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Abstrakt:

Cilem této prace bylo vyizolovat DNA dennich motylii z izemi CR a osekvenovat
u v§ech mitochondrialni gen cytochrom c oxidazu podjednotku 1 (tzv. barcode), abych
zjistil jejich genetickou piibuznost, vnitrodruhové vztahy a geografické odlisnosti.
Druhym ukolem bylo porovnat ziskané sekvence DNA s ostatnimi staty Evropy.
Vyizoloval jsem DNA z noh motyl, naklonoval vybrany usek DNA pomoci PCR
(polymerazové tetézové reakce) a ovéfil kvalitu PCR produkt pomoci elektroforézy.
Produkty PCR byly osekvenovany. Celkové bylo v této praci pouzito 500 sekvenci
z 87 druhu (61,7 % fauny). Ztéchto sekvenci byl sestaven fylogeneticky strom
metodami maximalni vérohodnosti a Baysovské inference. Za ucelem nalezeni
potencionalni kryptické biodiverzity a odliSnych linii byly pomoci analyzy GMYC
vSechny druhy rozdéleny do ¢tyt skupin: 71 druhti (81,6 %) patiici do jedné entity,
4 druhy (4,6 %) slouc¢ené do dvou entit, 10 druht (11,5 %) rozdéleno na vice entit
(potencionalni krypticka diverzita) a 2 druhy (2,3 %) rozdélené a sloucené s jinym
druhem. K ¢eskym vzorkim 33 druhd z celedi Lycaenidae byly pridany vzorky
pochazejici s Rumunska a Némecka a jejich ptibuznost byla porovnana na zakladé
fylogenetického stromu. Pro 10 druhti (30,3 %) chybéla data pro jednu ze srovnavacich
zemi, 19 druhti (57,7 %) bylo piibuznych jak rumunskym, tak némeckym vzorkam,
1 druh (3 %) byl pfibuzny rumunskym vzorktim, 1 druh (3 %) byl pfibuzny némeckym
vzorklim a 2 druhy (6 %) tvotily samostatnou Ceskou vétev. Tato prace slouzila jako
predbézna studie ¢eské motyli mitochondrialni diverzity a Gi¢innosti barcodingu, ale

k dokonceni studie je potieba vice dat.

Kli¢ova slova: DNA, barcoding, sekvence, denni motyli



Abstract:

The aim of this thesis was to extract DNA of Czech butterflies and sequence their
mitochondrial gene cytochrome c oxidase subunit | (i.e., the barcode), in order
to uncover their genetic and intraspecific relationships and geographical differences.
Moreover, I compared the sequences with data from other European countries.
I extracted DNA from butterfly legs, amplified the target DNA fragment with PCR
(polymerase chain reaction), and check the PCR product quality on an agarose gel.
PCR products were sequenced. In total, | collated 500 sequences from 87 species
(61.7% of the Czech fauna). Phylogenetic trees were built by maximum likelihood
and Bayesian inference methods. To reveal the potential cryptic diversity and lineages,
| used GMYC analysis. The results of GMYC were distributed into four groups:
71 species (81.6%) contained a single entity, two species pairs (4.6%) were merged
into two entities, 10 species (11.5%) were split into more entities (potential cryptic
diversity) and two species (2.3%) were both split and merged with a different species.
To Czech samples of 33 Lycaenid species, | added database samples from Romania
and Germany. Their relationships were compared based on a phylogenetic tree.
In the case of 10 species (30.3%), data from one country was missing. In 19 species
(57.7%), the Czech samples were related to both Romanian and German samples.
One species (3%) was related to Romanian samples and one species to German
samples. Two Czech species (6%) formed a separate branch in the tree. This work
served as a preliminary study into the Czech butterfly mitochondrial diversity

and barcoding efficacy, but more data is needed to complete the study.

Keywords: DNA, barcode, sequence, butterflies
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1. Uvod:

1.1 DNA Barcoding

DNA Barcoding je technika slouzici kK identifikaci druhi pomoci kratké sekvence
DNA (tzv. barcode = carového kodu), kde je tradi¢ni taxonomicka identifikace
obtizna, nebo neni mozna (Lahaye a kol., 2008), a to nejen kviili slozité taxonomii,
ale 1 pro spravné pfifazeni rozlicnych zivotnich stddii k dospélcim znamych
druht (Hebert a kol., 2003). Barcoding je také ¢asto rychlejsi a levnéjsi metoda nez
naro¢na morfologicka identifikace druhu (Valentini a kol., 2009). DNA Barcoding
hraje také roli pfi posuzovani biologické rozmanitosti soucasnych i minulych
spoleCenstev zvitat a rostlin. V dne$ni dobé¢ je sekvenovani celkem bézné v fadé studii
kviili vétsi dostupnosti a niz8i cené. K identifikaci riznych skupin druhii se pouzivaly
rizné useky genomu. Hebert a kol. (2003) zjistili, ze genova sekvence dostate¢né
ucinnd pro rozliSeni prevazné vétSiny zivocisnych druht je gen pro cytochrom c
oxidazovou podjednotku I (COI) z mitochondridlniho genomu. Jedna se o 648 bp
(bp = base pairs Cili pary bazi) dlouhy fragment DNA sekvenovany z 5" konce (Ward
a kol., 2005). Tato velikost fragmentu umoznuje dostatecné rozliSeni pro identifikaci
kryptickych druh@, ¢imz rozSifuje piehledy o biologické rozmanitosti zalozené
na taxonomii (Hebert a kol., 2004 b; Jung a kol., 2011). Mitochondrialni geny maji
vysoky pocet kopii, coz umoziuje ziskat vétsi vytézek mtDNA ze stopovych vzorkl
ve srovnani s jadernou DNA (Dawnay a kol., 2007). Druhy byly vymezeny konkrétni
sekvenci nebo pevnou skupinou velmi podobnych sekvenci (Ward a kol., 2005). Mezi
dal$i vyhody barcodingu patii poskytovani systematiky §irSi vefejnosti (biomedicina,
zemé&délstvi atd.) a identifikace a popisovani nové objevenych druhli (Savolainen
akol., 2005). Sekvence cytochrom c oxidazy podjednotky 1 (COIl), ktera je univerzalni
u zvifat, se nepouziva u vétsiny rostlin kviili mnohem pomalej$i rychlosti mutace
(Kress a kol., 2005; Li a kol., 2015). Proto se u rostlin vyuziva napiiklad 800 bp dlouhy
segment genu maturazy K (matK) z chloroplastové DNA. MatK se pouZiva
bud’ samotny, nebo obohaceny o nekodujici oblasti trnH nebo pspA (Hollingsworth
akol., 2009). U hub se nejcastéji pouziva interni transkribovany spacer (ITS) z jaderné
ribozomalni DNA (Hollingsworth a kol., 2011; Coissac a kol., 2016). ITS se také
Siroce pouziva k identifikaci rostlin a zvifat, ale je problematicky kvuli pfili§ vysoké

mutacni rychlosti a vysoké mife moZznych kontaminaci.


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/mec.13549#mec13549-bib-0017

1.2 Databanky

Jednou z databanek obsahujici databazi nukleotidovych sekvenci formaln¢ popsanych
druhti je GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Spole¢nost GenBank je
soucasti ~ Mezinarodni ~ databaze  nukleotidovych  sekvenci ~ (INSDC,
http://www.insdc.org/) a podili se na evropském nukleotidovém archivu (ENA,
https://www.ebi.ac.uk/ena) a na databazi DNA japonské databanky (DDBJ,
https://www.ddbj.nig.ac.jp/index-¢.html). Databaze GenBank je také propojena
S Nérodnim centrem pro biotechnologické informace (NCBI,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), ktery ji zpfistupnuje data, napt.: popis sekvence,
védecky nazev a taxonomii zdrojového organismu, opakujici se oblasti a mista mutaci
nebo modifikaci. Sekvence pro databanky jsou ziskdvany z laboratoii a projektt
zabyvajicich se sekvenovanim. Sekvence lze nahrat naptiklad pomoci portalu BankIt
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/) nebo ptes NCBI. Japonska datova banka
spolu s Evropskym archivem nukleotidli si denné¢ vyménuji data s GenBank, ¢imz
zajiStuji globalni pokryti. Sekvence z GenBank jsou pfistupné pomoci flexibilniho
systtmu Entrez (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Web/Search/entrezfs.html), ktery
pokryva spolu z GenBank dalsich 35 biologickych databazi. Databaze Entrez obsahuji
kromé sekvenci i genomové mapy, populace a fylogenetické sekvence. K vyhledavani
podobnosti sekvenci v databankach a identifikaci druhu slouzi program BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), (Benson a kol., 2007, 2015, 2018).

Dalsi mozZnosti identifikace je poslat sekvenci neznamého pivodu na webové
stranky CBOL (,,The Consortium for the Barcode of Life*,
http://www.ibol.org/phasel/cbol/). To je mezinarodni iniciativa pro vyzkum a vyvoj
barcodingu. Slouzi k identifikaci druhd organismil podle odvozené sekvence z ¢asti
genu COl. Za par sekund vygeneruje nazev druhu (pokud existuje referen¢ni sekvence)
nebo néazev nejbliz§iho ptibuzného taxonu (pokud neexistuje Zadna referencni
sekvence pro porovnani druhti v databazi), (Buhay, 2009). Kazda databaze je
propojena s védeckou literaturou prostfednictvim PubMed a PubMed Central (Benson
a kol., 2007, 2015, 2018).

Dalsi zmezinarodnich databazi pomadhajici shromazd’ovat, identifikovat
a analyzovat zaznamy DNA barcodu je ,,Barcode of Life Data System* (BOLD,;
Ratnasingham a Hebert, 2007; http://www.boldsystems.org/). Pouziva algoritmus

zaloZeny na jednoduchém modelu vzdalenosti k ur€eni prvnich 20 shod se sekvencemi



zndmych druhl registrovanych v databazi. Poskytuje také souhrn taxonomické
identifikace a fylogeneticky strom (Strugnell a Lindgren, 2007). Cast databaze
BOLD je vetejné k dispozici vyzkumnym organiim a projektiim. Spojuje molekularni,
morfologicka a distribuéni data. Ulozité BOLDu se sklada z dvoufazového zaznamu
— strankou se sekvenci a strankou obsahujici data vzorku (datum a misto chyceni
vzorku, soutfadnice a geograficky pohled véetné méfitka, obrazek), (Ratnasingham
a Hebert, 2007). K datu 3/2020 obsahuje 7 206 717 sekvenci od 543 099 druhu
(http://www.boldsystems.org/index.php/IDS_OpenldEngine).

1.3 Motyli (Lepidoptera)

Denni motyli jsou napadnou skupinou, kterou v terénu nelze piehlédnout. Disponuji
pestrou barevnosti blanitych kiidel a patii mezi nejkrasnéjSi bezobratlé. Diky
specifickym narokiim a rozmanitému zplisobu zivota jsou dilezitym c¢lankem
pfi vyhodnocovani stavu Zivotniho prostiedi a jsou zdrojem cennych informaci
pro vyzkumné laboratofe (Laryszova, 2010). Klicové jsou zejména vyzkumy vyvojové
biologie, genetiky, ekologie, biogeografie, chovani zvifat, zmény klimatu
a vzadjemnych vztaht hmyzu a rostlin (Wiemers a kol., 2018). Rad Lepidoptera
(motyli) pfedstavuje jednu z nejrozmanitéjSich skupin hmyzu s témét 180 000
popsanymi druhy z odhadovaného ptl milionu druhi (Kristensen a kol., 2007;
van Nieukerken a kol., 2011). Vétsinu diverzity fadu Lepidoptera tvofi no¢ni motyli,
denni motyli tvoii asi jen 20 000 druhd. Diverzita motyli je nejvétsi v tropech,
zejména v Neotropické oblasti (oblast Jizni Ameriky) s pfiblizné 8 000 druhy dennich
motylt (Lamas, 2004; Lavinia a kol., 2017). Ze v8ech fadt hmyzu maji Lepidoptera
nejvetsi mnozstvi sekvenci DNA barcodu v databazich (Huemer a kol., 2014). K datu
3/2020 databaze BOLD obsahuje 1 748 282 zaznami od 114 767 druhti a poskytuje

pokryti vice jak poloviny zndmych druht.



1.4 Fauna dennich motyla v Evropé

Populace motylt v Evropé posledni desetileti nepiijemné klesaji (Thomas a kol., 2004;
https://www.iucnredlist.org/). Podle souc¢asné¢ho seznamu (Wiemers a kol., 2018) je
v Evrop¢ zndmo 496 druhti dennich motyla, které patii do Sesti celedi:
246 druht do celedi Nymphalidae (babockoviti), 130 druhti do celedi Lycaenidae
(modraskoviti), 57 druhti do celedi Pieridae (bé&laskoviti), 47 druhti do celedi
Hesperiidae (soumraénikoviti), 15 druht do ¢eledi Papilionidae (otakarkoviti) a 1 druh
do ¢eledi Rionididae (pestrobarvcoviti). Evropa se déli na dva oddélené regiony podle
odli$nosti v druhové skladbé motyli — na stredomoiské zemé¢ a zemé severné
a vychodné od Alp a Pyreneji. Tyto dva regiony se piekryvaji na Grovni pouze
160 druht (Ulrich a Buszko, 2003). Ve stfedomoiskych zemich zije vice druhl
nez severngji (viz obr. 1). Na pyrenejském poloostrové zije kolem 50 % evropské
populace motyli.

V Evropé doslo v poslednim stoleti k podstatnym ztratdm biotopti a pfirodnich
jejich stanovist postupnym rozSifovanim zemédé€lstvi a lesnictvi. Zeméd¢€lské
1 lesnické zasahy do krajiny zni¢ily fadu moktadnich stanovist, zanikly meze, louky,
obcasné& pasené stran¢ a okraje polnich cest. UZivani insekticidii a chemickych hnojiv
vytladilo citlivéj§i druhy motyli ze zemédé€lské krajiny (Bene§ a kol., 2002).
Je dulezité ziskavat idaje o mife ubytku v riiznych skupinach volné zijicich zivoc¢ichu,
aby bylo mozZné ur¢it a zacilit ochranna opattfeni (van Swaay a kol., 2006). Pozorované
ubytky zapfic¢inéné témito negativnimi zasahy do krajiny vedly k zahajeni desitek
programi na ochranu motyli (Warren a Bourn, 2011; Bubové a kol., 2016). Chranéna
tizemi jsou nezbytna pro zachovani biologické rozmanitosti. Ubytek motylt indikuje
Spatny stav ptirody, jejich aktivni ochrana zajisti ochranu vétSiny druhového bohatstvi
bezobratlych (Konvicka a kol.,, 2010). Pro u¢innou ochranu je nutné fadné
identifikovat druhy ohrozené vyhynutim a za timto Gc¢elem se sestavuji tzv. cervené
seznamy. Hodnoceni pozic druhii na téchto seznamech by mélo byt zalozeno
na dukladnych znalostech jejich biologie a ekologie (Margules a Pressey, 2000;
Mattila a kol., 2006; Bubova a kol., 2016). I pfesto, Ze motyli tvoii jednu z nejvice
studovanych skupin bezobratlych, jsou takové znalosti dostupné pouze pro velmi
omezeny pocet jejich druht (van Swaay a kol., 2002; Wenzel a kol., 2006; Miiller
a kol., 2010, Bubova a kol., 2016).



Obr. 1: Pocet v evropskych statech aktualné Zijicich druhii dennich motyli véetné

pravidelnych migrantt a reintrodukovanych druhi (realné ¢islo je o néco nizsi, protoze
druh je klasifikovan jako vyhynuly az po nékolika letech, kdy nebyl zaznamenan),
(Wiemers a kol., 2018).

1.5 Fauna dennich motyli v Ceské republice

Na tizemi Ceské republiky se nachazi 141 druhti dennich motyli (jejich vycet, Geské
i latinské nazvy vcetné popisi obsahuje Pfiloha I.), dal$ich 19 druhu jiz vyhynulo
(Wiemers a kol., 2018, Obr. 1.).

Na jizni Moravé napojené na Panonskou nizinu se nachazeji nékteré teplomilné
jihoevropské druhy, ale i druhy kontinentélnich stepi. Dali takové druhy Ziji v Ceské
kotling, kam pronikly ptes kafion Labe. Vyznamnou roli sehral ¢lovek a jeho ne€kolik
tisic let trvajici plsobeni, které v dobé extenzivniho zemédélstvi udrzovalo
heterogenitu krajiny. Clovék ptisobenim v krajing rozgifoval bezlesi a tim umoziioval
preziti mnoha druht nelesnich stanovist’. Boredlni druhy se vyskytuji ¢asto ve vyssich

horskych polohéch, raSelinistich a nékteré i ve smiSenych mezofilnich lesich.



Na tizemi Ceské republiky se nenachazeji rozséhlejsi horské masivy a okrajova pohofi
dosahuji maximalné vysek 1 400—1 600 m. I pfesto zde byl zaznamenan izolovany
vyskyt nékolika horskych druht, ¢astéjsich v Alpach nebo Karpatech, napi.: Erebia
epiphron, Erebia sudetica (Lasttivka a Liska, 2011). V pohotich (Sumava, Jeseniky)
je také nejvétsi diverzita motylii. Dohromady tvoii druhy Zijici na uzemi Ceské
republiky znacné heterogenni soubor rizného geografického plivodu a obyvajici
stanovisté rozdilného charakteru (LasStivka a LiSka, 2011). Ptiklady druht dalSich
stanovi$t: bézné louky (Polyommatus icarus, Maniola jurtina, Coenonympha
pamphilus), stepi (Polyommatus damon, Chazara briseis, Spialia sertorius), vlhké
louky (Boloria selene, Lycaena hippothoe), raselinisté (Boloria eunomia, Vacciniina
optilete), tidké lesy (Euphydryas maturna, Parnassius mnemosyne), kioviny
(Iphiclides podalirius, Satyrium pruni). Jako v ostatnich statech Evropy, i v Ceské
republice ubyva ptirodnich stanovist rozsifujicim se zemédélstvim (Konvicka
a Benes, 2005). Celkem u nas vyhynulo uz 19 druhd motyld, néktefi v pribéhu
20. stoleti, jako napt.: Colias chrysotheme (zlutasek tizkolemy; Esper, 1781), Neptis
sappho (bé&lopasek hrachorovy; Pallas, 1771), Coenonympha hero (oka¢ hnédy;
Linnaeus, 1760). Dal$i druhy vyhynuly pomérné nedavno — napt. Colias myrmidone
(zlutasek barvoménny; Esper, 1781).

1.6 Vliv ¢étvrtohorniho klimatu na motyly

Pravidelné klimatické zmény v pleistocénu mély vliv na vnitrodruhovou genetickou
rozmanitost, kterou mizeme pozorovat, pokud ziskdme barcody z jedinct stejného
druhu zvice lokalit. Tyto klimatické zmény vedly ke zménam v distribuci
druhti, vymirani populaci, izolaci, evoluci a migraci (Schmitt a Hewitt, 2004), pficemz
rychlost téchto jednotlivych udalosti zavisela na Grovni tolerance jednotlivych druhti
(Dennis a kol., 1991). Tyto procesy mohly naptiklad snizit pfizpisobivost
(adaptabilitu) populaci v disledku genetického ochuzeni (Schmitt a Hewitt, 2004).
B¢éhem pleistocenniho zalednéni se jizni druhy izolovaly a vyvijely nezavisle.
Populace severnich druhl zistdvaly propojené, popt. byly mobiln¢j$i a mohly
migrovat na velké vzdalenosti. Stfedni Evropa (od Uralu po Britské ostrovy) tvori
jeden region s podobnou strukturou fauny a rozsahem jednotek. Smérem na jih se

endemita zvySuje, zatimco faundlni struktury zmenSuji prostorové naroky (Dennis

a kol., 1991).



Geograficka oblast, kterou druh obyva v dobé maximalniho tstupu z vétsi ¢asti
aredlu rozsifeni se nazyva refugium a mize byt jak v dobé ledové, tak i meziledové
(Stewart a kol., 2010). Velikosti refugii, délky doby vyskytu druhd v nich, a také
umisténi refugii formovaly souc¢asnou genetickou variabilitu uvnitt druhii. Kategorie
refugii (obr. 2) zahrnuji tradi¢ni jizni refugia pro teplomilné druhy a ekvivalentni
severska refugia pro druhy ptizpiisobené¢ chladu. Déle i krypticka refugia na sever nebo
na jih od hlavnich oblasti (Stewart a kol., 2010). Stfidanim dob ledovych
a meziledovych se spoleCenstva rozpadala a znovu se tvofily nové ekosystémy
1 spolecenstva. Dochdzelo ke zméndm v rozsifeni druhti. Teplomilné druhy se Sitily
smérem na sever v dobach meziledovych a druhy ptizptisobené chladu na jih v dobach

ledovych (Schmitt a Varga, 2012).

Refugia doby ledové

1) Jizni refugia

Teplomilné druhy se v dob¢ ledové obecné vyskytovaly na Pyrenejském, Apeninském
a Balkanském poloostrové a rozsifovaly se béhem teplych klimatickych fazi, jako je
souc¢asna doba meziledova (Stewart a kol., 2010). Piikladem jsou tfeba druhy
listnatych lesii. Jizni refugia teplomilnych druhii byla casto obklopena rozsifenymi

chladnymi suchymi stepnimi oblastmi (Petit a kol., 2003).

2) Krypticka severni refugia

Krypticka severni refugia jsou refugia doby ledové pro teplomilné taxony umisténa
ve vySSich zemépisnych Sitkach (Stewart a kol., 2010). Mohla se vyskytovat
v hlubokych chranénych tudolich, ktera poskytovala vhodné mikroklima pro

teplomilné druhy (Stewart a Lister, 2001).



Refugia doby meziledové

1) Severska refugia

Severska refugia jsou regiony, kde druhy ptizptisobené chladu ptezivaji v dobach
meziledovych. Na severni polokouli se severskd refugia nachazeji v nejsevernéjsich
¢astech kontinentalni Eurasie a Severni Ameriky (Stewart a kol., 2010). Béhem dob

ledovych bylo mnoho druht, pfizptisobenych chladu, rozsifenéjSich nez dnes.

2) Krypticka jizni refugia

Kryptickd jizni refugia byla refugia umoziujici pfeziti chladnomilnych druht
roz$itenych v nizSich zemépisnych Siikdch. Tato refugia méla obvykle horskou
topografii, jako jsou Alpy a Pyreneje (Stewart a kol., 2010). Populace druht,
adaptované na chlad v kryptickych jiznich refugiich, byly ¢asto obklopeny béhem dob
meziledovych populacemi teplomilnych druhtl, které se rozsitily ze svych refugii dob

ledovych (Stewart a kol., 2010).

Oceanicko-kontinentalni gradient

Krom vyse popsaného severojizniho gradientu ve zménach velikosti aredlu druht
pravdépodobné existoval jeSt€¢ ocednicko-kontinentdlni gradient. ,,Oceanickéd*
adaptace znamena ptizplisobeni na vlh¢i a méné proménlivé klima doby meziledové,
zatimco ,.kontinentalni*“ adaptace na sussi klima s vétsi sezonni variabilitou, které se
vyskytovalo v dobach ledovych. Tento gradient vysvétluje expanzi stepnich druht

behem doby ledové smérem do Evropy (Stewart a kol., 2010).



Obr. 2: Obecna klasifikace evropskych refugii. Cervena: refugia dob ledovych pro
teplomilné druhy (jizni refugia a severni krypticka refugia). Modra: refugia dob
meziledovych pro chladnomilné druhy (severni refugia a krypticka jizni refugia).
Zluta: refugia doby meziledové pro druhy kontinentalniho klimatu (oceanicko-

kontinentalni gradient), (pfevzato ze Stewart a kol., 2010).

1.7 Barcoding motyli v Evropé

Budovani databazi pro jednotlivé zemé je dulezité hlavné z diivodu ziskani informaci
o genetickych vztazich napti¢ Evropou. Zjisti se, zda se pouziva stejny nazev pro
steyjny druh vriznych zemich. Zna¢né pomulze s hledanim kryptickych druht
a pomuze i se spravnym zatfazenim chybné uréenych druht.

Prvni zemi v Evropé, kterd vytvofila dataset barcodu dennich motyli bylo

Rumunsko. Studie (Dinca a kol., 2011) byla zaméfena na 180 druht motyli pattici



do Sesti Celedi: Nymphalidae, Papilionidae, Pieridae, Lycaenidae, Riodinidae
a Hesperiidae vyskytujicich se v Rumunsku, coz je asi jedna tietina evropské motyli
fauny. Rumunsko obsahuje pét ekoregionti a je dobrym piikladem zemé mirného
pasu. Pro jejich studii bylo ziskdno 1387 sekvenci COl pro 180 druhti motyld,
coz bylo 99 % druhi s potvrzenym vyskytem v Rumunsku za poslednich
30 let v dob¢é vzniku studie. Vzorky byly odebrany ze 135 lokalit od dubna 2006
do ¢ervna 2009. Primérné bylo sekvenovano 7,7 vzorku na jeden druh. Studie jim
ukézala, ze DNA barcode dokdzal spravné identifikoval 90 % druhi v této oblasti.
Zbyvajicich 10 % (devét parti uzce pribuznych druhll) zahrnovalo ptipady parafylie
(4 dvojice — 4,5 %), polyfylie (2 dvojice — 2,2 %) nebo sdilely barcode s blizce
ptibuznymi druhy (3 dvojice — 3,3 %). Ctyfi ptipady parafylie a dva polyfylie
vykazovaly kratké vétve, to znamenalo nizkou urovenn mezidruhové genetické
vzdalenosti (mezi 0,15 % a 0,58 %). Krom zminénych tii dvojic byly vSechny
haplotypy druhové specifické, takze vzorky Slo pfifadit ke spravnému taxonu. Tti
dvojice druhd, které sdilely DNA barcode, byly uzce pfibuzné a dva z nich pravidelné
hybridizovaly (Colias crocea — Colias erate a Pieris napi — Pieris bryoniae (tab. 1).
Genetickd vzdéalenost k nejbliz§imu sousednimu taxonu se pohybovala
0od 0 do 11,1 %, v priméru 4,7 %. Patnact dvojic druhti (16 %) vykazovalo piekryvani
mezi jejich maximélni vnitrodruhovou genetickou variabilitou a minimalni
mezidruhovou odli$nosti (divergenci) od jiného taxonu. Vyskyt kryptickych taxonl
(). zatim nepopsanych, morfologicky neodliSitelnych druhi) byl nepravdépodobny,
protoze u osmi piipadi (4,4 %), kde byla zaznamenana hluboka vnitrodruhova
divergence, byla ¢ast sekvenci velmi podobna sekvencim blizce pfibuzného taxonu,
coz naznaCuje introgresi nebo neuplné tfidéni linii v sekvenovaném genu
(napt. Polyommatus napi a Polyommatus bellargus).

Dalsi studie DNA barcodt (Dinca a kol., 2015) byla zamétena na Pyrenejsky
poloostrov. Autoii ziskali 3502 sekvenci z 228 uznanych druht patficich do Sesti
celedi, s primérné 15,4 exemplafi na druh z rGznych zemépisnych oblasti, véetné
pevninského Spanélska, Portugalska, Andorry a Balearskych ostrovii. Pyrenejsky
poloostrov je centrum motyli diverzity, zahrnuje asi 50 % evropské motyli fauny.
Sekvence DNA byly pro 93,9 % z 228 druhti monofyletické, pro 2,6 % byly
polyfyletické a 3,5 % sdilely DNA barcode. VSechny druhy, kter¢ sdilely barcode patii
do ¢eledi Lycaenidae. Dv¢ ze Sesti motylich celedi (Pieridae, Papilionidae) obsahovaly

ze 100 % monofyletické druhy. V rdmci této studie byl tento pyrenejsky dataset
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nasledné¢ sloucen se vSemi ostatnimi vefejnymi zdznamy pro evropské motyly
v databazi BOLD (obr. 3) a byl vytvoten dataset s 5782 sekvencemi DNA z 299 druhii
(cca 60% fauny evropskych motyld) s primérné 19,3 exempléii na druh. Ve srovnani
s pyrenejskym datasetem tento soubor obsahoval vétsi geografické rozsifeni a pokryti
taxonu (71 dalSich druhti). Kdyz se geografické pokryti a pocet taxonil rozsiftil po celé
Evropé, troven monofylie klesla na 84,6 % z 299 druhti. 8,0 % bylo polyfyletickych
a 7,4 % sdilely DNA barcode. Poté uz pouze ¢eled’ Papilionidae obsahovala ze 100 %
monofyletické druhy. Evropsky dataset byl analyzovan metodou GMYC (Generalized
Mixed Yule-Coalescent), ktery hleda fylogeneticky vyznamné jednotky a tim padem
potencidlni kryptickou rozmanitost a zvyraznéni odlisnych linii. Vysledkem bylo
27,7 % druhi, které byly rozdéleny do dvou nebo vice entit, které predstavuji
potencialni kryptickou biologickou rozmanitost.

V roce 2011 vznikla studie v Bavorsku (Hausmann a kol., 2011) zamétena
nejen na denni motyly, ale i na vétsi no¢ni motyly (Macroheterocera). Dataset se
skladal ze sekvenci pro 1264 z 1338 druhti motyli. V soucasné dobé se vyskytuje
na Uzemi Némecka 174 druht dennich motyla. Déle vznikla studie s barcodingem
stiedoasijskych motylt (Lukhtanov a kol., 2009), ktera ve skute¢nosti zahrnovala
dataset z celého tzemi byvalého SSSR. V poslednich letech zpracovaly celé fauny

dennich motyli i Rakousko a Finsko (Huemer a kol., 2014) a Svycarsko (Litman

a kol., 2018), (obr. 4).
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Obr. 3: Mapa Evropy ilustrujici intenzitu odbéru vzorkli a pokryti taxonu (procento
druhli pfitomnych v kazdé zemi se zdznamy barcodu DNA) pro evropsky dataset

pouzity pro studii Dinca a kol., 2015.

Obr. 4: Zluté jsou vyznaleny evropské stity se zpracovanymi barcodovymi
knihovnami motyli fauny. Cisla ukazuji poéet jedincti dennich motyla v jednotlivych
statech v databazi BOLD k 3. 2. 2020.
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2. Cil prace:

Cilem této prace bylo ziskat a osekvenovat Gisek mitochondridlni DNA (tzv. barcode)

velké Casti druhti Ceskych dennich motyl za ucelem zjisténi jejich genetické

pribuznosti, vnitrodruhovych vztaha a geografické ¢i habitatové riznorodosti.
Druhym ukolem bylo porovnat ziskané sekvence DNA s dal§imi staty Evropy,

aby se zjistil ptivod nasich ¢eskych populaci a poptipad¢ i jejich unikatnost.
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3. Metodika:

Zakladem laboratorni prace byla izolace DNA z noh motylu, ktera byla dale vystavena
polymerazové fetézové reakci (PCR), umoznujici cyklickou klonaci vybranych tseki
DNA. Za pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu pak byla ovéfena kvalita PCR
produktii, které se poslaly na sekvenovani nukleovych kyselin — urceni potadi
nukleotidi v useku DNA. Nasledovala tUprava a srovnani (tzv. aligning)
nasekvenované DNA. Upravené sekvence se tak daly porovnavat, tiidit a fadit pomoci
specializovanych programd, které mi mohly poskytnout geograficky pohled na motyli

biodiverzitu a ur€it pfibuznost a vyvojové linie.

3.1 Sbér vzorkua

V prvni fad¢ se musely sehnat vSechny druhy motyli zijici na naSem tUzemi. Byly
pouzity nékteré sekvence, které uz byly zhotovené pro jiné vyzkumy (Bartoniova a kol.,
2019; Maresova a kol., 2019), dale vzorky motyli jiz pfipravenych k izolaci. V§echny
ostatni druhy musely byt za ticelem této prace odchytany z volné ptirody (Tabulka I.).
Kvili mozné vnitrodruhové variabilité nebo morfologické podobnosti nékterych druht
se sbiralo a pouzilo k dalSim kroktim vice vzorkli jednoho druhu. VSem vzorkim
celych t€l motyld byly odebrany nohy a pfemistény do mikrozkumavek

(tzv. eppendorfek). Kazda eppendorfka musela byt fadné€ oznacena.

3.2 lzolace DNA

V zavislosti na ¢ase jsem izoloval 8 az 30 vzorkl naréz. 1zolaci jsem provadel pomoci
sady Genomic DNA Minit kit dle ndvodu. Prvnim krokem bylo pfidani 200 pl
lyza¢niho pufru (GT Buffer) do kazdé z eppendorfek za pomoci pipety. V ném jsem
za pomoci pestli rozdrtil nohy motyld na co nejmensi ¢asti, aby doslo k homogenizaci
vzorku. Poté jsem piidal 20 pl Proteindzy K, ktera slouzi k degradaci bilkovin
V bunéénych lyzatech a za pomoci vortexu jsem vzorky promichal. Eppendorfky jsem
poté umistil do inkubacniho zafizeni na nejméné 14 hodin, kde se inkubovaly
pii teploté 60 °C. Po inkubaci jsem ptidal 200 ul GBT pufru (GBT Buffer), vzorek
jsem promichal a dal inkubovat na dalSich 20 minut. Dale jsem ptidal 200 pl

analytického lihu (ethanol) a vzorky jsem znovu promichal. Nasledn¢ jsem
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pfepipetoval obsah eppendorfek do pfipravenych kolonek. Kolonky jsou
mikrozkumavky (GD column) ve sbérnych 2 mililitrovych zkumavkach (Collection
Tube). Poté jsem kolonky umistil do centrifugy na 2 minuty pii 15 000 otackach
za minutu. Kolonky jsem pak piemistil do novych sbérnych nadob a staré jsem
vyhodil. Do kolonky jsem ptidal 400 ul promyvaciho W1 pufru (W1 Buffer)
a pak byly kolonky znovu centrifugovany 30 sekund. Vylil jsem obsah sbérné nadoby
a pridal 600 pul dalsiho promyvaciho pufru (WASH Buffer) a opét se centrifugovalo
30 sekund. Poté jsem znovu vylil obsah sbérné nadoby a pokracoval s dalSimi tfemi
minutami v centrifuze — vysouseni. Po skonceni jsem piemistil kolonky do novych
eppendorfek. Do kazdé eppendorfky jsem ptidal 70 pul piedehiatého (60 °C) elu¢niho
roztoku (Elution Buffer), ktery uvoliiuje vazanou DNA v kolonce. Elution Buffer se
nechal plsobit minimaln¢ 10 minut. Nésledné se centrifugovalo 30 sekund, tim se

uvolnily templaty DNA do eppendorfek, které jsem uskladnil v mrazaku (-20 °C).

3.3 PCR

Amplifikoval se mitochondrialni gen cytochrom c¢ oxidaza podjednotka 1 (COI).
Nejdiive jsem potteboval vytvorit Master Mix, ve kterém probihala PCR reakce.
Ten se skladal z 4 ul PCR H20, 6,25 ul Bioline RedMix a dvou univerzalnich primert
— 0,625 pul Forward primer LCO a 0,625 pl Reverse primer NANCY (Monteiro
a Pierce, 2001; Wahlberg a Wheat, 2008). Sekvence primeru LCO je: 5 TAA TAC
GAC TCA CTA TAG GGG GTC AAC AAA TCA TAA AGA TAT TGG 3
a sekvence primeru Nancy: 5' ATT AAC CCT CAC TAA AGG G CCT GGT AAA
ATT AAA ATA TAA ACT TC 3'. Primery obsahovaly promotory (T7promoter a T3)
pro usnadnéni sekvenovani. Uvedené objemy jsou uvedeny na 1 vzorek. Dle poctu
vzorkll se ndsobné¢ navySovaly 1 objemy jednotlivych slozek Master Mixu. VSechny
chemikalie se skladovaly podchlazené. Pfipraveny Master Mix jsem piepipetoval na
specidlni desticku obsahujici mikrozkumavky. Do kazdé mikrozkumavky jsem
piepipetoval 11,5 ul Master Mixu a 2 ul templatu DNA. Desticku jsem protiepal
a umistil do termocykleru k amplifikaci DNA.

PCR probihala nésledujicim zptisobem: 3 minuty pocate¢ni denaturace (zahtati
na 95 °C) — rozpojeni vodikovych mustkl, poté 40 cykli — 30 sekund (94 °C),
30 sekund (60 °C) a 30 sekund (72 °C). Proces kon¢i 10minutovou finalni elongaci
(72 °C). Vysledkem jsou desitky miliard amplifikovanych fragmenti DNA.
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3.4 Elektroforéza

Pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu jsem ovéiil kvalitu produkti PCR.
Zviditelnily se a oddélily riizné dlouhé skupiny fetézci DNA. Nejprve bylo tieba
vyrobit 1,5 % agar6zovy gel. Rozmichal jsem 1,5 g praskové agarozy ve 100 ml TAE
pufru (TAE Buffer). Smés jsem dal do mikrovinné trouby na 1,5 min. Gel m¢l mit
po vyndani z trouby rosolovitou konzistenci. Poté jsem piidal do gelu 1 ul barviva
GEL-RED a promichal smés. Dale jsem gel pielil do pfipravené vanicky s hiebinky
(vytvofi jamky pro vneseni vzorki) a pockal 20 minut, nez gel ztuhne. Po ztuhnuti
gelu jsem vanicku vlozil do elektroforetické vany s elektroforetickym pufrem.
Nasledovalo piepipetovani vzorklt do jamek v gelu. Do jedné jamky jsem ptidal
samostatné velikostni ladder k odhadu velikosti DNA fragmenti. Po piepipetovani
jsem uzaviel vanicku a napojil anodu a katodu. Pti konstantnim napéti 150 V po dobu
25 minut se zaporné nabité fetézce nukleovych kyselin prodiraly smérem ke kladné
elektrodé. Po probéhnuti elektroforézy jsem gel vyndal zvaniCky a umistil
pod UV transiluminator s kamerou s ¢ernym filtrem k fotodokumentaci. Fotografie
ukézala, u kterych vzorkl probéhla PCR uspésné a vznikl PCR produkt (Obr. 5). PCR
produkty byly odeslany do firmy Macrogen (Amsterdam, Nizozemsko), kde byly

na komer¢ni bazi osekvenovany na sekvenatoru typu ABI3730XL.

3.5 Uprava sekvenci a fylogenetické analyzy

Ziskané sekvence byly nejprve porovnany s databazi pomoci algoritmu BLAST
aptipadné kontaminace byly vymazany. Pak byly sekvence zkontrolovany v programu
Geneious (Kearse a kol., 2012) a nasledné¢ zarovnany metodou CLUSTAL-W.
K sekvencim ziskanym v rdmci tohoto projektu byly pfidany sekvence s ostatnim
projektli laboratofe a také sekvence vzorkli pochézejicich z izemi Ceské republiky
ziskané z databazi GenBank a BOLD. Jako outgroup (zakotfenéni stromu) byly pouzity
dvé sekvence vietenusek (rod Zygaena) z databaze GenBank.

Fylogenetické¢ stromy byly vytvofeny metodou maximalni veérohodnosti
(maximum likelihood) a metodou Bayesovské inference. Konsensudlni strom
maximalni vérohodnosti byl spoc¢itan v programu IQTREE (Nguyen a kol., 2015)
pomoci IQTREE webového serveru (Trifinopoulos a kol., 2016), metodou ultrafast

bootstrap (Minh a kol., 2013). Dichotomicky Bayesovsky strom byl spocitan
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v programu Beast 1.10 (Suchard a kol., 2018). Specia¢ni model byl nastaven jako
Speciation: Yule process a molekularni hodiny jako strict clock. Analyza byla pocitana
na 15 milionti generaci ve 3 nezavislych bézich. Podobnost téchto béhti byla
pirezkoumana v programu Tracer 1.6 (Rambaut a kol., 2014). Stromy ze vSech tfi béhi
byly spojeny a nasledné byl nalezen jediny nejlepsi strom. Substitu¢ni model pro
Bayesovskou analyzu byl pouzit GTR + I + G nalezeny pomoci programu

PartitionFinder 2 (Lanfear a kol., 2017).

3.6 Analyza GMYC

Rozdéleni vétvi na entity (potencialni druhy) bylo provedeno na Bayesovském stromé
metodou ST-GMYC (single treshold Generalized Mixed Yule Coalescent) v knihovné
splits (Ezard a kol., 2009) v programu R. Nasledn¢ jsem jednotlivé entity rozdélil
do ¢tyt skupin: (1) jeden taxonomicky druh = jedna entita, (2) vice taxonomickych
druhil spada do jedné entity, (3) jeden taxonomicky druh byl rozdé€len na vice entit,
(4) jeden taxonomicky druh byl rozdélen na vice entit a soucasné doslo ke slouceni
s dalsim druhem. V piipadech (2), (3) a (4) jsem hledal, zda je toto rozde¢leni
sympatrické (tj. entity/druhy se vyskytuji spole¢né na stejném uzemi — ve stejném

kraji) ¢i alopatrické (entity/druhy se vyskytuji geograficky jinde).

3.7 Porovnani c¢eskych vzorkui modraskovitych (Lycaenidae)

S rumunskymi a némeckymi vzorky

Pro tuto analyzu bylo pouzito 125 sekvenci od 33 ¢eskych druhti (75 % fauny celedi
Lycaenidae). Tyto sekvence byly porovnavany s databazovymi vzorky z Rumunska
(Dinca a kol., 2011) a Némecka (Hausmann a kol., 2011) Kk uréeni jejich vzajemné
ptibuznosti. Z Rumunska bylo k dispozici 316 sekvenci a z Némecka 110 sekvenci.
Zvoleny byly tyto dvé zemé, protoze maji zpracované barcodingové knihovny pro
denni motyly a jejich fauny se z vétsi Casti prekryvaji s Ceskou faunou. Nejdiive byl
Vv programu Beast 1.10 spocitan Bayesovsky strom, kde byl speciacni model nastaven
jako Coalescent: Constant Size a molekularni hodiny jako strict clock. Analyza byla
pocitana na 10 miliont generaci ve 3 nezavislych bézich a substitu¢ni model byl pouzit

GTR + 1.
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Podle topologie stromu jsem pak druhy rozd¢lil do péti skupin: 1) chybi data
pro jednu ze srovnavacich zemi (nebo obg€), 2) ¢eské vzorky ptibuzné jak rumunskym,
tak némeckym vzorkim (nedd se urcit), 3) Ceské vzorky (vétSinou) piibuzné
rumunskym, 4) ceské vzorky (vétSinou) piibuzné némeckym a 5) vétSina Ceskych

vzorki tvofi samostatnou skupinu (vétev).

o\ (Lo whwer)

Obr. 5: Fotografie gelu z UV transiluminatoru ukazujici, zda u jednotlivych vzorktu

probéhla PCR reakce a byl ziskdn PCR produkt (levy sloupec bilych pruht).
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4. Vysledky:

Dohromady bylo za pomoci spolupracovnikti nasbirano 787 vzork motylt 120 druhti
z celkovych 141 druht Zijicich na nasem uzemi (tj. 85 % ceské fauny; Ptiloha 1.),
S pramérn¢ 6,55 vzorku na 1 druh. Vzorky byly nasbirany z pfiblizné 300 lokalit
po Ceské republice (obr. 6). Ve své praci jsem izoloval 255 vzorkt a 532 vzork bylo
pouzito zjinych projekti pracovisté. Z téchto vzorkii bylo uspésné ziskano
398 sekvenci z 82 druhti (58,2 % fauny) s primérem 5 sekvenci na 1 druh. DalSich
102 sekvenci z 11 druhti bylo ziskédno z databazi (GenBank, BOLD). Celkov¢ bylo
v této praci pouzito 500 sekvenci z 87 druhti (61,7 % fauny).

Z tohoto poctu 232 sekvenci nalezelo k 34 druhtim z ¢eledi Nymphalidae
(55,7 %), 125 sekvenci k 33 druht z ¢eledi Lycaenidae (75 %), 1 sekvence k 1 druhu
z ¢eledi Riodinidae (100 %), 130 sekvenci k 11 druhtim z ¢eledi Pieridae (68,8 %),
10 sekvenci k 7 druhtim z ¢eledi Hesperiidae (46,6 %) a 2 sekvence k 1 druhu z ¢eledi
Papilionidae (20 %).
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Obr. 6: Lokality sbéru motyli pouzité pro tuto praci.
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Fylogenetické analyzy
4.1 Topologie fylogenetickych stromi

Na bazi stromu vytvoreného metodou maximalni vérohodnosti se nachéazi celed’
Papilionidae (Ptiloha II.). Nymphalidae je monofyletickd celed, Lycaendiae
a Rionidae jsou spolu také monofyletické. V tomto strom¢ neni monofyleticka Celed’
Pieridae, tvofi dvé vétve. Prvni vétev zahrnuje druhy Pieris manni, P. rapae a P. napi.
Druhou vétev tvoti Colias spp., Aporia crataegi, Leptidea juvernica a L. sinapsis.
Druhou celedi rozd€lenou na dvé vétve jsou Hesperiidae. V prvni vétvi je vétSina
druht, v té druhé pouze Carcharodus alceae.

Ve stromu vytvofeném metodou Bayesovské inference je ¢eled’ Pieridae také
rozd€lena na dvé vétve. Lycaenidae uz zde ale netvori monofylii s Rionidae, zde je
na samostatné vétvi. I zde tvoii Hesperiidae dvé vétve. Jedna z vétvi Hesperiidae je

sesterska s Riodinidae.

4.2 Vysledky analyzy GMYC

Vsech 500 sekvenci patticich k 87 druhim bylo analyzovano metodou GMYC
za ucelem nalezeni potencionalni kryptické biodiverzity a odlisnych linii. VSechny
druhy byly rozdé€leny do ¢tyt skupin: 1) vSechny vzorky dané¢ho druhu patii do jedné
entity (spravné ur¢ené druhy tvofici aktudlni biodiverzitu), 2) dva nebo vice druhli
patii do jedné entity, 3) jeden druh je rozdélen na vice entit (potencionalni krypticka
diverzita) a 4) jeden druh rozdélen a slou€en s jinym druhem.

Ve skupiné (1) se nachdzi 71 druhii (81,6 %) z celkového poctu druh.
Ve skupiné (2) jsou celkem 4 druhy (4,6 %) sloucené do dvou entit. Osm sekvenci
Pseudophilotes vicrama a ti'i sekvence Pseudophilotes baton byly slouc¢eny jako jedna
entita. VSechny vzorky P. vicrama pochazeji ze stfedoCeského kraje, zatimco co
vzorky P. baton z okoli Sumavy. Dvé sekvence Colias erate vytvofily jednu entitu
dohromady s dvéma sekvencemi Colias crocea. Vsechny vzorky rodu Colias jsou
sympatrické — pochézeji z okoli centrdlni Moravy. Ve skupiné (3) je 10 druht
(11,5 %) a jsou to: Pieris rapae, Colias palaeno, Boloria selene, Aphantopus
hyperantus, Maniola jurtina, Melanargia galathea, Melitaea athalia, Melitaea

aurelia, Coenonympha glycerion a Erebia medusa, které se rozdélily do dvou ¢i vice
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entit. Vzorky Aphantopus hyperantus, Melitaea aurelia a Erebia medusa
nevykazovaly geografické rozd€leni. Pieris rapae rozdéleny do dvou entit (46:7)
obsahoval ve druhé entité 6 vzorkt z GenBanku (z Olomouce) a 1 vzorek analyzovany
pro tuto praci (z Ceskych Budgjovic). Druh Colias palaeno rozdéleny v poméru
10:3:29:1 sekvenci na entitu. Prvni entita s deseti vzorky byla smiSend — 8 vzorkt
ze Sumavy (Jezerni slat’, Svétlik, Kapli¢ské raselinisté) a 2 vzorky ze Slavkovského
lesa. Druh4 entita se tfemi vzorky byla ze vzorki na Sumavé (Kapli¢ské raselinisté,
Zahvozdi), tieti entita obsahuje vzorky ze Sumavy a Krugnych hor. Entita s jednim
vzorkem je ze Sumavy (Zahvozdi). Druh Boloria selene byl rozdéleny do péti entit
(3:3:4:2:13). Prvni entita obsahuje vzorky z Bilych Karpat (Hr¢anky, Sidonie), druha
entita pouze ze Sidonie. Tteti entita obsahuje 3 vzorky ze Sidonie a 1 vzorek
ze Slavkovského lesa (Nové ves u Sokolova). Ctvrta entita zahrnuje 2 vzorky z Bilych
Karpat (Hréanky a Sidonie). V posledni entité se nachazi vzorky z Bilych Karpat,
Slavkovského lesa a Sumavy. Vechny vzorky Maniola jurtina (10:57:2:1) pochézeji
ze dvou lokalit — okoli Ceského Krumlova a PR Terasy (Uherské Hradi§té). Prvni dvé
entity jsou z obou lokalit, tieti o dvou vzorcich jsou z PR Terasy a ¢tvrta entita pochazi
z Ceského Krumlova. Druh Melanargia galathea byl rozd&len do &tyt entit (2:14:3:1)
se vemi vzorky taktéZ od Ceského Krumlova a PR Terasy. Prvni entita ma 1 vzorek
z Ceského Krumlova a druhy z PR Terasy. Druh4 i tfeti entita je také rozd&lena mezi
tyto dv¢ lokality. Vzorek ¢tvrté entity je z PR Terasy. Druh Aphantopus hyperantus se
rozdélil do dvou entit (2:2). Vechny vzorky jsou z okoli Ceského Krumlova. Druh
Melitaea athalia rozdélena do dvou entit (2:2). Jeden vzorek je z Krusnych hor, ostatni
z Moravy. Dal$im rozdélenym druhem je Melitaea aurelia rozdélena do dvou entit
(2:1). VSechny vzorky jsou sympatrické zokoli jihovychodni Moravy. Druh
Coenonympha glycerion byl rozdélen do dvou entit (1:1). Jeden vzorek je z Olomouce
a druhy z Podyji. Poslednim rozdélenym druhem je Erebia medusa rozdélena do dvou
entit (1:1). Oba vzorky jsou ze stfednich Cech.

Skupina (4), 2 druhy (2,3 %) - zajimavym piipadem je rozdéleni Polyommatus
coridon do dvou entit v poméru sekvenci (5:12) a zaroven slouc¢eni téchto 12 sekvenci

s Polyommatus bellargus (12+3).
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4.3 Porovnani cCeskych vzorki modraskovitych (Lycaenidae)

S rumunskymi a némeckymi vzorky

U 33 druht z ¢eledi Lycaenidae jsem porovnal ptibuznost ¢eskych vzorki se vzorky
pochézejicimi s Rumunska a Némecka. VSechny druhy jsem rozd¢lil do péti skupin:
1) chybi data pro jednu ze srovnavacich zemi (nebo ob¢), 2) Ceské vzorky ptibuzné jak
rumunskym, tak némeckym vzorkiim (nedd se urcit), 3) ceské vzorky (vétSinou)
pfibuzné rumunskym, 4) ¢eské vzorky (vétSinou) piibuzné némeckym a 5) vétSina
¢eskych vzorkl tvoii samostatnou skupinu (vétev).

Ve skupiné (1) se nachazi celkem 10 druht (30,3 % z porovndvanych druht).
Pro druhy Satyrium ilicis, Cupido decoloratus, Cupido alcetas, Glaucopsyche alexis,
Pseudophilotes vicrama, Lycaena alciphron a Lycaena dispar chybi némecké vzorky.
Cupido alcetas tvoii samostatnou ¢eskou i rumunskou vétev. Druhiim Polyommatus
damon a Vacciniina optilete chybi rumunské vzorky. Vacciniina optilete tvofi
samostatnou ¢eskou a némeckou vétev. Pro druh Pseudophilotes baton chybi jak
némecké, tak rumunské vzorky (v Rumunsku se tento druh nevyskytuje a v Némecku
je pravdépodobné velmi vzécny). Ve skupin€ (2) se nachdzi 19 druhit (57,7 %)
u kterych nesla ur€it piibuznost: Satyrium pruni, Satyrium w-album, Cupido minimus,
Cupido argiades, Plebejus argus, Polyommatus amandus, Polyommatus dorylas,
Polyommatus coridon, Polyommatus bellargus, Aricia agestis, Aricia artaxerxes,
Cyaniris semiargus, Phengaris alcon, Phengaris arion, Phengaris teleius, Phengaris
nausithous, Scolitantides orion, Lycaena tityrus, Lycaena phlaeas. Ve skupiné (3) je
1 druh (3 %), ktery je pfibuzny rumunskym druhim: Thecla betulae (¢eské vzorky
tvoftily vétev spole¢né s rumunskymi, némecké tvotily vlastni vétev). Ve skupiné (4)
je také 1 druh (3 %), kde jsou naSe vzorky piibuzné tém némeckym: Aricia eumedon
(¢eské vzorky tvotily vétev spolecné s némeckymi, rumunské tvotily vlastni vétev).
Ve skupiné (5), kde Ceské vzorky tvotily samostatnou vétev, jsou 2 druhy (6 %):

Plebejus argyrognomon a Polyommatus thersites.

22



5. Diskuze:

Tato prace byla zaméfena na osekvenovani useku mitochondrialni DNA vétSiho
mnozstvi druhti ¢eskych dennich motylti za ucelem souhrnného ptrehledu ceské fauny

a porovnani vysledkt a ptibuznosti s dalsimi staty Evropy.

5.1 Ziskané vzorky a sekvence

Pro tuto préci byly dohromady posbirany vzorky celkem od 120 druhti ze 141 druhd.
Takové zastoupeni (85 % fauny) je celkem vysoké vzhledem k vzacnosti velké ¢asti
druhti. I pfesto méla napf.: studie Dinca a kol. (2011) 99 % fauny Rumunska a studie
Dinca a kol. (2015) ptes 90 % fauny Pyrenejského poloostrova. Mezi 21 chybéjicich
druht patii napt.: Thymelicus sylvestris, Satyrium spini nebo Nymphalis xanthomelas.
Zlepsit by se dalo zastoupeni vzorkli na druh. Primérné sice mdm cca 6 vzorku
na 1 druh, ale u vétSiny jen 1 az 2 vzorky a u par druhii naopak az desitky vzork.
Je dilezit¢é mit vice vzorki od kazdého druhu z hlediska variability vyskytu
a vnitrodruhové odliSnosti. Ze vzorki, které jsem zpracovaval, nebo byly zpracovany
v jinych projektech, nevysly vSechny. Z ¢asti izolaci se nepodafilo ziskat sekvenci
kvili horsi kvalit¢ vzorku (stafi vzorku nebo Spatnému skladovani) nebo kvili
kontaminaci. Tyto vzorky se musi osekvenovat znova na dva krat$i useky DNA,
pomoci primert LCO/K699 a Ron/Nancy. Kratsi sekvence maji vétsi Sanci na uspéch
pti amplifikaci u vzork s fragmentovanou DNA. Celkem jsem ziskal sekvence pouze
od 82 druhii (398 vzorki) z celkovych 120 ziskanych druhti (787 vzorki). To je malé
mnozstvi z hlediska prace zaméfené na celkovou faunu Ceské republiky. Pro lepsi
a komplexnégjsi studii je dulezité zahrnout chybéjici druhy a dosekvenovat vSechny
vzorky s co nejvys$si Gspés$nosti, aby se ziskal kompletni dataset pro celou zemi.
Z hlediska ¢eledi madm nedostatecné zastoupeni druhii pro nékteré celedi, napt.: 20 %
Papilionidae, 53,3 % Hesperiidae a 46,6 % Nymphalidae. Zastoupeni pro celed’
Lycaenidae (75 %) a Pieridae (68,8 %) je sice vyssi, ale nedosahuje vétSinového
zastoupeni (alespoil 90 %) pro souhrnny piehled.

Vzorky dalSich druht pro tuto praci byly uz vétSinou sesbirany
spolupracovniky Entomologického tustavu BC AV, ale nebyly zatim databazovany

ani sekvenovany a budou do prace zahrnuty v dalsi fazi projektu.
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5.2 Porovnani topologie stromii s publikovanymi daty

Fylogeneticky strom dle Wiemers a kol. (2019) zaloZeny na n¢€kolika genech se s ML
stromem z této prace shoduje na trovni ¢eledi na pozici ¢eledi Papilionidae. VSechny
ostatni Celedi jsou monofyletické. Celed’ Rionidae a Lycaenidae jsou v této studii
piibuzné.

Strom z barcodingu stiedoasijskych motyla (Lukhtanov a kol., 2009) je oproti
mému dvojnasobné rozvétveny na urovni &eledi. Celed” Pieridae je zde ve tfech
vétvich, jednou tvoti monofylii z ¢eledi Papilionidae, po druhé s ¢eledi Nymphalidae.
Celed’ Lycaenidae je sesterska jedné vétvi Geledi Nymphalidae. Celed” Nymphalidae
je zde v Sesti vétvich (jedna z nich je postupné se rozdé€lujici v dalSich sedm vétvi).

Strom sestaveny z celych genomu (Espeland a kol., 2018) — Papilionidae
na stejné pozici. Dle této studie jsou Lycaenidae a Rionidae rovnéz spolu
monofyletické. Zadna Geled neni rozdélena do dvou vétvi. Celed” Hesperiidae maji
blize bazi nez v mém stromu a Nymphalidae je vice odvozenéjsi.

Rozdil ve fylogenetickém signalu, ktery dava mitochondrialni DNA (mtDNA)
a jadernd DNA (nuDNA), je na urovni fylogeneze celé skupiny dennich motyll
zpusoben tzv. saturaci mtDNA, coz znamend, ze mitochondridlni genom je uz

zmutovany natolik, Ze vzdalen¢ pfibuzné organismy mohou mit podobné sekvence.

5.3 Analyza rozdéleni na druhy (GMYC)

Ve vétsiné piipadt analyza pfifadila jednu entitu k jednomu druhu (81,6 %).
To znamena, Ze zminénych 81,6 % (71 druht) bylo spravné uréeno v terénu, analyzou
spravné zafazeno a lze tyto druhy snadno urcit pomoci jejich barcodu.

V druhé skuping (slou¢ené druhy) jsou dva druhy z rodu Pseudophilotes a dva
druhy zrodu Colias. Stejného vysledku dosahla téz studie Dinca a kol. (2011)
zabyvajici se barcodingem Rumunska. VSechny mé vzorky rodu Colias pochazeji
z okoli centralni Moravy. Mezi blizce pfibuznymi druhy rodu Colias ¢asto dochazi
K hybridizaci. Sdilenim podobnych stanovist a rostlinnych narokd zvySuji
pravdépodobnost hybridizace (Brunton, 1998). Castou hybridizaci sdileji introgresi
vyznamnou ¢ast svych genomi (Wang a Porter, 2004). Proto je u nich fylogeneze

obtizna a vysvétluje to zatazeni Colias erate mezi C. crocea.
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Druhy Pseudophilotes vicrama a Pseudophilotes baton jsou morfologicky
témet stejné. Rozlisit je 1ze pouze na zaklad¢ studie genitalii — liSi se pouze tvarem
kopuldku (Settele a kol., 2015). Diivodem slouceni do jedné entity bude jejich velice
blizka piibuznost. Housenky obou druh@l poZiraji pouze druhy matetidousek. V CR
Jsou V soucasnosti oba druhy znaéné geograficky izolované, takze nemuze dojit
k jejich zaméné. Druh Pseudophilotes vicrama se nachazi pouze lokaln¢ v teplych
oblastech blizko Prahy, Ceském krasu, Ceském stiedohoii a v okoli Mostu (Benes
akol., 2002). A to v mélo po&etnych populacich. Druh P. baton Zije pouze na Sumavé
a Novohradskych horach taktéz ve velmi malo pocetnych koloniich. Ve vétSing
lokalitach vymieli (Benes a kol., 2002).

Ve tieti skupiné jsou druhy: Pieris rapae, Colias palaeno, Boloria selene,
Aphantopus hyperantus, Maniola jurtina, Melanargia galathea, Melitaea athalia,
Melitaea aurelia, Coenonympha glycerion a Erebia medusa. Ve vétsing piipadi maji
vzorky rozdé€lenych entit stejnd mista vyskytu a bude se jednat pouze o vétsi
mitochondrialni vnitrodruhovou variabilitu.

Ctvrta skupina zahrnuje rozdéleni Polyommatus coridon do dvou entit.
Z celkem 17 sekvenci byly v této praci analyzovany pouze dve. Oba vzorky pochazi
z Moravy (VySkov a Havraniky). Zbylych 15 sekvenci pochazi z GenBanku. Ani
u jednoho vzorku neni lokalita, pouze zemé Ceska republika, takze nemohu posoudit
ptipadné geografické rozdéleni. Téchto 17 sekvenci se rozdélilo na dvé entity (jedna
s 5 vzorky a druhd z 12 vzorky). Vytvorena entita s 12 vzorky se zaroven sloucila se
vSemi tfemi vzorky Polyommatus bellargus. Dva vzorky Polyommatus bellargus jsou
Z Moravy (Olomouc a Pavlovice), tfeti vzorek je z Jiho€eského kraje blizko k hranicim
(Studanky). Zajimavé je, ze zminénych 15 sekvenci Polyommatus coridon
z GenBanku (+ 2 sekvence analyzované k této praci) se rozdé€lilo do vyse uvedenych
entit po 12 a 5 vzorku. Mohlo tedy dojit ke $patnému popisu, kviili zna¢né podobnosti
samic téchto druhd, ale oba druhy jsou znamé tim, ze mohou hybridizovat a jejich
vztahy jsou dosti slozité (Talavera a kol., 2013). Oba druhy byly v minulosti v Ceské
republice hojné rozsifené, ale jejich stavy klesly kvuli rekultivaci a ztraté stanovist’
(Benes a kol., 2002). Druh Polyommatus coridon ma pocetné&jsi populace v teplejsich
oblastech (nejvétsi lokality vyskytu ve stfednich Cechach a jizni Moravé; Benes a kol.,
2002). Za to Polyommatus bellargus je na pokraji vymfeni na celém tizemi Ceské
republiky. Lokaln& je rozsifen&jsi na Jizni Moravé, vzacné z okoli Prahy, Ceském

stiedohoi1, Polabi a v posledni dobé i v jihozapadnich Cechach (Benes a kol., 2002).
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Na tarovni jednotlivych druht a skupin pfibuznych druhti mize byt rozdil
vinformaci z mtDNA a nuDNA zplsoben infekci bakterii Wolbachia
(cytoplazmaticky endosymbioticky parazit), ktera zptisobuje parovaci nekompatibilitu
mezi infikovanymi a zdravymi jedinci (Toews a Brelsford, 2012). Dale mtze byt rozdil
zpusoben adaptivni introgresi mtDNA, demografickymi rozdily, asymetrickou
disperzi zavislou na pohlavi a pohybem hybridni zéony. Kdyz populace zaziji obdobi
geografické izolace a nasledného sekundarniho kontaktu, mohou se také signaly

mtDNA a jaderné¢ho genomu lisit (Toews a Brelsford, 2012).

5.4 Porovnani vysledkit GMYC s pyrenejskym barcodingem

Analyza GMYC tplného datového souboru pyrenejskych druhi podle studie Dinca
a kol. (2015) ptedstavujicich 299 druhti ukazala 55,9 % (167 druhil) jako samostatné
entity, 16,4 % (49 druhi) bylo zahrnuto s jinym druhem a 27,7 % (83 druhil) bylo
rozdeleno do dvou az Ctyt entit. Oproti této praci ale méli vic jak tfikrat vice druhd,
takze byla vétsi Sance na nalezeni kryptickych druhi. Cim vice vzorkii budeme mit,
tim vice se jich rozd¢li, nebo naopak slou¢i do novych entit. Piiklady kryptickych
druhti, které byly rozdéleny v pyrenejském barcodingu: Leptidea sinapis,
L. reali (bélasek Realiv; Reissinger, 1989) aL. juvernica, a dale Polyommatus
icarus a P. celina (Austaut, 1879). A ptiklady druht, které byly naopak slouceny:
Pieris napi - P. bryoniae, Polyommatus ripartii (modrasek drsny; Freyer, 1830) -
P. nephohiptamenos (Brown a Coutsis, 1978) a Erebia medusa - E. polaris
(Staudinger, 1871).

5.5 Porovnani ¢eskych a zahrani¢nich vzorkii ¢eledi Lycaenidae

Porovnaval jsem piibuznost ceskych vzorkd zceledi Lycaenidae se vzorky
pochézejicimi s Rumunska a Némecka. Vysledky jsem rozdélil do skupin na zakladé
ptibuznosti nebo chybéjicich tidaji. Ke ¢tyrem druhiim z 33 druhi bylo mozné piiradit
ptibuznost k jedné ze dvou zemi, popt. ¢eské vzorky tvofily samostatnou vétev.

Druh Thecla betulae byl jediny druh, jehoz vzorky byly vice ptibuzné
rumunskym nez némeckym (Ceské vzorky tvofily vétev spole¢né s rumunskymi,
némecké tvorily vlastni vétev). Jedna se o suchomilny a teplomilny druh. Ceské

a rumunské populace mohou byt propojené teplou panonskou nizinou (popf.
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Zeleznymi vraty z pontické oblasti Rumunska). Némecké populace mohou byt vice
izolované (hory na hranicich), popf. propojené se zapadni Evropou. Vyskytuje se
v celé Evropé a Asii. Je rozsifen po celém tzemi CR, kromé chladnych horskych
oblasti. Vaze se na vyslunné kfovinaté svahy, proslunéné paseky a sady (Benes$ a kol.,
2002). Je vazan piedevsim na trnku obecnou (Prunus spinosa; Linné, 1753), (Benes
a kol., 2002).

Na druhou stranu, spiSe vlhkomilny druh Aricia eumedon byl vice piibuzny
némeckym vzorklim (Ceské vzorky tvoftily vétev spolecné s némeckymi, rumunské
tvorily vlastni vétev). Mozna jsou Ceské populace A. eumedon izolované od téch
rumunskych teplymi oblastmi na tizemi CR, oproti ¢eskym a némeckym horskym
a podhorskym oblastem, kde se vytvoftily propojené populace nesuzovany teplymi
oblastmi. Vyskytuje se ostrivkovité od jihozapadni Evropy az po vychodni Asii.
Vyzaduje vlhké louky, kvétnaté udolni louky, véetné lesnich paloukd, vlhké ptikopy
cest apod., (Bene$ a kol., 2002). Zije roztrousend na celém tzemi CR, piedevsim
Vv pahorkatinach vazan na svou zivnou rostlinu — kakost lu¢ni (Geranium pratense;
Linné, 1753). Ve vysokych polohach chybi (Benes a kol., 2002).

Samostatnou vétev S Ceskymi vzorky tvofily dva druhy: Plebejus
argyrognomon a Polyommatus thersites. Druh Plebejus argyrognomon je suchomilny
a teplomilny druh. RoztrouSené se vyskytuje po celé Evropé. Biotopové se vaze
na travnaté stepi, lesostepi a suché louky (Benes a kol., 2002). Zivna rostlina je ¢i¢orka
pestra (Coronilla varia; Linné, 1753) a kozinec sladkolisty (Astragallus glycyphyllos;
Linné, 1753). V Ceské republice se vyskytuje predeviim v okoli Prahy, Ceském
stiedohoti a na Moravé (Benes$ a kol., 2002). Druh Polyommatus thersites je taktéz
suchomilny a teplomilny druh. Vyskytuje se po celé jizni Evropé. Vaze se na skalni
stepi a lesostepi, vyslunné kamenité strané a spraSové stepi (Bene$ a kol., 2002).
Je vazan na zivné rostliny: vicenec pise¢ny (Onobrychis arenaria; Miller, 1754)
a vi¢enec sety (O. viciifolia; Scopoli, 1752). Jeho vyskyt v Ceské republice je omezen
na nejblizsi okoli Prahy, Ceské sttedohofi, Polabi, Cesky kras a jizni Cechy a Moravu
(Benes a kol., 2002). U téchto ostrivkovité rozsifenych druhti (P. argyrognomon
a P. thersites, ale i A. eumedon,) mohlo dojit kizolovani populaci a jejich

samostatnému vyvoji, a proto tvoii oddelené vétve.
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6. Zavér:

Cilem této prace bylo ziskat a osekvenovat Gsek mitochondridlni DNA (tzv. barcode)
velké ¢asti druhti ¢eskych dennich motyll a tyto sekvence podrobit specializovanym
programim k urceni jejich pfibuznosti, nalezeni kryptickych druhti a urceni ptivodu.
Bylo ziskdno 120 druh@ ze 141 druhd Zijicich na tzemi CR. Toto zastoupeni
(85 % fauny) je celkem vysoké, ale kvuli horsi kvalité vzorkli ¢i kontaminaci byly
ziskany sekvence pouze od 87 druhil (61,7 % fauny). Ze sekvenci byly vytvotrené
fylogenetické stromy metodou maximalni vérohodnosti a Bayesovské inference.
Ve strom¢ podle metody maximalni vérohodnosti se nachazi monofyletické celedi
Nymphalidae, Lycaenidae a Rionidae. Na bazi stromu se nachazi ¢eled’ Papilionidae.
Celedi Pieridae a Hesperiidae jsou rozdélené do dvou vétvi. Ve stromu vytvofeném
metodou Bayesovské inference je &eled’ Pieridae také rozdélena na dvé vétve. Celed’
Lycaenidae je zde monofyleticka. Celed’ Hesperiidae je i zde rozdélend na dvé vétve.
Jedna z vétvi Hesperiidae je sesterska s Riodinidae. VSech 500 sekvenci patficich
87 druhtim bylo analyzovano metodou GMYC za ucéelem nalezeni potenciondlni
kryptické biodiverzity a odli$nych linii. Pouze 10 druhti (11,5 %) se rozd¢lilo na dvé
¢i vice entit a mohlo by se jednat o potenciondlni kryptickou biodiverzitu. Avsak
vétSina pripadii rozd€lenych entit méla stejna mista vyskytu, tudiz se nejspi§ bude
jednat pouze o mitochondrialni vnitrodruhovou variabilitu. Porovnaval jsem
ptibuznost ¢eskych vzorku z ¢eledi Lycaenidae se vzorky pochéazejicimi s Rumunska
a Némecka. U vétSiny druhil nelze zjistit pfibuznost, nebo neméame data pro jednu
¢i obé zemé. Z 33 druhti z Celedi Lycaenidae (75% fauny) jsem zjistil pouze 1 druh
pfibuzny rumunskym vzorktm, 1 druh pfibuzny némeckym vzorkiim a 2 druhy, jehoz
vzorky tvofi samostatnou ¢eskou vétev. Pro Sir§i zkoumani ptibuznosti je nutno ziskat
udaje pro kazdy druh v kazdé ze zkoumanych zemi. Déle by bylo dulezité ziskat

sekvence chybéjicich druhti z ¢eledi, a nakonec porovnat i dalsi celedi a dalsi zemé.
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8. Prilohy:

Piiloha I. Seznam druhti dennich motyl vyskytujicich se na Gizemi Ceské republiky,

pocet vzorkll (material) a sekvenci kazdého z nich ziskanych pro barcoding ceské

motyli fauny.

Ziskané | Databazové
druh (latinsky) popis druh (¢esky) material | sekvence | sekvence
Papilionidae 5 1 1
Iphiclides podalirius (Linnaeus, 1758) otakarek ovocny 0 0
Papilio machaon (Linnaeus, 1758) otakarek fenyklovy 1 0
Parnassius mnemosyne (Linnaeus, 1758) jason dymnivkovy 2 1 1
Parnassius apollo (Linnaeus, 1758) jason ¢ervenooky 0 0

([Denis &
Zerynthia polyxena Schiffermiiller], 1775) | pestrokiidlec podrazcovy 2 0
Hesperiidae 38 10 0
Heteropterus morpheus (Pallas, 1771) soumraénik Gernohnédy 1 0
Carterocephalus palaemon | (Pallas, 1771) soumraénik jitrocelovy 4 0
Ochlodes sylvanus (Esper, 1777) soumraénik rezavy 2 0
Hesperia comma (Linnaeus, 1758) soumracnik ¢arkovany 5 1
Thymelicus acteon (Rottemburg, 1775) soumracnik Zlutoskvrnny 5 1
Thymelicus sylvestris (Poda, 1761) soumraénik metlicovy 0 0
Thymelicus lineola (Ochsenheimer, 1808) | soumra¢nik ¢areckovany 4 3
Spialia sertorius (Hoffmansegg, 1804) soumracnik skoficovy 2 0
Carcharodus alceae (Esper, 1780) soumracnik slézovy 6 2
Erynnis tages (Linnaeus, 1758) soumra¢nik mackovy 1 0
Pyrgus malvae (Linnaeus, 1758) soumrac¢nik jahodnikovy 2 0
Pyrgus carthami (Hiibner, 1813) soumrac¢nik proskurnikovy 1 1
Pyrgus serratulae (Rambur, 1839) soumra¢nik mochnovy 1 0
Pyrgus armonicanus (Oberthiir, 1910) soumracnik podobny 1 1
Pyrgus alveus (Hiibner, 1803) soumracnik bélopasny 3 1
Pieridae 139 65 65
Leptidea juvernica Williams, 1946 bélasek lu¢ni 7 0 10
Leptidea sinapis (Linnaeus, 1758) bélasek hrachorovy 10 0 13
Gonepteryx rhamni (Linnaeus, 1758) zlut'asek tesetlakovy 5 1
Colias hyale (Linnaeus, 1758) zlut'asek CicoreCkovy 2 1
Colias alfacariensis (Ribbe, 1905) zlut'asek jizni 5 0
Colias erate (Esper, 1805) zlut'asek tolicovy 2 2
Colias crocea (Geoffroy, 1785) zlut'asek Cilimnikovy 2 2
Colias palaeno (Linnaeus, 1760) zlut'asek bortivkovy 82 43
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Aporia crataegi (Linnaeus, 1758) bélasek ovocny 3 3
Pontia edusa (Fabricius, 1777) bélasek rezedkovy 3 0
Pieris brassicae (Linnaeus, 1758) bélasek zelny 0
Pieris rapae (Linnaeus, 1758) bélasek fepovy 13 10 42
Pieris bryoniae (Hiibner, 1806) bélasek horsky 1 0
Pieris napi (Linnaeus, 1758) bélasek fepkovy 2 1
Pieris mannii (Mayer, 1851) beélasek jizni 1 1
Anthocharis cardamines (Linnaeus, 1758) bélasek ferichovy 0 0
Riodinidae 1 1 0
Hamearis lucina (Linnaeus, 1758) pestrobarvec petrklicovy 1 1
Lycaenidae 282 110 15
([Denis &
Lycaena helle Schiffermiiller], 1775) | ohnivacek rdesnovy 0 0
Lycaena alciphron (Rottemburg, 1775) ohnivaéek modroleskly 4 3
Lycaena dispar ([Haworth], 1802) ohnivacek ¢ernocarny 2 2
Lycaena hippothoe (Linnaeus, 1760) ohnivaéek modrolemy 1 0
Lycaena phlaeas (Linnaeus, 1760) ohnivacéek ¢ernoktidly 8 5
Lycaena virgaureae (Linnaeus, 1758) ohnivacek celikovy 1 0
Lycaena tityrus (Poda, 1761) ohnivacek ¢ernoskvrnny 2 1
Thecla betulae (Linnaeus, 1758) ostruhacek biezovy 1 1
Favonius quercus (Linnaeus, 1758) ostruhacek dubovy 1 0
Callophrys rubi (Linnaeus, 1758) ostruhadéek ostruzinovy 0 0
Satyrium pruni (Linnaeus, 1758) ostruhadek svestkovy 4 4
Satyrium ilicis (Esper, 1779) ostruhadek ¢esvinovy 4 4
Satyrium w-album (Knoch, 1782) ostruhacek jilmovy 1 1
([Denis &
Satyrium spini Schiffermiiller], 1775) | ostruhacek trnkovy 0 0
Satyrium acaciae (Fabricius, 1787) ostruhacek kapinicovy 2 0
Celastrina argiolus (Linnaeus, 1758) modrasek krusinovy 1 0
([Denis &
Phengaris alcon Schiffermiiller], 1775) | modrasek hofcovy 12 5
Phengaris arion (Linnaeus, 1758) modrasek ¢ernoskvrnny 1 1
Phengaris teleius (Bergstrisser, 1779) modrasek ockovany 2 1
Phengaris nausithous (Bergstrasser, 1779) modrasek bahenni 6 2
Pseudophilotes vicrama (Moore, 1865) modrasek vychodni 19 8
Pseudophilotes baton (Bergstrisser, 1779) modrasek ¢ernocarny 6 3
Scolitantides orion (Pallas, 1771) modrasek rozchodnikovy 2 2
Glaucopsyche alexis (Poda, 1761) modrasek kozincovy 5 4
Cupido argiades (Pallas, 1771) modrasek Stirovnikovy 2 2
Cupido decoloratus (Staudinger, 1886) modrasek tolicovy 6 2
Cupido alcetas (Hoffmansegg, 1804) modrasek ¢icorkovy 5 2
Cupido minimus (Fuessly, 1775) modrasek nejmensi 6 3
Plebejus argus (Linnaeus, 1758) modrasek ¢ernolemy 17 1
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Plebejus idas (Linnaeus, 1760) modrasek obecny 16 0
Plebejus argyrognomon (Bergstrisser, 1779) modrasek podobny 56 12
Agriades optilete (Knoch, 1781) modrasek stiibroskvrnny 12 4
Aricia eumedon (Esper, 1780) modrasek bélopasny 2 1
Cyaniris semiargus (Rottemburg, 1775) modrasek lesni 1 1
Aricia artaxerxes (Fabricius, 1793) modrasek pumpavovy 23 11
([Denis &
Aricia agestis Schiffermiiller], 1775) | modrasek tmavohnédy 18 9
Polyommatus bellargus (Rottemburg, 1775) modrasek jetelovy 3 3
Polyommatus coridon (Poda, 1761) modrasek vikvicovy 2 2 15
Polyommatus thersites (Cantener, 1835) modrasek vicencovy 3 3
([Denis &
Polyommatus daphnis Schiffermiiller], 1775) | modrasek hnédoskvrnny 1 0
Polyommatus amandus (Schneider, 1792) modrasek uslechtily 4 3
([Denis &
Polyommatus dorylas Schiffermiiller], 1775) | modrasek komonicovy 8 3
Polyommatus icarus (Rottemburg, 1775) modrasek jehlicovy 3 0
([Denis &
Polyommatus damon Schiffermiiller], 1775) | modrasek ligrusovy 9 1
Nymphalidae 321 211 21
Neptis rivularis (Scopoli, 1763) bélopasek tavolnikovy 2 0
Limenitis populi (Linnaeus, 1758) bélopasek topolovy 1 0
Limenitis camilla (Linnaeus, 1764) bélopasek dvouiady 0 0
Issoria lathonia (Linnaeus, 1758) perletovec maly 1 0
([Denis &
Brenthis hecate Schiffermiiller], 1775) | perletovec dvoutady 0 0
Brenthis ino (Rottemburg, 1775) perletovec kopfivovy 0 0
Brenthis daphne (Bergstrasser, 1780) perletovec ostruzinovy 5 3
Argynnis paphia (Linnaeus, 1758) perletovec stiibropasek 3 0
Argynnis aglaja (Linnaeus, 1758) perletovec velky 1 0
Argynnis niobe (Linnaeus, 1758) perletovec maceskovy 1 1
([Denis &
Argynnis adippe Schiffermiiller], 1775) | perletovec prostiedni 1 0
Boloria eunomia (Esper, 1800) perletovec mokiadni 13 13
Boloria aquilonaris (Stichel, 1908) perletovec severni 0 0
([Denis &
Boloria selene Schiffermiiller], 1775) | perletovec dvanactiteény 29 25
Boloria euphrosyne (Linnaeus, 1758) perletovec fialkovy 2 2
Boloria dia (Linnaeus, 1767) perletovec nejmensi 2 0
Apatura iris (Linnaeus, 1758) batolec duhovy 0 0
([Denis &
Apatura ilia Schiffermiiller], 1775) | batolec Cerveny 0 0
Araschnia levana (Linnaeus, 1758) babocka sitkovana 3 0
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Vanessa cardui (Linnaeus, 1758) babocka bodldkova 1 0
Vanessa atalanta (Linnaeus, 1758) babocka admiral 3 0
Inachis io (Linnaeus, 1758) babocka pavi oko 1 0 2
Aglais urticae (Linnaeus, 1758) babocka kopfivova 2 0
Polygonia c-album (Linnaeus, 1758) babocka bilé C 1 0 2
Nymphalis polychloros (Linnaeus, 1758) babocka jilmova 0 0 2
Nymphalis xanthomelas (Esper, 1781) babocka vrbova 0 0
Nymphalis antiopa (Linnaeus, 1758) babocka osikova 0 0 2
Euphydryas aurinia (Rottemburg, 1775) hnédasek chrastavcovy 3 3 3
Euphydryas maturna (Linnaeus, 1758) hnédasek osikovy 9 8
Melitaea didyma (Esper, 1778) hnédasek kvételovy 25 8
([Denis &
Melitaea phoebe Schiffermiiller], 1775) | hnédasek diviznovy 0 0
Melitaea cinxia (Linnaeus, 1758) hnédasek kostkovany 0 0
Melitaea diamina (Lang, 1789) hnédasek rozrazilovy 3 1
Melitaea britomartis Assmann, 1847 hnédasek podunajsky 2 1
Melitaea athalia (Rottemburg, 1775) hnédasek jitrocelovy 7 4
Melitaea aurelia Nickerl, 1850 hnédasek cernySovy 11 3
Coenonympha pamphilus | (Linnaeus, 1758) oka¢ poharikovy 4 3
Coenonympha tullia (Miiller, 1764) okag stiibrooky 2 0
Coenonympha glycerion (Borkhausen, 1788) okag tieslicovy 5 2
Coenonympha arcania (Linnaeus, 1760) okag strdivkovy 2 2
Pararge aegeria (Linnaeus, 1758) okag pyrovy 2 0
Lasiommata maera (Linnaeus, 1758) okad je¢minkovy 3 2
Lasiommata megera (Linnaeus, 1767) okac zedni 3 0
Melanargia galathea (Linnaeus, 1758) okac bojinkovy 22 20
Hipparchia hermione (Linnaeus, 1764) okac bélopasny 0 0
Hipparchia fagi (Scopoli, 1763) oka¢ medynkovy 1 1
Hipparchia semele (Linnaeus, 1758) okaé¢ metlicovy 4 3
Minois dryas (Scopoli, 1763) okac ovsovy 2 2
Brintesia circe (Fabricius, 1775) okad vonavkovy 3 3
([Denis &
Arethusana arethusa Schiffermiiller], 1775) | okac kostfavovy 0 0
Chazara briseis (Linnaeus, 1764) okac skalni 20 11
Hyponephele lycaon (Kiihn, 1774) okad Sedohnédy 5 0
Aphantopus hyperantus (Linnaeus, 1758) okag prosickovy 8 4
Maniola jurtina (Linnaeus, 1758) okac lucni 76 70
Lopinga achine (Scopoli, 1763) okac jilkovy 0 0 10
Erebia euryale (Esper, 1805) okaé rudopasny 3 0
Erebia ligea (Linnaeus, 1758) oka¢ ¢ernohnédy 8 4
Erebia sudetica Staudinger, 1861 okac¢ mensi 5 4
([Denis &
Erebia medusa Schiffermiiller], 1775) | okac rosickovy 3 2

40




Erebia aethiops (Esper, 1777) oka¢ klubénkovy 2 1
Erebia epiphron (Knoch, 1783) okag¢ horsky 6 5
CELKEM 787 398 102
500
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Ptiloha II. Fylogeneticky strom vytvofeny pomoci metody maximalni vérohodnosti

(ML) ze sekvenci cytochromu ¢ oxiddzy ceskych motyli.
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Glaucopsyche_alexis_AB33_4
Phengaris_alcon_SP131_ZF_LY_001618
Phengaris_alcon_SP175
Phengaris_alcon_SP261
Phengaris_alcon_SP259
Phengaris teleius ZF_LY_001619
Phengaris_teleius_SP177
Phengaris_nausithous_NA_CZ1
Phengaris_nausithous_SP169

99

|e

Phengaris_arion_AB4_1
58 Pseudophilotes_baton_Psebat_CZ_1_26

Pseudophilotes_baton_Psebat_CZ_1_27
Pseudophilotes_baton_ZF_LY_000118
Pseudophilotes_vicrama_AB33_9
100 Pseudophilotes_vicrama_Psevic CZ_1_24
Pseudophilotes_vicrama_Psevic_JB_BOH_1_3
Pseudophilotes_vicrama_Psevic_JB_BOH_1_2
Pseudophilotes_vicrama_JM_243
— Pseudophilotes_vicrama_JM_244
Pseudophilotes_vicrama_ZF_LY_000169
Pseudophilotes_vicrama_ZF_LY_000170
100 Scolitantides_orion_ZF_LY_000132
Scolitantides_orion_ZF_LY_000160
100 Everes_argiades_SP168
Everes_argiades_JW_0017
100 , Everes_alcetas_JB00319
Everes_alcetas_JB00342
98 | Everes_decoloratus_JB00237
Everes_decoloratus_JB00242
Cupido_minimus_JB00254
Cupido_minimus_2ZF_LY_001625
Cupido_minimus_ZF_LY_001626
is_SP190

Satyrium_w_album_KA_2692

Satyrium_pruni_SP262
100 ' - Satyrium_pruni_SP263
Satyrium_pruni_SP268
Satyrium_pruni_SP269

Thecla_betulae_ZF_LY_001167

76

Lycaena_alciphron_SP236
Lycaena_tityrus_KA_2699
| 100 Lycaena_dispar_ZF_LY_001168
Lycaena_dispar_ZF_LY_001831
Lycaena_phlaeas_KA_2700
100 Lycaena_phlaeas_ZF_LY_004052

Lycaena_phlaeas_ZF LY 002235
Lycaena_phlaesas_ZF LY 002236
Lycaena_phlaesas_ZF_LY_002237

Hamearis_lucina_ZF_LY_000308
Leptidea_juvernica_HBOK089_BOLD
Leptidea_juvernica_KCB865968
Leptidea_juvernica_KCB865971
Leptidea_juvernica_KCB865979
Leptidea_juvernica_KCB865972
Leptidea_juvernica_KCB65969
Leptidea_juvernica_KC865970

o0 |Leptidea_juvernica_JF512645
Leptidea_juvernica_HBOK090_BOLD
Leptidea_juvernica_HBOK091_BOLD

Leptidea_sinapis_HBOK092_BOLD

Le a_sinapis_JF512697
Le a_sinapis_MH419465
100 Le a_sinapls_KC866034
Le a_sinapls_KC866032

Leptidea_sinapis_KC866030
Leptidea_sinapis_KCB866033
a_sinapis_KC866035
a_sinapis_MH420386
a_sinapis_JF512698
Leptidea_sinapis_KC866133

Leptidea_sinapis_KC866101
Leptidea_sinapis_HBOK083_BOLD
100 [ Aporia_crataegi_NB_0039

L{ Aporia_crataegi_NB_0040
Aporia_crataegi_SP228
Colias_crocea_SP188
Colias_erate_SP217
Colias_crocea_SP232
Colias_erate_SP201

100

Colias_hyale_ZF_LY_004051
Colias_palaeno_JM_724
Colias_palaeno_JM_736
Colias_palaeno_JM_936
Colias_palaeno_JM_932
Colias_palaeno_JM_920
Colias_palaeno_JM_933
Colias_palaeno_JM_940
Colias_palaeno_JM_935
Colias_palaeno_JM_943

a7 Colias_palaeno_JM_912



s

46

a5

wunas_paiac _um_aug
Colias_palaeno_JM_940
Colias_palaeno_JM_935
Colias_palaeno_JM_943
Colias_palaeno_JM_912
Colias_palaeno_JM_918
Colias_palaeno_JM_735
Colias_palaeno_JM_733
Colias_palaeno_JM_919
Colias_palaeno_JM_737
Colias_palaeno_JM_914
Colias_palaeno_JM_ 939
Colias_palaeno_JM_731
Colias_palaeno_JM_938
Colias_palaeno_JM_917
Colias_palaeno_JM_941
Colias_palaeno_JM_916
Colias_palaeno_JM_913
Colias_palaeno_JM_728

Colias_palaeno_JM_902
Colias_palaeno_JM_904
Colias_palaeno_JM_905
Colias_palaeno_JM_934
Colias_palaeno_JM_903
Colias_palaeno_JM_725

190_] colias_palaeno_JM_911

Colias_palaeno_JM_727

l———— Colias_palaeno_JM_915

100

Colias_palaeno_JM_723
Colias_palaeno_JM_732
Colias_palaeno_JM_730
Colias_palaeno_JM_930
Colias_palaeno_JM_ 931
Colias_palaeno_JM_942
Colias_palaeno_JM_944
Colias_palaeno_JM_734

| Colias_palaeno_JM_937
Colias_palaeno_JM_726



