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Abstrakt:

Tropicka fauna hmyzu je velmi bohatd a nedostatecné¢ poznand. Pro studium taxonomicky
nezpracovanych skupin je mozné pouzit sekvence DNA a na jejich zaklad¢ definovat
biologické druhy, sestavit molekularni fylogenezi skupiny a studovat evoluci znaki.
Sekvenovala jsem tifi molekularni mitochondrialni markery cox1, nad5 a rrnL pro zastupce
rodu Dilophotes Waterhouse, 1879 (Coleoptera: Lycidae) z celého arealu tohoto rodu. Matice
obsahovala 144 terminalnich linii v¢etné pouzité mimoskupiny a 102 linii po vyfiltrovani
taxontl, pro které nebyly nékteré markery k dispozici. Celkem bylo identifikovano 39 druhti
na zakladé sekvenci DNA a morfologie. Topologie fylogenetickych stromii byla podobna pro
rizné metody alignmentu a metody vypoctu. Zjistila jsem, ze bazalni linie rodu Dilophotes se
vyskytuji v kontinentalni Asii, pfedeviim v Cin& a Indo¢ing. Terminalni linie osidlily oblast
Velkych Sund a Filipin. Dilophotes nalezi k druhim chranénych proti predatorim a vétSina
druht je aposematicky zbarvenych. Zjistila jsem sexudlni polymorfismus nékolika druhi z
oblasti Velkych Sund. Samice téchto druhti napodobuji vzor Cautires/Calochromus a samci
vzor Libnetis. Evoluce téchto vzort je disledkem rozdil ve velikosti téla a s tim souvisejicim
omezenim moznosti napodobovat lokélni vzory po osidleni nového aredlu. Dale jsem zjistila
vznik unikatnich vzorli demonstrovanych jedinym druhem. Vysledky ukazuji na roli
evoluénich omezeni a moznost vzniku novych vzorGi de novo v multidruhovych

spolecenstvech aposematicky zbarvenych nejedlych broukt ¢eledi Lycidae.
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1. Uvod

Molekularni metody studia fylogeneze otviraji nové moznosti pro studium evoluce
riznych organismu. Tato prace se zaméfuje na nekolik témat: (i) na zékladé sekvenci DNA
budou definovany biologické druhy, (ii) bude vytvofena molekularni fylogeneze skupiny
popisujici piibuzenské vztahy mezi druhy a (iii) na zaklad¢ této fylogenetické hypotézy bude
popsana evoluce mimetickych vzori ve studované skuping.

Jako modelova skupina pro tuto studii byl zvolen rod Dilophotes Waterhouse, 1879 z
¢eledi Lycidae (Insecta: Coleoptera). Tento rod je klasifikovan v tribu Dilophotini, podéeledi
Scarelinae (Bocak & Bocakova 2008). Rod Dilophotes obsahuje pomérné velky pocet druhd,
jejichz aredly jsou limitovany na jednotlivé ostrovy nebo horské oblasti. Naprosta vétSina
druhti je aposematicky zbarvena a je soucasti mimetickych komplexii obsahujicich jiné
skupiny celedi Lycidae a mnozstvi dalSich skupin broukt, eventualné plostic nebo motyli.
Toto zbarveni se uplatiiuje jako signdl ve vztahu predator-kofist informujici o ochrané této
skupiny broukti pted predatory (Eisner et al. 2008).

Celed’ Lycidae je kosmopolitné rozsifena kromé Antarktidy a Nového Zélandu. Dosud
bylo popsano pftiblizné¢ 4600 druht, kteti jsou klasifikovani vel60 rodech (Kleine 1933;
Bocéak & Bocakova 2008).

Pro vyskyt zastupcl celedi Lycidae je typické zastinéné a vlhké lesni ¢i kefovité
prostiedi. Jen malo rodu této celedi dokaze zit na mistech vystavenych pfimému slune¢nimu
svitu. Typicky pro vSechny Lycidy je pomaly a téZkopadny let, ktery je dan slabou sklerotizaci
jejich teéla (Bocak & Bocédkova 2008). Larvy se zivi fermentovanymi tekutinami hnijiciho
dfeva, zatimco dospéli jedinci potravu nepfijimaji (Bocak & Matsuda 2003). Délka vyvoje a
pocet larvalnich instard nejsou doposud znamé, dlouhy vyvoj jedinct chovanych v
insektariich vSak naznacuje, Ze k dokonceni vyvoje je typicky zapotiebi 3-5 let (Bocak &
Matsuda 2003; Burakowski 1988; Hayashi 1986; Miller 1988, 1997; Wong 1996). Silna vazba
larvalnich stadii na rozkladajici se dfevo, jejich omezena pohyblivost a citlivost na vysychani,
omezuje podstatné jejich vagilitu. Podobné omezené jsou schopnosti pohybu dospélct, kteti
po cely, typicky jen n€kolika tydenni Zivot, zlstdvaji v nejnizsich patrech tropického destného
lesa. Proto se druhy této Celedi vyskytuji v malych, mnohdy velmi izolovanych areéalech.

Aposematické zbarveni je spojeno s nejedlosti vSech druhi ¢eledi Lycidae pro vétSinu
predatorti. Nejednd se o druhy jedovaté, ale spiSe zapachajici a mimoradné hotké (Bocak &
Matsuda 2003). Jako obranu proti predatorim vyuzivaji brouci Celedi Lycidae vypousténi
siln€é zapachajici hemolymfy na okrajich krovek, na tykadlech a mezi ¢lanky koncetin. Pro

Lycidae je typické aposematické zbarveni (Lindsley et al. 1961; Bocak 2003). Obvykle se
9



jedna o Cerno-Cervené nebo Cerno-zluté vzory. Obcas se vyskytuji také druhy se sitovanym
zbarvenim vyznacujicim se tmavym podkladem se svétle barevnymi Zzebry krovek. V
nékterych oblastech se vyskytuji jedinci s tiibarevnymi krovkami, naptiklad na Papui se jedna
o nékteré druhy rodu Cladophorus Guérin-Méneville, 1830 (Bocak & Bocakova 2008). Tyto
barevné vzory byvaji striktné omezeny na urCitou oblast, kde jsou sdileny vétSim poctem
druhti. Lycidae mohou vytvaret agregace az o 15 druzich a v téchto skupinach mohou byt
ptitomni také jini zastupci tfidy Insecta s podobnymi barevnymi vzory (Carpenter & Ford
1933; Bocdk L., osobni sdéleni). Takové chovani je typické pro aposematicky chranéné
organismy, protoze naklady na edukaci predatora jsou sdileny vétSim poctem druhti. Rod
Dilophotes patii do skupiny s vyraznym pestrym zbarvenim a zapacha podobné jako ostatni
druhy této celedi (Bocék L., osobni sdéleni).

Podobné¢ jako v mnoha jinych skupinach tropického hmyzu je poznani diversity ¢eledi
Lycidae velmi omezené. Proto sekvenovani velkého poctu jedinc mize slouzit k odhadim
skutecné diversity Celedi. Identifikace druhi na zdkladé sekvenci DNA je v poslednich letech
rozvijena velmi intenzivné projektem "Barcoding of Life" (Hebert et al. 2003). Zakladnim
stavebnim pilifem tohoto projektu je myslenka vyuziti kratkych sekvenci mitochondridlniho
genu cox1, které jsou jedinecné pro kazdy biologicky druh k identifikaci druhd. Principem
této metody je vybrani takového markeru, ktery podléha mutacim dostatecné rychle, aby bylo
mozné od sebe rozliSovat jednotlivé druhy a zaroven dostate¢né pomalu, aby rozdily mezi
jedinci stejného druhu byly minimalni. Zde se vyuziva tzv. degenerace genetického kodu, coz
je jedna z jeho zakladnich vlastnosti. Jedna se o vybér geni kodujicich proteiny, jez maji na
treti pozici v kodonech synonymni mutace. To znamend, Ze funkce proteinu neni nijak
ovlivnéna. Vhodnym kandidatem je v tomto ptipad¢ mitochondridlni DNA (mtDNA), ktera je,
na rozdil od jaderné DNA (nDNA), komprimovand, coZ znamend bez intronil a rovnéz je
typickd haploidni dédi¢nosti a nizkym procentem rekombinaci. Napiiklad mitochondrialni
gen coxl, jako jeden z molekularnich markeri vybranych pro tuto praci, je typicky pro svou
vysokou miru fylogenetického signalu z diivodu Cetnych jednonukleotidovych substituci na
tietich pozicich v kodonech, coZ souvisi se znaCnou evoluéni rychlosti. Dal§imi
mitochondridlnimi geny pouzitymi v této praci byly nad5 a rrnL mtDNA (Smith et al. 2012).
Vyuziti n€kolika markeri je nutné pro zajiSténi vyssi stability vétvi a moZnosti srovnani
fylogenetického signalu produkovaného rlznymi markery. Vzhledem k tomu, Ze
morfologicky zaloZena klasifikace studované skupiny je v soucasnosti nepouzitelnd pro
evoluéni studie, pouziti molekularniho markeru je alternativnim feSenim a morfologické

informace mohou byt pouzity pouze k naslednému ovéreni vysledki fylogenetické analyzy.
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Dal$im aspektem hodnym studie je evoluce mimetickych vzorti v této skuping.
Existence mimetickych komplext, kdy neptibuzné druhy sdileji podobné zbarveni, je jeden z
nejnapadnéjsich piikladi evoluce (Bates 1861; Miiller 1879) a jiz od konce 19. stoleti jsou
definovany dva typy mimikry. Jsou to Miilleridnské mimikry a Batesidnské¢ mimikry. O
mimikry hovoiime v ptipad¢, ze vzhled, ptipadné i chovani potencialni kofisti, jsou signalem
pro predatora, aby se vzdal iitoku na chranény organismus. Nezbytnou podminkou je, Ze tyto
znaky se museji vyvijet u nepiibuznych organismi v disledku psobeni ptirodniho vybéru a

nesm¢ji byt ndhodné vzniklym znakem blizce ptibuznych organismi bez plisobeni predatora.

Tato studie je zamétena na Miilleridnské mimikry. Ty vychézeji z ptredpokladu, Ze dva
organismy, oba ochranéné pied utokem predatora, jsou si nepodobné. Vzhledem k evolu¢ni
vyhodnosti sdileni ndkladti na uceni predatora je pfedpokladéano, ze tyto organismy konverguji
ke stejnému mimetickému vzoru. Miilleriv specificky model asociativniho u€eni, zahrnujici
,»stalé n* v daném obdobi, nebyl podpofen a nékolik experimentd v sou€asnosti naznacuje, ze
predator se mize na dvou odlisnych nepozivatelnych kofistech naucit, Ze se jim ma vyhnout.
Nicmén¢, Miilleriv hlavni pohled, ze nové, nepozivatelné formy maji vysSi imrtnost nez
obvyklé nepozivatelné druhy jako vysledek predace, byl dobfe podporovan terénnimi pokusy.
Roste povédomi, Ze vztahy mezi Miilleridnskymi mimetiky mohou byt zprostiedkovany
mnoha faktory, zahrnuji efekt spolecného pisobeni mezi mimetiky, kteii se 1isi ve zptisobu
kryti, mife zobecnéni mezi varovnymi signaly a doprovodnymi zménami hustoty kofisti jako

faktory ovliviiujicimi rozvoj mimikry (Sherratt 2008).

Tradiéni Miilleridanské mimikry, ve kterych se nepoZivatelné druhy navzijem
napodobuji pro vzajemny prospéch, jsou jedny z nejdéle rozpoznanych a nejlépe studovanych
mutualismti. Mnoho motylt, blanoktidli, jiny hmyz nebo dokonce obratlovci jako napft. ryby
nebo koralovi hadi (Wickler 1968; Edmunds 1974; Turner 1977; Joron & Mallet 1998), patii
do kruhu Miillerianské mimikry uvnitf lokalni oblasti. Vyhody Batesidnskych mimikry, ve
kterych pozivatelni mimetici infikuji parazity nepozivatelnych vzorti napodobovanim téchto
varovnych barevnych vzord, jsou zcela ziejmé. Oproti tomu Miilleridnské mimikry, ve
kterych jsou oba partnefi nepozivatelni, nejsou tak snadno pfijatelné. Prvni otazkou je, jak
vznikne aposematické zbarveni. Jakakoliv demonstrace napadného zbarveni v pfitomnosti
naivnich predatori musi nevyhnutelné¢ vést k utokliim na potenciadlni kofist, eliminaci
mutovanych, napadné zbarvenym jedinct, a tim k zaniku aposematického signalu v samém
pocatku jeho vyvoje. Miillerianské mimikry, ackoliv intuitivné se jedna o velmi jednoduchy

koncept, zlstavaji v tomto sméru velmi problematické. Dalsi dosud nedofeSenou otazkou je,
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zda se jednd o mutualismus nebo o parazitovani méné chranénych, eventualné nechranénych
druhti na druzich, které jsou jiz predatory hodnoceny jako nejedlé, jedovaté nebo nebezpecné
a tedy jiz strpély naklady uceni predatora. Pokud by Miilleridnské mimikry mély byt
mutualismem, tak bychom mohli ocekavat viditelné dikazy pro vzijemnou evolucni
konvergenci. AvSak, dikazy pro vzijemnou konvergenci jsou slabé. Alternativnim
vysvétlenim je advergence zbarveni jednoho chranéného druhu k vzoru jiného chranéného
druhu, jak to bylo popsano v ¢eledi Lycidae (Bocak & Yagi 2010). V tomto ptipad¢ je dikaz
zalozen na nasledné migraci nepiibuznych jinak zbarvenych druhti do areélu, kde jsou jiz
stabilizované mimetické komplexy a je pfedpokladéna néslednd advergence k t€émto vzorim.
Rod Dilophotes ma omezeny areal a tento Casovy posun, v zapojeni do mimetickych okruhi,
je moznym vysvétlenim. Otazkou je, jakym zptisobem doslo k vytvoreni mimetickych vzort v
tomto rodu. Je zfejmé, Ze poznani evoluce mimikry v jednotlivych piipadech muize pfispét k

pochopeni tohoto konceptu i po vice nez sto letech od jeho zvefejnéni (Miiller 1879).

1. 1 Cil prace
Cile prace jsou nasledujici:

1. Fylogeneze skupiny - na zakladé sekvenci DNA sestavit molekularni fylogenezi skupiny a

ovefit, zda je mozné na zdklad¢ dosazenych vysledki, definovat biologické druhy.

Molekularni data umoZznuji sestaveni fylogenetickych stromil. Vyhodou pouziti
molekularnich dat je moznost ziskdni velkého objemu informaci pro sestaveni molekuldrni
fylogeneze. Vzhledem k nezévislosti pouzivanych markert je mozno vyuzit molekularni data
k testovani momentalné akceptované klasifikaci studované skupiny. V této studii je primarnim
cilem sestaveni molekuldrni fylogeneze skupiny, a proto nebyl sekvenovan homologicky
fragment cox1 mtDNA jako v projektu Barcoding, ale vétsi pocet mitochondrialnich gent.
Ptedpoklddam, Ze vét§i mnozstvi informaci poskytne robustnéjsi podporu pro definici druhii.
Samotna molekuldrni data nemohou s jistotou rozhodnou o tom, zda se jednd o populace
jediného druhu nebo o samostatné biologické druhy. Ackoliv arbitrazné je ¢asto uvazovano o
3% divergenci v mitochondrialnich proteiny kodujich genech jako hranici mezi druhy, toto
pravidlo neni mozné brat absolutné a je vhodné studovat paraleln€¢ i morfologii populaci a
druht pro ur€eni druhu. Proto morfologie jedincii tvoficich jednotlivd monophyla byla
srovnavana s morfologii sesterskych skupin a za biologicky druh byly oznaéeny pouze

skupiny jedinct lisicich se rovnéz morfologicky.
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2. Evoluce mimetickych vzora — zjistit, zda podobné aposematické zbarveni je piikladem

mimikry a popsat evoluci mimikry ve studované skuping.

Dalsim smérem vyzkumu je feseni obecnych otazek tykajicich se evoluce této skupiny.
Vzhledem k tomu, ze vétSina druhti je aposematicky zbarvenych a jsou chranéni zapachem
proti napadeni predatory (Bocdk & Bocdkova 2008; Eisner et al. 2008) bude cast prace

zaméfena na studium evoluce mimikry.

Miillerianské mimikry, u kterych jsou oba partneti nepozivatelni pro predatory, jsou
Casto uvazovany jako piiklad mutualismu. Dfive studované systémy mimetickych druht,
(Limenitis — Danaus (Nymphalidac) v Severni Americe, Bombus — Psithyrus (Apidae)
v Evropé a Heliconius — Lamparus (Nymphalidae) v tropické oblasti Jizni Ameriky,
Metriorrhynchus v Jihovychodni Asii, pfinesly dikazy pro jednostrannou advergenci, ale
zadny presvédcujici dikkaz pro vzajemnou konvergenci, ackoliv konvergence je tradi¢né
uvazovana jako mechanismus evoluce spoleénych vzort (Miiller 1879). Dale, modely
nepiedpokladaji  polymorfismus Vv Miilleridnskych systémech. Vychazeji totiz z
adaptacionistického ptistupu, Ze nevyhodnost néjaké vlastnosti, v tomto ptipadé¢ matouci
ptitomnost dvou nebo vice vzor na jediné lokalité, povede diive nebo pozdé€ji k vytvoreni
jediného vzoru a tim se omezi ndklady na edukaci predétora. V rozporu s timto pfedpokladem
neni mimeticky polymorfismus neobvykly a je ptitomen i v rodu Dilophotes. Vysvétleni, jak

vznikl tento polymorfismus a pro¢ nebyl dosud odstranén, je pfedmétem této prace.

13



2. Material a metody

2. 1 Material

Modelovou skupinou pro studium mimikry byla c¢eled Lycidac ze skupiny

Lycidae, kteti vytvafeji mnozstvi riznych mimetickych vzort.

Material ke studiu byl poskytnut $kolitelem. V terénu byl material ulozen v 96 % lihu
a do izolace ulozen v — 20°C. Tento material byl pouzity ke zpracovani studie. Pouze

Dilophotes byli sekvenovani v ramci této studie.

Celkem bylo sekvenovano 127 exemplait rodu Dilophotes zastupujich neznamy pocet

JOA) JOA) JO A

druhti ze Sumatry (86 exemplait), Javy (5 exemplaita), Malaysie (6 exemplait), Bornea (7
exemplait), Laosu (7 exemplait), Kalimantanu (13 exemplait), Ciny (1 exemplaf) a Thajska
(2 exemplaie). Do mimoskupiny bylo zahrnuto 21 taxont z piedchozi studie (Bocéak et al.
2008). Jednotlivé taxony a data ziskana z Genbank jsou uvedeny v tabulce 1 a 2.

Pro kazdého sekvenovanovaného jedince byla métena délka krovek a Sitka hrudi (Tab.
3). Krovka byla méfena v oblasti humeru (Sifka) a od kloubu po apex (délka). Velikost krovky

byla pouZzita misto velikosti jedince pro snadnou definovatelnost a obtize ptfi méfeni jedincl

poskozenych pii izolaci DNA.

Tabulka 1: Pfehled materialu pro mimoskupinové srovnani.

Nazev rodu Cislo vzorku ¢islo GenBank Lokalita
nad5 coxl rrnL
Duliticola LO1 DQ181339.1 | DQ181185 - Malaysia, Sabah
Libnetis L02 DQ181186 DQ181340 - Malaysia, Sabah
Lycus L03 DQ181341.1 | DQ181187 - South Africa
Lyropaeus L11 DQ181190 DQ181344 DQ180968 Malaysia
Dihammatus L12 DQ181191 DQ181345 DQ180969 Malaysia
Plateros L13 DQ181192 DQ181346 DQ180970 Malaysia
Scarelus L15 DQ181194 DQ181348 - Malaysia, Sabah
Calochromus L16 DQ181195 DQ181349 DQ180973 China
Lyponia L17 DQ181196 DQ181350 DQ180974 China
Macrolycus L18 DQ181197 DQ181351 DQ180975 China
Calopteron L25 DQ181201 DQ181355 - Ecuador
Plateros 243 DQ181213 DQ181367 - Malaysia
Dilophotes 244 DQ181214 DQ181368 | DQ180992.1 | Malaysia, Sabah
Platycis 348 DQ181217 DQ181371 DQ180995 Czech Republic
Lycoprogenthes 358 DQ181218 DQ181372 DQ180996 Indonesia
Dictyoptera 570 DQ181221 DQ181375 DQ180999 Japan, Toyama
Pyropterus 574 DQ181225 DQ181379 DQ181003 Japan, Ishikawa
Lopheros 578 DQ181383.1 | DQ181229.1 | DQ181007.1 Japan
Lycoprogenthes 801 DQ181243 DQ181397 DQ181021 Indonesia
Libnetis 1002 DQ181252 DQ181406 DQ181030 Indonesia
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Tabulka 2: Piehled studovaného materialu, ktery byl nové sekvenovan.

Cislo
vzorku

Taxon

Lokalita

A001
A002
A003
A004
AQ005
AQ006
AQ07
AQ008
AQ009
A010
A011
A012
A013
A014
A015
AQ016
A060
THO01
THO002
THO03
THO04
THO005
THO006
THO007
THO008
TH009
THO010
THO11
THO12
THO13
THO14
THO15
THO016
THO17
THO018
THO019
THO020
THO021
THO022
THO023
THO024
THO025
THO026
THO27
THO028
TH029
THO030
THO031
THO032
THO33

THO034
THO35
THO36
THO37

Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes

Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes

Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.

Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.

Philippines, Negros, Mt. Canlaon, Apr. 2007, Bolm Igt.

Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26.

China 1, Kuban

Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.
Jan -1.Feb 2005, 1600-2200 m, Bolm Igt.

Borneo, Sabah, km 53 KK-Tambunan, 1650m,Gn.Emas, 22 Mar-6 Apr 2000, Bolm Igt.

C Kalimantan prov., 60km SE Muara Teweh,150m, 1.20.25S 115.20.16 E, 24. -28.Jun2001,
Bolm Igt.C78

Borneo, Sabah, km 53 KK-Tambunan, 1650m,Gn.Emas, 22 Mar-6 Apr 2000, Bolm Igt.
Borneo, Sabah, km 53 KK-Tambunan, 1650m,Gn.Emas, 22 Mar-6 Apr 2000, Bolm Igt.
Borneo, Sabah, km 53 KK-Tambunan, 1650m,Gn.Emas, 22 Mar-6 Apr 2000, Bolm Igt.
Borneo, Sabah, km 53 KK-Tambunan, 1650m, Gn.Emas, 22 Mar-6 Apr 2000, Bolm Igt.
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THO38
THO039
THO040
THO41
THO042

THO043

THO044
THO045
THO046
THO047
THO48
THO049
THO50
THO51
THO052
THO053
THO054
THO055
THO056
THO57
THO058

THO059

THO60

THO61
THO62

THO063

THO064
THO065
THO66
THO67
THO68

THO69

THO070
THO71
THO72
THO73
THO74
THO75
THO76
THO77
THO78
THO79
THO80
THO081
THO082
THO083
THO084
THO085
THO086
THO87
THO88

Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes

Dilophotes

Dilophotes
Plateros

Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Plateros

Dilophotes
Dilophotes

Dilophotes
Dilophotes

Dilophotes

Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes

Dilophotes

Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Libnetis

Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes
Dilophotes

Malaysia, Pahang, Tanah Rata, Gn. Jasar, 1600 m, 3.-9. Feb 2005, Bolm Igt.

Java (C), Gn. Lawu, 8km W of Sarangan, 1850 m, 10.-11. May 2001, Bolm Igt.

Java (C), Gn. Lawu, 8km W of Sarangan, 1850 m, 10.-11. May 2001, Bolm Igt.
Sumatra, Barat, Pasaman, Gn. Talamau, 1000 m, 14.-15. Jan 2005, Bolm Igt.
Sumatra, Gn. Talamau, 17 km E Simpangempat, 750 m, 21.-25. May 2001, Bolm Igt.,
(Ophir mts)

Sumatra, Gn. Talamau, 17 km E Simpangempat, 750 m, 21.-25. May 2001, Bolm Igt.,
(Ophir mts)

Sumatra Barat, Lake, Maninjau, E coast, 800 m, 12.-23. Jan 2005

Sumatra (S), SW coast Ranau lake, 1200 m, 1.-4. June 2001, Bolm Igt.

Laos C., Bolikhamsai pr., BAN NAPE env., Jendek & Sausa leg., 7.-16. May 2004
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sinabung, 1400-2000 m, 29.-30. Jan 2005, Bolm Igt.
Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sinabung, 1400-2000 m, 29.-30. Jan 2005, Bolm Igt.
Sumatra, Gn. Tujuh, 5 km E Kersik Dua, 1900 m, 3.-5. May 2001, Bolm Igt.
Sumatra, Gn. Tujuh, 5 km E Kersik Dua, 1900 m, 3.-5. May 2001, Bolm Igt.
Sumatra, Gn. Tujuh, 5 km E Kersik Dua, 1900 m, 3.-5. May 2001, Bolm Igt.

W Jawa,Puncak Pass, 10 km of Cipanas, 1250-1600m, 8-20.0ct. 2002, Bolm Igt.

W Jawa,Puncak Pass, 10 km of Cipanas, 1250-1600m, 8-20.0ct. 2002, Bolm Igt.

W Jawa,Puncak Pass, 10 km of Cipanas, 1250-1600m, 8-20.0ct. 2002, Bolm Igt.
Sumatra, Jambi, Kersik Tua, Gn. Kerinci, 1600-2200 m, 19.-22. Jan 2005, Bolm Igt.
Sumatra, Jambi, Kersik Tua, Gn. Kerinci, 1600-2200 m, 19.-22. Jan 2005, Bolm Igt.
Sumatra, Jambi, Kersik Tua, Gn. Kerinci, 1600-2200 m, 19.-22. Jan 2005, Bolm Igt.
W Sumatra prov., Kerinci, Seblat N. P., 24 km NE Tapan, Muara Sako E env., 400-550 m,
4.-18. March, L. Dembicky leg.

W Sumatra prov., Kerinci, Seblat N. P., 24 km NE Tapan, Muara Sako E env., 400-550 m,

4.-18. March, L. Dembicky leg.
W Sumatra prov., Kerinci, Seblat N. P., 24 km NE Tapan, Muara Sako E env., 400-550 m,
4.-18. March, L. Dembicky leg.

Malaysia, Pahang, Road Ipoh Kg. Raja, 51 km E of Ipoh, 1100 m, 4. Feb 2005
Malaysia, Pahang, Cameron Highland, Tanah Rata, 1400 - 1650 m, 4. - 11. Apr 2005,
Bednarik leg., Bolm Igt.

Malaysia, Pahang, Cameron Highland, Tanah Rata, 1400 - 1650 m, 4. - 11. Apr 2005,
Bednarik leg., Bolm Igt.

Thailand, Chiagma, pr., Dui Pui Nat. Park, P. Prudek RM., Oboril Iyt., 27. Apr 2002
Thailand, Chiagma, pr., Dui Pui Nat. Park, P. Prudek RM., Oboril Iyt., 27. Apr 2002
Borneo,Sabah, km 53 KK-Tambunan,1650m,Gn.Emas, 22 Mar-6 Apr 2000, Bolm Igt.
Borneo,Sabah, km 53 KK-Tambunan,1650m,Gn.Emas, 22 Mar-6 Apr 2000, Bolm Igt.
Malaysia, Pahang, Cameron Highland, Tanah Rata, 1600 m, 3.-20. AFeb 2005, P.
Cechovsky, Bolm Igt.

Malaysia, Pahang, Cameron Highland, Tanah Rata, 1600 m, 3.-20. AFeb 2005, P.
Cechovsky, Bolm Igt.

Sumatra, Dembicky, July 2004

Sumatra, Dembicky, July 2004

Sumatra, Dembicky, July 2004

Sumatra, Dembicky, July 2004

Sumatra, Jambi, Kersik Tua, Gn. Kerinci, 1600-2200 m, 19.-22. Jan 2005, Bolm Igt.
Sumatra, Jambi, Kersik Tua, Gn. Kerinci, 1600-2200 m, 19.-22. Jan 2005, Bolm Igt.
Sumatra, Jambi, Kersik Tua, Gn. Kerinci, 1600-2200 m, 19.-22. Jan 2005, Bolm Igt.
Sumatra, Jambi, Kersik Tua, Gn. Kerinci, 1600-2200 m, 19.-22. Jan 2005, Bolm Igt.
NE Laos, Hua Phan prov., Ban Saluei, 1500 m, 10. May 2004, F. Kanirer leg.

NE Laos, Hua Phan prov., Ban Saluei, 1500 m, 10. May 2004, F. Kanirer leg.

NE Laos, Hua Phan prov., Ban Saluei, 1500 m, 10. May 2004, F. Kanirer leg.

NE Laos, Hua Phan prov., Ban Saluei, 1500 m, 10. May 2004, F. Kanirer leg.
Sumatra, Gn. Merapi, 5 km E of Kotobaru, 1600 m, 18.-25. May 2001, Bolm Igt.
Sumatra, Gn. Merapi, 5 km E of Kotobaru, 1600 m, 18.-25. May 2001, Bolm Igt.
Sumatra, Gn. Merapi, 5 km E of Kotobaru, 1600 m, 18.-25. May 2001, Bolm Igt.
Sumatra, Gn. Merapi, 5 km E of Kotobaru, 1600 m, 18.-25. May 2001, Bolm Igt.
Sumatra, Gn. Merapi, 5 km E of Kotobaru, 1600 m, 18.-25. May 2001, Bolm Igt.
Sumatra, Gn. Merapi, 5 km E of Kotobaru, 1600 m, 18.-25. May 2001, Bolm Igt.

S Kalimatan prov. 10 km E of Loksado, 600-1100 m, 18.-23. Jun 2001, Bolm Igt.
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THO089 | Dilophotes | S Kalimatan prov. 10 km E of Loksado, 600-1100 m, 18.-23. Jun 2001, Bolm Igt.
THO090 | Dilophotes | S Kalimatan prov. 10 km E of Loksado, 600-1100 m, 18.-23. Jun 2001, Bolm Igt.
THO091 | Dilophotes | S Kalimatan prov. 10 km E of Loksado, 600-1100 m, 18.-23. Jun 2001, Bolm Igt.
THO092 | Dilophotes | S Kalimatan prov. 10 km E of Loksado, 600-1100 m, 18.-23. Jun 2001, Bolm Igt.
THO093 | Dilophotes | S Kalimatan prov. 10 km E of Loksado, 600-1100 m, 18.-23. Jun 2001, Bolm Igt.
THO094 | Macrolycus | Laos HUA Phan prov. 38 km S of Sam Neua, Saleui, 1500 m, 9.-22. May 2009, Bednarik
Igt.

THO095 | Dilophotes | Laos HUA Phan prov. 38 km S of Sam Neua, Saleui, 1500 m, 9.-22. May 2009, Bednarik
Igt.

THO096 | Dilophotes | S Kalimatan prov. 10 km E of Loksado, 600-1100 m, 18.-23. Jun 2001, Bolm Igt.
THO097 | Dilophotes | S Kalimatan prov. 10 km E of Loksado, 600-1100 m, 18.-23. Jun 2001, Bolm Igt.
THO098 | Dilophotes | S Kalimatan prov. 10 km E of Loksado, 600-1100 m, 18.-23. Jun 2001, Bolm Igt.
THO099 | Dilophotes | S Kalimatan prov. 10 km E of Loksado, 600-1100 m, 18.-23. Jun 2001, Bolm Igt.
TH100 | Dilophotes | S Kalimatan prov. 10 km E of Loksado, 600-1100 m, 18.-23. Jun 2001, Bolm Igt.
TH101 | Dilophotes | S Kalimatan prov. 10 km E of Loksado, 600-1100 m, 18.-23. Jun 2001, Bolm Igt.
TH102 | Dilophotes | Sumatra, Dembicky, Sept 2004

TH103 | Dilophotes | Sumatra, Dembicky, Sept 2004

TH104 | Dilophotes | Sumatra, Dembicky, Sept 2004

TH105 | Dilophotes | Sumatra, Dembicky, Sept 2004

TH106 | Dilophotes | Sumatra, Dembicky, Sept 2004

TH107 | Dilophotes | Sumatra, Dembicky, Sept 2004

TH108 | Dilophotes | Sumatra, Dembicky, Sept 2004

TH109 | Dilophotes | Sumatra, Dembicky, Sept 2004

TH110 | Dilophotes | Sumatra, Dembicky, Sept 2004

TH111 | Dilophotes | Sumatra, Dembicky, Sept 2004

2. 2 Laboratorni prace: izolace DNA, PCR amplifikace, ¢isténi PCR produktu, cycle

sequencing, sekvenovani

K izolaci DNA jsem pouZila svalovinu z metathoraxu nebo cely metathorax vcetné
zadnich nohou a isolovala DNA s pouzitim Wizard SV96 Purification Kit (Promega Inc.). Do
mikrozkumavek se vzorky jsem ptidala 200 pl homogeniza¢niho pufru, 20 pl 10% SDS a 10
ul roztoku proteinasy K (10 mg/ml). Specifické ¢asti molekuly DNA jsem amplifikovala
pomoci metody polymerazové fetézové reakce (PCR) s pouzitim primert uvedenych v Tab. 3.

Typicka PCR reakce obsahovala 5 pl 10xPCR pufr, 2 ul 50mM MgCl2, 1,25 ul dNTP
2mM kazdého dNTP - deoxynukleotid trifosfatu (Fermentas Inc.), 10mM péru primerd, 0,12
pl Platinum Taq DNA polymerasy 5U/ul (Invitrogen Inc.) a 1-4 ul templatu dle koncentrace,
aby reakce obsahovala celkem 10-30 ng templatu. Objem byl doplnén do 50 pl. Podminky
PCR reakce jsou uvedeny v tab. 4.

Ke zjisténi vysledktit PCR byla pouzita elektroforéza a barveni ethidium bromidem.
Produkty PCR byly vy¢istény na MultiScreen filtrovacich destickach (MILLIPORE) a
koncentrace DNA zmétena na spektrofotometru NanoDrop-1000.

Sekvenacni reakce byla provedena podle manualu vyrobce sekvenac¢niho kitu (Applied
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Biosystems). Reagencie pro cycle sequencing: 2 ul termina¢ni reakéni smés Big Dye v. 1.1,
2ul primeru 1,6 pmol, tj. 3, 2 pmol v kazdé reakcei, 1 pl cycle sequencing pufr 1-4 pl templatu
a destilovana voda doplnéna do 10 pl celkového objemu na reakci.

Byly sekvenovany tii fragmenty: 780 bp mitochondridlni velké podjednotky
ribozomalni DNA (rrnl) s pfilehlym kratkym fragmentem NADH dehydrogenazy
podjednotky 1 mtDNA, 1100 bp fragment cytochrome oxidazy 1ImtDNA (cox1), tRNA-Leu a
cytochrome oxidazy 2 mtDNA (cox2) a 1180 bp NADH dehydrogenazy 5 mtDNA (nad5) a
piilehlé tRNA geny (dale jsou tyto fragmenty oznaceny jako rrnl, coxl a nad5). Pouzité
primery jsou uvedeny v tabulce 4. Purifikovany PCR produkt byl sekvenovan pomoci
ABI3130 s automatickym pouzitim BigDye Terminator Cycler Sequencing Kit v. 1.1.

Pro kazdy vzorek jsem si piipravila dvé cycle sequencing reakce s primery pouzitymi pro

amplifikaci.
Tabulka 3: Piehled primeru pouzitych ke studii
gen / mtDNA Primery/ R - reverse, F - forward autor
cox1 JerryM 23F CAACAY YTATTTTGRTTY TTT GG Bocak a kol., 2008
Marcy 27R TARTTC RTATGW RCAATAYCAYTG RTG Bocak a kol., 2008
nad5 OF1 28F CCTACTCCTGTTTCTGCTTTAGTT CATTC Bocak a kol., 2008
R6 29R GAAACG AAAAAT CGTATTTAATTT CGACT Bocak a kol., 2008
rrnL 16a 20F CGCCTG TTT AAC AAA AAC AT Simon et al., 1994
ND1A 27R GGT CCCTTACGA ATT TGA ATATAT CCT Simon et al., 1994
ND1-2 24R ATC AAA AGG AGC TCGATT AGT TTC Simon et al., 1994
Tabulka 4: Podminky PCR amplifikace pro jednotlivé geny
cox1, nad5

1. 94°C-1min

94°C — 1 min
45°C —1 min

40 cykli

72°C — 10 min

2

3

4. 72°C -2 min
5

6. 4°C-1h
7

15°C — nekoneéno, pauze
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rrnL/16a, ND1-A
1. 96°C—2min

2. 96°C—30sec

3. 41°C—-30sec

4. 72°C-1:45 min

5

6

7

40 cykl

72°C — 10 min
4°C-1h

15°C — nekoneéno, pause

rrnL/16a, ND1-2
1. 96°C -2 min

96°C — 30 sec
41°C - 30 sec

2 40 cykla
4. 72°C-2min

5

6

7

72°C — 10 min
4°C—-1h

15°C — nekonecno, pause

2. 3 Analyza dat: editace sekvenci, alignment, fylogenetické analyzy

Sekvenator poskytuje vysledky meéfeni ve formé grafu, ktery zachycuje troven
fluorescence oznacenych fragmentt prochazejicich pied laserovym snimacem. Sekvence byly
editovany pomoci programu Sequencher 4.6 (Gene Codes Corp.), ktery umoziuje slozit
protilehla ¢teni k sobé€ a porovnat je. Sekvence byly exportovany pro dalsi analyzu ve formatu
fasta a alignovany programem ClustalX verze 1.83 pii nastaveni penalizaci 22.5 pro otevieni
mezery a 0.83 pro prodlouzeni (Thompson et al. 1997). Mitochondrialni proteiny kodujici
geny jsou délkové téméf nevariabilni a obsahuji minimum indeli. Fragment rrnL a kratké
tRNA geny sice obsahoval indely, ale relativné vysoka podobnost piibuznych taxont ingroup
z jediného rodu zatazenych do analyzy umoziiovala bezproblémové vytvoteni alignmentu, a
proto bylo pouZzito pouze defaultni nastaveni a nebyl testovan vliv modifikace parametrii na
alignment.

Ziskana matice byla roz¢lenéna dle gentli na 8 partici pro fylogenetickou analyzu: rrnL
mtDNA, tRNA-Leu (1), nadl mtDNA, coxl mtDNA, tRNA-Leu (2), cox2 mtDNA, nad5
mMtDNA a tRNAs.

Fylogeneticka analyza byla provedena s vyuzitim tii optimaliza¢nich kritérii. Nejprve

byla data analyzovana podle kritéria parsimonie aplikovaného v programu TNT 1.1 (Goloboff

19



et al. 2003). Byla vyuzita metoda ratchet pro rychlejsi nalezeni nejkrat§iho stromu a tento byl
nalezen 10x nez byla analyza ukoncena. Pro bootstrap analyzu bylo generovano 1000
ndhodné modifikovanych matic, kter¢ byly analyzovany stejnym postupem. Z
vyprodukovanych maximalné parsimonnich Kkladogramti byl vygenerovan majoritni
kladogram a z n¢j ziskany podpory jednotlivych vétvi.

Datova matice byla déle analyzovéana s pouzitim kritéria maximéalni pravdépodobnosti
v programu RAXML 7.2.3 (Stamatakis 2006a; Stamatakis et al. 2008). Datovy soubor byl
rozdélen podle gend do partici, proteiny kodujici geny byly dale rozd€leny podle pozic
nukleotidit v kodonech a pro vypocet byl pouzity substitucni model GTRCAT (Stamatakis
2006b). Pro bootstrap analyzu bylo pouzito 100 pseudomatic. Vysledky byly sumarizovany
do majoritniho konsensudlniho stromu, jako v pifipadé parsimonni analyzy. Dale byla data
analyzovana programem MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck 2000). Jednotlivé partice byly
nezavislé a pro vypocet byl pouzity obecny casovy reverzibilni model s kategorii
invariantnich mist a gama distribuovanych vazeb (GTR+I+G). Ctyii fetdzce byly spoustény
souCasn¢ pro 30 milioni generaci a byla vzorkovana kazda 1000. generace. Vsechny
fragmenty byly posuzovany samostatné a vzajemné nevazané. Po ukonéeni analyzy byly
vyhodnoceny pravdépodobnosti v programu Tracer 1.5 (Rambaut & Drummond 2004) a
nasledné vyrazeny stromy pfed dosazenim staciondrni fidze a zpétné pravdépodobnosti byly
stanoveny ze zbyvajicich stromt.

Pred vypoctem chromatogramu pro urceni staii Stépeni jednotlivych vétvi byla testovana
hypotéza molekuldrnich hodin. Nulova hypotéza LO tika, Ze molekularni hodiny plati a L1
hypotéza je odmita. Chi-Ctvercova hodnota je dana 2logl.=2(logL0-logL1), kde LO a L1 jsou
pravdépodobnosti stromti pii vynucenych a relaxovanych rychlostech evoluce. P-hodnota je
pocitana pro s-2 stupné volnosti, kde s je pocet koncovych vétvi na stromé (Felsenstein 1981).
Vzhledem k absenci fosilii a nemoZznosti externi kalibrace fylogenetického stromu pomoci
tektonickych dat byl nastaven vznik ingroup na hodnotu 1 a vék jednotlivych Stépeni uvnit
ingroup byl hodnocen jako fragment od vzniku ingroup. Vypocet byl proveden pomoci
bayesianského pfistupu v programu Beast 1.7.1 (Drummond & Rambaut 2007) za pouziti
GTR+I+G modelu nukleotidové substituce, zjisténym pomoci AICc kritéria v programu
JModelTest 0.1.1 (Posada 2008) a pfi nastaveni relaxovanych molekularnich hodin.
Konvergence byla vyhodnocena v program Tracer 1.5 (Rambaut & Drummond 2004) a
generace pted dosazenim stacionarni faze byly vyfazeny z dalSich analyz. Vysledné 50%
konsensualni fylogenetické stromy byly vypocteny v programu PAUP* verze 4.0b10
(Swofford 2002).
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3. Vysledky

3. 1 Terénni pozorovani, mimetické vzory, velikost téla

Material byl nasbirdn v oblasti Velkych Sund, IndoCinské oblasti (Malajsky
poloostrov, Vietnam, Laos, Thajsko), Filipin, Ciny, Japonska a severovychodni Indie.
Podstatna ¢ast vzorki pochézi ze Sumatry a druhy pohlavné dimorfické zésadni pro tuto studii
byly odebrany z agregovanych skupin broukti na okraji horského lesa v oblasti Gunung
Sibayak (Severni Sumatra, 3°13'13"N 98°29'58"E). Tato agregace byla pozorovana na plose
cca 600 ctvereCnych metrii a pouze jednotlivé exemplafe byly béhem navstévy nalezeny
mimo tuto oblast. Agregaci vytvofilo vice druhi nélezejicih do nékolika podceledi:
Dilophotes (Ateliinae: Dilophotini), Libnetis (Libnetinae), Plateros (Lycinae: Platerodini),
Cautires a Xylobanus (Lycinae: Metriorrhynchini). Celkem byly v agregaci nalezeny 4
aposematické vzory (typy Libnetis, Cautires a Dilophotes-tmavy se svétlymi humerami a
zluty). Dalsi podobni jedinci byli nasbirani v $ir§i oblasti a dalSich nékolik desitek druht
patficich k rodim ilustrovanych v tabuli 1.

Ve studovaném materialu pievazovaly dva barevné vzory zaznamenané v rodu
Dilophotes: c¢erno-Cerveni a zluto-erni jedinci (Tabule 2). Pfitom na zakladé wvnéjsi
morfologie nebylo mozné uréit, o kolik druht se jedna a zda podobni jedinci nalezi k jednomu
druhu. Celkem bylo uréeno v rodu Dilophotes 9 barevnych vzort (Tabule 2). Zluto-¢erné
(YB) a cerveno-Cerné (RB) vzory ptedstavuji druhy zacéastnéné v rozsahlych mimetickych
skupinéch, které jsou pfitomny v celé oblasti Velkych Sund a Malajského poloostrova. Dalsi
vzory maji omezeny vyskyt: pruhovany se vyskytuje v niZindch Sumatry a Bornea, Cerny
nalezneme na Cameronoveé vyso€ingé v Malaysii a v nékterych horskych oblastech jizniho
Bornea. Zluty vzor a hnédy se zlutymi rameny (HUM) se vyskytuje velmi ziidka a jsou v
oblasti Velkych Sund a Malajského poloostrova zastoupeny jen v rodu Dilophotes.

Samci a samice se lisi velikosti téla (Tab. 5 a Tabule 5), samci jsou drobné&jsi a
ptiblizuji se svou velikosti vzoru Libnetis. Samicky jsou vétsi, blizké velikosti roda
Calochromus, Xylobanus a Cautires. Velikost téla druhd, nalezejicich ke zluto—Cernému
aposematickému vzoru, se pohybuje od 4 do 7 mm. Druhy ¢erveno-Cerné zbarvené jsou veétsi
a jejich velikost se pohybuje od 6 do 23 mm. Ackoliv se tato rozpéti prekryvaji, vétSina
jedinct se lisi ve velikosti podle piisluSnosti k danému vzoru a vytvareji se takto zietelné
mimetické skupiny definované i velikosti téla. V tab. 6 a 7 jsou uvedena cisla vzorkd,
primémé hodnoty délky krovky a Sitky v humerech, priméry a smérodatné odchylky pro

jednotlivd pohlavi a monomorfické, resp. polymorfické skupiny druhli. Ukazuje se, Ze
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monomorfické skupiny nélezi vzdy ke zluto-Cernému vzoru a samci a samice se mén¢ odliSuji
ve velikosti téla. Polymorfické druhy maji samce zluto-Cern€ zbarvené a samice Cerveno-
cern¢ zbarvené. Rozdil mezi velikosti téla samci a samic je veEtSi nez v pripade

monomorfickych druht (Tabule 5).

3. 2 Sekvenovani a fylogenetické analyzy

Byly ziskany sekvence pro 39 druht rodu Dilophotes (Tab. 8). Tyto druhy byly
oznaeny kody A-Z a AA-AX. Za druh byly povazovany soubory jedinct sdilejicich
podobnou morfologii a podobnou sekvenci DNA. Pfi designaci druhi byl vzat v uvahu
geograficky plvod vzorkli a bylo preferovano zafazeni jedinci do jediného druhu 1 v
ptipadech, kdy se jedinci napt. mirné lisili zbarvenim a sekvence proteiny kodujich markert
se lisila méné nez ve 3% bazi. Na zaklad¢ fylogenetické analyzy byl zjistén pocet druhti. Jako
obecné pravidlo se uvadi genetickd vzdalenost 3% mezi sekvencemi mtDNA. Zjisténa
vnitrodruhova variablita ¢inila méné nez 1% (Tab. 9). Pro druhy s vétSim poctem
sekvenovanych exemplait byla zjisténa variabilita: pro druh Dilophotes sp. V, gen rrnL byla
zjisténa vzdalenost od 0,0% do 0,17% (Tab. 10). Pro gen coxl byla hodnota od 0,0% do
0,51% (Tab. 11). Pro gen nad5 byla ziskana hodnota od 0,0% do 0,2% (Tab. 12). Pro druh
Dilophotes sp. AE, gen rrnL, byla vzdalenost 0, 0% (Tab. 13), u genu cox1 0,0% (Tab. 14) au
genu nad5 se vzdalenost pohybovala od 0,0% do 0,1% (Tab. 15). Vzhledem k omezenému
poctu druhi, které byly k dispozici z vét§iho poctu lokalit, nemohl byt podrobné¢ hodnocen
vliv geografického ptivodu na genetickou diferenciaci populaci.

Zastoupeni bazi odraZi obvyklou pfevahu AT v mitochondridlnim genomu. Fragment
vykazoval ptfevahu T (thymin) od 29,56 % do 47,28 % a A (adenin) od 23,33 % do 41,15 %.
Méné bylo C (cytosin) od 6,08 % do 22,53 % a G (guanin) od 7,43 % do 18,82 %. Zastoupeni
bazi je uvedeno pro jednotlivé geny v Tab. 16.

Alignované sekvence byly sestaveny do matice o 144 taxonech a 3188 bazich. Pozice
jednotlivych fragmentl byla nasledujici: rrnL mtDNA pozice 1-625, tRNA-Leu pozice 626-
688, ND1 mtDNA pozice 689-813, coxl mtDNA pozice 814-1596, tRNA-Leu pozice 1597-
1659, cox1 mtDNA pozice 1660-1919, nad5 mtDNA pozice 1920-2933 a tRNAs pozice 2934-
3188. Nasledné pro testovani vlivu chybéjicich dat byla analyzovana matice taxond, pro které
se podarilo ziskat vSechny fragmenty DNA. Tato matice obsahovala 102 taxonti (23 outgroup,
79 ingroup). V této matici byly zastoupeny vSechny druhy definované na zakladé morfologie

a sekvenci jak je uvedeno vyse.
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3. 3 Fylogenetické analyzy
Pro vypocet fylogenetického stromu byly pouzity metody maximalni parsimonie, bylo

vyprodukovano 26 maximalné parsimonnich stromti o délce 17 401 krokd. Tyto stromy byly
pouzity k vytvofeni majoritniho konsenzualniho stromu a bylo zjiSténo, ze topologicka
variabilita je soustfedéna pouze uvniti kladi odpovidajicich jednotlivym druhtim. Monofylie
rodu Dilophotes ziskala v této analyze vysokou bootstrapovou podporu, podobné jednotlivé

druhy byly robustné podporované.

Dale byla pouzita Bayesianska analyza, kterou byl ziskan fylogeneticky strom (Tabule
3). Prestacionarni faze analyzy byla identifikovana v programu Tracer a byla vyhodnocena

dosazena uroven zpétnych pravdépodobnosti v jednotlivych analyzach.

Jako tfeti metoda byla pouzita analyza metodou maximum likelihood (program

RAXML) a byl ziskéan jediny strom.

Podpora pro monofilii rodu Dilophotes byla vysoka ve v§ech provedenych analyzach a
podobné bylo dosazeno naprosté shody v definici kladi oznacenych jako biologické druhy.
Proto je pro ilustraci uveden pouze strom vyprodukovany Bayesianskou analyzou zobrazeny
v Tabuli 3 a jeho topologie je pouzita pro dalsi diskusi. Pro ur¢eni doby vzniku polymorfismu

v rodu Dilophotes byl vytvoien chromatogram v programu Beast (Tabule 4).

Zjisténé vysledky je mozné shrnout nasledovné: (1) rod Dilophotes je monofyleticky,
(2) druhy sdilejici stejny aposematicky vzor si ve vétSiné piipadl nejsou piibuzné a jejich
podobnost je mozno vysvétlit jako dusledek konvergence nebo advergence k modelu, (3)
sexualni polymorfismus se vyvinul v rodu Dilophotes nezavisle v né€kolika skupinach, (4)

doba vzniku polymorfismu v téchto druzich se lisi.

Tabulka 5: Piehled délky krovek a Sitky humeru sekvenovanych jedincti.

Monomorficky Polymorficky Monomorficka Polymorficka
Cislo samec samec samice samice
MONO | sex | velikost krovky (mm)
/POLY Sitka (W) délka (L) | L*W Sitka (W) | délka (L) W L W L W
THO46 | MONO | FEM 0,887319 6,25 | 5,5457438
THO69 | MONO | MALE 0,529278 4,375| 2,3155913 | 0,52928 4,375
THO048 | MONO | MALE 0,62268 5,125 3,191235| 0,62268 5,125
THO61 | MONO | MALE 0,607113 5,125| 3,1114541| 0,60711 5,125
THO063 | MONO | FEM 0,809484 | 6,4375| 5,2110533 0,809484 | 6,4375
THO38 | MONO | MALE 0,684948 | 6,3125| 4,3237343 | 0,68495 | 6,3125
THO068 | MONO | MALE 0,560412 | 5,09375| 2,8545986 | 0,56041 | 5,09375
THO78 | MONO | FEM 0,700515 6,25 | 4,3782188
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THO41
THO44
THO79
THO80
THO42
THO43
A008
TH007
TH008
TH009
THO15
A060
THO95
THO093
244
A007
THO14
TH020
THO21
TH022
THOS1
THO31
THO37
THO59
THO60
THO54
THO77
THOS3
THO52
THO53
THO55
THO56
THO57
THO76
THO33
THO89
TH090
TH092
TH098
A002
A005
A010
A013
A015
THOO1
TH002
THO04
THO05
THO12
THO13
THO16
THO18
TH024
THO25

MONO
MONO
MONO
MONO
MONO
MONO
MONO
MONO
MONO
MONO
MONO
MONO
MONO
MONO
MONO
MONO
MONO
MONO
MONO
MONO
MONO
MONO

MONO
MONO
MONO
MONO
MONO
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY

MALE
FEM
FEM
FEM

MALE

MALE
FEM

MALE
FEM

MALE

MALE
FEM

MALE

MALE
FEM

MALE

MALE

MALE

MALE
FEM

MALE

MALE
FEM

MALE
FEM
FEM
FEM
FEM
FEM

MALE

MALE
FEM

MALE

MALE

MALE

MALE

MALE

MALE
FEM
FEM
FEM

MALE

MALE

MALE
FEM

MALE

MALE
FEM

MALE

MALE

MALE

MALE
FEM
FEM

0,529278
0,809484
0,918453
0,93402
0,607113
0,638247
0,793917
0,684948
0,918453
0,684948
0,482577
0,762783
0,700515
0,575979
0,731649
0,62268
0,544845
0,46701
0,560412
0,793917
0,825051
0,840618
1,08969
0,45144
0,513711
0,793917
0,529278
0,560412
0,856185
0,653814
0,762783
0,93402
0,560412
0,513711
0,544845
0,607113
0,700515
0,700515
0,638247
0,856185
0,731649
0,498144
0,498144
0,544845
0,77835
0,544845
0,62268
0,700515
0,638247
0,560412
0,591546
0,5681955
0,653814
0,8328345

4,40625
6,4375
7,5

6,5
4,5625
5,125
6,6875
6,1875
7,1875
6,0625
5

6,5

5,5
4,21875
5,9375
4,96875
4,4375
4,0625
4,625
6,625
6,4375
6,625
8,25
3,59375
3,78125
6,4375
4,9375
5,96875
7,1875
5,1875
6,375
7,1875
4,75
4,28125
4,21875
4,45313
5,1875
6,0625
5,25
7,1875
5,875
4,46875
4,4375
4,59375
6,125
4,46875
5,15625
5,8125
4,8125
4,78125
4,75
4,59375
5,25
7,25

2,3321312
5,2110533
6,8883975
6,07113
2,7699531
3,2710159
5,3093199
4,2381158
6,6013809
4,1524973
2,412885
4,9580895
3,8528325
2,4299114
4,3441659
3,0939413
2,4177497
1,8972281
2,5919055
5,2597001
5,3112658
5,5690943
8,9899425
1,6171875
1,9424697
5,1108407
2,6133101
3,3449591
6,1538297
3,3916601
4,8627416
6,7132688
2,661957
2,1993252
2,2985648
2,7035501
3,6339216
4,2468722
3,3507968
6,1538297
4,2984379
2,226081
2,210514
2,5028817
4,7673938
2,4347761
3,2106938
4,0717434
3,0715637
2,6794699
2,8098435
2,6101481
3,4325235
6,0380501

0,52928

0,60711
0,63825

0,68495

0,68495

0,48258

0,57598

0,62268

0,54485

0,46701
0,56041

0,45144

4,40625

4,5625
5,125

6,1875

6,0625

4,21875

4,96875
4,4375
4,0625

4,625

3,59375

0,653814

0,560412
0,513711
0,544845
0,607113
0,700515
0,700515

0,498144
0,498144
0,544845

0,544845
0,62268

0,638247
0,560412
0,591546
0,568196

5,1875

4,75
4,28125
4,21875

4,453125

5,1875
6,0625

4,46875
4,4375
4,59375

4,46875
5,15625

4,8125
4,78125
4,75
4,59375

0,809484

0,793917

0,918453

0,762783

0,731649

0,793917

0,513711
0,793917
0,529278
0,560412

6,4375

6,6875

7,1875

6,5

5,9375

6,625

3,78125
6,4375
4,9375

5,96875

0,856185

0,762783
0,93402

0,638247
0,856185
0,731649

0,77835

0,700515

0,653814
0,832835

7,1875

6,375
7,1875

5,25
7,1875
5,875

6,125

5,8125

5,25
7,25
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THO26 | POLY | FEM 0,93402 | 7,5625| 7,0635263 0,93402 | 7,5625
THO28 | POLY| FEM| 0,856185| 7,1875| 6,1538297 0,856185 | 7,1875
THO29 | POLY| FEM| 0,653814 | 6,3125| 4,1272009 0,653814 | 6,3125
THO30 | POLY| FEM| 0,793917 6,5| 5,1604605 0,793917 6,5
A003 | POLY| FEM| 0,669381| 5,375| 3,5979229 0,669381 | 5,375
A004 | POLY | MALE | 0,5370615 | 4,34375 | 2,3328609 0,537062 4,34375

A006 | POLY| FEM| 0,700515| 6,375| 4,4657831 0,700515 | 6,375
A009 | POLY | MALE | 0,544845 | 4,21875 | 2,2985648 0,544845 4,21875

A014 | POLY | MALE| 0,451443 | 4,4375| 2,0032783 0,451443 4,4375
THO03 | POLY| FEM| 1,011855 8,25| 8,3478038 1,011855 | 8,25
THO10 | POLY | MALE | 0,653814 | 515625 | 3,3712284 0,653814 5,15625
THO19 | POLY | MALE | 0,544845 | 4,53125 | 2,4688289 0,544845 4,53125
THO27 | POLY| FEM| 0902886 | 6,9375| 6,2637716 0,902886 | 6,9375
THO47 | POLY| FEM| 0,684948 | 6,4375| 4,4093528 0,684948 | 6,4375
THO66 | POLY | FEM | 0,6615975 | 528125 | 3,4940618 0,661598 | 5,2813
THO88 | POLY | MALE| 0,575979 | 4,0625| 2,3399147 0,575979 4,0625
THO91 | POLY | MALE | 0,5993295 45| 2,6969828 0,59933 4,5
THO96 | POLY | MALE | 0,653814 | 4,5625| 2,9830264 0,653814 4,5625
THO97 | POLY| FEM| 0,529278 4] 217112 0,529278 4
THO99 | POLY | MALE | 0,560412 | 4,53125 | 2,5393669 0,560412 4,53125
TH100 | POLY | MALE| 0,544845| 4,1875| 2,2815384 0,544845 4,1875
TH101 | POLY | MALE| 0,482577 | 3,6875| 1,7795027 0,482577 3,6875

A011| POLY|MALE| 0,607113 | 515625 | 3,1304264 0,607113 5,15625

A012 | POLY|MALE| 0,575979 | 4,625| 2,6639029 0,575979 4,625
THOO6 | POLY| FEM| 0,700515| 55625| 3,8966147 0,700515 | 5,5625
THO49 | POLY | FEM 0,77835 | 6,3125 | 4,9133344 0,77835 | 6,3125
THO50 | POLY | MALE | 0,560412 | 4,21875 | 2,3642381 0,560412 4,21875
THO74 | POLY | MALE | 0,544845 | 4,65625 | 2,5369345 0,544845 4,65625
THO75 | POLY | MALE | 0,544845 | 4,71875 | 2,5709873 0,544845 4,71875
THO32 | POLY | MALE| 0,669381| 58125| 3,8907771 0,669381 5,8125
THO34 | POLY | MALE| 0,669381| 53125| 3,5560866 0,669381 5,3125
THO36 | POLY| FEM| 0,700515| 59375| 4,1593078 0,700515 | 5,9375
THO67 | POLY | MALE| 0,716082 | 5,8125| 4,1622266 0,716082 5,8125
THO51 ?| MALE| 0,560412 | 5,15625 | 2,8896244

A001 ?| FEM| 0,793917| 6,875| 5,4581794
THO39 ?| FEM| 0,809484 7,25| 5868759
TH040 ?| FEM| 0,949587 | 7,8125| 7,4186484
THO35 ?| FEM| 0,747216| 8,875| 6,631542
A0016 ?| FEM| 0,809484 | 6,6875| 5,4134243
THO23 ?| MALE| 0,482577 | 6,5625| 3,1669116
Tabulka 6: Primérné velikosti t€l a smérodatna odchylka monomorfickych a polymorfickych samct a samic.
Monomorficky-samec | Polymorficky-samec Monomorficka-samice Polymorficka-samice
Sitka (W) | délka (L) Sitka (W) délka (L) Sitka (W) délka (L) Sitka (W) délka (L)
smer. odch. | smér. odch. |smér. odch. |smér. odch. | smér. odch. |smér. odch. |smér. odch. |smér. odch.
17 35 11 24

0,57964165| 4,8988971|0,582428186 | 4,70669643| 0,7288186| 6,0852273|0,763431625 | 6,31380208
0,0739496 | 0,7501245| 0,06510736|0,51371479| 0,1331535| 0,9525963 | 0,115742291| 0,9425804
Délka POLY/délka MONO (samci) 0,96076655 | Délka POLY/délka MONO (samice) 1,03756225
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Tabulka 7: Morfometrické znaky sekvenovanych zastupct rodu Dilophotes.

Cislo MONO
Druh | vzorku /POLY Vzor** | sex Lokalita
A THO046 MONO Y FEM | Laos, Ban Nape
AG THO069 | MONO B | MALE | Malaysia, Cameron Highland
AK THO048 | MONO Y | MALE | Sumatra, Gn Sinabung
AL THO061 | MONO B | MALE | Malaysia, Road Ipoh Kg. Raja
AL THO063 | MONO B FEM | Malaysia, Cameron Highland
B THO038 | MONO B | MALE | Malaysia, Cameron Highland
B TH068 | MONO B | MALE | Malaysia, Cameron Highland
Cc THO078 | MONO Y FEM | Laos, Ban Saluei
D THO041| MONO Yb | MALE | Sumatra, Gn. Talamau
D THO044 | MONO Yb FEM | Sumatra, Lake, Maninjau
E THO079| MONO R FEM | Laos, Ban Saluei
F TH080| MONO B FEM | Laos, Ban Saluei
G THO042 MONO Y | MALE | Sumatra, Gn. Talamau
G TH043| MONO Y | MALE | Sumatra, Gn. Talamau
H A008 | MONO Y FEM | Sumatrai, Gn Sibayak
H THO007 | MONO Y | MALE | Sumatrai, Gn Sibayak
H THO08 | MONO Y FEM | Sumatrai, Gn Sibayak
H THO009 | MONO Y | MALE | Sumatrai, Gn Sibayak
H THO15| MONO Y | MALE | Sumatrai, Gn Sibayak
| A060 | MONO B FEM | Sumatrai, Gn Sibayak
J THO095 | MONO R | MALE | Laos, Ban Saleui
K TH093| MONO YB | MALE | Kalimantan, Loksado
M 2441 MONO YB FEM | Borneo, km 53 KK-Tambunan
P A007 | MONO H| MALE | Sumatrai, Gn Sibayak
P THO014 MONO H| MALE | Sumatrai, Gn Sibayak
P TH020 | MONO H| MALE | Sumatrai, Gn Sibayak
P THO021 MONO H| MALE | Sumatrai, Gn Sibayak
P TH022 | MONO H FEM | Sumatrai, Gn Sibayak
Q THO081 MONO R | MALE | Laos, Ban Saleui
R THO031| MONO R | MALE | China, Shanxi
S THO37 ? RB FEM | Borneo, km 53 KK-Tambunan
w THO059 | MONO YB | MALE | Sumatra, Kerinci
W THO060 | MONO YB FEM | Sumatra, Kerinci
X THO054 | MONO RBb FEM | Jawa, Puncak Pass
4 THO77 | MONO YB FEM | Sumatra, Kerinci
4 THO083 | MONO YB FEM | Sumatra, Gn. Merapi
AB THO052 POLY BY/BR FEM | Jawa, Puncak Pass
AB THO053 POLY BY/BR | MALE | Jawa, Puncak Pass
AC THO55 POLY BY/BR | MALE | Sumatra, Kerinci
AC THO056 POLY BY/BR FEM | Sumatra, Kerinci
AC THO057 POLY BY/BR | MALE | Sumatra, Kerinci
AC THO76 POLY BY/BR | MALE | Sumatra, Kerinci
AD THO33 POLY B/BrB | MALE | Kalimantan, Muara Teweh
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AD
AD
AD
AD
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AH
AH
AH
AH
AH
AH
AH
AH
AH
AH

A

Al

Al

Al

Al

Al

Al

Al

- 4 - - -

THO89
THO090
TH092
THO098

A002

A005

A010

A013

A015
THOO01
THO002
THO04
THO005
THO12
THO13
THO16
THO18
THO024
THO025
THO026
THO028
THO029
THO30

A003

A004

A006

A009

A014
THO003
THO10
THO19
THO027
THO47
THO66
THO88
THO91
THO096
THO097
THO099
TH100
TH101

A011

A012
THO006
THO049
THO50

POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY

B/BrB
B/BrB
B/BrB
B/BrB
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
RB
B/BrB
B/BrB
B/BrB
B/BrB
B/BrB
B/BrB
B/BrB
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR
BY/BR

MALE
MALE
MALE
FEM
FEM
FEM
MALE
MALE
MALE
FEM
MALE
MALE
FEM
MALE
MALE
MALE
MALE
FEM
FEM
FEM
FEM
FEM
FEM
FEM
MALE
FEM
MALE
MALE
FEM
MALE
MALE
FEM
FEM
FEM
MALE
MALE
MALE
FEM
MALE
MALE
MALE
MALE
MALE
FEM
FEM
MALE

Kalimantan, Loksado
Kalimantan, Loksado
Kalimantan, Loksado
Kalimantan, Loksado
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatra, Gn Sinabung
Borneo, km 53 KK-Tambunan
Kalimantan, Loksado
Kalimantan, Loksado
Kalimantan, Loksado
Kalimantan, Loksado
Kalimantan, Loksado
Kalimantan, Loksado
Kalimantan, Loksado
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatrai, Gn Sibayak
Sumatra, Gn. Tujuh

Sumatra, Gn. Tujuh
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AF
Al
Al

2

THO74
THO75
TH032
THO034
THO036
THO067
THO51

A001
THO039
TH040
THO035
A0016
TH023

POLY
POLY
POLY
POLY
POLY
POLY

BY/BR | MALE | Sumatra, Kerinci
BY/BR | MALE | Sumatra, Kerinci
BY/BR | MALE | Borneo, km 53 KK-Tambunan
BY/BR | MALE | Borneo, km 53 KK-Tambunan
BY/BR FEM | Borneo, km 53 KK-Tambunan
BY/BR | MALE | Borneo, km 53 KK-Tambunan
MALE | Sumatra, Gn. Tujuh
FEM | Sumatrai, Gn Sibayak
FEM | Java, Gn. Lawu
FEM | Java, Gn. Lawu
FEM | Borneo, km 53 KK-Tambunan
FEM | Sumatrai, Gn Sibayak
MALE | Sumatrai, Gn Sibayak

Tabulka 7: Pokracovani

*Druhy z Indie, Thajska a Laosu nebyly zahrnuty do hodnoceni

*%

Y

B

BR

BY
BY/BR

Yb
B/BrB

Zluty

cerny

cerno-Cerveny

cerno-zluty

samec ¢erno-Zluty, samice cerno-Cervena
cerveny

cerny se svétyni skvrnami na ramenou
Zluty se zatmavenym apexem krovek

samec ¢erny, samice s hnédou bazi krovek
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THO46
THO069
THO48
THO61
THO63
THO038
THO68
THO78
THO41
THO044
THO79
THO080
THO42
THO043
A008
THO07
THO08
THO009
THO15
A060
THO95
TH093
244
A007
THO14
THO020
THO21
TH022
THO81
THO31
THO37
THO059
THO60
THO054
THO77
THO083
THO52
THO053
THO55

Tabulka 8: Ziskané druhy rodu Dilophotes

DRUH

Vzorek

DRUH

Vzorek

AC
AC
AC
AD
AD
AD
AD
AD
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AH
AH
AH
AH
AH
AH
AH
AH
AH
AH

Al

Al

THO56
THO57
THO76
THO033
THO89
THO090
THO092
THO098

A002

A005

A010

A013

A015
THO01
THO002
THO004
THO05
THO012
THO13
THO16
THO18
THO024
THO25
THO026
THO28
TH029
THO30

A003

A004

A006

A009

A014
THO03
THO10
THO19
THO027
THO47
THO066
THO88

bR o o A

§-<-<-<-<—|—|—|—||—|—|—

>
2

2>
c<<<<<<<<<<<<CCcozZZ>

THO91
THO096
THO97
THO099
TH100
TH101

A011

A012
THO06
THO049
THO50
THO74
THO75
THO032
THO34
THO36
THOG67
THO51

A001
THO039
THO40
THO035
A0016
THO023
THO64
THO65
THO70
THO71
THO72
THO73
TH102
TH103
TH104
TH105
TH106
TH107
TH108
TH109
TH111
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Tabulka 9: Vnitrodruhové vzdalenosti Dilophotes sp. V, geny rrnL, nad5, cox1

Matice nekorigovanych vzdalenosti pro gen cox1, nad5, rrnL

73 74
73 THO70 -
74 THO71 0.00129
75 THO072 0.00064
76 THO073 0.00032
94 TH102 0.00032
95 TH103 0.00096
96 TH104 0.00064
97 TH105 0.00064
98 TH106 0.00129
99 TH107 0.00096
100 TH108 0.00096
101 TH109 0.00161
102 TH111 0.00161
pokracovani
99 100
99 TH107 -
100 TH108 0.00064
101 TH109 0.00129
102 TH111 0.00129
73 74
73 THO70 -
74 THO71 0.00000
75 THO72 0.00166
76 THO073 0.00000
pokracovani
94 TH102 0.00000
95 TH103 0.00000
96 TH104 0.00000
97 TH105 0.00000
98 TH106 0.00000
99 TH107 0.00000
100 TH108 0.00000
101 TH109 0.00000
102 TH111 0.00000
pokrac¢ovani
99 100
99 TH107 -
100 TH108 0.00000
101 TH109 0.00000
102 TH111 0.00000
73 74
73 THO70 -
74 THO71 0.00255
75 THO072 0.00000

75 76

.00129
.00096
.00161
.00161
.00129
.00129
.00193
.00161
.00161
.00225
.00225

OO OO OO oo Oo
OO OO OO OO oo

101 102

0.00064
0.00064 0.

94

.00032
.00096
.00096
.00064
.00064
.00129
.00096
.00096
.00161
.00161

00129

OO OO OO O oo

95

.00064
.00064
.00032
.00032
.00096
.00064
.00064
.00129
.00129

O O OO OO oo

96

.00064
.00032
.00032
.00096
.00064
.00064
.00129
.00129

97 98

.00032
.00032
.00032
.00064
.00064
.00129
.00129

O O OO O oo

O O OO oo

.00000
.00064
.00032
.00032
.00096
.00096

.00064
.00032
.00032
.00096
.00096

Tabulka 10: Vnitrodruhové vzdalenosti Dilophotes sp. V, gen rrnL

75 76

0.00166
0.00000 O.

.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000

O OO OO0 OO0
O OO OO0 OO0

0.00000
0.00000 0.

94

00166

.00166
.00166
.00166
.00166
.00166
.00166
.00166
.00166
.00166

00000

O OO O OO OO0

95

.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000

O OO O OO oo

96

.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000

97 98

.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000

O OO OO oo

O OO O oo

.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000

.00000
.00000
.00000
.00000
.00000

Tabulka 11: Vnitrodruhové vzdalenosti Dilophotes sp. V, gen cox1

75 76

0.00255

94

95

96

97 98

.00096
.00096
.00096
.00161

.00000
.00000
.00000
.00000
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pokracovani

76 THO73 0.00000
94 TH102 0.00000
95 TH103 0.00000
96 TH104 0.00000
97 TH105 0.00000
98 TH106 0.00128
99 TH107 0.00000

100 TH108 0.00128

101 TH109 0.00255

102 TH111 0.00255

pokracovani

99 100
99 TH107 -

100 TH108 0.00128

101 TH109 0.00255

102 TH111 0.00255

73 74

73 THO70 -

74 THO71 0.00000
75 THO72 0.00000
76 THO73 0.00000
94 TH102 0.00000
95 TH103 0.00099
96 TH104 0.00000
97 TH105 0.00000
98 TH106 0.00099
99 TH107 0.00000

100 TH108 0.00000

101 TH109 0.00099

102 TH111 0.00099

pokracovani

99 100
99 TH107 -

100 TH108 0.00000

101 TH109 0.00099

102 TH111 0.00099

10 11

10 A002 -

11 A0OO5 0.00000
14 A010 0.00000
17 2013 0.00000
18 A015 0.00000
32 THOO1 0.00000
33 TH002 0.00000
34 THO04 0.00000
35 THO05 0.00000
39 THOl6e 0.00000
40 THO18 0.00000
44 TH024 0.00000
45 THO025 0.00000
46 THO26 0.00000
47 THO29 0.00000
48 THO30 0.00000

.00255
.00255
.00255
.00255
.00255
.00383
.00255
.00383
.00511
.00511

O OO OO0 OooOo
O OO OO0 OooOo

0.00128
0.00128 0.

Tabulka 12: Vnitrodruhové vzdalenosti Dilophotes sp. V, gen nad5

75 76

.00000
.00000
.00000
.00099
.00000
.00000
.00099
.00000
.00000
.00099
.00099

O OO OO0 O OooOo
O OO OO0 O oo

0.00099
0.00099 0.

Tabulka 13: Vnitrodruhové vzdalenosti Dilophotes sp. AE, gen rrnL

14 17

.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000

OO OO OO ODOOOOO oo
OO OO OO0 Oooo

.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00128
.00000
.00128
.00255
.00255

00255

94

.00000
.00000
.00099
.00000
.00000
.00099
.00000
.00000
.00099
.00099

00198

18

.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000

O OO OO OOo oo

O OO OO OO oo

OO OO OO OOOOo oo

.00000
.00000
.00000
.00000
.00128
.00000
.00128
.00255
.00255

95

.00000
.00099
.00000
.00000
.00099
.00000
.00000
.00099
.00099

32

.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000

O OO OO O oo

O OO OO O oo

OO OO OO OO O oOo

.00000
.00000
.00000
.00128
.00000
.00128
.00255
.00255

96

.00099
.00000
.00000
.00099
.00000
.00000
.00099
.00099

33

.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000

O OO OO oo

97

O OO OO oo

34

OO OO OO OO oo

.00000
.00000
.00128
.00000
.00128
.00255
.00255

98

.00099
.00099
.00000
.00099
.00099
.00198
.00198

35

.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000

O OO O oo

O OO O oo

OO OO OO OO0

.00000
.00128
.00000
.00128
.00255
.00255

.00000
.00099
.00000
.00000
.00099
.00099

.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000

O O OO OO oo

.00128
.00000
.00128
.00255
.00255

.00099
.00000
.00000
.00099
.00099

.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000

O O OO O oo

.00128
.00255
.00128
.00383

.00099
.00099
.00198
.00198

.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
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pokracovani

39 40 44 45 46 47 48

39 THO16 -

40 THO18 0.00000 -

44 THO24 0.00000 0.00000 -

45 THO25 0.00000 0.00000 0.00000 -

46 THO26 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -

47 THO29 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -

48 THO30 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -

Tabulka 14: Vnitrodruhové vzdalenosti Dilophotes sp. AE, gen cox1

10 11 14 17 18 32 33 34 35

10 2002 -

11 2005 0.00000 -

14 A010 0.00000 0.00000 -

17 A013 0.00000 0.00000 0.00000 -

18 A015 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -

32 THO01 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -

33 TH002 0.00128 0.00128 0.00128 0.00128 0.00128 0.00128 -

34 TH004 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00128 -

35 THO05 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00128 0.00000 -

39 THO16 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00128 0.00000 0.00000

40 THO18 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00128 0.00000 0.00000

44 THO24 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00128 0.00000 0.00000

45 THO25 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00128 0.00000 0.00000

46 THO26 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00128 0.00000 0.00000

47 TH029 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00128 0.00000 0.00000

48 THO30 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00128 0.00000 0.00000
pokracovani

39 40 44 45 46 47 48

39 THO16 -

40 THO18 0.00000 -

44 THO24 0.00000 0.00000 -

45 THO25 0.00000 0.00000 0.00000 -

46 THO26 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -

47 THO029 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -

48 THO30 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -

Tabulka 15: Vnitrodruhové vzdalenosti Dilophotes sp. AE, gen nad5
10 11 14 17 18 32 33 34 35

10 AO0O02 -

11 A0O5 0.00000 -

14 2010 0.00099 0.00099 -

17 2013 0.00099 0.00099 0.00000 -

18 A015 0.00099 0.00099 0.00000 0.00000 -

32 THOO01 0.00000 0.00000 0.00099 0.00099 0.00099 -

33 TH002 0.00099 0.00099 0.00000 0.00000 0.00000 0.00099 -

34 TH004 0.00000 0.00000 0.00099 0.00099 0.00099 0.00000 0.00099 -

35 THOO5 0.00000 0.00000 0.00099 0.00099 0.00099 0.00000 0.00099 0.00000 -

39 THOl6 0.00000 0.00000 0.00099 0.00099 0.00099 0.00000 0.00099 0.00000 0.00000

40 THO18 0.00000 0.00000 0.00099 0.00099 0.00099 0.00000 0.00099 0.00000 0.00000

44 THO24 0.00099 0.00099 0.00000 0.00000 0.00000 0.00099 0.00000 0.00099 0.00099

45 THO25 0.00099 0.00099 0.00000 0.00000 0.00000 0.00099 0.00000 0.00099 0.00099

46 THO26 0.00099 0.00099 0.00000 0.00000 0.00000 0.00099 0.00000 0.00099 0.00099

47 THO29 0.00000 0.00000 0.00099 0.00099 0.00099 0.00000 0.00099 0.00000 0.00000

48 THO30 0.00099 0.00099 0.00000 0.00000 0.00000 0.00099 0.00000 0.00099 0.00099
pokracovani

39 40 44 45 46 47 48
39 THO16 -
40 THO18 0.00000 -
44 THO24 0.00099 0.00099 -



pokracovani

45 THO025 0.00099 0.00099 0.00000 -

46 TH026 0.00099 0.00099 0.00000 0.00000 -

47 TH029 0.00000 0.00000 0.00099 0.00099 0.00099 -

48 THO030 0.00099 0.00099 0.00000 0.00000 0.00000 0.00099 -

Tabulka 16: Zastoupeni bazi — vSechny geny
A C G T  PRUMERNA DELKA

Promér 0.31639 0.12821 0.15825 0.39715  3111.72
rrnL 0.30468 0.09739 0.18091 0.41702  603.13
tRNA/Leu 0.31048 0.06774 0.16212 0.45966 61.43
ND1 0.23325 0.06080 0.17375 0.53221 124.81

cox1 0.36369 0.20986 0.13087 0.29558  783.00
tRNA/Leu 0.40831 0.11216 0.15051 0.32902 58.43
cox1i 0.41150 0.22526 0.07425 0.28899  260.00
nad5 0.25730 0.08173 0.18815 0.47281  1009.22
tRNAs 0.36249 0.08626 0.14835 0.40290 211.71

Tabulka 17: Seznam druhi tribu Dilophotini

Dilophotes Waterhouse, 1879 [typovy druh Dilophotes pygmaeus Waterhouse, 1878]
Subgenus Dilophotes [typovy druh Dilophotes pygmaeus Waterhouse, 1878]

abnormis Kleine, 1926 Philippines
anthracinus Bic, 2002 Laos
apicalis Pic, 1912 Java
atricollis Pic, 1926 Taiwan
atrorufus Kiesenwetter, 1879 Japan
bolavensis Bic, 2002 Laos
bugnioni Bourgeois, 1909 Ceylon
comes Kleine, 1926 Philippines
commendatus Kleine, 1929 Malaysia
corporaali Pic, 1921 Sumatra
costatus Kleine, 1930 Malaysia
depressicornis Pic, 1921 Malaysia
depressicornis Pic, 1923 Indochina
dilaticornis Pic, 1925 Tonkin
discoxldalis Pic, 1921 Borneo
diversipennis Pic, 1922 Yunnan
dohertyi Pic, 1912 Malaysia
exilis Waterhouse, 1878 Assam, Borneo
fruhstorferi Pic, 1912 Java
grossus Kleine, 1930 Malaysia
holzschuhi Bic, 2002 Bhutan
jendeki Bic, 2002 Laos
kubani Bic, 2022 Laos
laosensis Bic, 2002 Laos

libnetoides Nakane, 1971 Taiwan



lizipingensis Bic, 2002

China

longipennis Pic, 1912 Java
luteus Bic, 2002 Laos
major Kleine, 1929 Malaysia
monticola Kleine, 1931 Java
notatipennis Pic, 1921 Java
ohirai Ohbayashi, 1956 Japan, Taiwan
pacholatkoi Bic, 2002 Thailand
particularis Pic, 1928 Cochin
pulchellus Kleine, 1926 Borneo
pygmaeus Waterhouse, 1879 Borneo
rubripennis Pic, 1912 Java
sausai Bic, 2002 Laos
serenus Kleine, 1933 Java
shelfordi Bourgeois, 1906 Borneo
sulcaticeps Pic, 1921 Sumatra
vandykei Nakane, 1970 Japan
vittatus Pic, 1925 Sumatra

Tabulka 17: pokracovani

Subgenus Mesolycus Gorham, 1883d:398 [typovy druh Mesolycus puniceus Gorham 1883;
syn of Dilophotes by Bocak 1988] [=Biphilodes Kazantsev, 2000b:329] [typovy druh
Dilophotes ilyai Kazantsev 2000; syn. Kazantsev 2004 p. 13] [=Flabellodilophotes Pic,
1912¢:9] [typovy druh Flabellodilophotes obscurus Pic 1912; syn. Kazantsev 2004 p. 13]

berezowskii Kazantsev, 2000 China
bhutanensis Bic, 2002 Bhutan
carinatus Pic, 1925 Sumatra
dispar Kleine, 1931 Java
holzschuhi Bic, 2002 Bhutan
hubeicus Kazantsev, 2004 China
ilyai Kazantsev, 2000 China
indianus Kazantsev, 1993 India
legitimus Kleine, 1925 Borneo
mediozonatus Nakane, 1955 Japan
nietneri Kleine, 1929 Ceylon
niger Kleine 1929 India
nigrosuturalis Kleine , 1931 Java
obscurus Pic, 1912 Borneo
pallidus Kleine, 1933 Borneo
ginlinganus Kazantsev, 2000 China
sexualis Pic, 1925 Sumatra
tibetanus Kazantsev, 2000 China

tricostatus Kleine, 1925 Borneo



Tabule 1. Zastupci druhu patiicich do aposematickych komplexii.

F'
| I
Tabule 1. Zastupci druhl patficich do aposematickych komplext se zastoupenim rodu Dilophotes:

A-C Calochromus spp. (Sumatra), D Calochromus sp. (Indie), E Calochromus sp. (Laos),

F Lampyridae indet. (Sumatra), H, | Libnetis spp. (Sumatra), J Plateros sp. (Kalimantan),
Plateros sp. (Malaysie, Cameron Highlands).

Tabule 2. Vybrané barevné vzory rodu Dilophotes

B C D

MONO
sp. O

male sp.H
male
Sumatra

Sumatra
THO23

POLY
POLY POLY sp. AH sp.AD
sp. AC el AIC female male
female e Sumatra Kalimantan
Sumatra THO03 TH092
Sumatra THO56
THOS5
L M N MONO
unknown
female
Malaysia - Cameron High
POLY POLY
sp.AC sp.AH
male male POLY
Sumatra Sumatra sp. AD
THO76 THO19 male

Kamlimantan,
THO33

Tabule 2. Vybrané barevné vzory rodu Dilophotes ze kontinentalni Asie, Sumatry, Bornea a Malajsie
(MONO - monochormaticky druh, POLY - polymorficky druh, THXXX - identifikani oznaceni exeplare,
ktery byl sekvenovan).
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Tabule 3. Fylogram rodu Dilophotes ziskany metodou Bayesianské analyzy.

1002 Libnetis
102 Libnetis
L] Libnetis
100 *

Linetis
5] Lbnetis

100 358 Lycoprogenthes
1 1 {ycoprogenthes

L15 Scarelus

—— e (03 Lycus

L18 Macrolycus
Macrolycus

243 Plateros
L13 Plateros
Plateros

Plateros

48 Platycis
578 Lopheros
125 Calopteron
570 Dictyoptera

574 Pyropterus

L01 Duiiticola
L11 Lyropaeus

Dilophotes sp. E -R

Dilophotes sp. A -Y
Dilophotes sp. B -B
Dilophotes sp. B -B
Dilophotes sp. C -Y
Dilophotes sp. D - Yb.
Dilophotes sp. D -Yb

100 Dilophotes sp. AL -B
™ Dilophotes sp. AL -B

Dilophotes sp. F -B
1 Dilophotes sp. G -Y

00
[ —iopotesp. -Y
100 00 Y

8

Dilophotes sp.
Dilophotes sp.

H
100 H
Dioprotes sp.

H

K-
-y
-y
Y
-y
Y

Dilophotes sp.

Dilophotes sp. R -R

Dilophotes sp. Q -R
-RE

Diopoe s TR

Dilophotes sp. T -BYER

Dilophotes sp. T -BYBR

%1 Dilophotes sp. T -BYER

i) Dilophotes sp. U -OR
(] Diconotos op. U-0R

Dilophotes sp. V -OR
Dilophotes sp. § -R

Dilophotes sp. Al - B/BrB

100) Diopiotes sp. Al -B6B
oo Dilophotes sp. Al - BB
Dilophotes sp. AJ - BBr8
Dilophotes sp. Al -BE8

100 r

Dilophotes sp. W - Y8

- outgroup
- ingroup

1B
Dilophotes sp. AE -BYEBR

Tabule 3. Fylogram rodu Dilophotes ziskany metodou Bayesianské analyzy s uréenim druh(,
jejich zbarvenim a bootsrapovou podporou vétvi, ziskanou stejnou metodou.



Tabule 4. Normalizovany strom (chronogram) rodu Dilophotes.

outgroup

outgroup

145

—E——— 4*
[ a2
——
369
6404
5484
63
—.141
084
70

Ciselné hodnoty oznaduji relativni

stari prislusného stépeni vétvi.

0.1058

128

0.2074

3057
1438
0544
o

0,

1997

g

m0.1733 q

THORD_F_MONO_fern_Laos
THO3_G_MONO_mate_Talameu
THO42 G MONO._ male_Talamau

| AK_MONO_mae_Brastag
THOOS_H_MONO_male. Brastagi
|A008_H_MONO_ferm_Brastagi
THOO7_H_MONO_male_Brasiagi
THO1S_H_MONO_male_Brastagi
THO08_H_MONO_ferm_Beasiagi

11

THOTS_E_MONO_fom Laos.
I THOG1_AL_MONO_male_Pahang

L TH063_AL MONO_tam Pahang
THOTB_C_MONO_fom_Laos
THO1_D_MONO_mele_Talamau
THO44_D_MONO._fom_ Talamau

THOI6 A MONO._tom Lo
J7H038_B_MONO_male_Pahang

1 rhoes 8 MONO_male_Paang

e e
=l
e
o
—

THOES_U_MONO._fern_Changmai
THOB4_T_MONO,_male_Changmat
THOTD_V_MONO.fom_Arunachal
THO71_V_MONO_male_Arnschst
THOTZ_V_MONO_matky_ Anachal
THO7S_V_MONO._fem._Arunachal

THOZ1_P_MONO_mala_Brastagh
THOZ2_P_MONO_tom_Braztag.
THO14_P_MONO_male_Brastass
ADB0 XX 000K ocx. Prllogings
THOES K MONO_male_Lokssda

polymorficka linie

monomorficka linie

neuréeno

THOS4_X_MONO. tom.Purcak
THOSS_W_Mano_mdo_ Muaa Sako
THOGO_W_Mono_fem_Muss Ssko

THOS2_AB_POLY. fom_Puncak
THOS5_AC_POLY_fem_Tukih
THOT6_AG_POLY_ mala_ Tujuh
THOS7_AC_POLY_male_Tujuh
THOS6_AC_POLY.fom_Tubsh
THOS3_AD_POLY_male_Loksada
THOS0_AD_POLY_male_Loksado
THOG2_AD_POLY. mak_Loksado
THog8_AD_POLY_fem Loksado
THOBS_AD_POLY_mala_Loksado

THO30_ALXOOKK fem_Law
THO0_ALIOOOK_tem Lawa
THOES_AG_MONO_mals_Panang
THOGS_AH_POLY.fem_Brastagi
THOT0_AH_POLY_male_Brastacs
THOIS_AM_POLY_male_Brastagy
THO47_AM_POLY_fom Brastsgi
THOZ8_AH_POLY_tom Brastag|
ACOS_AH_POLY.fem_Brasiog
AGO4_AH_POLY_male_Brastagy
A0S AH_POLY.mae._Brastagi
ADT4_AH_POLY_male_Brastsg
TH027_AH_POLY._fom, Brastagl
| A0Ca_AH_POLY.fem_Brastagi

THOIS ARRAE XO0XX_mals. Brastag)

THOOY_AE_POLY ferm_Brastagy
|A005_AE_POLY_tern_Brastagy
L THOIG_AE_POLY_masl_Brastagi
4002 AE_POLY_tem_Brastagy
THOIB_AE_POLY_male_Brastagl
THOS_AE_POLY_forn Brastag:
TH0Z9_AE_POLY. tem Brastag)
THOO4_AE_POLY_male_Brastagi
THOT2_AE_POLY. mae. Brastag
THO02_AE_POLY.mae_ Seastagl
015 AE_POLY_rmste_Brastagi
4013 AE_POLY_maie._Brastag
4010 AE_POLY_male_Brastagi
THO26_AE_POLY_fem_Brastag:
THO24_AE_POLY._fom Brastag!
THOI0_AE_POLY. forn_Brastagi
TH02S_AE_POLY_tern_Brastagi

Tabule 4. Normalizovany strom (chronogram) rodu Dilophotes. Vék kofene stanovem arbitrazné
na hodnotu 1. A - diagram s konfiden&nimi intervaly, B - totéz s vyzna&enim skupin
s monomorfickymi a polymorfickymi druhy. Typ aposmatického zbarveni neuren pokud
zbarveni sekvenovanych jedincd neumoziiuje zarazeni k zadné z téchto skupin.
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Tabule 5. Velikost krovky monochromatickych a polychromatickych jedincii.

Sirka
humeru
(mm) 14— . monochrmatic / female . polychromatic / female . d
A monochromatic / male A polychromatic / male
| |
ez
09 a
|
|
=
0.8 ﬁ
|
mn
|
07 — i
AAAN
|
Ak |
A A
A A
- A Yy Ah
a 4
A A A @]
A , MAAAA
A i
A
0s Ak
A
A
A
0.4

4 45 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 85

délka krovky (mm)

Tabule 5. Velikost krovky monochromatickych a polychromatickych jedinc druhd rodu
Dilophotes ze Sumatry a Malajsie

4. Diskuse a zavér

Fylogeneze a fylogeografie

Vzhledem k chaotické taxonomii rodu Dilophotes jsem se nepokousela formalné
determinovat druhy, ale jednotlivé druhy byly oznaCeny kédy a byly definovany ex post na
zéklad¢ molekularné fylogenetické analyzy. Vzhledem k tomu, ze material pro srovnani je
uloZzen v obtizn¢ dosazitelnych muzejnich sbirkach v zahrani¢i a navic, €ast druhti byla
stanovena na zékladé samic, které neni mozno klasifikovat, feSeni taxonomickych problému
neni soucasti této studie. Pro vyfeSeni taxonomie skupiny by byl nutny rozséhly srovnéavaci

materidl a s velkou pravdépodobnosti bude nutno pfistoupit k arbitrazni designaci samct z
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typovych lokalit, aby bylo mozné pouziti jmen definovanych na zéklad¢ samic.

Vzhledem k tomu, Ze samotna molekularni data nejsou spolehliva pro definici
biologickych druhti bez podrobné znalosti vnitrodruhové variability, vysledek molekularné
fylogenetické analyzy byl srovnavan s informacemi ziskanymi disekci samdcich genitalii.
Zjistila jsem, ze druhy delimitovany na zakladé sekvenci DNA, odpovidaji druhtum
definovanymi na zékladé¢ morfologie pohlavnich organt samct. Ziskand DNA data umoznila
identifikaci samic a jejich pfifazeni ke konspecifickym samciim. Samice v morfologickych
znacich vykazovaly zna¢nou uniformitu a nebylo je mozné na zakladé morfologie urcit (Bic
2002). Pocet identifikovanych druha (39) reprezentuje pravdépodobné pouze maly zlomek
skute¢né diverzity rodu Dilophotes. Material pro tuto studii byl nasbiran v kratkém ¢asovém
rozmezi a na omezeném poctu lokalit, takze nalez velkého poctu dalSich druhti je velmi

pravdépodobny.

Evoluce mimetickych vzoru

Modelova skupina

Jako modelova skupina pro studium Miillerianskych mimikry jsem pouzila rod
Dilophotes vzhledem k jeho vhodnym vlastnostem. Tento rod patii do ¢eledi Lycidae, ve které
jsou vSichni zéastupci chranéni proti predatorim piitomnosti hotkych a zapachajicich latek
(Eisner et al. 2008). Navic, rod Dilophotes ptedstavuje linii s vyjime¢nou fenotypickou
diverzitou vyustujici v evoluci vétsiho poc¢tu mimetickych vzort (Tabule 2). Rozmanitost
barev a schopnost vytvaret kontrastni vzory umoznuje zapojeni do riznych mimetickych
kruh@i vyskytujich se na rtznych lokalitach. Funkce barevnych vzort pro signalizovani
nepozivatelnosti je typicka pro chranéné organismy a evoluce vzorti zalozenych na
nepozivatelnosti je indikovana sdilenim fenotyptt mezi nepiibuznymi druhy rodu Dilophotes a
s nepiibuznymi rody ¢eledi Lycidae (Tabule 1). Je tedy mozné ptedpokladat, Zze druhy rodu
Dilophotes budou pod selekénim tlakem ovliviiuyjicim jejich zbarveni, pfipadné jiné

charakteristiky ovliviiujici jejich vnimani predatory.

Evoluce mimetickych vzori

Evoluce Miillerianskych mimetickych vzoru je velmi intuitivnim pfipadem evoluce,
piesto pretrvavaji nékteré otazky, kdy neni mozné najit podporu pro vysledky teoretickych
modelil v redlnych situacich v pfirod€. Kontroverze kolem Miilleridnskych mimikry se tykaji

n¢kolika aspekti:
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1. vedou Miillerianské mimikry nutné k evoluci jediného mimetického vzoru na dané
lokalité? Ackoliv teoreticky je snadngjsi naucit predatora jediny vzor nez nékolik vzorl, v
pfirod¢ jsou na jediné lokalité Casto pfitomny chranéné organismy signalizujici svou nejedlost
riznymi zpusoby.

2. vznikaji sdilené aposematické vzory konvergenci nebo advergenci? Prvni model
publikoval Miller (1979) a uvazoval situaci, ze dva nepodobné druhy jsou pfirozenym
vybérem selektovany tak, ze vysledny vzor je intermedidrni vi¢i vzorim ancestralnim.
Migrace mohou ovSem vytvaret situaci, kdy se chranény druh dostava do oblasti jiného vzoru
a je nucen se adaptovat, tedy advergovat k lokalnimu aposematickému vzoru.

3. mohou Miillerian§ti mimici parazitovat na pfitomnosti hojnéjsich mimetickych
vzord v oblasti? Miilleridnské mimikry jsou povazovany za ptipad, kdy vSechny zucastnéné
organismy jsou chranény, tedy vSichni profituji na spolecné ochran¢ a soucasné vSichni se
podileji na edukaci predatora. Pokud ovSem uvazujeme advergenci, tak predator je edukovan
pred migraci odlisné zbarveného nejedlého organismu do nového aredlu a znejisténi predatora
pfi pritomnosti dalSich jemu neznamych vzort vytvari vice ndklady pro jeho edukaci, které
nesou 1 mistni druhy. Jedna se tedy o faktickou parazitaci nového ¢lena mimetické skupiny na

diive ziskané ochran¢ ostatnich organismii.

Je zbarveni druhii rodu Dilophotes diisledkem evoluce Miielleridnskych mimikry?

Nejprve jsem hledala dikaz pro Miillerianské mimikry a bylo nutné zjistit, jaka cast
aposematickych vzoru je sdilena v disledku pfibuznosti nositelti aposematickych vzoru a jaka
¢ast vzorl je sdilena neptibuznymi druhy a je tedy moZzné jejich vzajemnou podobnost pficist
preda¢nimu vybéru. Na zadklad¢ zde vytvorené molekularni fylogeneze je mozné odvodit
nezavisly puvod sdilenych aposematickych vzorti u neptibuznych druhi. Druhy, které se
podobaji, nejsou ve vétsing ptipadl navzajem piibuzné a sdileji zbarveni s druhy nalezejicimi
do riznych podceledi a tribt. Jedna se tedy o evoluci mimikry a sdilené aposmatické zbarveni

neni disledkem sdileni spolecného predka.

Bazalni klady vyskytujici se v Asii severné od $ije Kra obsahovaly pouze jednobarevné
zbarvené druhy ve shodé s jednobarevné zbarvenymi druhy jinych podceledi celedi Lycidae
ve stejné oblasti. Analyza rozlozeni téchto barevnych vzorl ukazala, ze monomorfni formy s

vysokou pravdépodobnosti reprezentuji ancestrdlni stav. Pocet mimetickych vzorl
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zaznamenanych v tomto regionu je nizky. Rody Libnetis a Plateros jsou v kontinentalni Asii
uniformné zbarveny a druhy rodu Dilophotes se jim silné podobaji. Tyto regiony povazuji za
ancestralni arealy, z nichz se rod Dilophotes rozsifil na jih. Tomu odpovida i tektonicka
historie kontinentalni oblasti jithovychodni Asie, ktera je podstatné stabilnéjsi a nebyla v
Terciéru opakované zaplavovana jako oblast Velkych Sund (Hall 1998). V kontinentalni Asii

se nevyskytuji druhy vykazujici sexualni dimorfismus.

Vedou Miillerianské mimikry nutné k evoluci jediného mimetického vzoru na dané
lokalité?

VEtsi pocet mimetickych vzort rtiznych druhd v rodé Dilophotes je dolozen na vice
lokalitach Velkych Sund a kontinentdlni Malajsie (Malajsky poloostrov). V této oblasti se
vyskytuje vétsi pocet taxonu Celedi Lycidae (Bocak & Bocakova 2008) a tyto vytvaieji vetsi
pocet aposematickych vzorl vyskytujicich se soucasné na stejnych lokalitach. Vzory v této
oblasti jsou komplikovanéj$i v tom smyslu, ze krovky jsou typicky pestie zbarveny v
humeralni ¢asti a ¢erné zbarveny v apikalni polovin€é nebo Ctvrtin€. Tyto vzory jsou vazany
alesponi &aste¢nd na velikost téla. Zluto-gerné druhy jsou obecnd mensi a jsou tvofeny
pravidelné druhy rodé Plateros a Libnetis. Cerno-¢ervené vzory jsou zniamy piedeviim v
rodech Cautires, Xylobanus a Calochromus a jejich nositelé patii k druhtim s vét$im télem.
Primérna velikost t€la druhti rodu Dilophotes je na pomezi mezi typickou velikosti téla v
rodech Libnetis a Plateros a velikosti téla rodi Xylobanus, Cautires a Calochromus (Tabulka
6). Nedokonala podobnost je zdrojem omylu predatora a vede k opakovanému napadani
nepozivatelné kofisti, proto je mozné ocekavat, ze ptirodni vybér povede k feSeni situace
omezujici omyly predatora.

V piitomnosti vétsiho poctu aposematickych vzorti na lokalité mohou reagovat druhy
rodu Dilophotes (po osidleni oblasti nebo zménach arealti v ramci oblasti) nékolika zptisoby:

a) zachovat nebo vyvinout mimeticky vzor nesdileny s jinymi chranénymi organismy,
které se rodu Dilophotes podobaji velikosti a tvarem téla. Takovym pfipadem je druh
Dilophotes sp. H, ktery je zbarveny zluté jako jediny z druhti vyskytujicich se na Sumatie.
Podobny druh se vyskytuje v Laosu (Dilophotes sp. A), kde se ovSem vyskytuji i zluté
zbarvené druhy rodu Plateros, Cautires a Xylobanus. Tento druh si mohl zachovat ptivodni
zbarveni, které se vyvinulo mimo dne$ni areal nebo mohl toto zbarveni vyvinou in situ. V
obou ptipadech toto ukazuje na moznost vyvoje nebo pietrvani vice mimetickych vzora na
jediné lokalit¢ a odporuje popisu modelu Miillerianskych mimikry jako jevu vedouciho k

evoluci jediného vzoru na lokalité.

41



Vznikaji sdilené aposematické vzory konvergenci nebo advergenci?

Prostiedi, obyvané vyrazné aposematicky zbarvenymi druhy celedi Lycidae, vede k
vyvoji na pohlavi vazaného polymorfismu u nékterych zastupcti rodu Dilophotes. Celkem 10
druht Dilophotes vytvaii dvé samostatné sexualné definované aposematické formy a kazda z
nich se podoba jinému modelu (Tabule 4). Fylogeneticky strom a hodnoceni morfologie,
véetné kopulacnich organti, prokédzaly, ze tyto druhy maji samice podobajici se Cerveno-
cernému vzoru stfedné velkych druht celedi Lycidae a samce podobajici se zluto-Cernému
vzoru druhl s drobnym télem. Vzhledem k tomu, Ze se jedna pravidelné¢ o termindlni linie,
povazujeme toto za diikaz, Ze k jejich evoluci dochazi dodate¢né v prostiedi, kde je pritomen
vetsi pocet aposematickych vzorl a toto je diilkazem advergentni evoluce vzori v rodu
Dilophotes. Vysledky dale poukazuji na existenci vztahu mezi pfevzatym mimetickym
vzorem a velikosti téla. Monomorfické druhy maji mensi rozdil ve velikosti téla mezi
pohlavimi nez druhy polymorfické (Tabulka 5 a Tabule 5). To odpovida selekénimu tlaku pro
samice s VvetSim télem a samce s menSim télem po ziskdni piislusnych odlisnych
aposematickych vzorii pro samce a samice. Naproti tomu samci a samice monomorfickych
druhti nejsou tomuto tlaku vystaveni. Z divodu malého mnozstvi identifikovanych jedinct
nemohla byt provedena podobné&jsi analyza. Ackoliv se domnivame, Ze vzor rodu Cautires
poskytuje lepsi ochranu pro samice, podobnost rodu Dilophotes a Cautires je ocividné
nedokonala. Rod Dilophotes ma mensi a $tihlejsi t€lo nez vétsina forem rodu Cautires (Tabule
1).

Vicevzorova agregace v terénu: parazitace vzacnych vzorit na hojnych vzorech?

V Oblasti Gunung Sibayak byla pozorovana agregace nékolika stovek jedinci
obsahujici rody Dilophotes, Plateros, Libnetis a Cautires. Toto seskupeni obsahovalo jedince
nalezejici k n€kolika mimetickym vzortim.

Seskupeni nepozivatelnych jedinci sdilejicich stejny aposematicky vzor je bézna
strategie omezujici Utoky predatori a agregace aposematicky zbarvenych druhli byla
povazovana jako faktor podporujici pocatecni fazi evoluce nového aposematického signéalu
(Sherratt 2008). Model jednoho barevného vzoru reprezentujiciho jediny druh byl povazovan
za navozeni funkce piibuzenského vybéru v procesu uceni predatori (Guilford 1985).
Agregace pozorovana v oblasti Gunung Sibayak ovSem obsahovala nejen vice druht, ale i
vice vzorl. Riizné druhy z né€kolika podceledi vytvarely seskupeni a s ohledem na vysoky
pocet jedincti pravdépodobné velmi efektivné komunikovaly pfi vytvareni agregace. MozZnosti

komunikace druhti ¢eledi Lycidae nebyly studovany. Potencidlné pfichazi v uvahu vyuziti
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zapachajicich latek odrazujicich predatory soucasné jako signadlu pro agregaci chranénych
druht.

Ackoli byl Zluto-Cerny vzor prevazujici v pozorovaném seskupeni, byly zastoupeny
také dalsi vzory (Tabule 3). Domnivame se, ze tato skute¢nost je dikaz modelu
piedpovidajiciho vyhodnost byt soucasti agregace, nejen pro nedokonale mimeticky zbarvené
jedince, ale také pro ¢leny jinych mimetickych kruhti. V tomto pitipadé ovSem nositelé
vzacnych vzora parazituji na pfitomnosti hojného chranéného vzoru a poskozuji jeho nositele,
ktery nese naklady na pouceni predatora (Sherratt 2008).

Tyto vysledky navic ukazuji, Ze soubor mimetickych vzorG pozorovany u rodu
Dilophotes je vysledkem souhry nékolika faktort. Velikost téla predstavuje parametr
vybirajici vzor pro kazdé pohlavi, ale jsou zde zjevna omezeni omezujici podobnost a nékteré
faktory vedouci k vytvafeni rozdilnych aposematickych signalii u nékterych druhti (typy STR,
Yel a HUM, Tabule 3). Pozorovana piitomnost aposematickych vzorti u rozdilnych druht
reprezentuje s nejvetsi pravdépodobnosti kompromis mezi omezenimi, které ovliviiuji tvar,
velikost a zbarveni téla, a pfirodnim vybérem preferujicim, v idedlnim ptipadé, jeden
aposematicky signdl na jednom misté. Ackoli moznost riznych predatord ovlivitujici
jednotlivé mimitické kruhy nemtize byt vyloucena, ptekryvani velikosti, sdilena biologie a

chovani naznacuji, ze vétsina predatord se zivi jak malymi, tak stfedné velkymi jedinci.

Velmi silnéd selekce proti vzacnému fenotypu nepoZzivatelné kofisti byla odvozena z
terénnich pozorovani (Mallet & Barton 1989; Kapan 2001). Cely rod Dilophotes sdili vzory
vyskytujici se Vv kontinentdlni Asii. Predpokladame, Ze ancestralnimi jsou monomorfni
aposematické vzory. Na Velkych Sundach jsme pozorovali v piipadé monomorfnich druhii
rodu Dilophotes pouze typy napodobujici zluto-Cerny vzor Libnetis. Proto pfedpokladame, ze
zména samic, puvodné zbarvenych jako rod Libnetis, na vzor rodu Calochromus/Cautires
nastala jako sekunddrni krok v adaptaci na mistni mimeticky systém. Samice s velkym télem
sdilejici barevny vzor rodu Libnetis s ostatnimi chranénymi druhy, pravdépodobné neziskaly
dostatecnou ochranu a vyskyt mutace zodpovédné za cervené zbarveni byl pozitivné
selektovan z divodu nizsi predace, kdyz se podobaly vzoru rodu Cautires. Tato hypotéza
predpokladd schopnost predatorit velmi pfesné rozliSovat mezi nepatrnymi zmeénami
mimetickych vzorid, jinak by tento posun nebyl mozny. Kromé toho, k wvysvétleni
pozorovaného rozmisténi vzorti u rodu Dilophotes, se domnivame, ze Miillerianské mimikry
(vSechny druhy jsou nepozivatelné) se vyviji advergentn¢é. To znamend Batesianskou cestou,

jak popsali Bocak & Yagi (2010). V ptipad¢ tohoto vyvoje, Cervené zbarvené samice rodu
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Dilophotes parazituji v pivodnim mimetickém kruhu a neplati za uéeni predatort v rané fazi
vyvoje vzoru, ktera predstavuje kritickou fazi. Jinym zajimavym faktorem je moznost vzniku
nového vzoru nebo pfetrvani vzoru plivodem z jiné oblasti v prostfedi mnohavzorovych
spolecenstvi. Druhy Dilophotes sp. H (Yel) a sp. N, O (HUM) jsou jedinymi zastupci svého
vzoru v oblasti.

Pozorované slozeni mnohadruhovych mimetickych kruhti poukazuje na docela
vzorli, nez se puvodné predpoklddalo. Tato omezeni jsou obtizné popsatelna U
zjednoduSenych teoretickych modeld, proto jsme pii jejich identifikaci zavisli na terénnich
pozorovanich a odvozeni jejich vzniku z fylogeneckych informaci. Rod Dilophotes se nebyl
schopen posunout k silnéjSimu a CastéjSimu vzoru rodu Cautires kvili obecné malé velikosti
téla a vyftesil problém malych samcti a velkych samic sexudlné¢ vdzanym polymorfismem.
Pfesto, pfinejmenSim samice se nikdy nestaly dokonalym mimetickym modelem a jsou
nejmensimi ¢leny mimetického kruhu vzoru rodu Cautires.

Interakce mezi vétsim poctem druhd syntopicky vyskytujicich se mimetickych vzord,
vliv po¢tu jedincti v kazdém mimetickém kruhu na intenzitu selekce, omezeni vyplyvajici z
velikosti téla a vznik sexualné vazaného polymorfismu u rodu Dilophotes vytvaii unikatni
aposematicky systém nezndmy v jinych skupinach. Kromé toho, druhy neschopné napodobit
mistni vzory, vytvareji unikatni aposematické vzory a mohou mit prospéch z piitomnosti
jinych aposematicky zbarvenych Lycidl. Tyto hypotézy nastifiuji otazku o reakci predatora na
novy mimeticky vzor v mnohavzorovém spoleCenstvi aposematicky zbarvenych jedincii.
Proménlivost mimetickych signalti zde uvadéna, obecné pocitajici s tradicnim Miillerianskym
modelem, piedpovida konvergenci ke sdileni vzoru mezi chranénymi organismy. MozZnost
disperse druhti rodu Dilophotes mezi oblastmi s riznymi aposematickymi vzory ovSem
naznacuje spiSe advergentni evoluci, jak byla popsana napt. Bocdkem a Yagim (Bocak a Yagi

2010).
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