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Anotace: 

I have studied a biogeography and phylogeography of a circumpolar grassland butterfly 

Boloria freija and its closely related Boloria natazhati. Using Species Distribution Models, I 

reconstructed its potential distribution under present, past, and future climatic scenarios. Using 

mitochondrial COI marker, it is evident the Eurasian origin of the species and a single 

colonization to North America, happening around 1.3 million years ago. B. natazhati is 

according to the used marker conspecific with B. freija. 
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1 ÚVOD 

1.1 Perleťovec Boloria freija (Thunberg, 1791) 

Perleťovec Boloria freija patří do rodu Boloria, který zahrnuje 46 druhů ve třech podrodech 

(Boloria, Proclossiana a Clossiana) (Tuzov a Bozano 2006). Perleťovec Boloria freija 

(Obrázek 1.) je typickým obyvatelem holarktické křovinaté tundry a lesotundry, ale i 

nejrůznějších trávníků podél cest a na podmáčených loukách. V jižněji položených oblastech 

je tento druh zastoupen reliktními populacemi, u kterých se předpokládá, že zde byly 

zachovány od poslední doby ledové v nadmořských výškách až 3000 m a na rašeliništích v 

lesní zóně (Scott, 1986; Koršunov, 2002; Lvovskij a Morgun, 2007). Ve vlhkých oblastech 

evropské střední tajgy létají dospělci 3-4 týdny, od poloviny května do konce června. Larvy 

se nalézají na ostružiníku morušce (Rubus chamaemorus) a na brusnici vlochyni (Vaccinium 

uliginosum) od poslední třetiny června. Do poloviny srpna nebo září dosáhnou čtvrtého 

instaru, přestanou se krmit a zahrabou se do vrstvy mechu, ve kterém přezimují. Po roztání 

sněhu larvy dokončí svůj vývoj a zakuklí se, obvykle na začátku května. Stádium kukly trvá 

až dva týdny (Marttila a kol., 1991; Tatarinov a Dolgin, 1999; Eliasson a kol., 2005).  

 

Boloria freija je schopná přežívat nízké teploty i díky genetickým výhodám. Jednou z nich je 

ta, že její hemolymfa nezamrzá, obsahuje totiž specifický protein, který je inhibován 

boronovými kyselinami (Feeney, 1991). Tento protein by mohl mít také antioxidační 

vlastnosti,jak naznačuje antioxidační aktivita Borassus flabellifer, tradiční léčivé rostliny 

(Talluri, 2017). 

 

Ochrana druhu Boloria freija jakožto cirkumpolárního motýla je důležitá vzhledem ke 

globálnímu oteplování a očekávanému nárůstu teplot, jelikož povrchové teploty stoupají v 

oblastech o vysoké zeměpisné šířce rychleji, než kdekoliv jinde (Holland & Bitz, 2003). Podle 

současných predikcí se očekává, že povrchová teplota na Antarktidě se do roku 2100 zvýší 

průměrně o 10 °C (You a kol., 2021). Tyto změny teplot by mohly mít velké dopady na chladu 

přizpůsobené motýli, jelikož by díky ztrátě sněhové pokrývky mohli ztratit své zimoviště 

(Bintanja & Andry, 2017, McCrystall a kol., 2021, Danks, 2004, Thompson a kol., 2021, Zhu 

a kol., 2019). Problém pro chladu přizpůsobené motýli by mohl také nastat se ztrátou tzv. 

"chill days" které potřebují k svému vývoji a mohlo by docházet ke zpožděnému výskytu 

těchto druhů (Stålhandske a kol., 2017).  

K překonání těchto podmínek budou ohrožené druhy nuceny k migraci do prostředí s 

příznivějšími podmínkami, nebo setrvání na původním stanovišti a přijetí rizika vysokých 
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populačních ztrát (Corlett & Westcott, 2013; Kellermann & van Heerwaarden, 2019).  Na 

základě výzkumu z roku 2024 bylo zjištěno, že perleťovec Boloria freija v Americe prokázal 

průměrný pokles obsazenosti o 7,5 % na lokalitách středních zeměpisných šířek (Shirey a kol. 

2024). 

 

Perleťovec Boloria freija má značné množství poddruhů, které dokazují dlouhodobou izolaci 

jednotlivých horských skupin motýlů. 

Mezi jednotlivé poddruhy řadíme Boloria b. pallida (Elwes, 1899) s populacemi rozšířenými 

na Altaji, Mongolském Altaji, Západních Sajanech (částečně), v JZ Tuvě, Jižním Changaje.  

Populace z Jižního Altaje a zřejmě i ze západního makrosvahu Mongolského Altaje se 

vyznačují sytějším načervenalým odstínem barvy pozadí.  

Boloria f. calais Fruhstorfer 1922 s populacemi ve východních Sajanech, východní Tuvě; v 

západních Sajanech je nutné dodatečné potvrzení výskytu. 

Boloria f. freija (Thunberg, 1791) s populacemi od severní Evropy po Ochotské moře, 

Magadan a Zabajkalí, ve východní části oblasti žije forma jakutensis s bazálně ztmavenými 

křídly u samic.  

Boloria f. batchimeg  Churkin & Yakovlev, 2024 s populacemi ve středním Mongolsku a v 

okolí Ulánbátaru. 

Boloria f. antipody Churkin & Yakovlev, 2024 s populacemi ve východním Kazachstánu a na 

Saurském hřbetu (Churkin a kol. 2024).  

Do zpracovávaných dat jsem zahrnula také perleťovce Boloria natazhati (Gibson, 1920), který 

se vyskytuje v Severní Americe. U tohoto konkrétního perleťovce dosud není známo, zda se 

jedná o druh sesterský, nebo není jen barevnou formou od B. freija. 

 

 

Obrázek 1. Boloria freija (Nacré de l'orcette 2023) 
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1.2 Holarktická tundra 

Holarktická tundra je biom, který se rozkládá v nejsevernějších částech Severní Ameriky, 

Evropy a Asie a vyznačuje se chladným a drsným podnebím. Tato rozsáhlá a odlehlá oblast je 

známá svými krátkými léty, dlouhými zimami a permafrostem – vrstvou trvale zmrzlé půdy, 

která se nachází pod povrchem (Vomáčka a kol. 2017). 

Utváření tohoto regionu do dnešní podoby začalo již v období eocénu. Toto období bylo 

charakterizováno významnými geologickými a klimatickými změnami, které postupně vedly 

mimo jiné i k samotné kolizi tří tektonických desek (Eurasijská, Indická a Africká tektonická 

deska). Takové kolize jsou poměrně vzácné a může dojít ke vzniku různých geologických 

útvarů včetně hor, sopek nebo příkopů. V tomto případě došlo ke vzniku Himalájí. Utváření 

tohoto pohoří mělo nemalý vliv na území vznikající Eurasie. Velký dopad měl vznik 

srážkového stínu na velké části území Eurasie a tím umocnění její kontinentality (Ramstein a 

kol. 1997; Ruddiman & Kurzbach 1989). Současně se samotnými pohyby kontinentů 

docházelo ke změně velikosti moří. Původní prehistorické moře Tethys se důsledkem pohybů 

desek začalo zmenšovat a postupně se přeformovávat na dnešní Středozemní moře.  

    K ochlazování Země dochází již od období eocénu, nicméně vrcholem je až období 

pleistocénu, které umožnilo v dobách ledových ještě větší pokles teploty, rozšíření ledovce a 

s ním i permafrostu. To vše začalo začalo pohybem dnešního Australského kontinentu, který 

se oddělil od Antarktidy, což vedlo k izolovaní daného územní a jeho dalšímu ochlazování. 

Tyto klimatické změny měly dopad na změnu habitatů a tím i na rozšíření živočišných druhů 

(Zhang a kol. 2000, Hewitt 2000, Malicky 2000, Zachos a kol. 2001, Williams a kol. 1998).  

    Holarktická tundra, která je klíčovým komponentem Arktického biomu prošla během času 

značnými změnami. Aktuálním problémem je úbytek arktických prvků v krajině spojený s 

globálním oteplováním a vlivem člověka. V zájmu zachování krajinných struktur a ochraně 

biotopů je kladen důraz na pochopení a řešení faktorů, které zapříčiňují změny v krajině 

(Vuorinen a kol. 2017, Huang a kol. 2004, Vomáčka a kol. 2017). 

 

1.3 Důvody k využití COI (cytochrom oxidáza 1) 

Část mitochondriálního genu COI (cytochrom oxidáza podjednotka I, občas označovaná jako 

COX1) je již dvě desetiletí používaná jako univerzální nástroj pro identifikaci organismů, tzv. 

barcoding.  Použití COI pro DNA barcoding pro identifikaci jednotlivých druhu je výhodné 

z mnoha ohledů. Velkou výhodou je univerzální aplikovatelnost a spolehlivost, velká míra 

variability mezi druhy a zároveň nízké náklady pro zpracování vzorků (Hebert et. Al. 2003  
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2 CÍLE PRÁCE 

Cílem této práce je vypracovat biogeografický model výskytu lučních cirkumpolárních motýlů 

na základě klimatických požadavků, na příkladu perleťovce Boloria freija. Posunout model 

do různých časových období (holocén, vrcholný glaciál, poslední interglaciál, různé scénáře 

změny klimatu v budoucnosti) a následně modely verifikovat pomocí genetických patternů 

(mitochondriální DNA). Zároveň zjistit vazby s Boloria natazhati. 
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3 METODIKA 

3.1 Klimatické modely 

Pro tvorbu modelů klimaticky vhodných areálů jsem získala lokality výskytu sledovaného 

druhu ze studované literatury (Tshikolovets a kol. 2009, Tshikolovets a kol., 2009, 

Tshikolovets a kol. 2016, Tshikolovets a kol. 2002, Tshikolovets a kol. 2019) a rozšířila jsem 

je o souřadnice zaznamenané při sběru motýlů pro mé laboratorní zpracování. Další data jsem 

použila z databáze GBIF (GBIF.org 2024 -DOI10.15468/dl.wr8cmh + 10.15468/dl.qahttm). 

Data jsem využívala od roku 1980 a mladší, jelikož u starších nálezů bývá větší problém s 

přesnými lokalizacemi. K lokalitám jsem dohledávala a zaznamenávala GPS souřadnice. Data 

byla dále zpracována v programu R.0.2 (R Core 2020) v rozhraní RStudio v. 1.3.1073 s 

pomocí balíků dismo, maptools, rJava, raster, rgdal a rgeos. Pro výrobu Modelů rozšíření 

druhu (Species Distribution Modeling – SDM) jsem využila metodu Maximum Entropy 

(MaxEnt, verze 3.4.4, citace Philips a kol. 2024) s výběrem proměnných pomocí jacknife (Paar 

a kol.1980). Jako klimatické podklady pro tvorbu SDM modelu jsem využívala data z 

CHELSA v. 1.2 (Karger a kol. 2017) v rozlišení 2,5 zeměpisných minut. 

Vytvořený model jsem posléze projektovala do map se současným klimatem i do různých 

výsečí dob minulých, obzvláště různá období holocénu, poslední doby ledové a meziledové, 

protože mě zajímalo, jak se areály výskytu měnily od poslední doby meziledové až do  

současnosti.  

Pro výpočet potenciálního rozšíření během kvartéru jsem využívala data z  jedenácti možných 

scénářů(http://www.paleoclim.org/). Jedná se konkrétně o osm scénářů od pozdního holocénu 

(od před přibližně 0,3–4,2 tisíci lety) až po poslední interglaciál (před zhruba 130 tisíci lety) 

(Obrázek 2). Klimatická data jsme použili z databáze PaleoClim (Brown a kol. 2018 

(http://www.paleoclim.org/)). 

 

Pro predikci rozšíření druhu v závislosti na různém vývoji globálního oteplování pro roky 

2050 a 2070 jsem si zvolila jsem si dva různé scénáře s různou úrovní oteplování – model 

cc4.5 s mírnějším a cc8.5 s výraznějším odhadem oteplování.  

Mapy jsem následně upravovala za využití aplikace ArcGIS Pro 3.2 (Redlands, C. E. S. R. I. 

(2011). ArcGIS Desktop: Release 10.). Pro cirkumpolární pohled jsem využívala North Pole 

Lambert Azimuthal Equal Area souřadnicový systém. 

 

 

http://www.paleoclim.org/
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Obrázek 2: Modelové scénáře výskytu motýlů v minulosti s uvedenými zdroji klimatických 

dat (Vrba a kol. 2023) 

 

 

3.2 Laboratorní práce 

3.2.1 Sběr materiálu 

Svou práci začínám výběrem vzorků. Celkem jsem zpracovávala 103 vzorků ze sbírky 

školitele na Entomologickém ústavu. Mnou využívané vzorky byly sbírány a uchovávány od 

roku 1984 do roku 2019. Od části motýlů byly odebrané nožky uchovávané v 96 % ethanolu 

a uskladněny v mrazáku v–20 ºC. Další část vzorků byla uskladněna na sucho v 1,5 ml 

mikrozkumavkách. Ze všech těchto vzorků jsem izolovala DNA.  
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3.2.2 Extrakce DNA 

Pro extrakci DNA jsem využívala Genomický DNA Mini Kit od firmy Geneaid.  

Při práci s nožkami uskladněnými v ethanolu jsem je nejprve musela nechat vyschnout na 

savém papíru. Tato část odpadá u nožiček skladovaných na sucho.  

Do 1,5 ml mikrozkumavky jsem odpipetovala 200 μl GT pufru. Poté jsem za pomoci pestličky 

drtila nožky na menší části a přidala 25 μl proteinázy K. Směs jsem nechala inkubovat při 

60ºC po dobu 30 minut. V následujícím kroku jsem přidávala 200 μl GTB pufru, vzorky jsem 

vortexovala a opět jsem je nechala inkubovat při 60ºC 20 minut. Poté jsem přidala 4 μl RNázy 

A a nechala odstát v pokojové teplotě 5 minut. 

Po přidání 200 μl 100 % ethanolu a protřepání na vortexu jsem směs přepipetovala do kolonek, 

které jsem umístila do sběrných zkumavek a za pomoci centrifugy odstřeďovala odpadní 

tekutinu. Sběrné zkumavky jsem vyhodila a kolonky umístila do čistých sběrných zkumavek. 

Vzorek jsem poté promývala 400 μl W1 pufru a opět centrifugovala. Odpadní tekutinu jsem 

vylila. Následně jsem přidala 600 μl vymývacího pufru a opět centrifugovala, odpadní tekutinu 

vylila a centrifugovala znovu, aby byla kolonka suchá. Vysušenou kolonku jsem nasadila do 

1,5 ml mikrozkumavky a na střed sítka kolonky jsem pipetovala 100 μl předehřátého Elučního 

Pufru. Následně jsem nechala 5 minut odstát, a poté centrifugovala. Tekutinu 

v mikrozkumavce jsem uchovávala v mrazáku při teplotě  -20 ºC. 

 

3.2.3 Polymerázová řetězová reakce (PCR): 

Metoda polymerázové řetězové reakce je využívána k rychlému množení konkrétního úseku 

DNA. Je založená na principu replikování nukleových kyselin. Pro označení začátků a konců 

požadované části jsou využívané různé primery (Tabulka 1). 

 

Tabulka 1: Mnou využívané primery 

Název primeru sekvence 

LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 

HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 

LepF1 ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG 

MLepF1 GCTTTCCCACGAATAAATAATA 

LepR1 TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA 

MLepR2 GTTCAWCCWGTWCCWGCYCCATTTTC 
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Nejprve jsem zkusila sekvenovat celý sledovaný úsek COI (cytochrom oxidáza 1) v  jednom 

kuse, k čemuž jsem užila běžně užívané primery (Tabulka 2a). V případě neúspěchu u vzorků 

s nižší kvalitou jsem byla nucena amplifikaci cílového genu rozdělit.Použila jsem k tomu 

dvojice primerů LepF1/MLepR2 a MLepF1/LepR1 (F značí forward a R reverse primer), které 

gen amplifikují ve dvou menších fragmentech (Tabulka 2b). 

 

Příprava PCR – amplifikace celého úseku COI (cytochrom oxidáza 1) 

Tabulka 2a: Chemikálie pro amplifikaci celého úseku COI 

Název chemikálie Množství (na 1 vzorek) 

H2O v PCR kvalitě 4 μl 

MyTaq Red Mix, 2x, výrobce Bioline 6,25 μl 

LCO1490_Fw 0,625 μl 

HCO2198_Rev 0,625 μl 

 

 

Příprava PCR – rozdělená amplifikace 

Tabulka 2b: Chemikálie pro rozdělenou amplifikaci   

Název chemikálie Množství (na 1 vzorek) 

H2O v PCR kvalitě 4,5 μl 

MyTaq Red Mix, 2x, výrobce Bioline 6,5 μl 

LepF1 0,5 μl 

LepR2 0,5 μl 

 

3.2.4 Gelová elektroforéza: 

Úspěšnost PCR zjišťuji pomocí gelové elektroforézy, která se zakládá na tom, že molekuly 

DNA, které mají negativní náboj (ten je způsoben převážně fosfátovými skupinami v 

nukleových kyselinách) jsou přitahovány k anodě v elektrickém poli. Díky gelové 

elektroforéze můžu rozlišit molekuly DNA na základě různých rychlostí, s jakými se pohybují 

gelem, což je v nepřímé závislosti na velikosti molekul DNA (menší části doputují dále).  

 

Elektroforéza se provádí na gelu, nejčastěji vyrobeném z agarózy. Vzorky se vkládají do 

předem připravených jamek, které jsme připravili za pomoci nástroje zvaného hřeben. Pro 

snazší manipulaci se vzorkem je již PCR mix obohacený o nanášecí pufr. Pro vizualizaci DNA 

je do gelu přidáno barvivo GelRed(Biotium). K odhadu velikosti pozorovaných fragmentů 
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DNA se používá speciální velikostní marker (žebřík), který se aplikuje do jedné z  bočních 

jamek v každé řadě, a obsahuje fragmenty s přesně definovanými velikostmi. 

 

3.2.5 Příprava gelu: 

Připravovala jsem 1,5 % agarózový gel z 1,5 gramu agarózy na 100ml TAE (Tris-acetate-

EDTA) pufru. Gel jsem zahřívala v mikrovlnné troubě, dokud nebyl zcela čirý a rosolovitý. 

Následně jsem po mírném zchladnutí přidala 1 μl barviva GEL-RED a směs jsem promíchala. 

Směs jsem nalila do připravené formy a ujistila se, že neobsahuje žádné vzduchové bubliny, 

které by zkreslovaly výsledky. Následně jsem umístila hřebeny. Po ztuhnutí gelu (přibližně 20 

minut) jsem hřebeny vyndala. Do jamek připravených hřebenem jsme  napipetovala 2 μl 

vzorků a elektroforézu jsem pustila po dobu 30 min na 100 voltů. Gel jsem zobrazila pomocí 

transiluminátoru pod UV světlem, abych byla schopná vyhodnotit úspěšnost PCR  

(Obrázek 3). 

 

Obrázek 3: Gel pod UV světlem  

 

3.2.6 Přečištění PCR produktů 

Před odesláním vzorků na sekvenování je potřeba odstranit drobné fragmenty DNA.  

Využívám k tomu enzymy FastAP a Exo I od výrobce Biogen. Pipetuji 135 μl FastAP a 85 μl 

Exo I do 1,5 ml mikrozkumavky, kterou vortexuji a následně centrifiguji. Do každého vzorku 

přidám 2 μl směsi a opět centrifuguji. Následně se vzorky zahřívají v cykleru při 37 °C po 

dobu 40 minut. 
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Přečištění (purifikaci) PCR produktu za účelem odstranění zbývajících primerů a 

nezačleněných nukleotidů (dNTP) jsem provedla s využitím komerčně dostupného čisticího 

kitu. Tento krok je zásadní, jelikož pro další sekvenaci bude využit jen jeden primer, a proto 

je nutné přesně vyvážit koncentraci dNTP ve vztahu k ostatním komponentám. 

 

Vzorky, které byly po provedeni PCR vyhodnoceny jako dostatečně kvalitní, byly následně 

odeslány do firmy Macrogen do Nizozemí, kde firma provádí Sangerovo sekvenování. Data 

byla následně zaslána zpět v elektronické podobě pro další zpracování.  

 

3.3 Sangerovo sekvenování (Kapilární elektroforéza) 

Sangerovo sekvenování je metoda využívána k odečítání sekvencí vzorků. Principem je 

příprava reakční směsi, která obsahuje templátovou DNA, DNA-polymerázu, dNTPs 

(deoxyribonukleotidtrifosfáty) - dATP, dGTP, dCTP, dTTP, sekvenační primery a 

fluorescenčně označené ddNTPs (dideoxyribonukleotidfosfáty). Spolu s dalšími přísadami je 

tato směs nazývána Mastermix.  

Templátová DNA je replikována a nukleotidy dNTPs a ddNTPs jsou začleňovány do řetězce 

nově vznikající DNA. Vlastností ddNTPs je ukončování reakce, čímž vznikají různě dlouhé 

segmenty replikované DNA. Tyto segmenty jsou následně seřazeny podle délky tak, aby 

koncové nukleotidy vytvořily řadu, která je následně strojově odečítána (Obrázek 4) 

(Kapustová a kol. 2021). 
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Obrázek 4: Seřazení fragmentů replikované DNA: A: Sekvenovaný fragment DNA, B: 

Připojení primeru a směr syntézy nového vlákna, C: Produkty reakce, barevně zvýrazněné 

dideoxynukleotidy, D: Chromatogram reakčních produktů (Enzo 2005) 

 

3.4 Zpracování dat 

Sekvence získané v Macrogenu jsem následně zkontrolovala v programu Geneious Prime 

2023.1.2., kde jsem nekvalitní začátky a konce sekvencí ořezala (Obr.4) a zároveň jsem 

spojovala sekvence, které byly za účelem osekvenování rozděleny na poloviny. V případě 

nejasnosti, o který nukleotid se jedná, jsem pro danou část použila degenerované kódy na 

základě tabulky IUPAC (Tabulka 3). 
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Tabulka 3: Tabulka kódu IUPAC  

Symbol Nukleotidová báze 

A Adenin 

C Cytosin  

G Guanin 

T Thymin 

N A nebo C nebo G nebo T 

M A nebo C 

R A nebo G 

W A nebo T 

S C nebo G 

Y C nebo T 

K G nebo T 

V Není T 

H Není G 

D Není C 

B Není A 

 

 

Jednotlivé sekvence jsem zalignovala v programu Geneious Prime 2023.1.2, (Obrázek 5) 

následné drobnější úpravy jsem vytvářela pomocí programu BioEdit (Hall, T.A.,1999) 

s pomocí algoritmu ClustalW (Thompson a kol.1994). 

Mnou získané sekvence jsem doplnila o sekvence získané z databáze Genbank (Clark a kol. 

2015) a BOLD a tento kompletní alignment jsem použila na další analýzy, tedy pro výpočet 

klastrů podle BAPS, haplotypové sítě a fylogenetického stromu. 
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Obrázek 5: Odstraňované části sekvence zobrazené v programu Geneious Prime 2023.1.2 

(nukleotidy k odstranění jsou podbarveny tmavě modrou) 

 

3.5 BAPS (Bayesian Analysis of Population Structure) 

Analýza BAPS označuje metodu shlukování genotypových dat založenou na statistickém 

modelu struktury populace, která je srovnávána s modely vytvořenými jinými metodami 

(Corander a kol. 2008). 

Clustery se vytvářejí na základě statistického modelu populační struktury, přičemž jedinci 

pocházejí z jedné populace anebo nesou alely z více populací. Pravděpodobnost údajů při 

různých hypotézách se vypočítá pomocí multinomického-Dirichletova rozdělení (Tonkin a 

kol. 2019). 

 

Vzorky jsem pomocí BAPS analýzy rozdělila do clustrů, přičemž jsem postupovala dle 

manuálu (https://web.abo.fi/fak/mnf/mate/jc/software/BAPS5manual.pdf). 

 

3.6 Fylogenetická analýza 

3.6.1 Haplotypové sítě 

 Alignované sekvence z našich vzorků i z Genbanku jsem použila pro konstrukci 

haplotypových sítí. Ty byly vytvořeny použitím programu PopArt (Leigh a kol. 2015), 

spojovací limit byl nastaven standardně na hodnotu 95 %. Dále byly sítě upraveny v programu 

Adobe Ilustrator a Adobe Photoshop CS2. 

 

3.6.2 Fylogenetické stromy  

Pro výpočet fylogenetického stromu jsem použila několik sekvencí příbuzných druhů Boloria 

dia a Boloria euphrosyne jako tzv. outgroups. Fylogenetický strom jsem vypočítala metodou 

Maximum Likelihood v programu IQtree (Nguyen a kol., 2015) za použití ultrafast bootstrap 

(Minh a kol., 2013) s 1000 kroky. Pro kalibraci času divergence jsem použila dvě sekundární 

kalibrace z Chazot a kol. (2019). Pro kalibraci fylogenetického stromu jsem jako outgroup 

použila dva uzly. Prvním z nich bylo oddělení Boloria dia (9,14 mil. let) a jako druhý uzel 

https://web.abo.fi/fak/mnf/mate/jc/software/BAPS5manual.pdf


14 

 

jsem použila oddělení B. euphrosyne (5,95 mil. let). Ostatní hodnoty jsem ponechala ve 

výchozím nastavení. Použila jsem substituční model HKY+Γ+I. Molekulární hodiny byly 

nastaveny jako log-normal relaxed clock a jako speciační model jsem použila koalescentní 

konstantní. Pro výpočet jsem použila Bayesovskou analýzu v programu BEAST v.1.10.4. 

(Drummond a kol., 2012). Analýzy proběhly v pěti bězích po 200 000 000 generací a 

samplingu 5 000 generací. Hodnoty jsem kontrolovala v programu Tracer v. 1.6, všechny 

hodnoty ESS byly větší než 500 (Obrázek 6). Prvních 10 % výpočtu jsem použila jako tzv. 

burnin a pomocí TreeAnnotator v1.10.4 jsem zkonstruovala Maximum Clade Credibility Tree. 

 

 

Obrázek 6: Odhad parametrů při bayesovské analýze při časové kalibraci perleťovce Boloria 

freija v programu BEAST a jejich hodnoty (zobrazeno v programu Tracer) 
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4 VÝSLEDKY 

 

Po vyřazení příliš krátkých, nebo chybových sekvencí jsem měla celkem k dispozici 245 

vzorků, z nich 174 pro americkou část areálu a 71 pro euroasijskou část areálu. Z tohoto počtu 

85 vzorků pocházelo ze sbírky školitele. Ostatní vzorky pocházely z databáze NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  a z databáze GBIF (GBIF.org 2024 - DOI10.15468/dl.wr8cmh 

+ 10.15468/dl.qahttm).  Prostorové rozložení jednotlivých vzorků je vidět na přiložené mapě 

(Obrázek 7). 

 

4.1 BAPS 

Vzorky byly v programu rozděleny do čtyř clusterů na základě genetické podobnosti. 

V Eurasii se nachází dva z nich a v Severní Americe další dva, z nich jeden zahrnuje i vzorky 

určené jako Boloria nathazati. Prostorové rozložení jednotlivých skupin je vidět v přiložené 

mapě (Obrázek 8). Haplotypovou síť vytvořenou na základě analýzy BAPS můžeme vidět na 

Obrázku 9. 

 

 

Obrázek 7: Rozložení vzorků Boloria freija (kolečko) a Boloria natazhati (trojúhelník) v 

mapě (vytvořeno pomocí aplikace ArcGIS Pro 3.2) 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Obrázek 8: Barevně rozlišené vzorky rozdělené do čtyř clusterů na základě BAPS analýzy 

 

Obrázek 9: Haplotypová síť na základě BAPS analýzy 
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4.2 Klimatické modely 

Ze zpracovávaných dat jsem vytvořila mapu aktuálního rozmístění perleťovce Boloria freija, 

ve které jsou kroužky znázorněné jednotlivé zaznamenané lokality výskytu (Obrázek 7).  

Celkem jsem měla k dispozici 7835 distribučních dat, po odstranění duplikátů a míst příliš 

blízko sebe jsem jich využila 373 dat rovnoměrně rozmístěných po areálu. Pro výrobu modelu 

se jako nejvhodnější jevila škálovací konstanta RM = 3 (Příloha 2) a funkce FC = H (Příloha 

3). Vlastní model měl AUC = 0,927 (SD = 0,010) (Obrázek 10) a byly využity čtyři proměnné 

Bio1 – průměrná roční teplota, Bio 3 – izotermalita, Bio5 – nejvyšší teplota nejvlhčího měsíce 

a Bio 10 – průměrná teplota nejteplejšího čtvrtletí (Obrázek 11 a Obrázek 12). Práh (Maximum 

test sensitivity plus specifity threshold) = 0.245.  

 

Na základě aktuálního výskytu byl následně klimatický model vhodných podmínek výskytu 

motýla promítnut do minulosti, a to s přihlédnutím na klimatické podmínky v jednotlivých 

obdobích (Obrázek 13 Až Obrázek 15). 

 

 

 

Obrázek 10: Křivka pro zvolený model znázorňující AUC (area under the curve) 
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Obrázek 11: Graf příspěvku mnou zvolených proměnných. Modře příspěvek samotné 

proměnné, tyrkysově příspěvek ostatních proměnných v modelu. 

 

 

 

Obrázek 12: Hodnoty bioklimových proměnných použitých pro výpočet SDM 
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Obrázek 13: Mapa aktuálních vhodných klimatických podmínek pro výskyt druhu Boloria 

freija 

 

 

Obrázek 14: Potenciální rozšíření B. freija v období posledního glaciálu s vrstvou 

ledovcového pokryvu 
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Obrázek 15: Potenciální rozšíření B. freija v období posledního interglaciálu (130 ky) 

Následně jsem vytvořila mapové výstupy pro dva možné scénáře globálního oteplování a 

jejich vlivy na změnu plochy budoucího habitatu (Obrázek 16) až (Obrázek 19). 

 

 

Obrázek 16: Potenciální rozšíření B. freija pro rok 2050 při mírnějším průběhu globálního 

oteplování 



21 

 

 

 

Obrázek 17: Potenciální rozšíření B. freija pro rok 2050 při závažnějším průběhu globálního 

oteplování 

 

 

Obrázek 18: Potenciální rozšíření B. freija pro rok 2070 při mírnějším průběhu globálního 

oteplování 
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Obrázek 19: Potenciální rozšíření B. freija pro rok 2070 při závažnějším průběhu globálního 

oteplování 

 

Podrobnější časové rozlišení map viz Příloha 1. 

 

Z predikčních klimatických modelů vidíme, že B. freija jako druh nebude globálním 

oteplováním výrazně ohrožena, jelikož se pro ni klimaticky vhodné podmínky pouze přesunou 

více k severu. Nicméně populace izolovaná na Altaji by v budoucnu mohla ztratit svoje 

biotopy. 

 

4.3 Haplotypové sítě 

Haplotypová síť, doplněná o cirkumpolární mapu dokumentuje fylogeografické vztahy 

populací druhu B. freija (Obrázek 20) a (Obrázek 21).  Síť byla zkonstruována na základě 245 

sekvencí genu pro COI. 

Pro perleťovce Boloria freija bylo nalezeno 9 haplotypů. Velikost jednotlivých kruhů v síti 

znázorňuje počet jedinců daného haplotypu. Síť je rozdělena do 4 skupin, které jsou barevně 

odlišené a shodují se s barevným rozlišením v mapě a ve fylogenetickém stromu.  
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V oblasti Severní Ameriky můžeme najít tři haplotypy, které jsou blízce příbuzné. V oblastech 

Norska Švédska a Finska se nachází totožný haplotyp. Na území Ruska se nachází čtyři 

haplotypy. Z haplotypové sítě dokážeme vyčíst, že populace v oblasti Altaje a  Sajanů jsou 

odlišné od ostatních Euroasijských populací. 

 

Obrázek 20: Barevné rozlišení vzorků na základě geografické polohy 

 

Obrázek 21: Haplotypová síť barevně rozlišená na základě geografické polohy vzorků 
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4.4 Fylogenetické stromy a kalibrace času 

Získaný fylogenetický strom jsem vypočítala metodou Maximum Likelihood v programu 

IQtree (Nguyen a kol., 2015) a využila jsem ultrafast bootstrap (Minh a kol., 2013) s 1000 

kroky. Následně jsem strom kalibrovala Bayesovskou analýzou v programu BEAST v.1.8.4. 

(Drummond a kol., 2012).  

    Na kladogramu jsou znázorněny vztahy mezi jednotlivými vzorky perleťovce B. freija  - 

celkem 225 vzorků a zároveň vztahy s B. natazhati - 28 vzorků (Příloha 4). Z fylogenetického 

stromu vidíme přítomnost stejných skupin, jaké jsme mohli pozorovat při rozdělení v 

haplotypové síti. Pro lepší přehlednost jsou jednotlivé geografické oblasti vyznačené stejnými 

barvami, jaké byly použity pro haplotypovou síť (Příloha 5). B. natazhati je ve fylogenetickém 

stromě barevně odlišena. 

     B. freija je monofyletickým druhem. Hlavní štěpení druhu na jednotlivé populace probíhalo 

mezi před 1 až 4 miliony let. Z mnou vybraných outgroups je B. freija nejblíže B. euphrosyne. 

V kladogramu vidíme, že B. freija je druhem pocházejícím z Asie (Sibiř). Následně došlo k 

jedné vlně invaze do Ameriky, a to asi před 1,3 miliony let. Evropské vzorky tvoří jednu větev, 

která byla oddělena asi před 0,8 miliony let. Asijské vzorky tvoří tři větve. Na fylogenetickém 

stromu vidíme oddělenost vzorků z Altaje. 

   Vzorky B. natazhati můžeme nalézt rovnoměrně vmíchané mezi vzorky B. freija nacházející 

se v Severní Americe. Tím můžeme vyloučit, že by se jednalo o odlišný druh, jelikož netvoří 

samostatnou větev.  
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5 DISKUZE 

Cílem této práce bylo vypracování biogeografického modelu výskytu lučních cirkumpolárních 

motýlů na základě klimatických požadavků na příkladu perleťovce Boloria freija a následně 

tento model promítnout do různých časových období. Následně jsem modely verifikovala 

pomocí genetických patternů (mitochondriální DNA). Cílila jsem také na zjištění vazeb mezi 

petleťovcem Boloria freija a B. natazhati. Jako v řadě dalších studií, které se zabývají 

podobnými tématy jsem ve svých analýzách využila fylogenetické, fylogeografické a 

populačně genetické přístupy (Besold a kol. 2008, 2015; Kodandaramaiah a kol. 2011, 2012; 

Theissinger a kol. 2011, 2013; Wahlberg & Saccheri 2007). 

 

5.1 Fylogeografická historie perleťovce Boloria freija 

Pro perleťovce Boloria freija byly nalezeny čtyři geograficky oddělené haplotypové skupiny. 

Největší genetická diverzita pro tento druh byla zjištěna v palearktické oblasti, což odpovídá 

zjištěním Jany Marešové (2019) pro druhy Boloria eunomia a Boloria selene.  

Z klimatických map jsem zjistila, že jižněji položené populace (například populace 

nacházející se na Altaji) perleťovce B. freija byly izolované od severněji položených, a to v 

období glaciálů a interglaciálů. Podobný případ izolace v této oblasti můžeme vidět i u 

klimatických map zpracovaných pro druhy B. eunomia, B. selene i B. chariclea (Marešová a 

kol. 2019, 2021). Klimaticky vhodný areál pro výskyt perleťovce B. freija byl v období 

posledního glaciálního maxima (přibližně před 22 000 let). Obdobné výsledky můžeme 

pozorovat ve studiích pro Oeneis jutta anebo již zmiňovaná B. eunomia a Agriades optilete. 

Naopak pro B. selene vidíme propad v ploše klimaticky vhodného areálu a snížení jeho kvalty 

(Marešová 2019, Marešová 2021). 

V Bayesovské analýze se na bázi nachází vzorky ze Sibiře, což značí, že centrem vzniku 

B. freija je Asie. Toto tvrzení také potvrzují studie Simonsena a kol. (2010), které uvádí střední 

Asii jako centrum vzniku pro celý druh Boloria. I pro toto zjištění existuje výjimka, kterou je 

Boloria chariclea, která do Eurasie expandovala ze svého centra vzniku ze Severní Ameriky 

(Marešová a kol. 2020). 

       Stejně tak jako některé další druhy (např.  Parnassius apollo a další), B. freija 

expandovala z Asie dále do Severní Ameriky a Evropy (Kodandaramaiah a kol. 2010; Todisco 

a kol. 2010; Ugelvig a kol. 2011 b; Wahlberg & Rubinoff 2011, Marešová a kol. 2019, 

Simonsen a kol. 2010). Boloria freija kolonizovala Ameriku přibližně před 1,3 miliony let, 
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což je o poznání později než jiné druhy bolorií. Boloria selene kolonizovala Severní ameriku 

již před 2,5 miliony let, a to skrz druhý Beringův pevninský most (Marešová a kol. 2019). 

Z mnou vytvořeného fylogenetického stromu vyplynulo, že perleťovec B. natazhati  je ve 

vztahu k B. freija parafyletický. Různé populace sedají do různých větví s dalšími americkými 

vzorky. Tudíž jsou totožným druhem lišícím se pouze fenotypem. To vyvrací starší spekulace.. 

Simonsen (2010) uvádí, že se nejspíše jedná o sesterské skupiny, nicméně ani toto tvrzení není 

zcela jisté. V průběhu let se o postavení těchto dvou druhů vedly debaty. Boloria natazhati 

byla původně považována za poddruh Boloria freija (Passos 1964), následně byla ovšem 

vyhodnocena plnohodnotným druhem (Troubridge & Wood, 1990; Shepard a kol. 1998). V té 

době to však vzhledem k téměř zanedbatelným molekulárním rozdílům mezi těmito druhy a 

malému množství exemplářů nebylo možné tento problém bez dalších studií s naprostou 

jistotou vyřešit (Simonsen a kol. 2010). 
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6 ZÁVĚR 

Cílem této práce bylo vytvoření klimatického modelu pro perleťovce Boloria freija. Z 

výsledků vytvořených klimatických map a jejich predikcí bylo zjištěno, že ačkoliv je 

perleťovec Boloria freija zařazen do skupiny motýlů ohrožených globálním oteplováním, 

tento konkrétní druh jako celek nebude klimatickými podmínkami ohrožen, nicméně jižněji 

položené populace ohroženy budou. Klimaticky vhodný habitat se stáhne na sever, ovšem 

nevymizí. Ohroženou skupinou by samozřejmě také mohla být reliktní populace Boloria 

freija nacházející se na Altaji.  

     Ze získaných sekvencí byly vytvořeny fylogenetické stromy metodou maximální 

věrohodnosti a Bayesovské inference. Na základě mitochondriální DNA (tzv. barcoding) z 

245 vzorků jsme také potvrdili že Boloria freija je motýlem s původem v Asii s následným 

rozšířením do Evropy a Severní Ameriky. 

        Z fylogenetického stromu a haplotypových sítí jsme dále byli schopni zjistit, že 

perleťovec Boloria freija a Boloria natazhati nejsou dva odlišné druhy, nýbrž se jedná pouze 

o fenotypovou odlišnost jednoho a téhož druhu. 
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8 PŘÍLOHY 

Příloha 1 Modely klimatického vývoje v různých časových obdobích (označeno v každé mapě 

samostatně) 
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Příloha 2 Tabulka výpočtů vhodné škálovací konstanty k tvorbě klimatických map  

 

  

 

Příloha 3 Tabulka výpočtů vhodné funkce k tvorbě klimatických map  
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Příloha 4: Přehled studovaného materiálu s označením vzorku, uvedením druhu, lokality a 

souřadnic 
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Příloha 5 Fylogenetický strom vytvořený pomocí metody maximum likelihood ze sekvencí 

COI perleťovce Boloria freija. 
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