného počtu stromů) a získán výsledný strom s posteriorními pravděpodobnostmi 

jednotlivých větví.  

 

3.2.6.2. Maximum likelihood (ML) 

Výpočet fylogenetického stromu metodou maximální pravděpodobnosti, která je 

založena na posouzení, jak jednotlivé evoluční hypotézy vyhovují vstupním datům z hlediska 

pravděpodobnosti. ML byla vypočítána v programu raxmlGUI 0.95 (Stamatakis 2006, 

Silvestro & Michalak 2010). Pro ML byl zvolen model general time-reversible (GTR) s gamma 
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distribucí. Správnost topologie získaného stromu byla ověřena bootstrapem s 1000 

replikacemi. 

 

3.2.6.3. Maximum parsimony (MP) 

Metoda maximální parsimonie vybírá ze všech možných stromů ten s minimální 

celkovou délkou tj. nejmenším počtem evolučních kroků. MP byla provedena v programu 

PAUP* 4.0b10 (Swofford 2002). Nejúspornější stromy byly hledány pomocí heuristického 

vyhledávání s počtem 100 náhodných replikátů a prohledáváním okolních stromů pomocí 

náhodné změny polohy větví (TBR – tree bisection reconnection) (příkaz: hsearch 

addseq=random nreps=100 swap=TBR). Při nalezení většího počtu parsimonních stromů byl 

zkonstruován výsledný konsensuální strom na základě většinového pravidla (majority-rule) a 

strict consensus. Statistická podpora jednotlivých uzlů byla zjištěna pomocí bootstrapu 

s 1000 pseudoreplikáty (příkaz: bootstrap search=heuristic nrep=1000 keepall=yes). 

 

3.2.6.4. Haplotypová síť 

 Pro vizualizaci vztahů mezi sekvencemi pro dataset genu COI byl použit program 

Network 4.600 (http://www.fluxus-engineering.com). Haplotypová síť bylo vytvořena 

metodou Median-joining (Bandelt et al. 1999). Parametr epsilon byl nastaven na nulu. 

Poté byla provedena MP kalkulace, která z předchozího výpočtu sítě vyřadí nepotřebné 

vektory a linky, a tak výslednou síť zjednoduší. 

 

3.2.6.5. Datování 

K výpočtu nekorigovaných p-distancí na základě datasetu sekvencí parciálních částí 

genu COI byl použit program MEGA 4. Odhad doby divergence byl pak vypočten na základě 

získané hodnoty p-distance a odhadnuté rychlosti evoluce genu COI u některých 

bezobratlých živočichů (Brower 1994, Farell 2001), u kterých je tato rychlost odhadnuta 

na 1,5% - 2,3% za milion let (Knopp et al. 2011). 
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4. Výsledky 

4.1. Charakter vstupních dat 

Amplifikací vybraných úseků DNA byly získány částečné sekvence tří genů. 

Mitochondriální gen pro cytochrom b (cytb) o konečné délce 382 bp byl osekvenován 

u 74 jedinců zkoumaných popsaných druhů, u šesti jedinců (označených Lethrus sp.1 a 

Lethrus sp.2) nezařazených do těchto popsaných druhů  a osmi jedinců zařazených 

jako outgroups. Čitelné sekvence tohoto genu se opakovaně nepodařilo získat u druhu 

Lethrus (L.) brachiicollis. Mitochondriální gen pro cytochromoxydázu I (COI) byl získán 

u 94 jedinců zkoumaných taxonů včetně nezařazených jedinců a outgroups o konečné délce 

815 bp. Sekvence jaderného genu 28S rDNA (podjednotka D2 a D3-5) byly získány 

od 11 jedinců devíti druhů. Každá podjednotka byla sekvenována zvlášť. Konečná délka 

sekvence podjednotky D2 byla 542 bp a podjednotky D3-5 548 bp. Jaderný gen nebyl dále 

analyzován, protože nevykazoval variabilitu mezi zkoumanými druhy. Charakteristiky 

použitých datasetů naleznete v tabulce 7. Vzorkování jednotlivých druhů zobrazují mapky 

(obr.8-10).  

 

 

Obrázek 8: Mapa vzorkování ve východním Středomoří . Barvy taxonů odpovídají barvám v haplotypové síti. 
Barevné body v mapě představují místa sběru.  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,  Lethrus sp.2. (zdroj: http://www.mapy.cz/). 
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Obrázek 9:  Mapa vzorkování ve střední Evropě. Barva taxonu odpovídá barvě v haplotypové síti. Barevné 
body v mapě představují místa sběru.  Lethrus (L.) apterus. (zdroj: http://www.mapy.cz). 
 

 

 

Obrázek 10: Mapa vzorkování v Tádžikistánu. Barva taxonu odpovídá barvě v haplotypové síti. Barevný bod 
v mapě představuje místo sběru.  Lethrus (L.) coptotis. (zdroj: http://maps.google.cz). 
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 Tabulka 7: Základní informace o analyzovaných datových souborech 

 

 

 

 

 

 

4.2. Analýza dat 

4.2.1. Haplotypová síť 

 Na základě genu COI bylo identifikováno 56 haplotypů. Genealogické vztahy 

mezi haplotypy znázorňuje haplotypová síť (obr. 11), získaná metodou Median-joining. Síť 

jednoznačně ukazuje na jasně oddělené jednotlivé druhy. Výjimku tvoří klastr, do kterého 

spadá druh Lethrus (L.) liviae společně s druhy Lethrus (L.) fallax a nezařazenými jedinci 

druhu Lethrus sp.1, což podporuje i malá genetická vzdálenost mezi těmito taxony (tab. 8) a 

klastr, který je tvořen druhem s  Lethrus (L.) perun společně s jedinci druhu Lethrus sp.2 

z řeckého Thermopigi. Rovněž druhy Lethrus (L.) apterus a Lethrus (L.) schaumii, 

mezi kterými je genetická vzdálenost 1%, zde vytváří společný klastr a mohly by tak tvořit 

pouze jeden druh. Turecký Lethrus (L.) apterus zde vytváří samostatný klastr. Genetické 

vzdálenosti na základě genu COI mezi taxony jsou uvedené v tabulce 8. 

 

Datový soubor 
Počet 

vzorků 

Počet znaků 

celkový variabilních parsimonně informativních 

COI 94 815 284 259 

cyt b 88 382 159 138 

COI_cytb 83 1197 437 392 
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Obrázek 11: Median joining network zobrazující genealogické vztahy mezi haplotypy genu COI zkoumaných 
taxonů podrodu Lethrus . Haplotypy jsou znázorněny barevnými kruhy. Velikost kruhů odpovídá počtu jedinců s 
daným haplotypem. Čísla na spojnicích označují počet mutací mezi haplotypy (vyznačeno pro n > 1). 
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Tabulka 8: Tabulka zobrazující hodnoty nekorigovaných p-distancí vypočítaných na základě genu COI mezi zkoumanými 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), turecký L. (L.) apterus (LapTR), L. (L.) raymondi (Lray), Lethrus sp.2 (sp.2). 
 

 
 
 
 
 
 

Lp Le Lf Lar Lsch sp1 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                         

sp1 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 analýzy 

Jednotlivé datasety byly analyzovány metodou Bayesovské analýzy (BA), maximum 

likelihood (ML) a maximum parsimony (MP). Na sekvence genu COI  a cytb byl při výpočtu 

stromu BA  použit model GTR+I+G. U ML byl nastaven pro oba geny model GTRGAMMA. 

 

4.2.2.1.  Dataset genu COI 

  Fylogenetické stromy konstruované na základě datasetu části genu 

pro cytochromoxydázu I metodami BA, ML, MP vykazují přibližně stejné topologie  

(obr. 12-14). Byly identifikovány dvě základní linie, tj. asijská (zastoupená druhem 

L. (L.) coptotis) a „evropská“ (zastoupená ostatními zkoumanými druhy). Evropská linie se 

dále větví na dvě dobře odlišené hlavní vývojové linie I a II, které korespondují s geografickou 

polohou jednotlivých druhů v rámci dané linie. Linie I zahrnuje turecké druhy, druhy z řecké 

Thrákie a druh L. (L.) apterus ze Srbska, Slovenska, Maďarska. Linie II zahrnuje druhy z řecké 

Makedonie a Thesálie, jižní Makedonie a jižního Bulharska. Tyto dvě linie mají vysokou 

podporu ve všech třech analýzách a to hodnotou bootstrapu (BH) 100, resp. posteriorní 

pravděpodobnosti (PP) 1.00.  V linii I vždy vytváří turecký L. (L.) apterus sesterskou skupinu 

ke skupině 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 skupině F je 

divergence 0,6% a mohlo by se tak jednat o jeden druh. Tento jev se vyskytuje i ve skupině 

SA, kde je mezi druhy L. (L.) schaumii a L. (L.) apterus divergence 1%. Linie II se větví 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 členění také nejspíš souvisí s geografií 

rozšíření těchto druhů. Ve skupině PRS liší vztahy mezi druhy i v rámci různých analýz. 

Nejvyšší podporu větví (PP=0.79) zde má polytomické dělení.  
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Obrázek 12: Konsenzuální fylogenetický strom („Majority rule“) vypočtený na základě genu COI Bayesovskou 
analýzou (model GTR+I+G). V uzlech jsou uvedeny hodnoty posteriorní pravděpodobnosti. Počet generací 
10 000 000. Barvy v kládech označující druhy odpovídají barvám v mapkách a haplotypové síti. 
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Obrázek 13: Konsenzuální fylogenetický strom vypočtený na základě genu COI metodou maximální 
věrohodnosti (model GTRGAMMA). Bylo konstruováno 1000 bootstrapových replikátů. V uzlech uvedeny 
hodnoty bootstrapu >40%. Barvy v kládech označující druhy odpovídají barvám v mapkách a haplotypové síti. 
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Obrázek 14: Konsenzuální fylogenetický strom vypočtený na základě genu COI metodou maximum parsimony. 
Bylo konstruováno 1000 bootstrapových replikátů. V uzlech uvedeny hodnoty bootstrapu >40%. Délka stromu 
je 615 kroků (CI = 0.6146, RI = 0.9041). Barvy v kládech označující druhy odpovídají barvám v mapkách a 
haplotypové síti. 
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4.2.2.2.  Dataset genu cyt b 

 Na obrázku 15-17 jsou vidět výsledné stromy analýz sekvencí části genu pro cytochrom 

b, jejichž topologie se značně liší. Ve všech stromech byly identifikovány dvě bazální linie 

asijská a evropská (shodné se stromy založenými na genu COI). Ve stromu zíkaným BA 

metodou má evropská linie polytomické členění na klády 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 výstupům analýz z COI zde mají zmíněné klády jinou pozici. 

Klád S+PRHE zahrnuje stejné druhy jako linie II ze stromů založených na genu COI avšak 

s jinými fylogenetickými vztahy. Druh L. (L.) strymonensis je sesterským druhem ke všem 

zbylým druhům v tomto kládu. Ve stromu získaným ML metodou se evropská linie větví 

na L. (L.) ares  a skupinu R+SA+F+S+PRHE. Strom sestrojený MP metodou má stejně 

rozvětvenou evropskou vývojovou linii na linii I a II jako stromy založené na genu COI. Linie I 

se větví na skupinu L. (L.) ares  a F, SA+R. Linie II se větví na S a PRHE. Ve všech stromech klád 

F zahrnuje i druh L. (L.) apterus z Turecka.  
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Obrázek 15: Konsenzuální fylogenetický strom („Majority rule“) vypočtený na základě genu cyt b Bayesovskou 
analýzou (model GTR+I+G). V uzlech jsou uvedeny hodnoty posteriorní pravděpodobnosti. Počet generací 
10 000 000. Barvy v kládech označující druhy odpovídají barvám v mapkách a haplotypové síti. 
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Obrázek 16: Konsenzuální fylogenetický strom vypočtený na základě genu cyt b metodou maximální 
věrohodnosti (model GTRGAMMA). Bylo konstruováno 1000 bootstrapových replikátů. V uzlech uvedeny 
hodnoty bootstrapu >40%. Barvy v kládech označující druhy odpovídají barvám v mapkách a haplotypové síti. 
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Obrázek 17: Konsenzuální fylogenetický strom vypočtený na základě genu cyt b metodou maximum parsimony. 
Bylo konstruováno 10 bootstrapových replikátů. V uzlech uvedeny hodnoty bootstrapu >40%. Délka stromu je 
319  (CI = 0.6238, RI = 0.9119). Barvy v kládech označující druhy odpovídají barvám v mapkách a haplotypové 
síti. 
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4.2.2.3. Dataset konkatenátu genu COI a cyt b 

 Topologie fylogenetických stromů konkatenátu částí genů COI a cytb (obr. 18-20) je 

velmi podobná topologii stromů COI.  Prezence dvou linií I, II a turecký L. (L.) apterus 

jako sesterská skupina ke skupině F+A+SA+R. Linie II má variabilní uspořádání mezi 

jednotlivými analýzami. Taxony zde mají v rámci získaných topologií proměnlivou pozici. 

Linie II v bayesovském stromě je polytomicky větvena na EH, S, Ra (L. (L.) raymondi) a 

P (L. (L.) perun) skupinu. ML strom linii II větví 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 zařazen L. (L.) ares, zatímco v MP stromě je sesterskou 

skupinou k tomuto kládu. 
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Obrázek 18: Konsenzuální fylogenetický strom („Majority rule“) vypočtený na základě konkatenátu genu COI a 
cyt b Bayesovskou analýzou (model GTR+I+G). V uzlech jsou uvedeny hodnoty posteriorní pravděpodobnosti. 
Počet generací 10 000 000.  Barvy v kládech označující druhy odpovídají barvám v mapkách a haplotypové síti. 
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Obrázek 19: Konsenzuální fylogenetický strom vypočtený na základě konkatenátu genu COI a cyt b metodou 
maximální věrohodnosti (model GTRGAMMA). Bylo konstruováno 1000 bootstrapových replikátů. V uzlech 
uvedeny hodnoty bootstrapu >40%. Barvy v kládech označující druhy odpovídají barvám v mapkách a 
haplotypové síti. 
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Obrázek 20: Konsenzuální fylogenetický strom vypočtený na základě konkatenátu genu COI a cyt b metodou 
maximum parsimony. Bylo konstruováno 1000 bootstrapových replikátů. V uzlech uvedeny hodnoty bootstrapu 
>40%. Délka stromu je 916 kroků, (CI = 0.6212, RI = 0.8998). Barvy v kládech označující druhy odpovídají 
barvám v mapkách a haplotypové síti. 
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4.3. Odhad doby divergence zkoumaných linií 

 V programu MEGA 4 byla spočítána p-distance mezi jednotlivými zjištěnými klády 

na základě genu COI, která byla spolu s odhadem času divergence namapována na topologii 

stromu sestrojeného metodou MP (obr. 21). Oddělení asijské a evropské linie je tak možné 

datovat do období pozdního miocénu. Mezi těmito liniemi je genetická vzdálenost 12%. 

Divergence větví I a II spadá do období pliocénu. Tyto větve jsou geograficky odděleny 

Rilsko-rodopským masivem a Egejským mořem. K další diverzifikaci uvntitř těchto větví došlo 

během pleistocénu. Hlavní roli v utváření druhů mohly v tomto období hrát klimatické 

změny, které napomohly k vytvoření nových areálů. 

 

 



 

48 
 

 
 
Obrázek 21: Konsenzuální fylogenetický strom vypočtený na základě genu COI metodou MP 
s namapomavanými hodnotami p-distance (pod větví) a odhadem doby divergence v milionech let (nad větví). 
Barvy větví označující druhy odpovídají barvám v mapkách a haplotypové síti. 
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4.4. Molekulární data versus morfologie 

 Pro ilustraci byly na fylogenetický strom sestrojený metodou MP ze sekvencí COI 

přiřazeny nákresy tvarů mandibulárních výrůstků a štítu samců zkoumaných druhů (obr. 22). 

Mezi dvěma základními liniemi se znaky podle nákresů výrazně liší. Uvnitř linie I se nacházejí 

druhy s výrazně ostrými předními rohy pronota (L. (L.) fallax, L. (L.) brachiicollis), s ostrými 

předními rohy (L. (L.) apterus) a zaoblenými předními rohy (L. (L.) ares, L. (L.) schaumii, 

L. (L.) rotundicollis) a různě variabilními symetrickými i asymetrickými mandibulárními 

výrůstky. Uvnitř linie II mají všechny druhy zaoblené přední rohy pronota a méně variabilní 

mandibulární výrůstky. Výjimku tvoří L. (L.) elephas, který má ostré rohy pronota a 

od ostatních druhů v linii výrazně odlišné mandibulární výrůstky. 
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Obrázek 22: 
Konsenzuální 
fylogenetický 
strom vypočtený 
na základě genu 
COI metodou MP.  
V uzlech uvedeny 
hodnoty 
bootstrapu (nad 
větví) a p-
distance (pod 
větví). Barvy větví 
označující druhy 
odpovídají 
barvám 
v mapkách a 
haplotypové síti. 
U zkoumaných 
druhů jsou 
přiřazeny nákresy 
mandibulárních 
výrůstků a 
pronota. 
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5. Diskuze 

Diskuze se bude věnovat dvěma hlavním aspektům výsledků této práce založeným 

na molekulárně genetických metodách. Prvním jsou fylogenetické vztahy uvnitř podrodu 

Lethrus ve východním Středomoří. Druhým datace divergence hlavních linií v souvislosti 

s geomorfologickými a klimatickými změnami.  

Široce využívaným markerem pro fylogenezi hmyzu je mitochondriální DNA. Téměř 

každá molekulárně genetická studie se opírá o vytváření haplotypů mtDNA. Mitochondrální 

DNA představuje pouze malou část genomu, přesto je však nejvíce používaným markerem 

pro tyto studie. Důvodů pro využití mtDNA jako markeru je hned několik. Snadno se 

amplifikuje, protože se v buňce vyskytuje v mnoha kopiích. Mitochondriální geny jsou 

u živočichů velmi konzervativní, bez intronů, s jen velmi málo duplikacemi a s krátkými  

intergenovými oblastmi. Dále je mtDNA vysoce variabilní díky své vysoké mutační rychlosti a 

může nám tak dávat signál o populační historii v krátkém časovém úseku 

(Galtier et al. 2009). Další specifickou vlastností je maternální dědičnost, což způsobuje, že se 

celý mitochondriální genom chová jako jeden nerekombinující se lokus, který sdílí společnou 

genealogii.  Díky menší populační velikosti tak mají mitochondriální geny kratší dobu 

koalescence (Simon et al. 2006). Rychle se vyvíjející mitochondriální geny poskytují větší sílu 

pro vyřešení fylogeneze blízce příbuzných taxonů, fylogeografické a populační studie 

(Simon et al. 2006). Porovnáním sekvencí lze tedy relativně snadno určit hranice jednotlivých 

druhů, odvodit fylogeografické modely a historii a strukturu jednotlivých populací. 

Molekulární systematika hmyzu tak doplňuje a zvyšuje hodnotu morfologických a 

ekologických dat a přispívá tak k poznání procesu evoluce (Caterino  et al. 2000). 

 

5.1. Fylogenetické vztahy uvnitř podrodu Lethrus ve východním Středomoří 

 Podrobnější vhled do této problematiky přinesly výsledky provedených analýz 

zkoumaných druhů založených především na části genu pro cytochromoxydázu I. Pro tento 

gen byly získány sekvence u všech použitých vzorků. Topologie stromů a haplotypová síť 

(obr.12-20 a obr. 11) odhalily nepřesnosti v dosavadní klasifikaci taxonů. 

Výrazný rozdíl byl nalezen v rámci druhu L. (L.) apterus. Genetická vzdálenost 3,2% mezi 

tureckým vzorkem a vzorky z Balkánského poloostrova a střední Evropy (Maďarsko, 

Slovensko a Srbsko) ukazuje na to, že se jedná o dva různé druhy. Turecký vzorek tvoří 



 

52 
 

samostatnou vývojovou linii ve většině konstruovaných fylogenetických stromů (obr. 12-14 a 

18-20) a samostatný klastr v haplotypové síti (obr. 11). Vzorek z Turecka proto bude popsán 

jako nový druh. Naopak vzorky z Balkánu a střední Evropy klastrují společně s druhem 

L. (L.) schaumii z řecké Thrákie (obr. 11) a spadají do stejného kládu (SA) (obr. 12-20). Podle 

genetické vzdálenosti, která činí 1%, by se tyto druhy nerozlišovaly. Rozdílné morfologické 

znaky (Nikolajev 2003) (obr. 22) a podpora analýz cytochromu b (obr. 15-17) dokazují, 

že status druhů nelze zpochybnit. 

Nově popsaný druh L. (L.)  liviae z Çanakkalské provincie evropské části Turecka 

(Pittino 2011) se nejeví podle výsledků jako samostatný druh. Vytváří klád (F) (obr. 12-20) 

i klastr (obr. 11) spolu s druhem L. (L.)  fallax z Řecka a evropské i asijské části Turecka a 

dosud nezařazenými jedinci Lethrus sp.1 z Řecka. L. (L.) liviae a L. (L.) fallax je tak možné 

považovat na základě molekulárních znaků za jeden druh. Nasvědčuje tomu i velmi malá 

genetická vzdálenost (0,5%) mezi těmito druhy. Navzdory genetické příbuznosti se však 

L. (L.) liviae tvarem charakteristických morfologických znaků podobá spíše L. (L.) brachiicollis.  

Nezařazení jedinci Lethrus sp.1 se podle morfologie jevili jako nový druh (Král pers. observ.). 

Výsledky molekulárních analýz je však zahrnují mezi jedince L. (L.)  fallax.  

Neurčení jedinci označení jako Lethrus  sp.2 z řeckého Thermopigi se taktéž podle 

morfologie zdáli být novým druhem (Král pers. observ.). Výsledky provedených analýz tuto 

hypotézu vyvracejí. Tito jedinci spadají do druhu L. (L.)  perun z jižního Bulharska. Ostatní 

zkoumané taxony si zachovávají status samostatných druhů. 

Podle Nikolajeva (2003) netvoří všechny druhy popsané v Evropě a asijské části 

Turecka morfologicky vymezené skupiny. Výsledky je však třeba zkonfrontovat i s předchozí 

klasifikací podle Semenova (1894). V Semenenovově klasifikaci by druhy v této oblasti 

náležely spolu s některými asijskými druhy do tří podrodů Lethrus, Autolethrus a 

Goniolethrus především podle tvaru mandibulárních výrůstků a pronota. Do podrodu Lethrus  

Semenov zařadil druhy L. (L.) apterus, který byl typovým druhem tohoto podrodu a 

L. (L.) elephas. Do podrodu Autholetrus zařadil druhy L. (L.) raymondi, L. (L.) rotundicollis , 

L. (L.) schaumii. Podle morfologických znaků by do tohoto podrodu bylo možné zařadit 

i druhy L. (L.) ares, L. (L.) halkidikiensis, L. (L.)  perun a L. (L.) strymonensis. L. (L.) brachiicollis 

byl typovým druhem podrodu  Goniolethrus, patřil by sem i L. (L.) fallax (včetně L. (L.)  liviae). 

Ani toto dělení molekulární analýzy nepodpořily. V rámci zjištěných skupin je značná 

variabilita v morfologických znacích. Skupina F+BA zahrnuje druhy s výrazně ostrými 
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předními rohy pronota (L. (L.) fallax, L. (L.) liviae, L. (L.) brachiicollis) i se zaoblenými rohy 

(L. (L.) ares) a s různým tvarem výrůstků. Skupina SA+R zahrnuje druhy s mírně ostrými rohy 

pronota (L. apterus) i se zaoblenými (L. (L.) schaumii a L. (L.) rotundicollis) a výrůstky jsou 

taktéž variabilní. Ve třetí skupině EH+PRS nejsou druhy příliš morfologicky různorodé. 

Výjimku tvoří L. (L.) elephas, který se naopak značně odlišuje od ostatních druhů ve skupině. 

Z výsledků vyplývá, že příbuzné druhy nevykazují zjevné podobnosti ve stavbě výrůstků 

kusadel a pronota, a nelze je tak řadit k sobě do skupin na základě morfologie. 

 

5.2. Doba divergence hlavních linií a kolonizační směry 

 Z důvodu chybějících fosilních záznamů monotypického rodu Lethrus a 

nedostatečných záznamů vztahujících se k celé čeledi Geotrupidae (Krell 2007, Nikolajev 

2007) nelze přesněji odhadnout časové vymezení divergence mezi liniemi. Předpokládá se, 

že společný předek asijské a evropské větve existoval v pozdním miocénu zhruba před 

8 až 5,2 mil. let. Je pravděpodobné, že předchůdce se nacházel na celém území současného 

rozšíření před 136 až 83 mil. let, kdy je datované oddělení podčeledi Lethrinae od podčeledi 

Geotrupinae (Cunha et al 2011). Vzhledem k faktu, že podrod Lethrus je jako jediný 

z podrodů rodu rozšířen jak v Asii, tak v Evropě, je možné ho považovat za původní linii rodu.  

Alpinsko-himalájské vrásnění a pleistocénní klimatické změny mohly způsobit rozdrobení 

původního areálu a podnítit tak speciaci. Největší druhovou diverzitu ve středoasijském 

areálu (Nikolajev 2003) lze vysvětlit příhodnějšími podmínkami pro speciaci. Vyloučit nelze 

ani možnost, že do evropského areálu (včetně maloasijské části Turecka) se tento podrod 

rozšířil ze Střední Asie. Není však možné přesně zodpovědět, kterou cestou se do Evropy šířil 

(pokud vůbec), a proč se šířil právě jen tento podrod Lethrus. 

 Hlavní větve (I a II) evropské linie divergovaly v pozdním miocénu před 4 až 2,6 mil. 

let. Vliv na jejich oddělení mohlo mít vyzdvižení Rilsko-rodopského masivu v mladších 

třetihorách (Král 1999) a vznik Egejského moře znovuzaplněním středomořské pánve 

po Messinské salinitní krizi. Ancestorská linie II byla izolována v Řecku na jihozápad od 

Rodop. Proces utváření Rodop je etapovitý a probíhá dosud (Král 1999). Ancestorská linie I 

zůstala na severu a východě geografické bariéry. V období pleistocénu přečkaly ancestorské 

linie nepříznivé klimatické podmínky v jižních refugiích na Balkáně a v Malé Asii. Změny 

klimatických podmínek pravděpodobně vedly k vytvoření nových areálů a k allopatrické 
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speciaci. Ke speciačním událostem v linii II došlo dříve než v linii I (obr. 21). Po skončení 

posledního glaciálu neměly druhy linie II možnost expanze do dalších oblastí Evropy, protože 

horská pásma představují nepřekonatelnou bariéru pro tyto apterní brouky a ostatní 

bezkřídlý hmyz (Lunt et al 1997, Cunha et al 2011). Linie I měla naproti tomu šanci 

expandovat na sever. Jelikož je areál rozšíření této linie rozdělen Marmarským mořem, dalo 

by se očekávat, že druhy v rámci této linie budou utvářet geograficky vymezené klády 

(na sever a na jih od Marmarského moře). Toto dělení však fylogenetické stromy 

nepodporují. Důvodem pravděpodobně je, že moře vzniklo teprve ve svrchním pleistocénu a 

druhy tak donedávna mohly žít v sympatrii. 

 Druhem, který expandoval nejdále na sever a východ, je L. (L.) apterus 

(Král & Nikolajev 2006), zatímco ostatní druhy ze stejné linie (I) zůstaly na Balkáně a v Malé 

Asii. S ohledem na nízkou disperzní schopnost je pozoruhodné, že se tento druh rozšířil 

na tak rozsáhlé území v krátké době od posledního glaciálu. Nabízí se proto vysvětlení, že 

jeho expanze není zapříčiněna vlastní disperzní schopností (chůzí), ale vnějším faktorem, 

ať biotickým nebo abiotickým. Tento druh je považován za škůdce vinné révy (Nikolajev 

2003). Proto je možné, že se z oblasti Balkánu rozšířil s živnou rostlinou až v historické době, 

kdy docházelo k obchodování s vinnou révou. Svědčí pro to skutečnost, že vzorky druhu 

L. (L.) apterus z Maďarska, Slovenska a Srbska nejsou geograficky strukturované ve většině 

fylogenetických stromů. 
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6. Závěr 

• Zkoumaný podrod Lethrus ve východním Středomoří tvoří dvě hlavní linie oddělené 

Rilsko-rodopským masivem a Egejským mořem v pozdním miocénu (cca před 4-

2,6 mil. let). Jedna linie je izolovaná na jihozápadě od této bariéry, zatímco druhá 

expandovala z území na východě od bariéry do severnějších oblastí Evropy. 

 

• K diverzifikaci hlavních linií došlo během pleistocénu vlivem klimatických změn. 

 

• V evropské části Turecka byl nalezen nový druh, který byl původně určen jako 

L. (L.) apterus. Na rozdílnost mezi těmito druhy ukazuje genetická vzdálenost mezi 

ním a L. (L.) apterus z oblastí Maďarska, Slovenska a Srbska, haplotypová síť a většina 

stromů. 

 

• L. (L.) liviae nelze podle našich výsledků pokládat za samostatný druh. Mezi tímto 

druhem a druhem L. (L.) fallax je jen malá p-distance 0,5%. L. (L.) liviae se tak řadí 

do druhu L. (L.) fallax. 

 

• Nezařazení jedinci druhu Lethrus sp.1 z řeckého Komotini byli určeni jako druh 

L. (L.) fallax a jedinci druhu Lethrus sp.2 z řeckého Thermopigi jako druh L. (L.) perun 

z jižního Bulharska. 

 

• Pro detailnější prozkoumání fylogenetických vztahů a fylogeografické struktury 

by bylo vhodné doplnit molekulární data o větší počet vzorků z dalších oblastí výskytu 

a provést důkladnou analýzu morfologických tvarů jedinců. Objasnění fylogeografické 

struktury by bylo zvláště zajímavé u druhu L. (L.) apterus, který je na rozdíl 

od ostatních druhů při nízké disperzní schopnosti rozšířen na rozsáhlém území. 
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