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Abstrakt: Rod Cautires se vyskytuje v Jihovychodni Asii v nékolika desitkach druht. Na zakladé
sekvenci genti 18S rDNA, 28S rDNA, 16S rDNA, tRNA-Leu, ND1, COI, tRNA-Leu, COIl, ND5,
tRNA-Phe, tRNA-Glu, tRNA-Ser byla sestavena fylogeneticka hypotéza o ptibuznosti druhid. Pro
konstrukci stromt byly pouzity metody maximalni podobnosti, maximalni pravdépodobnosti a
bayesianskd metoda. Vysledky ziskané jednotlivymi metodami podporuji monofylii rodu Cautires
Waterhouse, 1878. Molekularni delimitace druhti byla zaloZena piedevsim na sekvencich
mitochondrialnich gend a srovnana s bézné pouzivanymi morfologickymi diagnostickymi znaky.
Analyzou topologie ziskanych fylogenetickych stromti a informaci o morfologii a zbarveni
studovanych druhd bylo potvrzeno, ze podobné zbarvené druhy jsou si velmi ¢asto neptibuzné a
zbarveni je vysledkem koevoluce mimikry ve skuping. Dale byla potvrzena variabilita ve zbarveni
v ramci druhi a populaci. Stupenn morfologické odlisnosti pouze velmi volné koresponduje S
genetickou odlisnosti a v nékterych ptipadech ani na zakladé morfologickych a molekularnich dat
neni mozné s jistotou delimitovat biologické druhy. Pro delimitaci druhii ve spornych ptipadech je

nutny dalSi material pro morfologickeé i genetické analyzy.
Abstract

The genus Cautires occurs in Southeast Asia in severeal dozens of species. The phylogenetic
hypotheses were inferred from sequences of 18S rDNA, 28S rDNA, 16S rDNA, tRNA-Leu, ND1,
COl, tRNA-Leu, COIIl, ND5, tRNA-Phe, tRNA-Glu, tRNA-Ser and three optimization criteria
were employed for the construction of phylogenetic trees (maximum likelihood, maximum
parsimony and bayesian approach). All datasets and partial analyses support monophyly of
Cautires Waterhouse, 1878. The molecular delineation of species is mostly based on mitochondrial
genes and was compared with regularly used morphological diagnostic characters. The well
supported topology shows that species similar in colour patterns are often only distantly related and
that their similarity is a result of the coevolution of mimicry patterns. The degree of morphological

disparity does not closely correspond with their genetic divergence. In some cases, it is impossible



to delineate biological species using both molecular and morphological information. An access to
further material for molecular and morphological analyses will be necessary for detailed studien on

species limits in mimetic net-winged beetle lineages.
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1. Uvod

Lycidae, ¢esky nékdy oznaCovani jako dlouhotstcoviti nebo zafivkoviti, jsou jednou
z druhové velmi bohatych skupin nadéeledi Elateroidea. Celedi patefickoviti (Cantharidae),
svétluskoviti (Lampyridae), Lycidae a nékolik mensich celedi (Omethidae, Rhagophthalmidae,
Phengodidae, Drilidae, Omalisidae a Telegeusidae) diive tvofily samostatnou nadceled
Cantharoidea, ktera je vSak dnes soucasti nadceledi Elateroidea (Lawrence & Newton, 1995,
Bocakova et al., 2007). Lycidae se vyskytuji v tropech celého svéta ve velkém poctu druhd a
nékolik druhii se vyskytuje i v Evropé, véetnd CR. Souc¢asné taxonomické znalosti fauny Celedi
Lycidae jsou omezené a rutinni determinace tropickych skupin je nemozna vzhledem k absenci
reviznich studii, kdyz vétSina informaci je obsaZena pouze v primarnich popisech taxoni. Ackoliv
dosud bylo popsano pies 4000 druhii ¢eledi Lycidae (Bocak et al., 2008), jedna se ziejmé pouze o
zlomek skute¢né diversity. Posledni taxonomické studie ukazuji, Ze pomér mezi dosud popsanymi
a novymi druhy dosahuje v nékterych oblastech az 1:24 (Dvorak & Bocak, 2007, 2009). Soucasna
situace ukazuje, jak limitované jsou dnes informace o biodiverzité tropickych skupin hmyzu.
Pfitom poznani diverzity je jednou ze zékladnich podminek pro smysluplnou ochranu cennych
ekosystémil a celkové organizaci ochrany piirody. Tato studie se tedy soustied’'uje primarné na
ziskani fylogenetickych podklada pro dalsi studium skupiny a jako nutného zékladu pro studium

vzniku a diverzity fauny tropickych destnych lest Jihovychodni Asie.

1.1. Klasifikace a rozSifeni rodu Cautires Waterhouse, 1878

Rod Cautires, ktery je pfedmétem této studie, nalezi do tribu Metriorrhynchini, podéeled’
Lycinae (Bocak et al., 2008). Tento tribus je druhové nejbohatsi linii celedi Lycidae. Kleine (1933)
uvedl v poslednim katalogu pfes 1200 druht v 41 rodech klasifikovanych v tomto tribu a dalSich
300 druhti bylo popsano pozdéji (Bocak, 2002). To reprezentuje ptiblizné 30 procent druht ¢eledi
Lycidae. Nejvétsi pocet druha tribu Metriorrhynchini pochazi z kontinentalni jihovychodni Asie,
Velkych Sund, Moluk, Nové Guinee a severni Australie. DalSi druhy se vyskytuji v Subsaharské
Africe, na Madagaskaru a na Ceylonu a v jiZzni Indii. Cautires naleZi do skupiny roda s centrem
roz§ifeni v Orientalni a Afrotropické oblasti a pouze nékolik druhi této skupiny se vyskytuje
vychodné od Wallaceovy linie (Bocak, 2002, Kubecek et al., v tisku)

Metriorrhynchini jsou morfologicky definovani kruhovou phallobazi, plochou ndpadnou
neparovou vaginalni Zlazou, stfedni areolou kopinatého tvaru na Stitu a vétSinou piitomnosti
dalSich Zeber na $titu, které vytvareji postranni areoly (Bocak, 2002). Jejich monofylie byla
podpoiena i molekularnimi daty (Bocak et al., 2008). Metriorrhynchini jsou pravdépodobné blizce
ptibuzni ke skupiné Erotini, se kterou sdileji podobnou strukturu zebér na $titu a na krovkach. Obé

skupiny maji podobné sam¢i a samiéi kopulaéni organy a také larvalni stadia (Bocak & Matsuda,
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2003).

Cautires jsou velmi diverzifikovanou skupinou s centrem diverzity v Jihovychodni Asii,
predevsim v oblasti Velkych Sund, Malajského poloostrova a Filipin. Mnohem méné bézni jsou v
regionech s del$im obdobim sucha, jako je stfedni Thajsko, KambodZa nebo vychodni Java.
Druhové skupina Cautires pauper se lisi od ostatnich Cautires vyskytujicich se v oblasti jednim
sttedovym polickem, areolou na Stitu. Na krovkach vsech druht skupiny C. pauper se nachazi
devét podélnych Zeber, které jsou snadno rozpoznatelné (Dudkova & Bocak, 2010). Tyto druhy
byly puvodné klasifikovany jako rod Bulenides Waterhouse, 1878 a v posledni revizi byl rod
Bulenides synonymizovan s rodem Cautires a druhy v ném klasifikované definovany jako dvé
samostatné druhové skupiny: druhova skupina Cautires pauper a skupina Cautires obsoletus
(Dudkova & Bocak, 2010).

1.2. Biologie ¢eledi Lycidae a evoluce neotenie a mimikry

V3echny druhy Celedi Lycidae jsou vazany na lesni nebo alespoti kfovinné biotopy, protozZe
larvy se vyvijeji v hnijicim dievé nebo v piidé s vysokym obsahem organického materialu (Bocak
& Matsuda, 2003). Ackoliv nékteré druhy se vyskytuji daleko na severu az na severni hranici
vyskytu dievin, naprosta vétSina diverzity skupiny je vazdna na tropické deStné lesy vSech
kontinentt (Bocak et al., 2008). Imaga rodu Cautires, podobné jako jiné skupiny z tribu
Metriorrhynchini, se obvykle zdrZuji na zastinénych mistech v niZ8ich patrech tropického lesa.
Vzhledem k slab¢ sklerotizovanému télu 1étaji pomalu a jen na kratké vzdalenosti. Pfedpoklada se,
ze modifikace souvisejici s neotenii jsou pfic¢inou vzniku mékkého téla nachylného k vysuseni a
malo efektivniho zpusobu letu. Ve srovnani s mnoha skupinami hmyzu je tato skupina velmi
neefektivni pti osidlovani novych areali. Pfirozené geografické bariéry, jako jsou moiské pralivy
nebo sussi biotopy nevhodné pro larvalni vyvoj, jsou jinymi skupinami snadno piekrocitelné a
ptitom pro Lycidae predstavuji efektivni piekazku Sifeni (Malohlava, Bocak, 2010). DalSim
omezenim pro §ifeni této skupiny je pozorovana letova aktivita omezena na ranni hodiny a dobu
kratce pied zapadem sluncem (L. Bocék, osobni sd€leni). Dusledkem toho se Lycidae zpravidla
vyskytuji v omezenych aredlech, obvykle vazanych na jednotlivy ostrov nebo horské pasmo
(Dudkova & Bocak, 2010).

Lycidae jsou zajimavou skupinou z nékolika evolu¢nich pohledi. Vzhledem k modifikaci
ontogeneze podstatné snizujici jejich schopnost disperse je vyskyt neotennich Lycidae schopen
definovat oblasti s dlouhodobou nepierusenou existenci tropického pralesa za obdobi desitky
miliont let (Malohlava, Bocak, 2010). Omezena schopnost Sifeni se tyka i okfidlenych linii ¢eledi
Lycidae a srovnanim jejich kladogeneze a informaci o tektonické evoluci jednotlivych oblasti je

mozné rekonstruovat procesy, které vedly ke vzniku lokalni fauny (Bocak & Yagi, 2010).

7



Dalsim castym fenoménem v celedi Lycidae je evoluce aposematickych vzort
napodobovanych uvniti Celedi Lycidae ve vzajemné nepfibuznych liniich i v jinych celedich
broukil, ptipadné motyli, plostic a pavoukil. VSechny druhy celedi Lycidae obsahuji ve svém téle
sloueniny, které neptijemné pachnou a jsou hotké (Moore & Brown, 1981). Pestré zbarveni téla u
vétsiny druhtt ma s velkou pravdépodobnosti aposematickou funkci, protoze podobné jako v jinych

skupinach mize slouzit jako signal pro predatory (Linsley et al., 1961, Bocak & Yagi, 2010).

1.3. Cile préace

Ackoliv Lycidae mohou byt potencialn€¢ vyuziti jako modelova skupina pro studium
mimikry nebo pro identifikaci smérii Sifeni a studium struktury fauny nékterych oblasti, jejich
vhodnost je omezena nepiehlednou taxonomickou situaci a omezenymi znalostmi o piibuzenskych

vztazich jednotlivych skupin. Cilem této studie je:

- inventarizovat druhovou diversitu skupiny Cautires pauper s pouZitim molekularnich markert na
zéklad¢ dostupného materialu fixovaného pro izolaci DNA. Vzhledem k velmi nepichledné
taxonomické situaci neni cilem zpracovani klasické taxonomické revize, protoze ¢ast typu je

nedostupnych a ¢ast je preprezentovana pouze samicemi a tim neni mozna jejich identifikace.

- srovnat delimitaci druhti na zakladé morfologickych a molekularnich znakd. Druhova skupina
Cautires pauper se vyznacuje aposematickym zbarvenim a posledni studie rodu Metriorrhynchus
Gemminger et Harold, 1869 prokazala, Ze variabilita zbarveni lokalnich populaci muze byt
mimofadné vysoka. V diasledku toho dochazelo diive k popisu jasn¢ definovanych barevnych
forem jako samostatnych druhti a na druhou stranu skupiny stejné zbarvenych druhti byly
identifikovany jako jediny druh (Bocak, 2007, Bocak & Yagi, 2010). Cilem je zjistit, jestli se tato
situace opakuje i v dalSich skupindch a do jaké miry bude nutné revidovat dosavadni pfistupy v
Klasifikaci rodu Cautires. Pro feSeni této otazky budou pouzity molekularni markery jako nezavisly

zdroj informaci.

- vyhodnotit vznik barevnych vzori a jejich potencialni funkci jako mimetického signalu.
Podstatnou podminkou, aby pestré zbarveni mohlo byt povazovano za disledek vyvoje
mimetického signalu je nejen chemicka nebo jina ochrana jejich nositell, ale fakt, ze se toto
zbarveni vyvinulo nezavisle v neptibuznych liniich (neni zdédéno od spole¢ného piedka) a u druhd,
které signalizuji svou ochranu vuci stejnému predatorovi, tudiz se vyskytuji ve stejné oblasti.
Vzhledem k zna¢né morfologické uniformité budou pouzity molekularni markery k rekonstrukei

fylogeneze.



2. Material a metodika

2.1. Material

Prace je zaloZena na reprezentativnim vzorku druhi skupin Cautires pauper a Cautires
obsoletus z oblasti JV Asie (druhy diive Klasifikované jako Bulenides, viz Dudkova & Bocak,
2010). Do skupiny Cautires obsoletus patii druhy Cautires corporaali Pic, 1921; Cautires imitator
Kleine, 1930; Cautires indus Kirsch, 1875; Cautires johannesi (in litt.), Cautires pauperulus
Bourgeois, 1883; Cautires rianganus Pic, 1925; Cautires tujuhensis (in litt.) a Cautires yunnanus
Dudkova et Bocak, 2010. Do skupiny Cautires pauper nalezi druhy Cautires interruptus (in litt.);
Cautires maninjauensis (in litt.) a Cautires pauper Waterhouse, 1878. Celkem bylo k dispozici 59
jedinct: 12 exemplait z Laosu, 5 exemplait z Malaysie a 42 exemplait ze Sumatry (Tab. 1).

Jako outgroup pro ureni koiene fylogenetickych stromi byly pouZity sekvence
homologickych fragmentt gend dalSich druht rodu Cautires a vzdalené ptribuznych rodt z Geledi
Lycidae: Broxylus Waterhouse, 1879; Calochromus Guerin-Meneville, 1833; Dictyoptera
Latreille, 1829; Leptotrichalus Kleine, 1926; Libnetis Waterhouse, 1879; Lyponia Waterhouse,
1878; Microtrichalus Pic, 1921; Metriorrhynchus Gemminger et Harold, 1869; Plateros Bourgeois,
1879; Sulabanus Dvotak et Bocak, 2007; Xylobanus Waterhouse, 1879 a Wakarumbia Bocak,
1999. Tyto sekvence jsou uvedeny v databazi Genbank (GenBank Database NCBI, 2010).

Material byl shromazdén Skolitelem v letech 2000 - 2007 a pfimo v terénu byl fixovan
Vv 96% alkoholu pro pozdéjsi izolaci DNA. V laboratofi byl materidl nasledné¢ odvodnén
nékolikanasobnou vyménou alkoholu a ulozen v -20°C. Fed izolaci byl material roztiidén na
morfospecies a z kaZdé takto definované skupiny bylo sekvenovano nékolik exemplatu. Definitivni
identifikace druhl byla provedena na zakladé¢ wvysledkt fylogenetické analyzy sekvenci a
nasledného podrobného studia morfologie. Vzhledem k velmi nepfehledné taxonomické situaci ve
skupiné, nebylo mozné v nékterych piipadech provést formalni determinaci. Ze Sumatry je dosud
znamo 12 druhii a stejny pocet je zafazen do této studie na zakladé sbérti z nékolika navstév na 6
lokalitach v horskych oblastech Sumatry (viz Piilohy, Tab. 9). Cast sekvenovanych druhii proto
neni dosud formalné popsana a tyto druhy jsou provizorné oznaceny dosud neplatnymi jmény. Tyto
druhy jsou oznaceny "in litt." a pouziti daného jména v této praci nezaklada vstup tohoto jména do

zoologické nomenklatury (ICZN, 2011).



Tab. 1. Pehled studovaného materialu s uvedenim ¢isla exemplate a lokalitnich tdaju.

Druh

Cislo exemplafe / Lokalitni udaje

Cautires corporaali
MMO054 Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26 Jan. - 1. Feb. 2005 1600-2200m, Bolm Igt.
MMO057 Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26 Jan. - 1. Feb. 2005 1600-2200m, Bolm Igt.

Cautires imitator
MMO009 Malaysia, W Pahang Cameron Highlands, 2004 Tanah Rata, 1500 - 1800m P. Pacholatko
leg., 2. - 26. 1.

MMO038 West Sumatra Prov. Kerinci Seblat N. P. 24km NE Tapan Muara Sako E env., 2003 2°05' S
101°15'E; 400 - 500m L. Dembicky leg., 4 - 18. I11

Cautires indus

MMO007 Malaysia W., Perak 40km SE of Ipoh, 800m Banjaran Titi Wangsa RINGLET, 29. I1I. - 15.
IV. 2004 Cechovsky Petrl Igt.

Cautires interruptus

MMO061 Sumatra Jambi prov. Kerinci Seblat N. P., 7km E Kayuaro Mt Tujuh, 25. 2. - 2. 3. 2003
1°45'S 101°25E 1750+250m, L. Dembicky leg.

Cautires johanesi

MMO018 Sumatra Barat, Lake Maninjau, E coast 800m, 12. - 23. Jan. 2005, Bolm Igt.
MMO020 Sumatra Barat, Lake Maninjau, E coast 800m, 12. - 23. Jan. 2005, Bolm Igt.
MMO022 Sumatra Barat, Lake Maninjau, E coast 800m, 12. - 23. Jan. 2005, Bolm Igt.
MMO023 Sumatra Barat, Lake Maninjau, E coast 800m, 12. - 23. Jan. 2005, Bolm Igt.
MMO025 Sumatra Barat, Lake Maninjau, E coast 800m, 12. - 23. Jan. 2005, Bolm Igt.
MMO042 Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26 Jan. - 1. Feb. 2005 1600-2200m, Bolm Igt.
MMO043 Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26 Jan. - 1. Feb. 2005 1600-2200m, Bolm Igt.
MMO044 Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26 Jan. - 1. Feb. 2005 1600-2200m, Bolm Igt.
MMO045 Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26 Jan. - 1. Feb. 2005 1600-2200m, Bolm Igt.
MMO046 Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26 Jan. - 1. Feb. 2005 1600-2200m, Bolm Igt.
MMO047 Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26 Jan. - 1. Feb. 2005 1600-2200m, Bolm Igt.
MMO048 Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26 Jan. - 1. Feb. 2005 1600-2200m, Bolm Igt.
MMO049 Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26 Jan. - 1. Feb. 2005 1600-2200m, Bolm Igt.
MMO050 Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26 Jan. - 1. Feb. 2005 1600-2200m, Bolm Igt.
MMO051 Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26 Jan. - 1. Feb. 2005 1600-2200m, Bolm Igt.
MMO052 Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26 Jan. - 1. Feb. 2005 1600-2200m, Bolm Igt.
MMO053 Sumatra Utara, Brastagi, Gn Sibayak, 26 Jan. - 1. Feb. 2005 1600-2200m, Bolm Igt.

Cautires maninjauensis
MMO015 Sumatra Barat Lake Maninjau, E coast 800m, 12. - 23. Jan 2005, Bolm Igt.
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MMO036 West Sumatra Prov. Kerinci Seblat N. P. 24km NE Tapan Muara Sako E env., 2003 2°05' S
101°15'E; 400 - 500m L. Dembicky leg., 4 - 18. 111

Cautires pauper

MMO006 Malaysia W, Perak 40km SE of IPOH, 800m Banjaran Titi Wangsa Ringlet, 29. IlI. - 15.
IV. 2004 Cechovsky Petr Igt.

MMO013 Sumatra Barat Lake Maninjau, E coast 800m, 12. - 23. Jan 2005, Bolm Igt.

MMO017 Sumatra Barat Lake Maninjau, E coast 800m, 12. - 23. Jan 2005, Bolm Igt.

MMO027 Sumatra Barat Pasaman, Gn. Talamau, 1000m, 14. - 15. jJan 2005, Bolm Igt.

MMO039 West Sumatra Prov. Kerinci Seblat N. P. 24km NE Tapan Muara Sako E env., 2003 2°05' S
101°15'E; 400 - 500m L. Dembicky leg., 4 - 8. 11l

MMO055 Sumatra Jambi Kersik Tua, Gn. Kerinci, 19. - 22. Jan 2005, 1600-2200m, Bolm Igt.

MMO056 Sumatra Jambi Kersik Tua, Gn. Kerinci, 19. - 22. Jan 2005, 1600-2200m, Bolm Igt.

Cautires pauperulus

MMO014 Sumatra Barat Lake Maninjau, E coast 800m, 12. - 23. Jan. 2005 Bolm Igt.
MMO019 Sumatra Barat Lake Maninjau, E coast 800m, 12. - 23. Jan. 2005 Bolm Igt.
MMO024 Sumatra Barat Lake Maninjau, E coast 800m, 12. - 23. Jan. 2005 Bolm Igt.
MMO026 Sumatra Barat Lake Maninjau, E coast 800m, 12. - 23. Jan. 2005 Bolm Igt.

MMO041 West Sumatra Prov. Kerinci Seblat N. P. 24km NE Tapan Muara Sako E env., 2003 2°05' S
101°15'E; 400 - 550m L. Dembicky leg., 4 - 18. 111

Cautires rianganus
MMO035 West Sumatra Prov. Kerinci Seblat N. P. 24km NE Tapan Muara Sako E env., 2003 2°05' S
101°15'E; 400 - 500m L. Dembicky leg., 4 - 18. 111

MMO037 West Sumatra Prov. Kerinci Seblat N. P. 24km NE Tapan Muara Sako E env., 2003 2°05' S
101°15'E; 400 - 500m L. Dembicky leg., 4 - 18. 111

Cautires spp.
MMO002 Laos Phongsaly Prov. 21°42'N 102°07'E, 18. V. 2003 P. Pacholéatko Phongsaly env. 1500m

MMO005 Malaysia W., Perak 40km SE of IPOH, 800m Banjaran Titi Wangsa Ringlet, 29. I1I. - 15.
IV. 2004 Cechovsky Petr Igt.

MMO012 LAO - N Phongsaly prov. 21°41-2'N 102°06-8'E, 28. V. - 20. V1. 2003, Phongsaly env.,
~1500m, Vit Kuban leg.

MMO016 Sumatra Barat Lake Maninjau, E coast 800m, 12. - 23. Jan. 2005 Bolm Igt.

MMO034 Malaysia, Pahang Tanah Rata, Cameron Highlands, 3. - 20. Feb 2005, 1600m P. Cechovsky
Igt.

MMO040 West Sumatra Prov. Kerinci Seblat N. P. 24km NE Tapan Muara Sako E env., 2003 2°05' S
101°15'E; 400 - 500m L. Dembicky leg., 4 - 18. 111

MMO058 Sumatra Jambi prov. Kerinci Seblat N. P., 7km E Kayuaro Mt Tujuh, 25. 2. - 2. 3. 2003
1°45'S 101°25E 17504£250m, L. Dembicky leg.

MMO060 Sumatra Jambi prov. Kerinci Seblat N. P., 7km E Kayuaro Mt Tujuh, 25. 2. - 2. 3. 2003
1°45'S 101°25E 17504£250m, L. Dembicky leg.
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Cautires tujuhensis

MMO059 Sumatra Jambi prov. Kerinci Seblat N. P., 7km E Kayuaro Mt Tujuh, 25. 2. - 2. 3. 2003
1°45'S 101°25E 1750+250m, L. Dembicky leg.

Cautires yunnanus
MMO001 Laos Phongsaly Prov. 21°42'N 102°07'E, 28. V. 2003, P. Pacholatko Phongsaly env. 1500m

MMO003 Laos Phongsaly Prov. 21°42'N 102°07'E, 28. V. 2003, P. Pacholatko Phongsaly env. 1500m

MMO004 LAO - N Phongsaly prov. 21°41-2'N 102°06-8'E, 28. V. - 20. VI. 2003, Phongsaly env.,
~1500m, Vit Kuban leg.

MMO008 Laos Phongsaly Prov. 21°41'N 102°06'E 1500m

MMO010 LAO - N Phongsaly prov. 21°41-2'N 102°06-8'E, 28. V. - 20. VI. 2003, Phongsaly env.,
~1500m, Vit Kuban leg.

MMO011 LAO - N Phongsaly prov. 21°41-2'N 102°06-8'E, 28. V. - 20. VI. 2003, Phongsaly env.,
~1500m, Vit Kuban leg.

MMO030 LAO - N Phongsaly prov. 21°41-2'N 102°06-8'E, 28. V. - 20. VI. 2003 Phongsaly env.
MMO031 LAO - N Phongsaly prov. 21°41-2'N 102°06-8'E, 28. V. - 20. V1. 2003 Phongsaly env.
MMO032 LAO - N Phongsaly prov. 21°41-2'N 102°06-8'E, 28. V. - 20. V1. 2003 Phongsaly env.
MMO033 LAO - N Phongsaly prov. 21°41-2'N 102°06-8'E, 28. V. - 20. VVI. 2003 Phongsaly env.

Xylobanus sp.
MMO021 Sumatra Barat Lake Maninjau, E coast 800m, 12. - 23. Jan 2005 Bolm Igt.

2.2. Laboratorni metody

Izolace DNA ze svalové tkané

Pro izolaci DNA jsem pouzil metathorakalni svalovinu a zadni par nohou. Zbytek téla
exemplafe byl vypreparovan a ulozen v referencni sbirce laboratoie molekularni systematiky. Tkan
byla pted izolaci vysuSena ve vakuoveém koncentratoru, poté byla homogenizovana v 200 pl pufru s
pfidanim 20 pl 10% SDS a 10ul roztoku proteindzy K (10 mg/ml). Homogenizovana tkan byla
inkubovéna v ptedehtatém bloku v 60 - 65°C do rozloZeni svaloviny.

Vzorek byl ¢istén  fenol-chloroformem-isoamylalkoholem a  chloroformem-
isoamylalkoholem s nékolikanasobnym promichavanim a centrifugaci (Vogler et al., 1993).
Vycistény roztok DNA byl vysraZen ptidavanim 40ul 10M octanu sodného a dvéma dily 100%
etanolu a inkubovan na ledu minimalné 20 min. Pelet DNA byl sto¢en pii 20300 g po dobu 15
minut a poté byl odpipetovan supernatant. Purifikace DNA peletu byla provedena pfidavanim 800

pl 70% etanolu a vysuSenim ve vakuovém vysouse¢i. DNA pelet byl znovu rozpustén ve 40 pl
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Cisté vody. Pelet byl ulozen pii pokojové teploté pfinejmensim jednu hodin, ¢as od ¢asu protiepan
V ruce a pted dalsi manipulaci stocen.

Poté néasledovalo zmeéreni koncentrace DNA spektrofotometrem nanodrop ND-1000. Po
zméfeni koncentrace DNA byl roztok s DNA rozdélen na dvé ¢asti. Prvni ¢ast byla umisténa do

mrazaku pfi teploté -80°C pro dlouhodobé uchovani a s druhou ¢&asti bylo nadale pracovano.

PCR replikace

Typickéa PCR reakce obsahovala:

5 ul I0XPCR bufferu.

2 pl 50mM MgC12

1,25 pl dNTPS

1 pl 10 pmol z kazdého primeru
0,12 pl Taqg polymerazy (BIOLINE)
1 -4 ul vzorku

Destilovana voda do objemu 50 pl.

Pro PCR amplifikace jednotlivych gent byly pouZity primery uvedené v Tab. 2.

Tab. 2: PouZzité primery pro jednotlivé amplifikaéni reakce.

Fragment Primer Délka | Sequence (5° >>3")
S5' 24 GACAACCTGGTTGATCCTGCCAGT
b5.0 19 TAACCGCAACAACTTTAA
ai 22 CCTGAGAAACGGCTACCACATC
18S rRNA b2.50 20 TCTTTGGCAAATGCTTTCGC
al.0 20 GGTGAAATTCTTGGACCGTC
bi 20 GAGTCTCGTTCGTTATCGGA
a2.0 19 ATGGTTGCAAAGCTGAAAC
S3' 24 CACCTACGGAAACCTTGTTACGAC
285 IRNA FF 20 TTACACACTCCTTAGCGGAT
dd 19 GGGACCCGTCTTGAAACAC
16S IDNA 16a 20 CGCCTGTTTAACAAAAACAT
ND1A 24 ATCAAAAGGAGCTCGATTAGTTTC
OF1 29 CCTACTCCTGTTTCTGCTTTAGTTCATTC
ND5 mtDNA | R6 29 GAAACGAAAAATCGTATTTAATTTCGACT
R2M 29 AATTGAASCCAAAAAGAGGTATATCAGTG
COl mtDNA JerryM |23 CAACAYYTATTTTGRTTYTTTGG
Marcy 27 TARTTCRTATGWRCAATAYCAYTGRTG
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Na termocykleru byl nastaven nasledujici priubéh teplot pro PCR amplifikaci:
96°C, po dobu 2 min., 40 x cyklus 96°C 1 min., 50°C 1 min., 72°C 2 min., ndsledg 72°C 10 min. a

schlazeni na 4°C.

Po ukonceni PCR replikace byla provedena elektroforéza pro kontrolu, zda PCR replikace
probéhla uspésné a zda byl amplifikovan pouze cilovy fragment.

PCR reakce pro amplifikaci né&kterych fragmentd, predevsim ND5 vykazovala nizsi
specifitu a bylo nutné separovat cilovy fragment na agar6zovém gelu. Po vyhodnoceni vysledki
PCR reakce, byla ptipravena daldi elektroforéza s pouzitim low - melting agarézy, z divodu
nasledného fezani jednotlivych vzorkt z gelu. Po dokonceni elektroforézy byly gely postupné
presouvany na UV destiCku. Na UV desti¢ce byly pozadované casti gelu obsahujici cilovy
fragment vyfezany a piesunuty do pfedem pfipravenych a oznacenych mikrozkumavek.

Jednotlivé mikrozkumavky byly zvaZzeny na digitalni vdze Mettler Toledo, byl do nich v
prislusném poméru piidan jodid sodny a posléze byly piesunuty do termoblocku Eppendorf
Thermomixer Comfort, kde byly protiepavany pii teploté L po dobu 10 minut . Po protiepani
byly mikrozkumavky ptipraveny na purifikaci PCR produktu.

Purifikace PCR produktu

PCR produkt byl ptepipetovan do oznagenych mikrozkumavek. Do kazdé mikrozkumavky
bylo pfidano 150ul Nal a 5ul glassmilku. Suspenze byla promichavana po dobu 20 minut pfi
laboratorni teploté. Po opétovném stoCeni bylo potfeba odstranit supernatant. Po odstranéni
supernatantu bylo pfidano 400pl New Wash. Roztok byl peclivé promichén a stoéen tiikrat za
sebou. Po odstranéni New Wash byl pelet vysuSen. Glassmilk byl znovu suspendovan v 13ul
destilované vody a inkubovan po dobu 10 minut v pfedehfatém bloku pii teploté 60 - 65°C. Roztok
byl promichan a sto¢en na centrifuze, odstranén supernatant a tento DNA roztok byl pfemistén do

pfedem ptipravenych mikrozkumavek.

Priprava sekvenaéni reakce

Templat DNA byl pouzity pro nasledujici sekvenaéni reakce, které byly pripraveny podle
protokolu ABI Applied Biosystems.
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Slozeni typické sekvenaéni reakce:

2ul Big Dye

2ul 1,6 pmol primeru

1ul cycle sequencing bufferu

1 - 4ul vycisténého PCR produktu

x pl destilované vody na fedéni PCR produktu do 10ul (z&lezZi na koncentraci PCR produktu)

Do mikrozkumavek byla nejprve dana voda o ptedem zjisténém objemu pro kazdy vzorek,

poté master skladajici se z primeru, bufferu a Big Dye. Nakonec by| ptidan vy¢istény PCR produkt.

Purifikace Cycle Sequencing produktu

Do kazdé mikrozkumavky obsahujici vysledny produkt Cycle sequencingu bylo piidano
751l 95% etanolu a 3ul 3M acetatu sodného, jemné promich&no a inkubovano 10 minut na ledu.
Alkohol z mikrodesti¢ky byl vyklepnut a desti¢ka byla posléze piekryta savym papirem a vloZena
do centrifugy, aby byl pfi nasledném stoceni odstranén zbyvajici alkohol. Po odstranéni 95%
etanolu a 3M acetatu sodného bylo pfidano 100ul 70% etanolu. Mikrodesti¢ka byla stacena 30
minut pii teploté 1PC. Po stoceni byl odstranén supernatant a desti¢ka byla vysuSena v centrifuze
mezi listy savého papiru. Celd procedura byla opakovana tiikrat. Mikrodesti¢cka byla nakonec

vysusena ve vakuu.

Sekvenovani

Vy¢istény sekvenaéni produkt byl rozpustén ve formamidu a analyzovan na sekvenatoru ABI 3130.

Analyza chromatogrami, editace sekvenci, tvorba alignmentu, sestaveni matice

Chromatogramy byly analyzovany programem Sequencing Analysis (ABI Applied
Biosystems, Inc.). Editace sekvenci byla provadéna programem Sequencher 4.6 (Gene Code, Inc.),
ktery umoznuje vytvareni alignmentl chromatogramii a srovnavani velkého poctu sekvenci. Po
editaci byly sekvence hromadné exportovany ve formatu FASTA. Knové vyprodukovanym
sekvencim byla pfidana mimoskupina pro uréeni kotfene fylogenetického stromu. Outgroup byla

ziskéna z databaze GenBank. Jednalo se o sekvence dfive vyprodukované laboratoti Skolitele.
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Editované sekvence vcetné mimoskupiny byly ulozeny do textového dokumentu ve
formatu FASTA a alignovany programem ClustalX s defaultnim nastavenim programu (gap
opening, gap extension). Vzhledem k malému podilu indelit v rDNA a strukturalni kontrole cds
mtDNA fragmentd nebylo nutné testovani dalSich parametri alignmentu. Alignment byl
exportovan ve formatu NEXUS, ktery byl programem PAUP* (Swofford, 2002) pteveden z
kédovani MS DOS na format NEXUS kompatibilni s opera¢nim systémem Mac OS X.

DalSim krokem bylo sestaveni vysledné matice v programu Se-Al (Rambaut, 2010).
V programu Se-Al byly nejprve jednotlivé geny upraveny. Uprava spodivala v omezeni délky
jednotlivych sekvenci na Usek, pro ktery byly k dispozici homologické ¢asti dostate¢ného poctu
jedinct. Pii samotné editaci na poZadovanou délku byly odstranény pocate¢ni a koncové Useky,
v kterych bylo vétsi zastoupeni nejistych bazi. Takto upravené sekvence byly exportovany ve
formatu NEXUS. Vysledna matice byla sestavena v programu Se-Al. Jednotlivé homologické
fragmenty byly sestaveny v potadi: 18S, 28S, 16S, COIl, ND5. Vyslednd matice byla opét

exportovana ve formatu NEXUS s koncovou piiponou .dat.

2.3. Fylogeneticka analyza

K fylogenetické analyze byly pouZity nésledujici optimaliza¢ni kritéria: metoda maximalni
parsimonie (program T.N.T., Goloboff et al., 2008), metoda maximalni pravdépodobnosti (program
RAXML, Stamatakis, 2006) a bayesianska interference (program Mr. Bayes 3.2, Huelsenbeck &
Ronquist, 2001).

Analyza podle kriteria maximalni parsimonie

Data byla analyzovana programem T.N.T. v. 1.1. Z vysledné matice vSech gend byly
zapinany/vypinany specifické fragmenty pro jednotlivé parcialni analyzy. Pro parciélni analyzy
byly vybrany vzorky jednotlivych druhu (viz Tab. 3). Celkem byly provedeny 3 parciélni analyzy
(viz Tab. 4). Prvni analyza obsahovala geny rDNA a tRNA geny (18S, 28S, 16S, tRNA Leu 16S,
tRNA Leu COI a tRNA Leu ND5) vyznacujici se vétsi délkovou variabilitou. Druhd analyza
obsahovala mitochondrialni cds DNA, alignované podle struktury aminokyselin a tim neovlivnéné
metodou alignmentu: COI, COII, ND5 a NDI1. Treti parcidlni analyza byla sloZzena z kompletni
sestavy fragmenti mitochondrialni DNA: 16S rDNA, tRNA-Leu, ND1 cds mtDNA, cds mtDNA
COl, tRNA-Leu, cds mtDNA COIl, cds mtDNA ND5, tRNA-Glu, tRNA-Ser. VVystupem programu
T.N.T. byl soubor ve formatu NEXUS obsahujici analyzovany datovy soubor a vysledné

maximalné parsimonni stromy a sadu maximalné parsimonnich stromti vzniklych analyzou
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jednotlivych pseudoreplikaci pro zjisténi statistické podpory jednotlivych vétvi. Tento soubor byl
importovan do programu PAUP*, kde byl vygenerovan v piipadé nalezeni vice maximalné
parsimonnich stromt jeden vysledny striktné konsenzualni kladogram, majoritni konsenzualni
kladogram a dale byl vypocten konsensudlni kladogram z vysledkd statistického hodnoceni

podpory vétvi metodou bootstrapingu.

Tab. 3: Druhy zatazené do parciélnich analyz zalozenych na péti fragmentech DNA

druh taxon

Cautires pauper MMO039
Cautires pauper MMO055
Cautires pauperulus MMO026
Cautires pauperulus MMO041
Cautires sp. MMO002
Cautires corporaali MMO057
Cautires imitator MMO038
Cautires interruptus MMO061
Cautires johannesi MMO018
Cautires maninjauensis MMO036
Cautires sp. MMO040
Cautires sp. MMO058
Cautires rianganus MMO035
Cautires sp. MMO060
Cautires tujuhensis MMO059
Cautires yunnanus MMO001
Xylobanus sp. MMO021

Tab. 4: Seznam jednotlivych genti zatazenych do parcialnich analyz metodou maximalni
parsimonie.

tRNA tRNA tRNA
18S |28S |16S [COIl |COIl [ND5 |ND1 |Leu- Leu - Leu -
COl ND5 16S
1. part. analyza
rDNA, tRNA ano | ano | ano ano ano ano
2. part. analyza
cds mtDNA ano | ano ano ano
3. part. analyza
mtDNA
kompletni ano | ano | ano | ano | ano ano ano ano
fragmenty
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Program TNT se vyuZiva k analyzdm velkych datasetd pii pouZiti metody maximalni
parsimonie. Vyuziva pii tom algoritmus rychlého vyhledavani stromti Ratchet (Nixon, 1999).
Princip maximalni Setrnosti spociva v hledani stromu ¢i stroma s minimalnim mnozstvim kroka.
tomto pfipadé rozumi minimalni pocet kroki a sdileni spoleénych znakd je vysvétlovano
spolecnym plivodem. Pokud vznikne konflikt mezi jednotlivymi znaky, kdy znaky neposkytuji
stejny vysledek, tak je konflikt odiivodnén homoplazii (Hall, 2001).

Zéakladnim principem maximalni parsimonie je vybrat strom (stromy) s minimalni
celkovou délkou, tj. po¢tem evoluénich kroki, potiebnych k vysvétleni vstupnich dat. Ne v§echny
znaky jsou pro konstrukci stromu uZite¢né. Neménné znaky, které se vyskytuji u vSech taxont, jsou
pro tvorbu stromu nepouzitelné a jsou danou metodou ignorovany. Podobné je tomu i u znaku,

jejichZ jednotliveé sekvence se vyskytuji vZdy jen u jednoho taxonu (Hall, 2001).

Analyza podle kritéria Maximum Likelihood (Felsenstein, 1981)

Data byla analyzovana programem RAXML (Stamatakis, 2006). Program se spoustél z
ptikazového fadku MS DOS. Programu byl pro vypocet zadan substitu¢ni model GTRGAMMA a
model pro bootstrapovou podporu se 100 nasobnym opakovanim. Vystupem programu byl
fylogram s maximalni pravdépodobnosti a fylogram obsahujici podporu jednotlivych vétvi
vypoétenou ze 100 bootstrapovych replikaci.

Kladogram maximalni pravdépodobnosti byl dale konvertovan do textového formatu a ten
byl nasledné otevien a upraven v programu Fig Tree v. 1.3.1 (Rambaut, 2010). Upraveny fylogram
byl exportovan ve forméatu vektorové grafiky s pfiponou .emf a dale byl zpracovan a doplnén
v grafickém vektorovem programu Corel Draw X5.

Fylogeneticka data obsahujici bootstrapové podpory byla importovana do programu PAUP* a

nasledné byl vypocitan konsensualni strom.

Princip metody maximum likelihood spoc¢iva ve vypoltu pravdépodobnosti, Ze nami
navrzeny model evoluénich zmén da vzniknout vstupni nukleotidové sekvenci, porovnani
pravdépodobnosti pro jednotlivé fylogeneze a nalezeni fylogeneze s nejvyssi pravdépodobnosti.
Pro sestaveni stromu metodou maximalni pravdépodobnosti potiebujeme vstupni data ve formé
sekvenci nebo aminokyselin a substitu¢ni model.

Program RAXML k sestrojeni po¢ate¢niho stromu pouziva program DNAPARS. V prvnim
kroku prohledavd okoli pocéate¢niho stromu tak, ze "usekne" jednu vétev (jednoduchou i
rozvétvenou) a piemisti ji do vSech moznych maximalné vzdalenych mist i uzlt od ptivodniho

umisténi. Odhadne pravdépodobnost nove vzniklé topologie. Pii tomto odhadu, optimalizuje délky
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vétvi jen v Casti stromu, kterd byla dotéena zménou. U série stromu s nejvyS§im odhadem
pravdépodobnosti optimalizuje délky vétvi piesnéj$im algoritmem a vypocitd pravdépodobnost
ptesné. Nejlepsi strom si ulozi do paméti. Postupné provede prvni krok se vSemi vétvemi s tim, Zze
pokazdé, kdyz narazi na lepsi topologii, pfijme ji a nasledné zmény provadi na ni. Program skon¢i,

nenajde-li lepsi strom.

Analyza dat bayesianskou metodou (Berger, 1985)

K analyze byl pouzit program Mr. Bayes 3.2, ktery byl spustén na pocitaéi Mac s
opera¢nim systémem Mac OS X 10.4.11 Tiger. Samotna analyza byla nastavena na 10 000 000
generaci s dvéma paralelnimi béhy, kazdy se tfemi chladnymi a jednim horkym fetézcem. Oba
vysledné datasety pravdépodobnosti byly nahrany a zpracovany v programu Tracer v. 1.5
(Rambaut, 2010) a na zakladé stabilizace pravdépodobnosti byla odstranéna prestacionarni cast
analyzy. Zavéreéna uprava vysledného datasetu stromt byla provedena v textovém editoru, kde se
oba samostatné paralelni béhy sloucily. Vysledny textovy soubor byl nasledné nahran do programu

PAUP*, kde byl vypogcitan konsensualni strom.

Bayesianska metoda, kterd byla pouZita k rekonstrukci fylogenetickych stromu je podobna
metodé Maximum Likelihood v tom, ze vychazi z uréitého evolu¢niho modelu a snazi se nalézt
takovy strom, ktery je maximalné v souladu jak s timto modelem, tak se vstupnimi daty. Samotna
analyza zacina u nahodné€ vybraného nebo uZzivatelem pfedem specifikovaného stromu s kombinaci
délek vétvi a substitucnich parametr, které definuji poCatecni stav fetézce. Poté je upravou délek
vétvi nebo pfemisténim jedné z veétvi navrZzen novy stav fetézce a vypocitana jeho
pravdépodobnost. Jestlize je tato pravdépodobnost vy$§i nez puvodni, je tento novy stav
akceptovan, v opacném piipad¢ zlstava stav pivodni. Timto zplisobem cely proces pokracuje, az
postupné¢ dochazi k souboru stromt, jejichz pravdépodobnosti jsou tak podobné, ze
akceptovani/zamitnuti alternativnich stromt je spiSe otdzkou nahody.

Rozdil mezi metodou maximum likelihood a bayesidnskou analyzou je v tom, Ze metoda
maximum likelihood hleda fylogenii maximalizujici pravdépodobnost ziskani téchto dat, zatimco
bayesovska analyza hleda fylogenii maximalizujici pravdépodobnost tohoto stromu pii daném
modelu a datech. Zatimco maximum likelihood hledd jediny nejpravdépodobnéjsi strom,
bayesianska analyza hleda nejlepsi sestavu stromi. Proto vystupni informaci programu neni jeden
strom, ale série stromid. Vysledky jsou ziskatelné na béZném pocitali, protoZe zpétna
pravdépodobnost danych vétvi v fadé stromil je ziskdna piimo v pribéhu vypoétu a neni nutné

provadét dalsi hodnoceni statistické podpory vétvi.
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3. Vysledky

Celkem jsem ziskal sekvence alesponi jednoho fragmentu pro 59 jedincu. VSechny
studované vzorky byly sekvenovany pro fragmenty COl a ND5. Na zakladé vysledki pfedbéznych
analyz byli pro sekvenovani fragmentii 18S rDNA, 28S rDNA a 16S rDNA vybrani pouze z&stupci
jednotlivych druhtt (Tab. 5), u kterych byla Uspésné provedena amplifikaéni reakce

mitochondrialnich gent a s kterymi se nadale pracovalo.

Fragment genu ND5 byl amplifikovan primery OF1 a R6. Celkem se podafilo ziskat
sekvence genu reprezentujici 49 jedincd. Zbyvajicich 10 taxont bylo reamplifikovdno pomoci
primera OF1 a R2M. Sekvence genu ND5 se nepodafilo ziskat pro vzorky: MMO002, MMO0O5,
MMO006, MMO037, MMO047, MM057 a MMO060.

Sekvence fragmentu COIl byly ziskany pro vsechny taxony, kromé vzorku MMO039.
Vysledky amplifikaci jsou uvedeny v tab. 5.

Tab. 5: Prehled studovaného materialu s uvedenim ¢isla exemplaie a se seznamem jednotlivych

gentl.

Cautires corporaali 18S 28S 16S ND5 COl
MMO054 ne ne ne ano ano
MMO57 ano ano ne ne ano
Cautires imitator 18S 28S 16S ND5 Col
MMO009 ne ne ne ano ano
MMO038 ano ano ano ano ano
Cautires indus 18S 28S 16S ND5 Col
MMOO07 ne ne ne ano ano
Cautires interruptus 18S 28S 16S ND5 COl
MMO061 ano ano ne ano ano
Cautires johannesi 18S 28S 16S ND5 COl
MMO018 ano ne ano ano ano
MMO020 ne ne ne ano ano
MMO022 ne ne ne ano ano
MMO023 ne ne ne ano ano
MMO025 ne ne ne ano ano
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MMO042 ne ne ne ano ano
MMO043 ne ne ne ano ano
MMO044 ne ne ne ano ano
MMO045 ne ne ne ano ano
MMO046 ne ne ne ano ano
MMO047 ne ne ne ne ano
MMO048 ne ne ne ano ano
MMO049 ne ne ne ano ano
MMO050 ne ne ne ano ano
MMO051 ne ne ne ano ano
MMO052 ne ne ne ano ano
MMO053 ne ne ne ano ano
Cautires maninjauensis | 18S 28S 16S ND5 COl
MMO015 ne ne ne ano ano
MMO036 ano ano ano ano ano
Cautires pauper 18S 28S 16S ND5 COl
MMO006 ne ne ano ne ano
MMO013 ne ne ne ano ano
MMO017 ne ne ne ano ano
MMO027 ne ne ne ano ano
MMO039 ano ano ano ano ne

MMO055 ano ano ne ano ano
MMO056 ne ne ne ano ano
Cautires pauperulus 18S 28S 16S ND5 COl
MMO014 ne ne ne ano ano
MMO019 ne ne ne ano ano
MMO024 ne ne ne ano ano
MMO026 ano ano ano ano ano
MMO041 ano ano ano ano ano
Cautires rianganus 18S 28S 16S ND5 COl
MMO035 ano ano ano ano ano
MMO037 ano ano ano ne ano
Cautires spp. 18S 28S 16S ND5 Col
MMO002 ano ano ano ne ano
MMO005 ne ne ano ne ano
MMO012 ne ne ano ano ano
MMO016 ne ne ne ano ano
MMO034 ano ano ano ano ano
MMO040 ano ano ano ano ano
MMO058 ano ano ano ano ano
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MMO060 ano ano ano ne ano
Cautires tujuhensis 18S 28S 16S ND5 COl
MMO059 ano ano ano ano ano
Cautires yunnanus 18S 28S 16S ND5 COl
MMO001 ano ano ano ano ano
MMO003 ne ne ne ano ano
MMO004 ne ne ne ano ano
MMO008 ne ne ne ano ano
MMO010 ne ne ne ano ano
MMO011 ne ne ne ano ano
MMO030 ne ne ne ano ano
MMO031 ne ne ne ano ano
MMO032 ne ne ne ano ano
MMO033 ne ne ne ano ano
Xylobanus sp. 18S 28S 16S ND5 Col
MMO021 ano ano ne ano ano

Tab. 6: Prehled fragmentl gent, poétu bazi a vyznaceni délky v celkové matici

fragment genu pocet bazi cF:):IZ klgs/ égﬁ?alljti\(/:i
18S 1868 1-1868
28S 632 1869-2500
16S 621 2501-3121
tRNA Leu (16S) |67 3122-3188
ND1 129 3189-3317
COl 787 3318-4104
tRNA Leu (COI) |60 4105-4164
coll 233 4165-4397
ND5 1049 4398-5446
tRNAs 185 5447-5631

Sekvence jedinct pouZitych jako outgroup se liSily od studovaného rodu Cautires v piipadé
fragmentu ND5 od 11,846% do 31,331% a u fragmentu COI od 11,464% do 24,713%. Sekvence
jednotlivych vzorkt v ramci rodu Cautires se liSily u fragmentu ND5 od 0% do 28,996% a u

fragmentu COI od 0% do 21,965%. Ribozomalni geny vykazovaly obecné nizsi odlisnost.

Délka sekvenci fragmentu COI se liSila minimaln¢ s primérmym poétem bazi 1079,11.

Praiméma frekvence zastoupeni jednotlivych nukleotidi byla nasledujici: A = 36,156%; C =
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17,653%; G = 11,927%; T = 34,263% (viz Piilohy, Tab. 7). Pocet bazi fragmentu ND5 u
studovanych exemplaitu nebyl tak konzervativni jako v piidadé fragmentu COIl. VysSi délkova
variabilita byla zptsobena pfitomnosti tRNA gentl ve fragmentu. Primérny pocet bazi u fragmentu
ND5 byl 1207,95. Primérné zastoupeni nukleotidti u genu ND5: A = 31,120%; C = 9,501%; G =
15,268%; T = 44,111% (viz Ptilohy, Tab. 6).

Srovname-li primérné zastoupeni nukleotidti u gentt COI, COIl, ND1 a ND5, tak zjistime
zvySené zastoupeni bézi adeninu a thyminu, které je obvyklé v mitochondrialnich proteiny
kodujicich genech (Simon et al., 1994). AT baze se vyskytovaly v sekvenci cds fragmentl od
27,358% do 48,313 %. Naproti tomu sekvence jadernych rDNA (18S a 28S) vykazovaly mnohem
vyvazengjsi zastoupeni bazi a AT baze se vyskytovaly v sekvenci jadernych rDNA fragmentd od

22,579% do 24,669 %.

Fylogenetické analyzy

Metodami maximalni parsimonie, maximalni pravdépodobnosti a bayesianskou metodou
jsem ziskal tfi velmi podobné stromy, které byly plné rozliSené. LiSily se pouze usporadanim

terminalnich vétvi uvniti kladi odpovidajicich jednotlivym druhtim. Monofylie studované skupiny

v

Monofylie druhti vymezenych na zakladé vnéjsich morfologickych znakii molekularni data
velmi dobfe podporovala. Pokud byl druh reprezentovan vice nez jednim exemplafem, podpora
vétve obsahujici jedince stejného druhu v bootstrapové analyze téméf vzdy dosahovala 100%.
Pouze u fylogenetického stromu ziskanym metodou maximalni parsimonie (Obr. 1) dosahovala

podpora vétve u druhu Cautires imitator 98%.

Podpora vzajemné piibuznosti druhti a jejich skupin byla pravidelné nizsi a pohybovala se

metodou (Obr. 3), do kterého néleZely jedinci Cautires spp. z Malaysie, Laosu a Sumatry.

Programem Mr. Bayes jsem ziskal 10 000 stromu. Z celkového poctu vSech ziskanych

stromu bylo z dalSich analyz vytazeno 500 stromi jako burn-in.

Fylogenetické stromy vyprodukované parcidlnimi analyzami metodou maximalni

parsimonie byly plné strukturované a opét robustné podporovaly monofylii tribu Metriorrhynchini.

sv v

Piilohy, Obr. 7), nejvyssi hodnota dosahla 93% u 1. parcialni analyzy rDNA, tRNA (viz Ptilohy,
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Obr. 6). Bootstrapova podpora dosahla u 3. parcialni analyzy hodnoty 86% (viz Ptilohy, Obr. 8).

Mezidruhové boostrapové podpory jednotlivych vétvi byly velmi diferenciované a
pohybovaly se u 1. parcidlni analyzy rDNA, tRNA v rozmezi od 63% do 100%. U 2. parcialni
analyzy cds mtDNA a 3. parciélni analyzy mtDNA dosahovaly mezidruhové bootstrapové podpory

podobnych vysledkt a pohybovaly se v rozmezi od 64% do 100%.

Postaveni jedinct néleZejicich do skupiny Cautires obsoletus (Cautires corporaali,
Cautires imitator, Cautires indus, Cautires johannesi, Cautires pauperulus, Cautires rianganus,
Cautires tujuhensis, Cautires yunnanus) bylo u vytvoienych fylogenetickych stromi mirné
rozdilné.

U fylogramu vytvofeném metodou maximalni parsimonie (Obr. 1) byly vétve druhd fazeny
v sestupném poradi: Cautires pauperulus, Cautires imitator, Cautires tujuhensis, Cautires
rianganus, Cautires yunnanus, Cautires indus, Cautires corporaali, Cautires johannesi.
Bootstrapové podpory dosahovaly u druhti Cautires obsoletus hodnot 100%, kromé druhu Cautires
imitator, u kterého mél klad podporu 98%.

U fylogenetického stromu zaloZeného na Kkritériu maximalni pravdépodobnosti (Obr. 2) se
postaveni druhti skupiny Cautires obsoletus oproti stromu maximalni parsimonie odliSovalo ve
vloZzeném kladu Cautires yunnanus mezi druhy Cautires pauperulus a Cautires imitator. Ostatni
druhy byly ve fylogramu lokalizovany obdobné jako u fylogenetického stromu metody maximalni
parsimonie. Hodnoty podpory vétvi dosahovaly u vSech druhti skupiny Cautires obsoletus hodnot
100%.

Postaveni druht skupiny Cautires obsoletus u fylogramu vzniklym bayesianskou metodou
(Obr. 3) bylo stejné, jako u fylogramu vytofeném metodou maximalni parsimonie. Bootstrapové

podpory vétvi dosahovaly u druhti Cautires obsoletus hodnot 100%.

Pii fylogenetickych analyzach bylo zjisténo, ze studovani jedinci druhu Cautires johannesi
pochazejici ze Sumatry, byli rozdéleni do dvou paralelnich vétvi (Obr. 4). Jedinci kladu A, ktefi
reprezentuji populaci z oblasti Lake Maninjau, se od sebe liSi od 0% do 0,142% (Tab. 8). Jedinci
kladu B, kteii pochézeji ze severni Sumatry (Gunung Sibayak), jsou navzdjem od sebe odlisni
v rozmezi od 0% do 0,413%. Ob¢ dvé skupiny jsou od sebe geneticky vzdalené od 4,127% do
4,586%.

Jedinci s hnédou barvou $titu v obou skupinéach se lii od 4,127% do 4,586%. Zkoumani
zastupci s ¢ernou barvou §titu, v ramci kladu B, se od sebe odliduji v rozmezi od 0% do 0,413%.
Bootstrapova hodnota podpory druhu dosahla u vSech fylogenetickych stromi hodnoty 100% (Obr.
1, Obr. 2, Obr. 3).
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Tab. 7: Total evidence analyza

analyticka metoda | fragment genu veI|!<ost pocet ,
matice stromil

Maximalni 18S, 28S, 16S, COI, COIl, ND1, ND5, tRNA Leu - COI, tRNA 5631 b 1

parsimonie Leu - ND5, tRNA Leu - 16S P

Maximalni 18S, 28S, 16S, COl, COIl, ND1, ND5, tRNA Leu - COI, tRNA 5631 b 1

pravdépodobnost | Leu - ND5, tRNA Leu - 16S P

Bayesianské 18S, 28S, 16S, COI, COIl, ND1, ND5, tRNA Leu - COI, tRNA 5631 b 190

metoda Leu - ND5, tRNA Leu - 168 P

1. part. analyza 18S, 28S, 16S, tRNA Leu - COI, tRNA Leu - ND5, tRNA Leu 3433 b 1

rDNA, tRNA -16S P

2. part. analyza

cds mtDNA COl, COIll, ND1, ND5 2198 bp 3

3. part. analyza

mtDNA kompletni 16S, COI, COIl, ND1, ND5, tRNA Leu - COI, tRNA Leu - 3131 bp 1

fragmenty

ND5, tRNA Leu - 16S
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Obr. 1: Fylogeneticky strom €. 1 vytvofeny metodou maximalni parsimonie, doplnény hodnotami
podpory vétvi a S vyznacenim jednotlivych druht
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Obr. 2: Fylogeneticky strom €. 2 vytvoreny metodou maximalni pravdépodobnosti, doplnény
hodnotami podpory vétvi a s vyznacenim jednotlivych druhi
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Obr. 3: Fylogeneticky strom €. 3 vytvoreny bayesianskou metodou, doplnény hodnotami podpory
vétvi a s vyznacenim jednotlivych druht
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4, Diskuze

4.1. Fylogeneze druhovych skupin rodu Cautires

V minulosti byly jednotlivé druhy urCovany pouze na zakladé morfologickych znaki.
S pouZitim molekularnich metod studia fylogeneze bylo zjisténo, ze morfologicky a barevné
podobné druhy jsou si ¢asto geneticky velmi vzdalené a druhy, které jsou si morfologicky méné
podobné, jsou si blizce piibuzné. K studiu morfologické a genetické diferenciace v rodu Cautires
byly pouZity molekularni markery a vysledna data byla srovnana s morfologii a barevnymi vzory
pronota a krovek u studovanych jedinct. Timto zptsobem je mozné testovat neutralnimi markery
unikatni nebo paralelni vznik nékterych morfologickych struktur.

Rod Bulenides byl definovan na zakladé jediného odliSujiciho znaku a to pfitomnosti pouze
jediné centrélni areoly na pronotu (Waterhouse, 1878, Bocak & Matsuda, 2003). Teprve nedavno
byl tento piistup odmitnut a rod Bulenides byl synonymizovan s rodem Cautires a bylo
predpokladano, Ze druhy pivodné klasifikované v rodu Bulenides ve skuteCnosti tvoii dvé
nezavislé terminalni skupiny v rdmci rodu Cautires (Dudkova & Bocak, 2010). Tento pfistup byl
potvrzen zde provedenymi fylogenetickymi analyzami sekvenci mitochodrialnich fragmentt 16S,
COIl a ND5 mtDNA. Vsechny fylogenetické hypotézy bez ohledu na pouzité optimalizacni
Kritérium potvrzuji tento zavér. Timto je prokazano, ze podobny tvar pronota s jedinou centralni
areolou se vyvinul v rodu Cautires nékolikrat nezavisle a neni mozno tento znak pouzit jako
apomorfii definujici monofyletickou skupinu. Rod Bulenides je tedy nepfipustnym taxonem ve
fylogenetické klasifikaci a jeho synonymizace s rodem Cautires byla opravnéna. Ukazuje se, Ze
vznik pronota s jedinou areolou je jednoduchou modifikaci, kterdA muze vznikat nezavisle

n¢kolikrat v ramci studované skupiny.

4.2. Morfologie, mimetické vzory a delimitace druhu

Pro vyhodnoceni vzniku barevnych vzort a jejich potencialni funkci jako mimetického
signélu jsem ve studovaném materialu vyhledal velmi podobné jedince z hlediska zbarveni a
z odlisnych lokalit sbéru a srovnal je s fylogenetickymi daty. Pro vyhodnoceni jsem vybral
nasledujici druhy: Cautires pauper (MMO006, MMO013, MMO017, MMO027, MMO039, MMO055,
MMO056) a Cautires pauperulus (MMO014, MMO019, MM024, MMO026, MM041) Siroce rozsifené
Vv riznych oblastech Sumatry. Oba druhy si jsou navzjem velmi podobné velikosti, tvarem téla i

zbarvenim a pfitom jsou nepiibuzné (genetickd vzdalenost mezi jedinci téchto druhti dosahuje az
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25,032%). VSichni zastupci maji hnédo - oranZovou barvu §titu a krovky po celé délce zbarveny
cerné.

Podobny ptiklad bychom nalezli i druhti Cautires imitator a Cautires rianganus, ktefi maji
uniformni Cerné zbarveni Stitu a krovek. Jedinec MMO035 Kklasifikovany v druhu Cautires
rianganus, ktery pochazi z horského masivu Kerinci Seblat (Sumatra), ma identické zbarveni jako
jedinec MMO009 naleZejici do druhu Cautires imitator, vyskytujici se v oblasti Malaysie, Pahang
Cameron Highlands. Obé¢ lokality sbéru jsou od sebe vzdaleny piiblizng 730 km. Uvedeni zastupci
jsou od sebe geneticky vzdaleni 11,658%. Tyto druhy patii do skupiny Siroce rozsifenych druhi v
oblasti Malajsiec a Sumatry a podobné zbarvené jsou i skupiny druhti z rodt Plateros,
Microtrichalus a Leptotrichalus, které se vyskytuji spole¢né s druhy rodu Cautires a ptipominaji je
zbarvenim, velikosti a tvarem téla. Pfestoze se nejedna 0 typické aposematické zbarveni, je mozne,
Ze slouZi jako signél pro predatory, protoZe ¢erné zbarveny jedinec je velmi napadny proti svétlu
pfi obvyklé pozici na spodni strané listu. Podobné komplexy ¢erné zbarvenych druhi jsou znamy z
néhorni plo¢iny Cameron Highlands (Malajsky poloostrov) a tamé&jsi komplexy zahrnuji zastupce
nékolika ¢eledi (Bocak & Yagi, 2010).

Vice ptipada tedy ukazuje, Ze v rodu Cautires se pravidelné vyskytuji shodné nebo velmi
podobné barevné vzory u druhd, které nejsou blizce piibuzné. Tyto druhy se vyskytuji na
lokalitach, kde dalSi druhy jsou podobné zbarvené, a je mozné se domnivat, Ze vyrazné vzory

slouzi jako aposematicky signal.

Posledni studii rodu Metriorrhynchus bylo prokazano, ze variabilita zbarveni lokalnich
populaci mize byt mimoiadné vysoka (Bocak & Yagi, 2010). Vzhledem k tomu, Ze pestré
kontrastni zbarveni se vyskytuje i v rodu Cautires, je mozné ptedpokladat, Ze i v tomto piipradé se
budou vyskytovat skupiny napodobujici zbarveni jinych druhd vyskytujicich se na stejné lokalité.
Jednim z ptikladti barevného polymorfismu ve studovaném materialu je druh Cautires johannesi, v
kterém lIze rozliSit dvé skupiny podle rizné barevnosti pronota (Obr. 4). Jedinci tvofici klad A
fylogenetického stromu maji vSichni oranzové zbarvené pronotum a reprezentuji populaci z
lokality Danau Maninjau (Tab. 1): MMO018, MM020, MMO022, MM023, MM025. Jedinci tvofici
vétev B fylogenetického stromu, byli shirani v oblasti horskeho masivu Gunung Sibayak na severni
Sumatie: MM042, MMO043, MM044, MMO045, MM046, MM047, MM048, MM049, MMO050,
MMO051, MMO052 a MMO053. V populaci z lokality Sumatra Danau Maninjau jsou zastoupené obé
barevné varianty. Jedinci MM044 a MMO051 maji oranZovou barvu pronota, ostatni maji barvu
¢ernou. Elytry jsou zbarveny u vSech zastupct ¢erné. Obé lokality sbéru Sumatra Danau Maninjau
a Sumatra Gunung Sibayak jsou od sebe vzdaleny vzdusnou carou 586 km. Z porovnani vysledkti
ziskanych fylogenetickymi analyzami dojdeme k zavéru, ze vSichni jedinci v rdmci své lokalni
populace jsou od sebe minimalné geneticky vzdaleni. Porovname-li ob& subpopulace mezi sebou,

zjistime, Ze se od sebe geneticky odliSuji maximalni hodnotou 4,586%. Pfi srovnani jedinct
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soranzovym S§titem v obou lokalnich populacich zjistime, Ze vysledek srovnani genetické
vzdalenosti mezi obéma subpopulacemi je totoZny a nabyva opét hodnoty 4,586%. Jedinci obou
skupin sdilejicich oranZovou barvu stitu nejsou tedy vzajemné ptibuzni a podobné zbarveni se v
obou populacich vyvinulo nezavisle. Vzhledem k vyskytu podobné aposematicky zbarvenych
druhti jinych roda celedi Lycidae na obou lokalitach, tyto data podporuji scénaf vzniku genetické
odlisnosti primarné na zakladé geografické izolace a soub&zné nebo nasledné vznikajicich
odlisnych aposematickych vzord. V tomto piipadé se jedna a napodobovani vétsiho poctu druht s
pestie zbarvenym pronotem a bazalni ¢asti krovek z rodi Cautires a Xylobanus, ktefi se vyskytuji
ve velkém poctu druhti na vSech lokalitach. Jedinci obou kladi byli studovani i z hlediska
morfologie (relativni velikost o¢i, tvar §titu a tvar saméich kopula¢nich organid). Morfologické
znaky, s pominutim zbarveni, které se ukazuje jako velmi variabilni znak podléhajici silné
paralelné pasobicimu pfirodnimu vybéru, ukazuji na ptislusnost vSech jedincd k druhu Cautires
johannesi. Pfitom geneticka odlisnost na Grovni 4.586% je pravidelné povazovana za dukaz
reprodukéni izolace populaci a vede k pojmenovani samostatnych druhii. A¢koliv mechanistické
spoléhani na genetickou odliSnost bez hlubSich znalosti studované skupiny je v§eobecné odmitano,
v tomto piipadé se skute¢n€é mize jednat o samostatné, morfologicky neodliSitelné druhy, protoze v
ptribuzném rodu Metriorrhynchus byla geneticka odliSnost v mitochondrialnich genech COl a ND5
na urovni pod 3% doprovazena velmi vyraznou diferenciaci samcich genitalii a takto odlisné
populace byly povaZzovany za samostatné druhy (Bocak & Yagi, 2010, Bocak, 2007). Klasifikace
téchto skupin vyhradné na zakladé morfologie bez moZnosti pouZiti molekularnich analyz, by
velmi pravdépodobné preferovala na zakladé barevnych odlisnosti nespravnou typologickou

definici druhu v rozporu s ptedpokladanou reprodukéni izolovanosti populaci.
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Obr 4: Fylogram druhu Cautires johannesi s vyobrazenymi barevnymi vzory a fotografickym

zobrazenim barevnych odliSnosti v ramci druhu
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Vznik vyraznych aposematickych vzora ve skupiné blizce pfibuznych jedinct byl
pozorovan dale v kladu C (Obr. 1, Obr. 2, Obr. 3) jedinct Cautires spp. (Obr. 5). Vzhledem k
tomu, Ze jsou k dispozici pro analyzu DNA pouze 4 jedinci, celkem ze tii lokalit a tito jedinci jsou
velmi blizci geneticky, je obtizné definitivni vyhodnoceni jejich statutu jako samostatnych druht
nebo jako infraspecifickych kategorii. Dva jedinci MM040 a MMO058 pochézeji z masivu Kerinci
na centralni Sumatie a byli sbirani v odliSnych nadmoiskych vyskach: MMO058 v nadmoftské vysce
cca 1750 m n. m. a MMO040 v nadmoiské vysce cca 450 m n. m. Pokud by se jednalo o stejny druh,
méli by byt na fylogenetickém stromu v sesterském postaveni. VSechny fylogenetické stromy vSak
konzistentné podporuji sesterskou pozici jedinci MM058 a MMO016 (z oblasti centralni Sumatry,
Danau Maninjau) a v sesterském postaveni k této skupin€ je jedinec MMO034 z centralni oblasti
Malajského poloostrova. Piibuznost téchto jedincl indikuje jejich reprodukéni izolaci a vyvoj
velmi odlisnych aposematickych vzori v jednotlivych populacich. Toto ukazuje na potenciélni roli

mimetickych vzort jako reprodukéné izolaéniho mechanismu. Dosavadni data ukazuji na moznost
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tvorby ¢astééné izolovanych populaci, na jejichZz diferenciaci se podileji jak geograficka
vzdalenost, v piipad¢ jedinci MMO040 a MMO58 zaloZena na vyskytu v ekosystémech v rtiznych
nadmoiskych vyskach, tak odlisné mimetické vzory odpovidajici pfevladajicim vzorim na
jednotlivych lokalitach. Vzhledem k omezenému materialu neni mozné vyslovit definitivni zavéry.

S prihlédnutim k vySe uvedenym faktiim, je mozné konstatovat, Ze neexistuje jasna hranice
pro definovani samostatnych druhi na zakladé jak morfologie a zbarveni, tak na zaklad¢
genetickych dat. Skupiny jako Cautires jsou Spatnymi letci na delSi vzdalenosti, a jejich omezena
disperzni schopnost vede velmi snadno ke geografické fragmentaci populaci. Jejich izolace je
potencialn¢ posilovana adverci k odliSnym aposematickym vzorim. Lze piedpokladat, Ze delsi
vyvoj obou takto izolovanych populaci vede ke vzniku samostatnych biologickych druht. Tuto
hypotézu podporuji i vysledky provedenych fylogenetickych analyz. Pro definitivni zavéry by bylo
nutné ziskat dalSi material pro analyzy a mit moZnost testovani reprodukéni izolace v pfirodnich

podminkéch.

Obr. 5: Fylogram skupiny Cautires spp. (klad C) s fotografickym zobrazenim studovaného

materialu
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5. Zavér

Srovnanim morfologickych dat s fylogenetickymi daty ziskanymi molekularnimi
analyzami se mi podatilo vétSinu zkoumanych jedinct klasifikovat do jednotlivych druhti. Pomoci
fylogenetickych analyz se mi podafilo ziskat 6 plné rozlisenych stromu: ti fylogenetické stromy
analyzovanim kompletniho datového souboru (metodami maximalni parsimonie, maximalni
pravdépodobnosti a bayesidnskou metodou) a t¥i fylogenetické stromy vytvofené parcialnimi
analyzami s pouZzitim kritéria maximalni parsimonie. Vsechny ziskané fylogramy plné potvrdily
recipro¢ni monofylii skupin Cautires pauper a Cautires obsoletus a jejich nezavisly vznik v rdmci
rodu Cautires. Bez moznosti pouziti molekularnich markerii by byla determinace jednotlivych
druhtt studovaného materialu velice obtizna, protoze jednotlivé druhy si jsou navzajem
morfologicky podobné, liSi se ptedevsim zbarvenim a casto jedinci nalezejici jedinému druhu
mohou byt odlisné zbarveni. Porovnanim morfologickych znakd s hypotézou o fylogenetické
piibuznosti jedincti Cautires johannesi zaloZenou na sekvencich fragmenti mtDNA jsem doSel k
zavéru, Ze v rdmci rodu Cautires existuje diversita ve zbarveni jedinct v ramci jedné populace,
jako vjiz dfive studovaném rodu Metriorrhynchus (Bocak & Yagi, 2010). Studované lokalni
populace jsou od sebe geograficky oddélené a molekularni analyzy ukazuji na moznost jejich
samostatného postaveni jako reprodukéné izolovanych druhtG. V tomto piipradé je nutné pro

detailni studium ziskat dalsi material z vice lokalit na ostrové Sumatra.

6. Podékovani

Dékuji vedoucimu mé diplomové prace za poskytnuty ¢as a rady, které byly potfebné
k provedeni a sepsani mé diplomové préace, za poskytnuty laboratorni materiél a chemikalie. Dale
dékuji vSem koleglim, ktefi poskytli material fixovany v alkoholu pro izolaci DNA a prateltim,

kteti m¢ svymi radami a postiehy inspirovali pii tvorbé samotné diplomové prace.
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8.

Prilohy

Tab. 6: Délky sekvenci a relativni zastoupeni nukleotidti v sekvencich u fragmentu genu ND5

Taxon Druh A C G T # sites
LO6 Cautires sp. 0.34772 0.06390 0.11784 0.47054 1205
L14 Cautires sp. 0.33056 | 0.06894 | 0.12292 | 0.47757 1204
L05 Metriorrhynchus lineatus 0.31514 0.08354 0.13565 0.46567 1209
L23 Microtrichalus sp. 0.33471 | 0.07355 | 0.12893 | 0.46281 1210
208 Leptotrichalus sp. 0.33030 | 0.06871 | 0.12583 | 0.47517 1208
31 Plateros sp. 0.31260 | 0.07131 | 0.14511 | 0.47098 1206
L16 Calochromus sp. 0.31864 | 0.08735 | 0.13644 | 0.45757 1202
L17 Lyponia nigrohumeralis 0.28130 0.09599 0.16277 0.45993 1198
L02 Libnetis sp. 0.30616 | 0.07987 | 0.15308 | 0.46090 1202
570 Dictyoptera elegans 0.30968 0.07262 0.13606 0.48164 1198
A018 Xylobanus sp. (Taiwan) 0.33778 | 0.07673 | 0.13428 | 0.45121 1205
A021 Cautires sp. (Taiwan) 0.25000 | 0.25000 | 0.25000 | 0.25000 1234
A022 Cautires sp. (Madagaskar) 0.31697 | 0.07155 | 0.14725 | 0.46423 1205
A048 Cautires sp. (Malaysie) 0.32724 | 0.06645 | 0.12708 | 0.47924 1207
A080 Cautires sp. (Kamerun) 0.33888 0.06162 0.11740 0.48210 1204
A082 Cautires sp. (Kamerun) 0.25000 | 0.25000 | 0.25000 | 0.25000 1234
MDO026 | Sulabanus sp. 0.34412 | 0.07496 | 0.11329 | 0.46763 1206
MDO060 | Sulabanus lineatus 0.33532 | 0.06809 | 0.12681 | 0.46979 1207
MDO097 | Microtrichalus sp. 0.33333 | 0.07294 | 0.12807 | 0.46565 1211
MD101 | Broxylus malinensis 0.30306 0.09932 0.16808 0.42954 1210
MD110 |Wakarumbia monacha 0.33248 | 0.08078 | 0.12075 | 0.46599 1208
MMOO01 | Cautires yunnanus 0.31483 0.06959 0.14167 0.47390 1207
MMO002 | Cautires sp. 0.25000 | 0.25000 | 0.25000 | 0.25000 1234
MMO003 | Cautires yunnanus 0.31483 | 0.07042 | 0.14085 | 0.47390 1207
MMO004 | Cautires yunnanus 0.31483 0.06959 0.14167 0.47390 1207
MMO0O05 | Cautires sp. 0.25000 | 0.25000 | 0.25000 | 0.25000 1234
MMO006 | Cautires pauper 0.25000 0.25000 0.25000 0.25000 1234
MMO0O07 | Cautires indus 0.33029 | 0.06888 | 0.13610 | 0.46473 1205
MMO008 | Cautires yunnanus 0.31483 | 0.06959 | 0.14167 | 0.47390 1207
MMO009 | Cautires imitator 0.33638 0.06063 0.11877 0.48422 1204
MMO010 | Cautires yunnanus 0.31739 | 0.06870 | 0.13826 | 0.47565 1211
MMO11 | Cautires yunnanus 0.31841 0.06926 0.13851 0.47382 1210
MMO012 | Cautires sp. 0.33997 | 0.06401 | 0.12197 | 0.47405 1209
MMO013 | Cautires pauper 0.29333 0.07833 0.16333 0.46500 1200
MMO014 | Cautires pauperulus 0.32090 0.07711 0.15008 0.45191 1206
MMO015 | Cautires maninjauensis 0.32086 | 0.06899 | 0.12968 | 0.48047 1203
MMO016 | Cautires sp. 0.30929 | 0.08292 | 0.15920 | 0.44859 1206
MMO017 | Cautires pauper 0.29274 | 0.07923 | 0.16347 | 0.46455 1199
MMO018 | Cautires johannesi 0.32668 0.07814 0.13383 0.46135 1203




MMO019 | Cautires pauperulus 0.32090 | 0.07629 | 0.15091 | 0.45191 1206
MMO020 | Cautires johannesi 0.32585 0.07814 0.13300 0.46301 1203
MMO021 | Xylobanus sp. 0.32969 | 0.07485 | 0.13457 | 0.46089 1206
MMO022 | Cautires johannesi 0.32668 0.07814 0.13383 0.46135 1203
MMO023 | Cautires johannesi 0.32668 | 0.07814 | 0.13383 | 0.46135 1203
MMO024 | Cautires pauperulus 0.32090 | 0.07794 | 0.15008 | 0.45108 1206
MMO025 | Cautires johannesi 0.32668 | 0.07814 | 0.13383 | 0.46135 1203
MMO026 | Cautires pauperulus 0.32090 | 0.07794 | 0.15008 | 0.45108 1206
MMO027 | Cautires pauper 0.29417 0.08000 0.16250 0.46333 1200
MMO030 | Cautires yunnanus 0.31483 | 0.07042 | 0.14085 | 0.47390 1207
MMO031 | Cautires yunnanus 0.31483 | 0.06959 | 0.14167 | 0.47390 1207
MMO032 | Cautires yunnanus 0.31483 0.07042 0.14085 0.47390 1207
MMO033 | Cautires yunnanus 0.31483 | 0.06959 | 0.14167 | 0.47390 1207
MMO034 | Cautires sp. 0.31095 | 0.07877 | 0.15837 | 0.45191 1206
MMO035 | Cautires rianganus 0.33810 | 0.05971 | 0.11690 | 0.48528 1205
MMO036 | Cautires maninjauensis 0.31421 0.06650 0.13466 0.48462 1203
MMO037 | Cautires rianganus 0.25000 | 0.25000 | 0.25000 | 0.25000 1234
MMO038 | Cautires imitator 0.33693 | 0.05809 | 0.12282 | 0.48216 1205
MMO039 | Cautires pauper 0.30175 0.06983 0.16126 0.46717 1204
MMO040 | Cautires sp. 0.31095 | 0.07794 | 0.15589 | 0.45522 1206
MMO041 | Cautires pauperulus 0.31675 0.07794 0.15340 0.45191 1206
MMO042 | Cautires johannesi 0.31505 | 0.07897 | 0.14214 | 0.46384 1203
MMO043 | Cautires johannesi 0.31505 | 0.07897 | 0.14214 | 0.46384 1203
MMO044 | Cautires johannesi 0.31671 | 0.07897 | 0.14048 | 0.46384 1203
MMO045 | Cautires johannesi 0.31505 | 0.07814 | 0.14214 | 0.46467 1203
MMO046 | Cautires johannesi 0.31505 0.07897 0.14214 0.46384 1203
MMO047 | Cautires johannesi 0.25000 | 0.25000 | 0.25000 | 0.25000 1234
MMO048 | Cautires johannesi 0.31671 0.07897 0.14048 0.46384 1203
MMO049 | Cautires johannesi 0.31505 | 0.07897 | 0.14214 | 0.46384 1203
MMO50 | Cautires johannesi 0.31505 | 0.07897 | 0.14214 | 0.46384 1203
MMO051 | Cautires johannesi 0.31505 | 0.07897 | 0.14214 | 0.46384 1203
MMO052 | Cautires johannesi 0.31505 | 0.07897 | 0.14214 | 0.46384 1203
MMO053 | Cautires johannesi 0.31505 0.07897 0.14214 0.46384 1203
MMO054 | Cautires corporaali 0.31338 | 0.08894 | 0.14630 | 0.45137 1203
MMO55 | Cautires pauper 0.29167 | 0.08083 | 0.16083 | 0.46667 1200
MMO056 | Cautires pauper 0.29250 | 0.08083 | 0.16000 | 0.46667 1200
MMO57 | Cautires corporaali 0.25000 | 0.25000 | 0.25000 | 0.25000 1234
MMO058 | Cautires sp. 0.31177 | 0.08209 | 0.15672 | 0.44942 1206
MMO059 | Cautires tujuhensis 0.34635 | 0.06561 | 0.11296 | 0.47508 1204
MMO60 | Cautires sp. 0.25000 | 0.25000 | 0.25000 | 0.25000 1234
MMO61 | Cautires interruptus 0.33110 0.06856 0.12876 0.47157 1196
Mean 0.31120 | 0.09501 | 0.15268 | 0.44111 1207.95




Tab. 7: Délky sekvenci a relativni zastoupeni nukleotida v sekvencich u fragmentu genu COI

Taxon Druh A C G T # sites
L06 Cautires sp. 0.36801 | 0.17035 | 0.13394 | 0.32770 1080
L14 Cautires sp. 0.33810 | 0.16125 | 0.12874 | 0.37191 1080
LO5 Metriorrhynchus lineatus 0.34590 | 0.19116 | 0.13394 | 0.32900 1080
L23 Microtrichalus sp. 0.33680 | 0.19636 | 0.13914 | 0.32770 1080
208 Leptotrichalus sp. 0.34070 0.17685 | 0.13264 | 0.34980 1080
31 Plateros sp. 0.36541 | 0.18596 | 0.12874 | 0.31990 1080
L16 Calochromus sp. 0.34070 0.19116 | 0.13914 | 0.32900 1080
L17 Lyponia nigrohumeralis 0.34460 0.21326 | 0.14174 | 0.30039 1080
L02 Libnetis sp. 0.33550 | 0.18986 | 0.13134 | 0.34330 1080
570 Dictyoptera elegans 0.34590 0.17035 | 0.12614 | 0.35761 1080
A018 Xylobanus sp. (Taiwan) 0.35228 | 0.16775 | 0.11743 | 0.36253 1078
A021 Cautires sp. (Taiwan) 0.36499 0.16201 | 0.12011 | 0.35289 1079
A022 Cautires sp. (Madagaskar) 0.35661 | 0.19646 | 0.11918 | 0.32775 1079
A048 Cautires sp. (Malaysie) 0.37934 | 0.16244 | 0.11174 | 0.34648 1079
A080 Cautires sp. (Kamerun) 0.38977 | 0.16465 | 0.10791 | 0.33767 1080
A082 Cautires sp. (Kamerun) 0.35821 | 0.15205 | 0.12407 | 0.36567 1079
MDO026 | Sulabanus sp. 0.34600 | 0.15789 | 0.11209 | 0.38402 1079
MDO060 | Sulabanus lineatus 0.35088 | 0.17739 | 0.11793 | 0.35380 1079
MDOQ097 | Microtrichalus sp. 0.34795 0.16472 | 0.12573 | 0.36160 1079
MD101 | Broxylus malinensis 0.34795 0.19981 | 0.12573 | 0.32651 1079
MD110 | Wakarumbia monacha 0.37232 | 0.16472 | 0.12086 | 0.34211 1079
MMO0O01 | Cautires yunnanus 0.36515 | 0.17053 | 0.10936 | 0.35496 1079
MMO002 | Cautires sp. 0.36901 | 0.15587 | 0.11549 | 0.35962 1079
MMO003 | Cautires yunnanus 0.36515 0.16775 | 0.10936 | 0.35774 1079
MMO004 | Cautires yunnanus 0.36515 | 0.16960 | 0.10936 | 0.35589 1079
MMO0O05 | Cautires sp. 0.37164 | 0.17238 | 0.10936 | 0.34662 1079
MMO006 | Cautires pauper 0.37442 | 0.18906 | 0.12975 | 0.30677 1079
MMO0O07 | Cautires indus 0.37257 | 0.16497 | 0.10843 | 0.35403 1079
MMO008 | Cautires yunnanus 0.36515 0.16960 | 0.10936 | 0.35589 1079
MMO009 | Cautires imitator 0.38369 | 0.14365 | 0.10936 | 0.36330 1079
MMO010 | Cautires yunnanus 0.36515 0.16960 | 0.10936 | 0.35589 1079
MMO011 | Cautires yunnanus 0.36515 | 0.16960 | 0.10936 | 0.35589 1079
MMO012 | Cautires sp. 0.36178 | 0.16605 | 0.11039 | 0.36178 1078
MMO013 | Cautires pauper 0.38091 | 0.19555 | 0.12697 | 0.29657 1079
MMO014 | Cautires pauperulus 0.35774 | 0.19741 | 0.11770 | 0.32715 1079
MMO015 | Cautires maninjauensis 0.38184 0.16682 | 0.11863 | 0.33272 1079
MMO016 | Cautires sp. 0.35867 | 0.20019 | 0.11770 | 0.32345 1079
MMO017 | Cautires pauper 0.37998 | 0.19555 | 0.12697 | 0.29750 1079
MMO018 | Cautires johannesi 0.36793 | 0.16497 | 0.10936 | 0.35774 1079
MMO019 | Cautires pauperulus 0.35774 | 0.19648 | 0.11677 | 0.32901 1079
MMO020 | Cautires johannesi 0.36886 0.16497 | 0.10936 | 0.35681 1079




MMO021 | Xylobanus sp. 0.34569 | 0.17238 | 0.11677 | 0.36515 1079
MMO022 | Cautires johannesi 0.36886 0.16497 | 0.10936 | 0.35681 1079
MMO023 | Cautires johannesi 0.36886 | 0.16497 | 0.10936 | 0.35681 1079
MMO024 | Cautires pauperulus 0.35774 0.19741 | 0.11677 | 0.32808 1079
MMO025 | Cautires johannesi 0.36886 | 0.16497 | 0.10936 | 0.35681 1079
MMO026 | Cautires pauperulus 0.35867 | 0.19648 | 0.11677 | 0.32808 1079
MMO027 | Cautires pauper 0.38184 0.19833 | 0.12512 | 0.29472 1079
MMO030 | Cautires yunnanus 0.36515 | 0.16775 | 0.11029 | 0.35681 1079
MMO031 | Cautires yunnanus 0.36608 0.16960 | 0.10936 | 0.35496 1079
MMO032 | Cautires yunnanus 0.36608 | 0.16775 | 0.10936 | 0.35681 1079
MMO033 | Cautires yunnanus 0.36608 | 0.16960 | 0.10936 | 0.35496 1079
MMO034 | Cautires sp. 0.36330 | 0.19555 | 0.11307 | 0.32808 1079
MMO035 | Cautires rianganus 0.36052 | 0.17053 | 0.11307 | 0.35589 1079
MMO036 | Cautires maninjauensis 0.38091 0.16497 | 0.11770 | 0.33642 1079
MMO037 | Cautires rianganus 0.36052 | 0.17053 | 0.11307 | 0.35589 1079
MMO038 | Cautires imitator 0.38276 0.14921 | 0.10843 | 0.35959 1079
MMO039 | Cautires pauper 0.25000 | 0.25000 | 0.25000 | 0.25000 1080
MMO040 | Cautires sp. 0.36793 | 0.19184 | 0.11307 | 0.32715 1079
MMO041 | Cautires pauperulus 0.36052 0.19741 | 0.11399 | 0.32808 1079
MMO042 | Cautires johannesi 0.35959 | 0.16775 | 0.11770 | 0.35496 1079
MMO043 | Cautires johannesi 0.35959 0.16775 | 0.11770 | 0.35496 1079
MMO044 | Cautires johannesi 0.36237 | 0.16775 | 0.11585 | 0.35403 1079
MMO045 | Cautires johannesi 0.36237 | 0.16775 | 0.11585 | 0.35403 1079
MMO046 | Cautires johannesi 0.35959 | 0.16775 | 0.11770 | 0.35496 1079
MMO047 | Cautires johannesi 0.35959 | 0.16775 | 0.11770 | 0.35496 1079
MMO048 | Cautires johannesi 0.36237 0.16775 | 0.11585 | 0.35403 1079
MMO049 | Cautires johannesi 0.35959 | 0.16775 | 0.11770 | 0.35496 1079
MMO050 | Cautires johannesi 0.35959 0.16775 | 0.11770 | 0.35496 1079
MMO51 | Cautires johannesi 0.35959 | 0.16775 | 0.11770 | 0.35496 1079
MMO052 | Cautires johannesi 0.35959 | 0.16775 | 0.11770 | 0.35496 1079
MMO053 | Cautires johannesi 0.35959 | 0.16775 | 0.11770 | 0.35496 1079
MMO054 | Cautires corporaali 0.35959 | 0.17609 | 0.11770 | 0.34662 1079
MMO055 | Cautires pauper 0.38276 0.19370 | 0.12512 | 0.29842 1079
MMO056 | Cautires pauper 0.38276 | 0.19462 | 0.12512 | 0.29750 1079
MMO57 | Cautires corporaali 0.36145 | 0.17516 | 0.11677 | 0.34662 1079
MMO058 | Cautires sp. 0.36145 | 0.19926 | 0.11585 | 0.32345 1079
MMO059 | Cautires tujuhensis 0.36608 | 0.16126 | 0.11029 | 0.36237 1079
MMO60 | Cautires sp. 0.36456 | 0.19759 | 0.11410 | 0.32375 1078
MMO061 | Cautires interruptus 0.37720 | 0.18072 | 0.10473 | 0.33735 1079
Mean 0.36156 | 0.17653 | 0.11927 | 0.34263 | 1079.11




Tab. 8: Vzdalenost mezi jednotlivymi vzorky studovaného druhu Cautires johannesi

© 00 N O Ol & W N B

N N =
No b wWwN RO

MMO018
MMO020
MMO022
MMO023
MMO025
MMO042
MMO043
MMO044
MMO045
MMO046
MMO047
MMO048
MMO049
MMO050
MMO051
MMO052
MMO053

1

0.00142
0.00037
0.00037
0.00037
0.04586
0.04586
0.04354
0.04490
0.04586
0.04142
0.04354
0.04586
0.04586
0.04586
0.04586
0.04586

0.00088
0.00088
0.00088
0.04426
0.04426
0.04163
0.04294
0.04426
0.04127
0.04163
0.04426
0.04426
0.04426
0.04426
0.04426

0.00000
0.00000
0.04426
0.04426
0.04163
0.04294
0.04426
0.04127
0.04163
0.04426
0.04426
0.04426
0.04426
0.04426

0.00000
0.04426
0.04426
0.04163
0.04294
0.04426
0.04127
0.04163
0.04426
0.04426
0.04426
0.04426
0.04426

0.04426
0.04426
0.04163
0.04294
0.04426
0.04127
0.04163
0.04426
0.04426
0.04426
0.04426
0.04426

0.00000
0.00307
0.00351
0.00000
0.00000
0.00307
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000

0.00307
0.00351
0.00000
0.00000
0.00307
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000

0.00131
0.00307
0.00413
0.00000
0.00307
0.00307
0.00307
0.00307
0.00307

0.00351
0.00412
0.00131
0.00351
0.00351
0.00351
0.00351
0.00351

10

0.00000
0.00307
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000

11

0.00413
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000

12

0.00307
0.00307
0.00307
0.00307
0.00307

13

0.00000
0.00000
0.00000
0.00000

14 15 16

0.00000 -
0.00000 0.00000 -
0.00000 0.00000 0.00000

17



Tab. 9: Seznam popsanych druht dfive klasifikovanych v rodu Bulenides Waterhouse, 1879

Bulenides Waterhouse 111. Typ. Spec. Col. 1, 1879, p. 34, Trans. Ent. Soc. Lond. 1878,1, p. 100
(gen. 21) - Kleine Ent. Mitt. XV, Nr. 2, 1926. p. Type species: Bulenides obsoletus C. O.

Waterhouse

adumbrates Kleine, 1926  |Philipp. Journ. Sc. XXXI, Nr. 1, 1926, p. 85, t. 3, f. 34, 35; Philippines
Kleine, Ent. Mitt. XV, Nr. 2, 1926, p. 146, f. 1, 5, 6, 20, 35, 44,
45, 53, 54,
adventicius Kleine, 1926 Philipp. Journ. XXXI, Nr. 1, 1926, p. 84, t. 3, f. 36; Kleine, Ent. |Philippines
Mitt. XV, Nr. 2, 1926, p. 148, f. 2, 5, 6, 24, 34, 39, 51.
arens Kleine, 1926 Ent. Mitt. XV, Nr. 2, 1926, p. 146, f. 16, 48. Sarawak
argillosus Kleine, 1926 Ent. Mitt. XV, Nr. 2, 1926, p. 152, f. 3, 15, 24, 38. Sarawak
aridus Kleine, 1926 Ent. Mitt. XV, Nr. 2, 1926, p. 152, f. 3, 10, 21, 36, 48. Penang
ater Pic, 1921 EchangeNr. 405, 1921. hors texte, p. 8. -Kleine, Ent. Mitt.  |Sumatra
XV, Nr. 2, 1926, p. 142, f. 2, 14, 22, 49.
aterrismus Kleine, 1926 Philipp. Journ. XXXI, Nr. 1, 1926,. p. 83, t. 3, f. 32, 33; Philippines
Kleine, Ent. Mitt. XV, Nr. 2, 1926, p. 142.f. 2, 4, 21, 49.
atropunctatus Pic, 1925 Bull. Soc. Ent. Fr. 1925, p. 36. Palawan
basalis Pic, 1925 Echange Nr. 419, 1925, p. 7. Sumatra
basilanus Pie, 1925 Mel. 35, 1925, p. | Philippines
bicoloratus Kleine, 1930 |Treubia XI, Nr. 3, 1930, p. 351, f. 7. Sumatra
coccineus Kleine, 1930 Treubia XI, Nr. 3, 1930, p. 350 f. 3, 4. Malakka

cognatus Bourgeois,
1883

Ann. Mus. Civ. Stor. Nat. Genova XVIlII, 1883, p. 637. -Kleine,
Ent. Mitt. XV, Nr. 2, 1926,. p. 145, f. 3, 5,24,32,46,

Java, Borneo

corporaali Pic, 1921 Echange Nr. 405, 1921, hors texte, p. 8 - Kleine, Ent. Mitt. Sumatra
XV, Nr. 2,1926, p. 148, f. 3, 8, 23, 31, 40, 41.
apicalis Pic, 1925 Echange Nr. 420 1925 p. 9. Java,
Sumatraa
discolor Kleine, 1925 Ent. Mitt. XV, Nr. 2, 1926, p. 149, f. 3, 18, 30, 40. Nagasiraba
dubius C. 0. Waterhouse, |111. Typ. Spec. Col. I, 1879 35, t. 9, f. 5, 5a. -Kleine, Ent. Borneo
1878 Mitt. XV, Nr. 2, 1926, p. 152, f 13, 53.
duplicates Kleine, 1928 Stett. Ent. Zeit. LXXIX, 1928, p. 230, t. 2, f. 12, 14. Borneo
flavoreticulatus Kleine, Journ. Fed. Malay Stat. Mus. XVII, Nr. 1, 1932, p. 155, f. 25-  [Kina Balu
1932 27.
imitator Kleine, 1930 Stett. Ent. Zeit. XCI. 1930, p. 95, f. 7-10. Perak
inapicalis Pic, 1929 Echange Nr. 437.1929. p. 71. Conchin
indus Kirsch, 1875 Mirth. Zool. Mus. Dresden |, 1875, p. 36 (Caenia). - Kleine, Borneo,
Ent. Mitt. XV, Nr. 2, 1926,. p. 143, f. 2, 4, 19, 26,48; Kleine, |Sumatra,
Journ. Fed. Malay Stat. Mus. XIII, Nr. 2/3, 1926, p. 186 - Java
Kleine, Steit. Ent. Zeit. LXXXIX, 1928, p. 321. - Bourgeois, Ann.
Mus. Civ. Stor. Nat. Genova XVIIl, 1883, p. 637. brevelineatus
Tic, 1925. Echange Nr. 419, 1925, p. 7. vicinus Pic, 1925
Echange Nr. 420. 1925, p. 10. Malakka,
inhumeralis Pic, 1925 Echange Nr. 419, 1925, p. 7. Bogor
javanicus Bourgeois, Ann. Mus. Civ. Stor. Nat. Genova XVIlII, 1883, p. 639. - Java
1883 Kleine, Ent. Mitt. XV, Nr. 2, 1926, p. 151, f. 8, 23, 52.
lineatus Pic, 1921 Echange Nr. 405,1921, p. 8. Java
longeareolatus Kleine, Arb. Morph. Tax. Ent, 1936, 3: 132 Java
1936
longissimus Pic, 1921 Echange Nr. 405, 1921, p. 8. Sumatra
lyciformis Kleine, 1932 Journ. Fed. Malay Stat. Mus. XVII, Nr. 1, 1932, p. 54, f. 22- Kina Balu
24,
malayensis Kleine, 1930  [Treubia XI. Nr. 3. 1930, p. 349, f. 1, 2. Malakka
nebulosus Kleine, 1930 Treubia XI. Nr. 3. 1930, p. 350, f. 5, 6. Penang




nigricolor Pic, 1925 Echange Nr. 419, 1925, p. 7. Sumatra
nigromaculatus Pic, Echange Nr. 419, p. 7. Java
1925

obsoletus C. 0. Trans. Ent. Soc. Lond., 1878, p. 100,109; C. O. Waterhouse, Sumatra,

Waterhouse, 1878

111. Typ. Spec. Col. 1, 1879, p. 34, t. 9, f. 1. -Bourgeois, Ann.
Mus. Civ. Stor. Nat. Genova XVIII, 1883, p. 636. - Kleine, Ent.
Mitt. XV, Nr. 2, 1926, p 145, f. 2, 14. 48.

Borneo, Java

papuanus Kleine, 1935 Nova Guinea, 1935, 17: 311 New Guinea
parvulus Kleine, 1926 Philipp. Joum. XXXI, Nr. 1, 1926,. p. 84, t. 3, f. 37, 38; Philippines
Kleine, Ent. Mitt. XV, Nr. 2, 1926, p. 150, f. 4, 39.
pauper C. 0. Waterhouse, [111. Typ. Spec. Col. 1,1879p. 35, t. 9, f. 2, 2 a. -Bourgeaois, Malakka,
1878 Ann. Soc. Ent. Fr. LXXV, 1906, p. 186. -Kleine, Ent. Mitt. XV, [Sumatra
Nr. 2, 1926, p. 147,1.2, 7,12, 22, 27,42, 43:1. c. p. 280;
Kleine, Joum. Fed. Malay Stat. Mus. XllI, Nr. 2-3, 1926, p. 185.
lbauperulus Bourgeois, Ann. Mus. Civ. Stor. Nat. Genova XVIII, 1883, p. 638. -Kleine, [Sunda-
1883 Ent. Mitt. XV, Nr. 2, 1926, p. 144, f. 3, 11, 25,37, 48; 1. c. p. |Inseln,
280; Kleine, Joum. Fed. Malay Stat. Mus. XIII, Nr. 2-3, 1926, |Malakka
p. 185. - Blair, 1. c. VIE, Nr. 3, 1928, p. 180. Atricollis Pic,
1921 Echange Nr. 405, 1921, hors texte p. 8. Notaticollis Pic,
1921 Echange Nr. 405, 1921, hors texte p. 8. me danensis Pic,
1921 Echange Nr. 419, 1925, p. 7.
philippinensis Kleine, 1930 |Treubia. XI, Nr. 3, 1930, p. 351, f. 9-11. Philippines.
pudicus Kleine, 1931 Treubia XIII, Nr. 2, 1931. p. 257.f. 8. Java
purpureus Pic, 1922 Ann. Soc. Linn. Lyon LXIX, 1922, p. 74. -Kleine, Ent. Mitt. XV, |Birma,
Nr. 2, 1926, p. 153. f. 55, 56; Kleine, Stett. Ent. Zeit. LXXXVII, |Formosa.
1926, p. 102: Kleine, Indien For. Rec. XIIl, Nr. 6, 1929, p. 227.
regalis Kleine, 1929 Ind. Indien For. Rec. XIII, Nr. 6, 1929, p. 227,t.1,f. 8, 9. Indien
reticulates Kleine, 1930 Treubia XI, Nr. 3, 1930, p. 352, f. 12-15 Phillipines
rianganus Pic, 1925 ireuoid.AJ, ssi. J, lyju, p. 13z, 1. 1z-1. Echange Sumatra
Nr. 419, 1925, p. 7.
sijthoffi Kleine, 1926 Ent. Mitt. XV, Nr. 2, 1926, p. 149. f. 3. 9, 23. 28, 38; Kleine, Java,
Indien For. Rec. XIIL Nr. 6, 1929, p. 227. Andamanen
singularithorax Pic, 1925 |Echange Nr. 419. 1925, p. 7. Java
socius Kleine, 1935 Nova Guinea 17:311 New Guinea
testaceus Pic, 1921 Echange Nr. 405, 1921. p. 8 -Kleine, Ent. Mitt. XV, Nr. 2, Laos. Laos,
1926, p. 153. f. 3, 17. 24, 29, 50: Kleine, Indien For. Rec. Xlll, |Penang,
Nr. 6, 1929, p. 227. Birma.
Indien
triangularis Kleine, 1930 |Treubia XL Nr. 3, 1930, p. 351, f. 8. Sarawak
turbidus C. 0. 111. Typ. Spec. Col. 1, 1879, p. 35, t. 9, f. 4. - Kleine, Ent. Mitt. |Sumatra

Waterhouse, 1878

XV, Nr. 2, 1926, p. 146. f. 3. 11, 24, 33. 45. - Blair, 1. c. p. 180.




Obr. 6: Fylogram s doplnénymi bootstrapovymi podporami 1. parcialni analyzy rDNA, tRNA,

vytvoreny metodou maximalni parsimonie
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Obr. 7: Fylogram s doplnénymi bootstrapovymi podporami 2
vytvotreny metodou maximalni parsimonie
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Obr. 8: Fylogram s doplnénymi bootstrapovymi podporami 3. parcialni analyzy mtDNA, vytvofeny
metodou maximalni parsimonie
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