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1 UVOD

Stcasné a predchadzajice rozsirenie rastlin a zivo€ichov je vysledkom meniacich sa
geologickych a klimatickych podmienok (Zink et al. 2000; Beck et al. 2006). Hlavné
klimatické Cinitele, ako napriklad glacialy a postupné oteplovanie, v minulosti vyrazne
ovplyvnovali disperziu rastlin a zivo¢ichov (Parmesan et al. 1999; Thomas et al. 2004; Van
der Putten et al. 2010). Hlavnym geologickym faktorom, ktory umozioval, resp. branil
disperzii druhov, bol pohyb litosferickych dosiek a zmeny, ktoré neskor vyvolal (Cracraft
1974, Metcalfe 2001). Jedna sa predovsetkym 0 zmeny hladin mori, vznik a zanik pevninskych
mostov a horotvorna ¢innost’ (Lohman et al. 2011). Vysledkom pdsobenia tychto vplyvov
bola adaptacia organizmov na nové podmienky. Mnohym druhom sa vdaka vzniku
migra¢nych ciest naskytla prilezitost’ osidl'ovat’ nové oblasti a moznost’ k d’al$ej diverzifikacii
(Welton et al. 2014). Prvotne sa nerovnomerné rozsirenie druhov vysvetl'ovalo ako nasledok
dial’kovych disperzii (Udvardy 1969). S prichodom tektoniky sa vSak tieto javy zacali
vysvetlovat’ prostrednictvom vikariancie, ktora je prirodzenym nasledkom dynamiky Zeme
(Wiley 1988). Avsak vikariancia neovplyviiuje distribiciu vSetkych organizmov rovnako.
Relativne mladé druhy (napr. Homo sapiens, atd’.), ktoré sa objavili v dobach po Miocéne uz
boli vsadené do celkov terajSieho vzhl'adu, a preto ich distribucia nebola vyrazne ovplyvnena
tektonickou &innost'ou. Dalsou takou skupinou st organizmy s dobrou schopnostou disperzie.
Prikladom su niektoré druhy vtakov (Voelker et al. 2007) a motyl'ov (Braby & Pierce 2007;
Kodandaramaiah & Wahlberg 2007) predovsetkym patriace medzi vynikajucich letcov. Patri
tu aj mnoho druhov z celade lisajovitych (Sphingidae), napr. lisaj pupencovy, ¢i lisaj
pruhovany (Pittaway 1993; Tuttle 2007), ktori sa dokonca radia, podobne ako niektoré druhy
vtakov (Dor et al. 2010), medzi sezonnych migrantov stahujticich sa do vyssich zemepisnych
Sirok. Vd’aka tymto dobrym disperznym schopnostiam maji mnohé z tychto druhov velky
areal rozSirenia (Agrius convolvuli, Lampides boeticus, Vanessa atalanta). Vela takychto
druhov je vSak povazovanych za geneticky malo variabilnych, ¢o je nasledkom rychlej
kolonizacie vel'kého geografického arealu (Behere et al. 2007; Lohman et al. 2008; Yago et
al. 2008). Mozeme to vSak povazovat za zvlastnost, Ze jeden, druhovo malopocetny rod
motylov, mdze obsahovat’ svetovo najmobilnejSich letcov schopnych preletiet’ tisice
kilometrov (A. convolvuli), a zaroven striktnych endemitov (A. cordiae) navySe sa
vyskytujacich na mnohych ostrovoch sympatricky. Otazne je, ¢i aj tu plati, Ze endemitné druhy

z rodu Agrius mali vysoko mobilnych predkov podobne ako u babociek rodu Vanessa



(Wahlberg & Rubinoff 2011), alebo ¢i ostrovné endemity, tvoria zvlast’ separovant skupinu.
Obzvlast, ked’ ich mézeme povazovat’ za podstatne nachylnejsie k extinkcii, pretoze ostrovna
fauna patri v sti¢asnosti medzi tie najohrozenejSie (SAX & GAINES 2008). Otazne je aj to, ¢i
su, alebo nie su linie nemigrujicich endemitov evolu¢ne starSie ako tie obsahujice mobilné
Siroko rozsirené druhy. Tieto trendy a otazky vyskytujice sa U mnohych rodov dennych
motyl'ov boli uz v ramci niekol’ko malo prac riesené (Lohman et al. 2008; Yago et al. 2008;

Wahlberg & Rubinoff 2011; Smith 2014), avsak u no¢nych motylov tento typ prac chyba.

1.1 Systematika liSajovitych rodu Agrius

Lisaje z rodu Agrius Hiibner, 1819 boli hlavne v 20. storo¢i sucastou roznych stadii.
Diskutovana bola bionomia druhov (Harbich 1980; Common 1990; Tuttle 2007) a samozrejme
ich taxonomické zaradenie (Linnaeus 1758; Oken 1815; Hiibner 1819). Prave v ramci
taxonomie panovala dlhodobo neistota, nakolko liSaj pupencovy a liSaj pruhovany boli
povodne popisané v ramci rodu Sphinx Linnaeus, 1758. V roku 1815 boli oba tieto druhy
preradené do nového rodu Herse Oken 1815 (typovy druh S. convolvuli). Rod Agrius (typovy
druh S. cingulata) bol vytvoreny Hiibnerom az v roku 1819 a oba vtedy existujuce druhy (A.
cingulata, A. convolvuli) boli znovu preradené. Dlho vsak bol povazovany za mladSie
subjektivne synonymum, a preto sa v literature pocas celého 20. storocCia stretdvame hlavne
s rodovym nazvom Herse. AvSak v roku 1956 komisia ICZN rozhodla, Ze Oken nedodrzal
platné pravidla binomickej nomenklatiry, a preto teda plati najstarSie platné subjektivne
synonymum, ktorym je nazov Agrius (Schreiber 1978). Podobne, Tutt v roku 1904 na zaklade
deskripcie A. convolvuli vytvoril novy tribus Agriidi, ktory niesol nazov po rode Agrius. Tento
de novo vytvoreny tribus bol vSak neskor uznany za mladSie subjektivne synonymum uz

popisaného tribu Acherontiini (Pittaway & Kitching 2000).
Cel'ad: Sphingidae Latreille, 1802
Podcel’ad: Sphinginae Latreille, 1802
Tribus: Acherontiini Boisduval, 1875 [ = Agriidi Tutt, 1904]

Rod: Agrius Hiibner, 1819



1.1.1 LiSaj pupencovy (A. convolvuli)

LiSaj pupencovy (Obrazok 1-A) bol popisany v roku 1758 Linném ako Sphinx convolvuli.
V roku 1815 sa stal typovym druhom pre rod Herse a v roku 1819 bol Herse convolvuli
preradeny Hiibnerom do rodu Agrius. Ten vSak bol dlhé roky povazovany za mladsSie
subjektivne synonymum, a preto vo vacsine literatary 20. storocia figuruje, spolu s ostatnymi
druhmi tohto rodu, stale ako H. convolvuli. V stcasnosti evidujeme dva platne popisané
poddruhy a asi 20 roznych variet a farebnych aberacii z roznych oblasti vyskytu lisaja

pupencového, ktoré su dnes povazované jeho synonymum (Kitching & Cadiou 2000).

o ssp. marshallensis (Clark, 1922)
TL: Marsalove ostrovy, Jaluit atol

e ssp. peitaihoensis (Clark, 1922)

TL: Cina, Beidaihe distrikt

Obrazok 3: A - Lisaj pupencovy (A. convoluvli), B - Ligaj pruhovany (A. cingulata) [foto: lan Kitching]

LiSaj pupencovy je starosvetsky druh s disjunktnym rozsirenim, patriaci vd’aka vybornym
letovym schopnostiam medzi migrantov na vel’ké vzdialenosti. Areal rozsirenia (Obrazok 2-
A) U tohto druhu sa tiahne naprie¢ paleotropickou a australazijskou oblast'ou odkial’ migruje
smerom na sever, s vynimkou subarktickych zon (de Freina & Witt 1987; Pittaway 1992).
V Eurdpe ma tento druh Udajne stile populdcie v oblasti Mediterdnu odkial’ migruje do
Strednej a Severnej Eur6py, kde ho mozno zachytit' az na Islande, ¢i Faerskych ostrovoch.
Behom migracie zaklada tzv. démy (docasné populacie), ktoré su posilované populaciami
z juhu (Macek et al. 2007). Lisaje liahnuce sa u nas v jeseni nie s eSte pohlavne dospelé
(Harbich 1980), dospievaji az behom migracie na juh. V Australazijskej oblasti sa jeho vyskyt
tiahne od Australie naprie¢ Oceaniou, az po Novy Zéland (Waterhouse 1998). Lisaj



pupencovy obyva prevazne teplé, suché habitaty ako napr. stepné 1Ky, travnaté uhory a okraje
poli (de Freina & Witt 1987). Dospeli lisaji sa radi, za simraku a Vv noci, kimia na kvetoch
s dlhym okvetim (napr. Phlox, Petunia, Origanum, Convolvulus, Nicotiana, Lonicera, atd’.).
Vdaka dlhému cuciaku patria k vyznamnym opelova¢om tohto typu kvetov (Johnson &
Raguso 2016). Husenice sa v Strednej EurOpe Zivia prevazne rastlinami z ¢elade
Convolvulaceae (Ebert 1994; Lepidopterologen-Arbeitsgruppe 1997), najst’ ich v§ak moézeme
aj na inych rastlinach (napr. Polygonaceae, Balsaminaceae, atd.). V juhovychodnej Azii (a
zrejme aj v Afrike) je tento druh liSaja povazovany za ekonomicky vyznamného Skodcu
povojnikov rodu Ipomoea a niekol’kych d’alich strukovin, najma z rodov Vigna a Phaseolus
(Holloway 1987; Waterhouse 1998). Husenice vytvaraju tri farebné variacie - ¢iernu, hnedu
a zelenu (Dupont & Roepke 1941). Su aktivne a prijimaji potravu prevazne v noci. Cez den
sa skryvaju na zemi pri korenioch rastlin, alebo v hrabanke (Harbich 1975; Macek et al. 2007).
Dizka vyvoja husenice je jeden az dva mesiace v zavislosti od vonkajsich podmienok (Ebert
1994) a prechadza piatimi instarmi. Plne vyvinutd méze dosahovat’ dizky az 9 cm. V &ase
kuklenia uz hasenica niekol’ko dni neprijima potravu, a podobne ako u vac¢siny druhov z danej
skupiny, zalieza do zeme, kde si vytvara spevnent komorku (Pittaway 1992; Macek et al.
2007). Hibka, v ktorej si huisenica vytvara komérku je variabilna, no moze presiahnut’ 30 cm.
Kukla je u lisajov pupencovych prezimujucim Stadiom. Je velka a napadnd, hlavne vd’aka
typicky vyé&nievajicemu cuciaku. Dizka diapauzy zavisi od vonkajsej teploty. Pri priemernej
teplote 30°C (udaje pre Egypt) moze diapauza trvat’ do 14 dni (Awadallah et al. 1976), pri
25°C (udaje pre Japonsko) je to priblizne 22 dni (Harbich 1980; Setokuchi et al. 1985). Doba
liahnutia imag zavisi od zemepisnej Sirky. Samica po spareni kladie obvykle jednotlivo vajicka
prevazne na spodnu stranu listu (Macek et al. 2007). Celkové mnozstvo vajicok, ktoré samica
moze naklast’ sa pohybuje v rozpéti od 100 do 360 kusov (Harbich 1980). Lisaj pupencovy
zvykne zalietat’ aj do vysSich nadmorskych vySok presahujacich 2000 m (Holloway 1987).



A B

Obriazok 2: A - Rozsirenie liSaja Agrius convolvuli, B - Rozsirenie liSaja Agrius cingulata (zelena - stabilné

rozsirenie, zIta - oblasti kam druh migruje)

1.1.2 Lisaj pruhovany (A. cingulata)

Lisaj pruhovany (Obrazok 1-B) bol popisany Fabriciom v roku 1775 ako Sphinx cingulata
a neskor Hiibner v roku 1819 popisal rod Agrius. | tento druh v8ak behom 20. storocia bol
znamy pod rodovym menom Herse (Rothschild & Jordan 1903). Dnes pozname priblizne
sedem farebnych aberacii a variet vyskytujucich sa u A. cingulata. Vsetky st povazované za
subjektivne synonymum (Kitching & Cadiou 2000). Lisaj pruhovany je novosvetsky druh,
vyskytujiici sa v sucasnosti v Juznej, Strednej a Severnej Amerike a na ich pril'ahlych
ostrovoch (Obrazok 2-B), ktoré postupne kolonizoval (Tuttle 2007). V ramci Severnej
Ameriky su zname pravidelné letné migracie na sever (napr. Kanada) a zrejme migruje aj
juzne (Tuttle 2007; Ballesteros-Mejia et al. 2011). Pred vySe 30 rokmi bol tento lisaj po
prvykrat reportovany z Afrotropickej oblasti, konkrétne z Cape Verde (Bauer & Traub 1980).
Dnes uz je tento druh pevne etablovany napriklad na ostrovoch Sao Filipe, ¢i Santo Antao
(Ballesteros-Mejia et al. 2011). V roku 2002 bola samica liSaja pruhovaného po prvykrat
chytena na africkej pevnine, presnejsie v okoli mesta Man na PobreZzi Slonoviny (Melichar et
al. unpubl.) a v 2006 sa objavil talavy jedinec v Portugalsku (Marabuto 2006). Nie je zname,
¢i tieto vzdialené oblasti boli kolonizované prirodzene, alebo s Tudskou pomocou.
Hostitel'skou rastlinou liSaja pruhovaného su totiz, podobne ako u liSaja pupencového,
povojniky rodu Ipomoea (Tuttle 2007; Ballesteros-Mejia et al. 2011). Povojnik batatovy (I.
batatas), alebo tzv. batata je povazovana za ekonomicky vyznamnu plodinu, ktora je Siroko
pestovana v Novom svete a v Afrike. Imaga st aktivne v noci a okrem statusu Skodcu

(Schotman 1989) st povazované taktiez za vyznamnych opelovacov (Jordano 2016)



a zlodejov nektaru (Fox et al. 2015) u rastlin s dlhym okvetim (Petunia, Saponaria, Nicotiana,
Lonicera, Vinca, atd’.). Htsenice sa kifmia solitarne na spodnej strane listu rastlin z ¢el'ade
pupencovitych (Convolvulaceae) a su aktivne cez den, ale aj v noci. Vytvaraju tri rézne
farebné formy — dve zelené a jednu hnedid. Kuklia sa podobne ako lisaj pupencovy
v podzemnej komdrke. Doby letu a vyvinu st obdobné ako u lisaja pupencového, a tiez st

V prevaznej miere zavislé na latitude a teplote prostredia, v ktorom sa jedinci vyvijaju.

Obrazok 3: A - Lisaj smitoény (Agrius luctifera), B - Lisaj borakovy (Agrius cordiae) [foto: lan Kitching]

1.1.3 LiSaj smuto¢ny (A. luctifera), lisaj Godartov (A. godarti), liSaj Rothschildov (A.
rothschildi), lisaj borakovy (A. cordiae)

Lisaj smuto¢ny (Obrazok 3-A) bol popisany Walkerom v roku 1865. Neskor bol preradeny do
rodu Herse (Rothschild & Jordan 1903). Jedna sa o wallaceansky druh lisaja (Obrazok 5-B)
s roz§irenim prevazne V Indonézii, avSak zasahujicim az na Papuu-Nova Guineu (Holloway
1983). Obyva prevazne niZinné biotopy v blizkosti pobreZia a hostitel'skou rastlinou su
pravdepodobne taktiez rastliny z Celade pupenvitych (Convolvulaceae). V stcasnosti
evidujeme jeden platny poddruh lisaja smuto¢ného, ktory ale vSak bude pravdepodobne iba

odchylka sposobena prostredim, a teda subjektivne synonymum (Kitching & Cadiou 2000).

e ssp. elegans (Gehlen, 1932)
TL: Halmahera, Moluky, Indonézia

Lisaj Godartov (Obrazok 4-A) je australsky druh liSaja popisany Macleaeyom v roku 1826.

V Australii sa vyskytuje v oblastiach Severné Teritorium, Queensland, Novy Juzny Wales



a Viktoria (Obrazok 5-A). Je povazovany za endemicky druh avSak podla vSetkého existuje
niekol’ko nalezov tohto liaja aj z juhu Papui-Novej Guinei. Podobne, ako u predoslych

zastupcov tohto rodu, i tu s hostiteI'skymi rastlinami pupencovité (Common 1990).

Obrazok 4: A - Lisaj Godartov (A. godarti), B - Lisaj Rothschildov (A. rothschildi) [foto: lan Kitching]

Lisaj Rothschildov (Obrazok 4-B) bol popisany lordom Rothschildom v roku 1894 ako Sphinx
fasciatus. Do rodu Agrius bol preradeny az v roku 2000 (Kitching & Cadiou). Zaroven bolo
rovnakymi autormi pre tento taxén vytvorené nahradné druhové meno rothschildi, nakol’ko
nazov Sphinx fasciatus Rothschild, 1894 je mlad$im primarnym homonymom mena Sphinx
fasciatus Sulzer, 1776 (dnes Eumorpha fasciatus). V mnohych svetovych zbierkach vsak
figuruje Castokrat pod nazvom A. fasciatus. Jedna sa o ostrovny endemit Novej Kaledonie.
Bionomia lisaja Rothschildovho bude zrejme podobna ako u predchadzajucich lisajov z tohto

rodu.

ol

A

Obrazok 5: Rozsirenie liSaja Agrius godarti (z1t4 - oblast’ kam zalietava) , B — Rozsirenie lisaja Agrius luctifera

Lisaj borakovy (Obrazok 3-B) bol popisany Riottem v roku 1984 a je ostrovnym endemitom
Markézskych ostrovov, ktoré st sucastou Francuzskej Polynézie. Potravné preferencie A.

cordiae su zrejme podobné ako u liSaja pupencového (Riotte 1984).



1.2 Fylogenéza liSajovitych (Sphingidae)

Sphingidae patri do nadcelade Bombycoidea (Minet 1994; Kitching & Cadiou 2000;
Kawabhara et al. 2009; Kawahara & Barber 2015). Snahy o vnutornt rekonstrukciu fylogenézy
¢elade prevazne za pomoci morfologie pretrvavali behom celého 20. storo¢ia (Obrazok 6). Uz
Rothschild s Jordanom (1903) sa pokusili zrekonstruovat’ fylogenézu lisajovitych, kde nacrtli
existenciu piatich sa¢asnych podéel'adi a monofyliu &elade Sphingidae. Celad’ rozdelili do
dvoch skupin (Asemanophorae a Semanophorae) na zaklade pritomnosti, popripade absencie
senzorickych chlpov mikrotrichii na prvom segmente labidlnych palp. Asemanophorae boli
tvorené dneSnymi podc¢elad’ami Sphinginae a Smerinthinae, pricom Semanophorae zase
dnesnymi Macroglossinae. V ramci druhého vyznamného pokusu (Nakamura 1976)
o rekonstrukciu fylogenézy liSajovitych sa uz zohl'adiovali nielen morfologické znaky imag,
ale aj znaky na huseniciach a kuklach, 1 ked’ len u v Japonsku sa vyskytujicich rodov.
Vysledkom bola reklasifikacia niekol’kych tribov, kde oznacil Smerinthini a Sphingini ako
sesterské. Ostavajice triby spojil do skupiny pripominajuce dne$né Macroglossinae.
V svetovom katalogu z roku 2000 Kitching & Cadiou navrhli na zaklade morfologickych dat
vztahy medzi jednotlivymi rodmi. Smerinthinae boli umiestnené na baze stromu, pricom vSak
zarovenn postulovali tribus Smerinthini ako parafyleticky. Podcelade Sphinginae
a Macroglossinae v§ak povazovali za monofyletické. Prva molekularna analyza (Rieger et al.
2001) publikovana na dvoch markeroch (EF-1a a DDC) jednak potvrdila monofyliu ¢el'ade
avSak vyvratila navrh dvojice Kitching & Cadiou (2000). Potvrdila totiz pdvodnt hypotézu
Rothschilda a Jordana, ze Smerinthinae spolu so sesterskymi Sphinginae umiestnila ako
odvodenu skupinu od Macroglossinae leziacich na baze. Druhy pokus o rekonstrukciu
fylogenézy lisajovitych tento krat na piatich nuklearnych markeroch (Kawahara et al. 2009)
taktiez podporil monofyliu ¢elade. Vo vztahu Smerinthinae + Sphinginae sa potvrdila

hypotéza (Rothschild & Jordan 1903), podla ktorej si obe tieto skupiny sesterské.
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Obrazok 6: Fylogenéza lisajovitych (Sphingidae) a jej vyvoj v poslednych dvoch storo¢iach

| v tejto Stadii sa ale Smerinthinae sensu lato javia ako parafyletické. Avsak vzhl'adom nato,
7e Ambulicini vysli ako monofyletické a Smerinthini (minus rod Langia, patriaca zrejme do
samostatnej podc¢elade Langiinae) tiez, je z danej analyzy zjavné, Ze Smerinthinae sensu
stricto budu tiez monofyletické. Autori taktiez navrhuju vytvorenie Sphinginae sensu stricto
pozostavajuce z podcelade Sphinginae a ¢asti tribu Sphingulini. Vysledky tiez zvyraziuju
monofyliu tribu Acherontiini, ktoré su sucastou podcelade Sphinginae a parafyliu tribu
Sphingini, kde vznikaji monofyletické, prevazne novosvetské Sphingini sensu stricto
s pravdepodobne starosvetskym tropickym pdvodom a odcleneny Meganoton clade
pozostavajuci z rodov Meganoton, Psilogramma a Macropoliana. Monofylia podcéelade
Macroglossinae taktiez jednozna¢ne preukazand nebola. Analyza prakticky rozdelila celi
podc¢elad’ na Styri makro skupiny v ramci troch tribov. Tymito tribami st: Dilophonotini
(Dilophonotina sensu lato a Hemarina), Macroglossini (Choerocampina a Macroglossina)
a Philampelini. Dilophonotina s.l. je novosvetska nemonofyleticka skupina, ktora pozostava
z monofyletickej skupiny Dilophonotina sensu stricto a d’al$ej pravdepodobne polyfyletickej
skupiny rodov, kde rod Eumorpha, zrejme patri do tribu Philampelini a Proserpinus group
spolo¢ne s rodmi Amhion a Sphecodina do tribu Macroglossini. Hemarina je relativne mala

skupina rodov povazovana za monofyleticki uz na zaklade morfologickych dat (Kitching &



Cadiou 2000). Molekularne data tento zaver podporili. Analyza potvrdila monofyliu povodom
starosvetskej skupiny liSajovitych Choerocampina a skupiny Macroglossini sensu stricto.
Tribus Macroglossini ako celok je vSak podl'a vysledkov polyfyleticky. Posledna publikovana
fylogenéza (Kawahara & Barber 2015) odhaduje vznik liSajovitych v Eocénu (cca. 47
milionmi rokov) a potvrdzuje monofyliu celade. Ich wvysledky potvrdzuji zistenia
predchadzajicej skupiny autorov, avSak na rozsiahlejSich datach (Obrazok 7). Navyse sa
dozvedame, Ze sa u liSajov niekol'’kokrat nezavisle vyvinula v priebehu evolucie ako rusicka

ultrazvukov, tak ich samotna produkcia a schopnost’ vnimania.

1.2.1 Fylogenéza rodu Agrius

Lisajovité z rodu Agrius boli sucastou niekolkych fylogenetickych $tadii ako typicki
zastupcovia tribu Acherontiini sensu lato (Kitching 2002; Kawahara et al. 2009; Rougerie et
al. 2014; Kawahara & Barber 2015). Jednalo sa predovSetkym o liSaja pruhovaného a lisaja
pupencového, a teda o druhy s najvacsim aredlom vyskytu z celého rodu. Podl'a Kawaharu &
Barbera (2015) vznikol rod Agrius v Miocéne, asi pred priblizne 11 milionmi rokov. Po
prvykrat bol tento rod fylogeneticky Studovany Kitchingom v roku 2002 (chyba A. cordiae)
a 2003 (uz kompletny) pomocou 65 morfologickych znakov (Obrazok 8). Jednalo sa
0 parsimonialnu rekons$trukciu fylogenézy rodu Acherontia v kontexte ostatnych rodov
z daného tribu. Z analyz vyplyva, ze rod Agrius je monofyleticky. NajbazalnejSie sa umiestnil
australsky endemit liSaj Godartov. Prekvapivo lisaj borakovy (A. cordiae) sa v strome
umiestnil medzi lisajov A. cingulata a A. convolvuli a nie v ramci skupiny ostrovnych
endemitov (A. rothschildi a A. luctifera). Jedno z vysvetleni ale mbéze byt nizky pocet
analyzovanych znakov, ¢o sposobil vek a stav analyzovaného jedinca. Ako sesterska skupina

k nami Studovanému rodu sa javi rod Callosphingia.
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Obrazok 7: Prva publikovana kalibrovana fylogenéza Sphingidae [zdroj: Kawahara & Barber 2015]

1.3 Biogeografia liSajovitych

Cel'ad’ lisajovitych je z hladiska biogeografie pomerne mélo prestudovana. V minulosti sa
publikované prace snazili zhrnit' skor biogeografiu fauny vybranych celkov (Melanézia,
Wallacea, Karibik), a to na baze hlavne distribu¢nych (Mackey 1978; Holloway 1983; Beck
et al. 2006b) a neskor aj molekularnych dat (Kawahara et al. 2013).
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Obrazok 8: Fylogenéza v tribu Acherontiini na zaklade morfologickych znakov [zdroj: Kitching 2003]

Avsak vd’aka publikovanym fylogenézam (Kawahara et al. 2009, Kawahara & Barber 2015)
vieme priblizne vyvodit’ isté zavery i na trovni ¢elade. Hlavnym zistenim je starosvetsky
povod predka pre cela celad, na rozdiel od napriklad novosvetského pdvodu inej
bombycoidnej ¢el'ade Saturniidae. VSetky tri podc¢elade teda zdedili prevazne starosvetsku
liniu, ktord neskor umoznila vznik druhotnej radiacii do Nového sveta, hlavne medzi tribami
Ambulicini, Smerinthini a Sphingini. Prave Ambulicini maju vyborné disperzné moznosti
vd’aka svojej schopnosti kimit’ sa ako jediné z celej podcel'ade Smerinthinae, ktora je inak
povaZovana za skupinu nekfmiacich sa letcov so slabou schopnost'ou prekracovat’ disperzné
bariéry (Beck et al. 2006b). Rozhodujucim faktorom pre dobré disperzné schopnosti su teda

jednak schopnost’ imag kimit’ sa za letu, a jednak spektrum hostitel'skych rastlin u hasenic,
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ktora je povazovana za najsilnejsi prediktor (Beck et al. 2006a), hlavne pre medziostrovné
a medzikontinentalne disperzie (Beck et al. 2006¢) Medzi tymito skupinami obmedzenymi
prevazne na jednu hemisféru (Kawahara et al. 2009) su evidentné prilezitostne sa opakujlice
disperzie do tej druhej. Dobrymi prikladmi st zastupcovia rodu Sphinx a ich disperzie do
Palearktu, liSaje rodu Amorpha do Nearktu, popripade disperzie liSajov z rodov Cocytius,
Manduca a Agrius v ramci Nového sveta (Tuttle 2007; Kawahara et al. 2013). V podceladi
Macroglossinae je jasnd dichotomia medzi dvoma hlavnymi skupinami - starosvetskymi
Macroglossini sensu stricto a novosvetskymi Dilophonotina sensu lato. Aj tu vSak podla
vysledkov (Kawahara & Barber 2015) boli recentné disperzie do Nového sveta, a to hlavne v
ramci skupiny Choerocampina a Macroglossina. Skupina Hemarina, podobne ako celé

Macroglossinae mé zrejme starosvetsky povod.

2 CIELE PRACE

V ramci tejto diplomovej prace sme si na zaciatku vyty¢ili tri hlavné ciele:

1. Vypracovanie fylogenetickej analyzy liSajovitych z rodu Agrius
2. Rekonstrukcia historickej biogeografie liSajovitych z rodu Agrius

3. Analyza vnutro druhovych rozdielov u liSaja pupencového (Agrius convolvuli)
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3 METODIKA

3.1 Material

V ramci tohto projektu bol obstarany materidl z takmer celého aredlu vyskytu jednotlivych
druhov lisajovitych z rodu Agrius (Priloha 1). Na pracu bol pouzity vlastny material a taktiez
vzorky pochadzajuce zo sukromnej zbierky Dr. Vadima Krutova (RU) a zo zbierok
niekol’kych eurdpskych muzei — napr. Prirodovedné muzeum v Londyne (UK), Sphingidae
muzeum v Piibrami (CZ), Mizeum Witt v Mnichove (D) a Prirodovedné S§tatne muzeum
v Stuttgarte (D). Uspe$ne spracovanych bolo len 7 vzoriek od druhu A. cingulata
pochadzajucich z Argentiny, Ekvadoru, Panamy, Mexika, Kuby a zo Spojenych S$tatov
americkych. Dataset liaja pruhovaného bol nasledne rozsireny o 59 sekvencii z databazy The
Barcode of Life Data Systems (http://www.boldsystems.org). Z druhu A. convolvuli bolo
uspesne amplifikovanych 56 vlastnych vzoriek pochadzajtcich z Afriky, Madagaskaru,
Europy, Azie, Indonézie, Australie a Novej Kaledonie. Data boli doplnené o 188 sekvencii
pochadzajucich opat’ z BOLDu. Analyzovanych bolo aj 5 vlastnych lisajov druhu A. godarti
z Australie a dva kusy druhu A. rothschildi z Novej Kaledonie. V ramci indonézskych ostrovov
sme uspesne spracovali 6 vlastnych vzoriek A. luctifera a doplnili ich o tri d’alSie z databazy
BOLD. Avsak nepodarilo sa mi zatial’ amplifikovat’ pouzitelny vysledok u druhu A. cordiae.
Dovodom je jednak nizky pocet dostupnych jedincov (v Eurdpe len tri dostupné jedince)
a jednak ich vek. Na uréenie korena boli fylogenetického stromu a pre vyber kalibraénych
bodov boli ako outgroup vybrané dva druhy z tribu Acherontiini, a to Megacorna obliqua
(Walker, 1856) a Acherontia styx Westwood, 1847 (Priloha 1).

3.2 Izolacia DNA

Tkaniva pre izolaciu DNA boli ziskané prevazne zo suchého materialu liSajovitych,
konkrétne sme spracovavali materidl pozostavajuci z noh liSajov a vV jednom pripade
Z husenice. Na extrakciu DNA bol pouzity kit Genomic DNA Mini Kit (Tissue) od firmy
Geneaid, pricom postup izolacie prebiehal podla inStrukcii vyrobcu.
Do eppendorfky s tkanivom bolo pridanych 200 ul GT pufru a nasledne prebehla mechanicka
homogenizacia vzorky pomocou sterilnej plastovej pestle. Do vzniknutej zmesi som pridal 25
ul proteinazy K a po déslednom pretrepani som ju inkuboval pri teplote 60°C minimalne 8

hodin. Po uplynuti danej doby bolo do eppendorfky pridanych 200 ul GBT pufru, zmes som
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dokladne pretrepal a pokracoval som v inkubacii pri rovnakej teplote po dobu dvoch hodin.
Potom som pridal do zmesi etanol (p.a.) o objeme 200 pl, zmes sa svortexovala,
scentrifugovala a prepipetovala do filtraénych koloniek (GD + zberna kolonka) tak, aby na
dne eppendorfky zostala len vzniknuta usadenina. Obsah filtracnej kolonky (cca 620 pl)
scentrifugujeme pri 14 tisicoch otaCkach po dobu dvoch minuat. Zbernad kolonka s filtratom
bola vymenena u vSetkych vzoriek za novt. Do filtracnej kolonky som nasledne napipetoval
400 pl W1 pufru a znovu ju centrifugoval pri rovnakych otackach po dobu 30 s. Obsah zbernej
kolonky sa potom vyliali, ale samotnu kolonku som u vsetkych zachoval. Potom nasledovalo
pridanie 600 pl Wash pufru a znovu centrifugacia zmesi rovnakym sposobom ako
v predchadzajucom kroku. Tentoraz som ale zberné kolonky odstranil a filtraéné kolonky
osadil do novych, ozna¢enych eppendorfiek. Vybral som si z inkubatora Ellution pufer, ktory
sa nechal predhriat’ na 60°C a napipetoval som ho do filtra¢nej kolonky. Nechal som to odstat’
5 minut a findlnym krokom bola opit centrifugicia s rovnakymi parametrami ako
v predchadzajicich krokoch. Potom som odstranil filtracné kolonky a eppendorfky

s vyizolovanou DNA som uchovaval v mraze pri teplote -21°C.

3.3 PCR

Fragmenty DNA som amplifikoval pomocou polymerazovej retazovej reakcie, tzv. PCR.
Reakcia PCR bola robena pre dva gény, mitochondrialny (COI) a jadrovy (Wingless). Na
pripravu vzoriek som pouzil sadu Standardnych primerov na fylogenézu motyl'ov (Wahlberg
& Wheat 2008). Mnou pouzité primery si obsahom Tabulka 1. Prvi cast COI som
amplifikoval pomocou primeru HybRon-HybHCO a LepFl-LepR1. Na amplifikaciu
jadrového génu Wingles som pouzil primer hybLepWgl-hybLepWg2.
PCR reakcia prebiehala v objeme 25 pl. Reakéna zmes pozostavala z PCR-H20 a PPP-
Mastermixu od spolo¢nosti Top-Bio. Na jednu vzorku teda pripadali objemy 8,67 ul PCR-
H20, 12,50 ul PPP-Mastermixu, 1 ul forward primeru a 1 pl reverse primeru. Do zmesi som
nasledne pridal 2 pl z vyizolovanej DNA. PCR reakcia prebiehala pre oba typy génov
Vv nasledujucich teplotnych cykloch:
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e 95°C po dobu 5 min
e 40 cyklov:
094°C po dobu 30 s
050°C po dobu 30 s
072°C po dobu 1 mina 30 s

e zavereCna extenzia pri 72°C po dobu 10 min.

Na overenie, ¢i PCR reakcia bola uspesna, som pouzil agarézovu elektroforézu.

Tabulka 1: Primery pouzité na PCR reakciu

Gén Cast’ | Typ Primer Sekvencia
Col 1 F HybRon 5' GGAGCYCCWGATATAGCTTTCCC 3
1 R HybHCO 5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3
1 F LepF1 5" ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG 3
1 R LepR1 5 TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA 3
Wingless | 1 F | hybLepWgl | 5 GGARTGYAARTGYCAYGGYATGTCTGG 3'
1 R hybLepWg2 | 5 ACTICGCARCACCARTGGAATGTRCA 3'

3.4 Elektroforéza

Uspesnost’ reakcie PCR bola overovana elektroforézou na 1,5% agaréznom gély, ktory som
pripravil rozpustenim 1,5 g agarézy v 98,5 ml TAE a naslednym zohriatim do bodu varu.
Roztok sa prelial do predom pripravenej formy osadenej hrebienkami (2 x 16 jamiek) a bol
ponechany po dobu 30 min. na zatuhnutie. Po vytuhnuti som do kazdej z jamiek nanasal 5 pl
z PCR produktu zmiesaného s farbivom SYBR Green. Do prvej jamky som vzdy naniesol

marker (ladder). Elektroforéza prebiehala pri izbovej teplote, napiti 150 V po dobu 25 minut.

3.5 Sekvenacia a alignment

Vyhovujuce vzorky som po elektroforéze napipetoval do platni po 96 vzoriek a odoslal na
sekvenaciu. T4 prebiehala iba jednym smerom a vzorky boli sekvenované prostrednictvom
firmy Macrogen (http://www.macrogen.com/) v Juznej Korei. Ziskané sekvencie boli rucne
skontrolované a nasledne alignované v programe Geneious v. 9.0.4. Zaciatky a konce boli

orezané od nepotrebnych usekov tak, aby zacinali a kon¢ili v rovnakej pozicii.
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3.6 Analyzy
3.6.1. Substitu¢né modely

Ako prvé som hl'adal vhodny model substittcie nukleotidov, a to prostrednictvom programu
MrModeltest 2.2 (Nylander 2004), ktory pomocou algoritmu v rdmci programu PAUP
porovnava rézne typy modelov. Najvhodnej$i z nich je vybraty na zdklade Akaikeho
informaéného kriterionu (AIC) a hLRT. Model bol potom pusteny cez grafické rozhranie
MrMTgui v. 1.0. (Nuin 2005), kde v ramci oboch kritérii vysiel ako najvhodnejsi model HKY
+ | + G (Hasegawa-Kishino-Yano model s proporciou invariantnych miest a gamma

distribtcit).
3.6.2 Fylogeneze a jej kalibracia prostrednictvom programu BEAST

Fylogenetickd analyza bola spracovand pomocou metéd Maximum Likelihood (RAxML) a
Bayesian analysis (MrBayes 3.2) (Ronquist & Huelsenbeck 2003; Stamatakis 2014).
Odhad ¢asu vzniku jednotlivych vetiev som pocital v programe BEAST v. 1.8.2 (Drummond
et al. 2012). Na urcenie korena fylogenetického stromu a pre vyber kalibra¢nych bodov boli
na zéklade vysledkov jedinej publikovanej a kalibrovanej fylogenézy (Kawahara & Barber
2015) vybrané druhy Megacorna obliqua a Acherontia styx (Priloha 1). Na kalibraciu stromu
boli pouzité dva uzly. Prvym bolo odstiepenie rodu Megacorna od zbytku Acherontiini (14,2
mil. rokov), druhym odstiepenie sa rodu Agrius od skupiny Acherontia + Coelonia (11 mil.
rokov). Ostatné hodnoty ostali v prednastavenej forme. Ako substitu¢ny model bol pouzity
HKY + I + G, ktory vysSiel ako prvy najvhodnejsi. Molekuldrne hodiny boli nastavené ako
striktné a za najvhodnejsi bol vybrany koalescentny model s konstantnou vel'kost'ou (Kingman
1982). Analyzy prebiehali v piatich behoch po 50 miliénoch generacii a samplingu 5000

generacii.

3.6.3 BioGeoBEARS - rekonstrukcia historickej biogeografie rodu Agrius

Ako prvé som si pripravil distribuéni maticu, kde som si na zdklade distribu¢nych dat
u jednotlivych druhov zadefinoval 9 celkov (NA — Severna Amerika, CA - Stredna Amerika,
SA — Juzna Amerika, AF — Afrika, PA — Palearkt, IN — Indonézia, AU — Australia, OFP —

Oceénia a Franctzska Polynézia, NZ — Novy Z¢éland).
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Potom som pomocou predpripravného skriptu nainsStaloval v bioStatistickom rozhrani R v.
3.2.3 predpisané balicky uvedené v zozname BioGeoBEARS potrebné na analyzu dat.
Nasledovalo vlozenie mnou vytvorenej distribu¢nej matice spolu s kalibrovanym
fylogenetickym stromom, ktory som dostal v programe BEAST v. 1.8.2. Nacitany strom bol
prikazom drop.tip orezany do potrebnej vel’kosti a d’alej pocitany v ramci biogeogragickej
analyzy. Ancestralna distribucia bola pocitand pomocou biogeografického modelu zvaného
disperzno - extinkéna kladogenéza (DEC), pricom na vypocet moznej speciacie
prostrednictvom efektu zakladatel'a bol pouzity parameter J, a to ako v nestratifikovanom
(NS1-j), tak v stratifikovanom pristupe (TS1-j) na vyhodnotenie d6leZitosti dial’kovych medzi-
ostrovnych disperzii (Matzke 2012, 2014).

3.6.4 Vztahy medzi haplotypmi u liSaja pupencového A. convolvuli

Haplotypové siete boli zrekonstruované pomocou programov TCS v. 1.2.1 (Clement et al.
2000), pricom spojovacia hodnota bola ponechanda na Standardnej hodnote 95%
a vizualizované pomocou programu popART v. 1.7 (Leigh & Bryant 2015). Na ich dodato¢nu
upravu bol pouzity Adobe Illustrator CS6. V ramci programu popART bolo mozné vypocitat’
aj hierarchicka analyzu molekularnej variacie AMOVA (Excoffier et al. 1992) medzi nami
preddefinovanymi geografickymi celkami. Vysledok tejto analyzy mdze vypovedat
o0 variabilite na zaklade haplotypovych sekvencii, a teda ¢i je variabilita najvacsia medzi
geografickymi skupinami, v populdcidch v ramci tychto skupin, alebo priamo medzi

jednotlivymi populaciami.

3.6.4 Popula¢no-genetické parametre A. convolvuli

Ako prvé som si roztriedil sekvencie do siedmych geografickych celkov — Afrika,
Madagaskar, Eurdpa, Azia, Indonézia, Australia, Oce4nia a Francuzska Polynézia. Nasledne
sa testovala neutralita sekvencii mt DNA pre COI v ramci geografickych celkov. Statisticka
vyznamnost’ testu neutrality, ktori som pocital v programe DnaSP (Librado & Rozas 2009),
bola vypocitand prostrednictvom koalescentnych simulacii s 10 000 replikdciami. Pocitané
boli pre jednotlivé geografické celky (Priloha 4) aj haplotypova diverzita (Hd)
(pravdepodobnost’ rozdielu dvoch ndhodne vybranych haplotypov vo vzorke), nukleotidova
diverzita (m) (pravdepodobnost’ rozdielu dvoch nahodne vybranych homologickych,

nukleotidovych pozicii) a pocet polymorfnych miest (S). Pocitané boli aj priemerny pocet
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nukleotidovych rozdielov (k) v ramci analyzy sekvenéného polymorfizmu (Wakeley 1996)
vybranych celkov a DNA divergencia porovnavana medzi jednotlivymi nami definovanymi
celkami vyjadrend priemernym poctom nukleotidovych rozdielov (ke) v nich (Priloha 3). Pre
zhodnotenie genetickej Struktary v geografickych regionoch a vyjadrenie divergencie medzi
ich populaciami bol vypocitany aj ich parovy fixa¢ny index (Fst). Vyssie hodnoty fixacného
indexu (Fst) mézu znamenat’ znizenie genetického toku medzi celkami a m6zu poukazat’ na

vplyv genetického driftu u populacii v nami charakterizovanych celkoch (Priloha 2).
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4 VYSLEDKY

Na analyzy bolo pouzitych celkovo 323 sekvencii prvého useku génu COI (mt DNA), pricom
sa jednalo o0 144 sekvencii A. convolvuli, 65 sekvencii A.cingulata, 9 sekvencii A. luctifera, 5
sekvencii A. godarti a 2 sekvencie A. rothschildi (Obrazok 9). Z tohto poc¢tu sa mi tspesne
podarilo vyizolovat’ a amplifikovat’ 74 vzoriek. Dataset bol neskor doplneny o 249 sekvencii
prvého tseku COI pochadzajtcich z databazy BOLD (Obrazok 9). Vsetky sekvencie boli
upravené a skratene na dizku 688 bp. Boli ziskané aj sekvencie pre nuklearny gén Wingless,
a to u 36 vzoriek A. convolvuli, 6 vzoriek A. cingulata, 5 vzoriek A. godarti, 6 vzoriek A.
luctifera a jednej vzorky druhu A. rothschildi. U mnohych jedincov sa ndm nepodarilo

amplifikovat’ pouZziteI'na DNA a z tohto ddvodu sme ich do prezentovanych analyz nezahrnuli.

4.1 Molekularna fylogenéza liSajovitych rodu Agrius

Vysledny fylogeneticky strom a molekuldrne datovanie boli vytvorené prostrednictvom
Bayesianskej analyzy v programe BEAST v. 1.8.2 a potom d’alej pouzité na rekonstrukciu
historickej biogeografie pomocou BioGeoBEARS (Obrazok 10). Znazornené st vzt'ahy medzi
jednotlivymi druhmi v rode, ich ancestralna a sii¢asna distribucia. Agrius je monofyletickym
rodom, ktory vznikol priblizne pred 9,4 milionmi rokov a vzapéti nato sa rozstiepil na dve
druhové linie. V prvej linii sa pred 6,9 milionmi rokov odstiepil od predka A. convolvuli, ktory
sa neskor pred 1,7 milionmi rokov rozstiepil na dva samostatné druhy. Pod vysledkov moje;j
fylogenézy je A. convolvuli parafyleticky. To je vS§ak mozno povazovat’ za dosledok chybne;j
identifikacie jedincov zberate'mi, ktori vzorky poskytli, popripade kontaminaciou behom
izolacie. Sesterskou skupinou druhov, ktora sa odstiepila pred 5 milionmi rokov, je skupina
australskych, oceanskych a polynézskych endemitov. Tu sa ako prvy vyspecioval A. godarti
pred asi 1,3 miliénmi rokov. Dalej tu patri A. rothschildi, ktory recentne vznikol v Novej
Kaledonii, a ktory je zrejme vysledkom bottlenecku. Do tejto skupiny bude pravdepodobne
patrit’ aj druh A. cordiae, ktory sa nam ale nepodarilo uspesne osekvenovat. V druhej linii sa
ako prvy odstiepil pred zhruba 3,4 milionmi rokov A. luctifera. | ten vychadza z vysledkov
ako parafyleticky a zrejme i z rovnakych dovodov ako u lisaja pupencového. Druhym druhom

tejto linie je novosvetsky druh A. cingulata odstepujuci sa priblizne pred 2,5 milionmi rokov.
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4.2 Historicka biogeografia rodu Agrius

Stary svet bol zrejme kolonizovany cez Afriku, to a asi pred 5,7 milionmi rokov. Z Austrélie,
ktora je v stcasnosti druhovo najbohatSia d’alej bola kolonizovana aj Indonézia a cez iu
opakovane rekolonizovana Oceania (Obrazok 14). Australia mohla byt’ kolonizovana dvomi
potencialnymi cestami, cez Strednii Aziu, popripade priamym preletom z Vychodnej Afriky
pred asi 2,5 miliénmi rokov. Azia bola zrejme kolonizovana neskor pred 2,3 miliénmi rokov,
ato druhom A. convolvuli. Kolonizacia Eurdpy sa javi ako nasledok recentnych migracii druhu
A. convolvuli severnym smerom. Kolonizacia Nového sveta podla vSetkého zo Strednej
Ameriky odkial’ boli neskor kolonizované postupne Severna a Juzna Amerika (Obrazok 13).
Africki jedinci A. cingulata su pribuzni tym kostarickym. Rekonstrukcia biogeografie
pomocou BioGeoBEARS (Obrazok 10) vSak neodhalila povod predka nakolko areal A.
convolvuli je prili§ Siroky pre generovanie ancestralnej distribiicie. Désledkom toho je
vysledok, ze predok lisajovitych rodu Agrius bol kozmopolitne rozsireny. Avsak vysledok
analyzy tiez nacrtdva to, ze predok bol pravdepodobne zdatnym letcom so schopnostou
dial’kovych disperzii, a teda kolonizacie vzdialenych kontinentov. Za zaujimavi mdzeme
povazovat’ parafyliu jedincov z niektorych lokalit u A. luctifera (Obrazok 13) i u A. convolvuli
(Obrazok 15). Sposobend mdze byt’ chybnou identifikdciou materidlu zberateI'mi, popripade

kontaminaciou v ramci procesu izolacie DNA.

4.3 Vnutrodruhova diverzita u liSaja pupencového A. convolvuli

Haplotypové siete ilustrujt fylogeografické vztahy jednotlivych populécii liSajov druhu A.
convolvuli (Obrazok 11, 12). Siete som rekonstruoval zv1ast’ pre mitochondrialnu a zv1ast’ pre
nukledrnu DNA zo vzoriek uvedenych v Prilohe 1. V prvom pripade sa jednalo o 242 sekvencii
s usekmi o dizke 688 bp a Vv pripade nuklearnej DNA sa bolo analyzovanych 54 sekvencii
s usekmi o diZke 400 bp. Celkovo bolo rozpoznanych 41 haplotypov, pricom dva boli
vyhodnotené ako nevyhovujtce, zrejme kvoli horsej kvalite sekvencie a do TCS analyzy teda
neboli nezahrnuté. Jednalo sa o vzorky pochadzajuce z databdzy BOLD. Zvysné haplotypy
(vd’aka pridruzenym GPS koordindtam v subore nexus) boli v ramci analyzy NClust +
GeoTags dalej rozdelené do desiatich farebne odliSenych clustrov na zaklade relativnej

frekvencie, s ktorou bol dany haplotyp najdeny v zadefinovanych geografickych celkoch.
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Obrazok 10: Kalibrovana rekonstrukcia ancestralnej distribucie lisajovitych rodu Agrius Hiibner, 1819
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Haplotypova siet’ naznacuje Ze liSaj pupencovy ma centrum vzniku vychodnej Afrike.
V Afrike doslo k vytvoreniu niekol’kych niekol’kych haplotypov, pricom vSetky s vynimkou
haplotypu Hap 06 st geograficky Specifické (Priloha 1). Haplotyp Hap 06 je rozSireny po
celej Afrike, vratane Madagaskaru a je to zaroven jediny africky haplotyp, ktorého jedinci
pravidelné migruju do Eurdépy a spolu s haplotypom Hap 03 obsahuju aj jedince
z Madagaskaru a Azie, a teda sa mozno domnievat,, Ze prave tieto haplotypy st zodpovedné
za ich kolonizaciu. Vd’aka vybornym letovym schopnostiam liSaja pupencového nemozno
uréit kolkymi cestami bola Azia kolonizovani, aviak i tam sa vytvorila samostatni
haplotypova skupina (Obrazok 11). Zjavna je aj komunikéacia medzi pevninskou Afrikou a
Madagaskarom, ktord predstavuje kombindciu vychodoafrickych haplotypov spolu s

povodnym madagaskarskym haplotypom. Z haplotypovych sieti tiez vyplyva, Ze australska
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populdcia  vytvara samostatna  skupinu  haplotypov, spolu s indonézskymi,
papuanskymi, oceanskymi a polynézskymi liSajmi. Druha fylogenetickd siet je tvorena
sekvenciami nuklearneho génu Wingless (Obrazok 12), sa mi podarilo uspesne amplifikovat
iba 54 sekvencii. Rozpoznanych bolo spolu 22 haplotypov, ktoré boli nasledne zatriedené
geografickych celkov a farebne odlisené. Rovnako ako v pripade mt DNA, aj tu je centralna
haplotypova skupina obsahujuca jedince z Afriky, Madagaskaru, Europy, Azie, Indonézie
a dokonca aj z Oceanie. To by mohlo podporovat’ predoslé vysledky o malom pocte taznych
haplotypov s velkym arealom rozsirenia a dobrou schopnost'ou disperzie. Oceania, Australia
a Indonézia nie su tentokrat vyrazne oddelené a navyse Indonézia vykazuje az 6 haplotypov,

z ktorych st 4 specifické pre jednotlivé ostrovy.

4.4 Popula¢no-genetické analyzy liSaja pupencového (A. convolvuli)

Do populacno-genetickych analyz bolo zahrnutych celkovo 242 vzoriek, ktoré boli pre
nesurodost’ materialu ako populacie rozdelené do jednotlivych geografickych celkov. Jednalo
sa o tieto celky: Afrika, Madagaskar, Europa, Azia, Indonézia, Australia, Oceania
a Francuzska Polynézia. Ako prvé bol dataset otestovany Tajima’s D testom, ktory nevysiel
signifikantne (D=-1,44276; P= 0,936). Z toho mdzeme usudzovat’, ze dataset nebol zatazeny
selekciou, a preto s nim je mozné pocitat dalSie popula¢né analyzy. Celkovo bolo
prostrednictvom DnaSP rozlisSenych 200 polymorfnych miest (S), celkova haplotypova
diverzita (Hd) vysla 0,712 a totdlna nukleotidova diverzita (m) vysla 0,2849. Konkrétne
hodnoty pre jednotlivé porovnavané geografické celky sa nachadzaju v Prilohe 4. Vysoké
hodnoty haplotypovej diverzity mali celky Madagaskar, Eurdpa, Azia, Indonézia, Oceania
a Franctizska Polynézia. U nukleotidovej diverzity boli zaznamenané vyssie hodnoty Azie,
Indonézie a Austrélie. Z vysledkov Fst indexu bola medzi geografickymi celkami zistena ista

geneticka diferenciacia (Priloha 2). U 28,6% presahovala hodnota Fst hodnotu 0,8 a u 33,3

v
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Pocitany bol aj priemerny pocet nukleotidovych rozdielov (ke), pocéet polymorfnych
miest a nukleotidova diverzita medzi jednotlivymi geografickymi celkami (Priloha 3).
Z vysledkov vyplyva, e populacie z Afriky, Madagaskaru a Azie su si blizke, a teda
medzi nimi existovala komunikacia. Naproti tomu napriklad Indonézia je vyrazne
oddelend od Azie. Naopak podla poétu nukleotidovych rozdielov sa javi ako blizka
Australii, a dokonca eSte blizSia liSajom z Oceanie a Francuzskej Polynézie. To
potvrdzuje vysledok fylogenetickej analyzy a haplotypovych sieti o tom, Ze Indonézia
bola pravdepodobne kolonizovana postupne jedincami prevazne z Australie. Vztah
K Oceanii a Francuzskej Polynézii zasa mozno vysvetlit dobrymi disperznymi
schopnostami liSajov, a teda prelety medzi ostrovmi zrejme existovali. Vypocet
molekularnej varidcie (AMOVA) u liSajov pupencovych ukazal az zanedbatel'ni hodnotu
u celkovej variacie, vzt'ahu medzi celkami a v ramci populacii. Signifikantne vSak vysiel

vzt'ah medzi populaciami vybranych geografickych celkov, a to az 79,9% (Priloha 5).
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Agrius godarti + Agrius rothschildi
Agrius convolvuli

cingulata MR025 Cuba
convolvuli MR131_Laos
luctifera_MR117_Indonesia
cingulata_ MR126 Argentina
cingulata_ TDMPEG0241_Brazil
cingulata_ BLPDT1928 Costa_Rica
cingulata_ MHASBI17 Costa_Rj
cingulata_ SPTMA457 Cote_d_Ivoi
cingulata_SOWD101_Mexico
cingulata_ MHASB463_Costa_Rica
cingulata_ BLPDC484 Tosta_Rica
cingulata_ MR004_Ecuador
cingulata_ 