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Dopliky barcodingu motyla Ceské republiky
Souhrn

Cilem této prace bylo doplnéni barcodd vybrané &asti druh@ dennich motyld CR
(osekvenovanim ¢asti mitochondridlniho genu pro cytochrom c¢ oxidazu), vyhodnoceni
vnitrodruhovych vzorci mitochondrialni genetické diverzity a zjisténi prevalence (podil poctu
infikovanych jedinct ve sledované populaci) vzorka nitrobunéénymi parazity, bakteriemi rodu
Wolbachia. Testovany byly hypotézy: 1. Biotopové naroky a funk¢ni vlastnosti motylt maji
vliv na to, ktera geneticka linie se bude v Ceské republice vyskytovat. Zaroveii je preduréen
osud motylt: mira ohroZenosti také vysvétli vyskyt genetickych linii.; 2. Promofenost bakterii
Wolbachia je v CR vysoka, bakterie se vyskytuje u velké ¢asti druhd a testovanych vzorkd.
Osekvenoval jsem geny COI a WSP (ovéfeni ptitomnosti bakterie Wolbachia). Za pomoci
t). 98,6 % cCeské fauny). Po pfidani sekvenci z databaze BOLD obsahoval dataset 22 489
sekvenci s primérné 160,6 vzorky na druh. Ve své studii jsem zjistil, ze bakterii Wolbachia
bylo nakazeno 108 druhii z 133 testovanych druhi (81,2 %), tedy vétSina Ceskych druha
dennich motyli a pozitivni nalez infekce byl u 401 vzorka (40,2 % studovanych vzorkl). Tim
potvrzuji hypotézu 2. Odhalil jsem také 40 riznych kment bakterie Wolbachia. Pomoci analyzy
BAPS, ktera roziazuje sekvence do klastra dle piibuznosti, a na zaklad€ haplotypovych siti bylo
viech 140 druhd rozd&leno do kategorii linii pfitomnych v Ceské republice (zvlast pro obd
metody). Dale byly testovany uzitim pfimych ordina¢nich analyz CCA zavislosti mezi témito
liniemi a vzorci biotopovych narokt, funkénich vlastnosti a ohrozenosti motylti. Na zakladé
téchto analyz potvrzuji hypotézu 1. Zavislost mezi vysvétlovanymi kategoriemi BAPS
a vysvétlyjicimi proménnymi znaky — biotopy byla pfi analyze vSech proménnych prikazna.
Interaktivnim vybérem byly zvoleny za proménné vysvétlujici nejvice variability ubikvista
(vSudyptitomny) a xerotermofil-1 (stepni druhy). Zavislosti mezi kategoriemi BAPS
a proménného znaku ohrozeni, a kategoriemi BAPS a funkénich vlastnosti byly taktéz
prukazné. Interaktivnim vybérem byly vybrany délka doby letu, aparence (forma zivné rostliny)
a rozpéti prednich kiidel za znaky s nejvyssi vysvétlujici variabilitou. Zavislost haplotypovych
siti pomoci vysvétlyjicich proménnych znaka (biotopt) vysla neprukazné, ale interaktivni
vybér ukazal, ze nejvice variability vysvétluji ubikvista, mezofil-3 (lesni druhy) a tyrfofil
(raselini§tni druhy) a prokézal zavislost mezi zminénymi biotopy a kategorii haplotypovych
siti. Zavislost haplotypovych siti pomoci proménného znaku ohrozeni vysSla prukazna.
Vysvétlované kategorie haplotypovych siti pomoci funkénich vlastnosti ukazaly, ze nejvice
variability prokazuji aparence a délka doby letu. Tato prace piispéla k vytvoreni datasetu
barcodt motyli fauny Ceské republiky a poznani zavislosti mezi genetickymi liniemi a ekologii
druht.

Kli¢ova slova: DNA, barcoding, Lepidoptera, Rhopalocera, Ceska republika, Wolbachia



Additions to butterfly barcoding of the Czech Republic

Summary

The aim of this work was to add barcodes of a selected part of butterfly species
of the Czech Republic (by sequencing a part of the mitochondrial gene for cytochrome
¢ oxidase), to evaluate intraspecific patterns of mitochondrial genetic diversity,
and to determine the prevalence (proportion of infected individuals in the population)
of samples infected with intracellular parasites, bacteria of the genus Wolbachia. The following
hypotheses were tested: 1. The butterfly habitat requirements and functional traits influence
which genetic lineages will be present in the Czech Republic. At the same time, the fate
of butterflies is predestined: the degree of threat will also explain the occurrence of genetic
lineages; 2. The prevalence of Wolbachia is high in the Czech Republic; the bacterium is present
in a large proportion of species and individuals. I sequenced the COI and WSP genes to verify
the presence of Wolbachia. With the help of collaborators, I obtained 1119 sequences from 140
species living in our territory (from 142 species, i.e., 98.6% of the Czech fauna). After adding
sequences from the BOLD database, the dataset contained 22,489 sequences with an average
of 160.6 samples per species. In my thesis, I found that 108 out of 133 tested species (81.2%),
i.e., majority of Czech butterfly species, were infected with Wolbachia, and 401 samples
(40.2% of the studied samples) were positive for infection. This confirms hypothesis 2. I also
detected 40 different strains of Wolbachia. Using BAPS analysis, which sorts sequences into
clusters according to relatedness, and haplotype networks, all 140 species were categorized into
lineages present in the Czech Republic (separately for both methods). Furthermore,
relationships between these lineages and patterns of habitat requirements, functional traits,
and threat levels were tested using CCA ordination analyses. Based on these analyses, I confirm
hypothesis 1. The relationship between the response BAPS categories and the explanatory trait-
habitat variables was significant when all variables were analyzed. Interactive forward selection
selected ubiquist (generalist) and xerothermophile-1 (steppe species) as the variables explaining
the most of the variability. Relationships between BAPS categories and the threat level
and between BAPS categories and functional traits were also significant. Interactive forward
selection selected length of flight period, aparence (host plant form), and forewing length
as traits explaining the most of the variability. The response haplotype networks using habitats
as explanatory variables were not significant, but interactive selection showed that ubiquist,
mesophilous-3 (forest species), and tyrphophilous (bog species) explained the most
of the variability. The relationships of haplotype networks and threat level was significant.
The relationship of the response variable haplotype networks using explanatory functional traits
showed that the most of the variability was explained by aparence and length of flight period.
This work extended the barcoding dataset of the butterfly fauna of the Czech Republic
and contributed to the understanding of the relationships between genetic lineages and species
ecology.

Keywords: DNA, barcoding, Lepidoptera, Rhopalocera, Czech Republic, Wolbachia
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1 Uvod

Vlivem rozsifujiciho zemedélstvi, fragmentace prostredi a ubyvanim pfirodnich stanovist
klesaji v Ceské republice populace motyli. Ubytek motylt indikuje $patny stav piirody, jejich
aktivni ochrana zaji§tuje ochranu vétSiny druhového bohatstvi bezobratlych. Avsak Gc€inna
ochrana zavisi také na fadné znalosti genetického kontextu uvnitf druhti. Barcoding je geneticka
identifikacni technika schopna rozliSeni vétSiny zivoc¢iSnych druhti pomoci kratké sekvence
DNA (tzv. barcode = ¢arového kodu) (Hebert et al. 2003). Vytvoreni datasetu barcodt pro denni
druhy motyld CR je ddleZité nejen pro ochranaiské aktivity, ale i pro moznost ziskavani
informaci o genetickych vztazich napti¢ Evropou a vyhodnocovani napfiklad vnitrodruhovych
vzorcl mitochondrialni genetické diverzity. Zkoumani pivodu Ceskych vzorkii a vztazeni
téchto vzorci k biotopovym narokim by mohlo vysvétlit souCasné rozmisténi a naroky
jednotlivych druhti motylt, vysvétlit pficiny jejich ohroZenosti a pomohlo by to lépe cilit
ochranaiské programy. Vyhodnoceni vzorkd za uCelem nalezeni nitrobunécného parazita —
bakterie rodu Wolbachia Hertig a Wolbach 1924 (wolbachie) by pomohlo zjistit uroven
promofenosti této bakterie u Ceskych druhi motyl, porovnat to s jinymi staty, popiipadé
vysvétlit rozdily mezi druhy s nizkou nebo vysokou promotenosti a urcit, které kmeny
Wolbachia napadaji, ktery druh. To je dulezité, protoze Wolbachia je nejrozsifen€j§im rodem
endosymbiotickych bakterii vyskytujici se u milionu druht bezobratlych, véetné 40 % vsech
druhti Clenovcl, coz z ni déla jednu z nejvétsich pandemii (Taylor et al. 2018). U motylt
zpusobuje reproduk¢ni manipulaci, feminizaci a cytoplazmatické inkompatibility (Ahmed
et al. 2015). Dale muze mit vliv na nalezené vzorce mitochondrialni diverzity a tim padem také
na vysledky barcodingu (Bartoniova Suchackova et al. 2021).



2 Védecké hypotézy a cile prace

Cilem studie je doplnéni vzork(l vybrané &asti druht dennich motyld CR do datasetu
jejich barcodi (sekvenovani Casti mitochondrialniho genu pro cytochrom c¢ oxidazu),
vyhodnoceni vnitrodruhovych vzorci mitochondrialni genetické diverzity skrz Evropu
s ohledem na ptvod Ceskych vzorki a vztazeni téchto vzorci k biotopovym naroktim, funkénim
vlastnostem a ohrozenosti motylt. Dalsi cil byl kvantifikovat a vyhodnotit, zda byly vzorky
napadeny nitrobunénymi parazity, bakteriemi rodu Wolbachia. Testovany byly hypotézy:
1. Biotopové naroky a funk¢ni vlastnosti motyla maji vliv na to, ktera geneticka linie se bude
v Ceské republice vyskytovat. Zaroveil je pfeduréen osud motyld: mira ohroZenosti také
vysvétli vyskyt genetickych linii.; 2. Promotenost bakterii Wolbachia je v CR vysoka, bakterie
se vyskytuje u velké Casti druha a testovanych vzorkd.



3 Literarni reSerse
3.1 Motyli

Rad Lepidoptera (motyli) je jednim z nejrozmanité&jsich skupin hmyzu s okolo 180 000
popsanymi druhy (Kristensen et al. 2007; van Nieukerken et al. 2011), ale vétSinu diverzity
tvofi nocni motyli, denni motyli tvofi asi jen 20 000 druhl. Diverzita motyli je nejvyssi
v tropech, zejména v Neotropické oblasti (oblast Jizni Ameriky) s pfiblizn€ 8 000 druhy dennich
motyld (Lamas 2004; Lavinia et al. 2017). Motyli jsou diky specifickym naroktim a zptusobu
zivota dalezitym ¢lankem pii vyhodnocovani stavu Zivotniho prostiedi a jsou zdrojem cennych
informaci pro vyzkumy vyvojové biologie, ekologie, genetiky, biogeografie, etologie, zmény
klimatu a vzajemnych vztahi hmyzu a rostlin (Wiemers et al. 2018).

3.1.1 Fauna dennich motylu v Evropé

Dle seznamu Wiemers et al. (2018) je v Evrop€ znamo 496 druht dennich motylq,
patfici do Sesti Celedi: 246 druhd do Celedi Nymphalidae (babocCkoviti), 130 druhti do Celedi
Lycaenidae (modraskoviti), 57 druht do Celedi Pieridae (bé&laskoviti), 47 druha do cCeledi
Hesperiidae (soumracnikoviti), 15 druht do Celedi Papilionidae (otakarkoviti) a 1 druh do
Celedi Rionididae (pestrobarvcoviti). Av§ak populace motylt v Evropé neustale klesaji (IUCN
2022). Pokles diverzity a pocetnosti hmyzu je patrny ve vSech studiich, které zahrnuji
hodnoceni fauny, biomasy a hodnoceni stavu klicovych skupin indikatord, jako jsou motyli
(Wagner 2018; Forister et al. 2019). A to nejen v Evropé, ale vSude ve svété, viz nasledujici
ptiklady: monitorovaci program motylt v oblasti Flander v Belgii ukazal, ze 19 z pavodnich
64 druht bylo vyhubeno (Maes & Van Dyck 2001). NatureServe hodnotil 636 druhti motyla
ve Spojenych statech a Kanadé¢, a zjistil, ze 19 % je ohrozeno vyhynutim (NatureServe 2019).
V rozsahlém monitorovani v Ohiu ve Spojenych statech bylo pozorovano béhem 21 let
33% snizeni mnozstvi motyli (Wepprich et al. 2019). V poslednich nékolika desetiletich bylo
zdokumentovano vyrazné snizeni prezimujicich populaci monarchti v Mexiku a Kalifornii,
které bylo primarné pficitano zménam ve vyuzivani pudy (Thogmartin et al. 2017; Agrawal
2019; Forister et al. 2019). Napiiklad populace monarchu, ktera prezimuje podél pobfezi
Tichého oceanu, klesla o vice nez 99 % ve srovnani s 80. Iéty (Pelton et al. 2019). Ve Spojeném
kralovstvi desetileté trendy ukazuji, ze pocCetnost motyl na monitorovanych lokalitach klesla
0 52 % a doslo ke snizeni geografickych oblasti ve stejném regionu o 47 % (Fox et al. 2015).
Hlavni pfi¢inou ubytku motyll je intenzifikace zemédélstvi a lesnictvi, kvuli kterym dochazi
k zaniku moktadnich stanovist’, luk, mezi a okraji polnich cest. Citlivejsi druhy motyla vyhani
ze zemeédelské krajiny pouzivani insekticidi a chemickych hnojiv (Benes et al. 2002).
Pozorované ubytky populaci vedly k zahajeni desitek programt na ochranu motyla (Warren
& Bourn 2011; Bubova et al. 2016). Pro zachovani biologické rozmanitosti jsou nezbytna
chranéna uzemi. Ubytek motyla indikuje $patny stav piirody, jejich aktivni ochrana zajisti
ochranu vétsiny druhového bohatstvi bezobratlych (Konvika et al. 2010). Uinna ochrana
zavisi na fadné identifikaci druhti ohrozenych vyhynutim a za timto GCelem se sestavuji
tzv. Cervené seznamy. Hodnoceni stavu druhll na téchto seznamech by mélo byt zalozeno
na dukladnych znalostech jejich biologie a ekologie (Margules & Pressey 2000; Mattila
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et al. 2006; Bubova et al. 2016). Nicmén¢ takové znalosti jsou dostupné jen pro omezeny pocet
druht, a to i presto, Ze motyli tvoii jednu z nejvice studovanych skupin bezobratlych
(van Swaay et al. 2002; Wenzel et al. 2006; Miiller et al. 2010, Bubova et al. 2016).

Podle odlisnosti v druhové skladbé motyla se Evropa déli na dva regiony — stfedomoriské
zemé a zemé severn€ a vychodné od Alp a Pyreneji. Ve sttedomotskych zemich Zije vice druha
nez severnéji a prekryvaji se na trovni pouze 160 druhti (Ulrich & Buszko 2003). Dle Maes
et al. (2019) zemé s nejbohatsi druhovou diverzitou v Evropé jsou Italie (272 druht), Rusko
(258 druhd) a Francie (255 druhd). Nasleduji zemé& Recko, Spanélsko, Rakousko, Svycarsko,
Ukrajina a zemé na balkanském poloostrové s vice nez 200 druhy motyl. Ostrovni staty maji
nejniz§i druhovou bohatost: Malta (23 druht), Irsko (35 druhti) a Kypr (48 druha). Na Islandu
se vyskytuji pouze dva migrujici druhy — Vanessa atalanta Linnaeus 1758 (babocka admiral)
a Vanessa cardui Linnaeus 1758 (babocCka bodlakova). Nejvyssi endemismus se nachazi
na ostrovech ve Stiedozemnim mofi: Spanélsko 13 endemitd, Italie 9 endemitd (4 na pevning,
2 na Sardinii, 1 na Sicilii, 1 na Liparskych ostrovech a 1 na Pontskych ostrovech), Recko
8 endemitl (2 na pevning, 4 na Krété, 1 na ostrové Chios a 1 na ostrové Karpathos). Kromé
sttedomortskych stati se nachazi endemit taky na Ukrajin€ (Pseudochazara euxina Kusnetsov
1909) a v Severni Makedonii (Pseudochazara cingovskii Gross 1973).

3.1.2 Fauna dennich motyli v Ceské republice

Na tizemi Ceské republiky se nachazi 142 druht dennich motyld (redlny podet se mize
lisit, protoze nekteré druhy jsou nezvéstné, ale jesté se nevi, zda vymiely) (Wiemers et al. 2018).
Vycet druhti ziskanych pro tuto praci, Ceské i latinské nazvy vetné popist obsahuje Priloha I.
Lidska ¢innost v krajiné (tradicni hospodateni) udrzovala bezlesi, které umoznilo pfeziti mnoha
druht nelesnich stanovist. Borealni druhy se Casto vyskytuji ve vysSich horskych polohach
nebo raSeliniStich. Nékteré teplomilné jihoevropské druhy a druhy kontinentalnich stepi
se nachazi na jizni Moravé napojené na Panonskou nizinu a v Ceské kotling, kam pronikly pies
kafion Labe. I pfes absenci rozsahlych horskych masivii byl v Ceské republice zaznamenan
izolovany vyskyt nékolika horskych druht, astéjSich v Alpach nebo Karpatech, napi.: Erebia
epiphron a Erebia sudetica (Lastivka & Liska 2011). Nejvyssi diverzita motyla je v pohofich
Sumava a Jeseniky. Druhy obyvajici Ceskou republiku tvoii znatné heterogenni soubor
rizného geografického ptivodu a obyvaji stanovisté rozdilného charakteru (Lastivka & Liska
2011). Priklady stanovis§t a obyvajicich druht: raSelinis§té (Boloria eunomia, Vacciniina
optilete), bézné louky (Polyommatus icarus, Maniola jurtina, Coenonympha pamphilus), vihké
louky (Boloria selene, Lycaena hippothoe), kitoviny (Iphiclides podalirius, Satyrium pruni),
stepi (Polyommatus damon, Chazara briseis, Spialia sertorius) a tidké lesy (Euphydryas
maturna, Parnassius mnemosyne). Aviak kvili intenzifikaci zem&délstvi i v Ceské republice
ubyva téchto piirodnich stanovist’ a dochazi k vymirani druhti. Celkem u nas vyhynulo kolem
20 druht motyla (druh je klasifikovan jako vyhynuly az po né€kolika letech bez zaznamu
vyskytu), v prubéhu minulého i tohoto stoleti, jako napt.: Colias chrysotheme Esper 1781
(zlutasek uzkolemy), Coenonympha hero Linnaeus 1760 (oka¢ hnédy), Neptis sappho Pallas
1771 (bélopasek hrachorovy), Colias myrmidone Esper 1781 (zlutasek barvomeénny),
Parnassius apollo Linnaeus 1758 (jason ¢ervenooky), Hyponephele lupina Costa 1836 (okac
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sttedomotsky), Hipparchia statilinus Hufnagel 1766 (okac pisecny). Dalsi populace na pokraji
vyhynuti pfezivaji ve zbytkovych populacich. Jsou nimi napiiklad specialisté stepnich oblasti:
Chazara briseis, Polyommatus damon a Polyommatus dorylas (Bartoiiova Suchackova et al.
2021). Na druhou stranu se v posledni dobé objevily nékteré druhy, které byly u nas povazované
za vyhynulé. V roce 2018 byl po &tyficeti letech znovu objeven Pieris mannii v jiznich Cechach
a po témer Ctyficeti letech Nymphalis xanthomelas na Moravé a ve Slezsku (Konvicka et al.
2010).

3.2 DNA Barcoding

Barcoding je geneticka identifikacni technika, ktera kromé identifikace druht slouzi také
pro spravné pfifazeni rozli¢nych Zzivotnich stadii k dospélcim znamych druhi (Hebert et al.
2003), posuzovani biologické rozmanitosti soucasnych i minulych spoleCenstev zvirat a rostlin
a k identifikaci a popisu noveé objevenych druhti. Barcoding je také rychlejsi a levnéjsi technika
nez morfologicka identifikace druhu, ktera mize byt Casto obtizna nebo vyZzaduje praci mnoha
expertd (Valentini et al. 2009). Kromé genetickych analyz pomaha barcoding s poskytovanim
systematiky Sirsi vefejnosti — zeméde¢lstvi, biomedicina atd. (Savolainen et al. 2005). Barcoding
identifikuje druh pomoci kratké sekvence DNA (tzv. barcode = ¢arového kodu). Dostatecné
ucinna genova sekvence pro rozliseni vétSiny zivocisnych druht je gen pro cytochrom c
oxidazovou podjednotku I (COI) z mitochondrialniho genomu (Hebert et al. 2003). Jedna se
0 648 bp (bp = base pairs Cili pary bazi) dlouhy fragment DNA sekvenovany z 5" konce (Ward
et al. 2005). Takto dlouhy fragment umoziuje dostatecné rozliSeni pro identifikaci kryptickych
druhti, coz nam pomaha rozsifit obzory o biologické rozmanitosti (Hebert et al. 2004 b; Jung
et al. 2011). Mitochondrialni geny maji v buice vyssi pocet kopii nez jaderna DNA,
coz umoziuje ziskat vétsi vytézek mtDNA ze stopovych vzorkt (Dawnay et al. 2007). Druhy
byly vymezeny konkrétni sekvenci nebo skupinou velmi podobnych sekvenci (Ward et al.
2005).

Rad Lepidoptera se dlouhodob& pouziva jako modelovy pro evoluéni biologii, jako
vlajkovy taxon pro ochranu hmyzu a pro hodnoceni dopadu klimatickych zmén (Dinca et al.
2021). Dincda et al. (2021) sestavili prvni referencni knihovnu s vysokym rozliSenim
pro evropské motyly, ktera poskytuje 97% pokryti taxont (459 druht) s 22 306 COI
sekvencemi. Nicméné taxonomicky systém v kontinentalnim méritku nemtze byt slozen pouze
z barcodi (nebo jiném jediném genetickém markeru), protoze neodrazi vyskyt introgrese,
parafylie a reprodukéni kompatibilitu mezi hluboce divergovanymi liniemi (Dinca et al. 2021).
Je potfeba komplexné€jsi analyzy. Mnoho studii prokazalo, ze mtDNA vykazuje silnou
diferenciaci mezi populacemi, zejména u slabé disperznich druhti (Dapporto 2019; Avise 2009,
Burney & Brumfield 2009; Dinca et al. 2021). ZvySena dostupnost souborti obsahujici barcody
umoznila srovnavaci fylogeografické analyzy odhalujici procesy diferenciace a populacni
dynamiky béhem kvartérnich klimatickych cykla — kvartérni klimatické oscilace zpusobuji
genetickou diferenciaci a souCasné rozlozeni linii (Hewitt 2000; Schmitt 2007; Dinca et al.
2021).
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3.2.1 Databanky

Databanky obsahuji databaze nukleotidovych sekvenci formalné popsanych druhi.
Jednou z té€chto databanek je Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), ktery je
komplexni databazi obsahujici verejné dostupné nukleotidové sekvence pro vice nez 300 000
formalné popsanych druhi. Narodni centrum pro biotechnologické informace (NCBI;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) zpfistupiiuje pro databazi GenBank data, napf.: popis
sekvence, taxonomii zdrojového organismu, mista mutaci nebo modifikaci atd. Sekvence
obsazené v genovych bankach jsou ziskavany z projektt a laboratoii zaméfené na sekvenovani.
Sekvence mohou byt nahrany do databanek naptiklad pomoci portalu Banklt
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/) nebo ptes NCBI a jsou pfistupné pomoci systému
Entrez (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Web/Search/entrezfs.html), ktery pokryva kromé
GenBank dalsich 35 biologickych databazi. Databaze Entrez obsahuje navic i genomové mapy,
populace a fylogenetické sekvence. 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-e.html). Denni vymeéna dat s Evropskym archivem nukleotida
a Japonskou datovou bankou zajistuje celosvétové pokryti. K vyhledavani podobnosti mezi
sekvencemi a identifikaci druhu slouzi program BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Benson et al. 2007, 2015, 2018). K identifikaci
sekvenci neznamého puvodu lze také vyuzit 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. Vygeneruje nazev druhu (pokud existuje referencni sekvence)
za par sekund nebo nadzev nejbliz§iho piibuzného taxonu (pokud neexistuje referencni
sekvence) (Buhay 2009). Dalsi mezinarodni databaze pomahajici identifikovat a analyzovat
zaznamy DNA barcodu je BOLD (Barcode of Life Data System; http://www.boldsystems.org/),
(Ratnasingham & Hebert 2007). BOLD poskytuje také fylogeneticky strom a souhrn
taxonomické identifikace (Strugnell & Lindgren 2007). Cast databiaze BOLD je veiejné
k dispozici a spojuje molekularni, morfologicka a distribu¢ni data — ulozi§té se sklada
z dvoufazového zaznamu — strankou se sekvenci a strankou obsahujici data vzorku (datum
a misto chyceni vzorku, soufadnice a geograficky pohled vcetné meéfitka, obrazek)
(Ratnasingham & Hebert 2007). VSechny databaze jsou propojeny s védeckou literaturou
prostfednictvim PubMed a PubMed Central (Benson et al. 2007, 2015, 2018). K datu 3/2023
databaze BOLD obsahuje 2 139 495 zaznamu od 122 409 druhli motyli.

3.2.2 Priklady studii barcodingu ve svété

V ramci Evropy uvedu jako priklad studii Dinca et al. (2011) zaméfenou na 180 druha
motyli v Rumunsku. Pro jejich studii bylo ziskano 1387 sekvenci COI od 99 % druhu.
Primémé bylo sekvenovano 7,7 vzorku na jeden druh. Pomoci DNA barcodingu ovéfili
spravnou identifikaci u 90 % druhd. Zbyvajicich 10 % (devét part uzce piibuznych druhi)
zahrnovalo ptipady parafylie, polyfylie nebo sdilely barcode s blizce pifibuznymi druhy. Vyskyt
kryptickych taxonta (shodnych; skrytych; morfologicky nerozlisitelnych) byl nepravdépodobny
kvili podobnosti sekvenci blizce ptibuznych taxont. To naznaCovalo introgresi (vyménu genti
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mezidruhovym kiizenim) nebo neuplné tiidéni linii v sekvenovaném genu. Dalsi studie DNA
barcodu od Dinca et al. (2015) zamétena na Pyrenejsky poloostrov zahrnovala 3502 sekvenci
z 228 druhf. Dataset obsahoval vzorky z pevninského Spanélska, Portugalska, Andorry
a Balearskych ostrovi. Primérné bylo sekvenovano 15,4 vzorku na druh. Sekvence DNA byly
pro 93,9 % druhti monofyletické (maji spolecného predka), 2,6 % polyfyletické (vice predki)
a 3,5 % sdilely DNA barcode (druhy ¢eledi Lycaenidae). Nasledné byl tento pyrenejsky dataset
slouCen s ostatnimi vefejnymi zdznamy pro evropské motyly v databazi BOLD. Novy dataset
obsahoval 5782 sekvenci DNA od 299 druhii, coz odpovidalo cca 60 % evropské motyli fauny.
Po rozsifeni datasetu o dalsi taxony a geografické lokace uroveni monofylie klesla na 84,6 %,
polyfylie na 8,0 % a sdileni DNA barcodu na 7,4 %. Po analyze GMYC (Generalized Mixed
Yule-Coalescent) hledajici potencialni kryptickou rozmanitost a odlisné linie bylo 27,7 %
druht rozdé&leno do dvou nebo vice entit, které piedstavuji potencialni kryptické druhy. Ceska
predb&zna studie Skopek (2020) obsahovala 500 sekvenci z 87 druhd (61,7 % fauny) -
398 sekvenci z 82 druhti (58,2 % fauny) s prumérem 5 sekvenci na 1 druh ziskanych v terénu
a 102 sekvenci z databazi (GenBank, BOLD). Analyzou GMYC bylo potvrzeno spravné urceni
71 druht (81,6 %), 4 druhy (4,6 %) byly sloucené do dvou entit, 10 druha (11,5 %) bylo
rozdeleno na vice entit (potencionalni krypticka diverzita) a 2 druhy (2,3 %) byly rozdélené
a slouCené s jinym druhem. Studie Lukhtanov et al. (2009) obsahovala 353 z 500 druht
stiedoasijskych motylt (cca 70 % fauny). Bylo pouzito 2 az 10 sekvenci DNA pro vétsinu
studovanych druhti. Zjistili, ze 318 z 353 druhti (90,1 %) bylo dobfe odlisitelnych od ostatnich
druht - 86,9 % monofyletickych druhti a 3,2 % parafyletickych druhd, 34 druhd (9,6 %) nebylo
mozné rozlisit. Dale tato analyza odhalila 110 sympatrickych druht (55 part druht jejichz
areal vyskytu se prekryva) a 86 alopatrickych druht (alopatrie je rozdé€leni a izolace populace
geografickymi bariérami). Studie DNA barcodingu pro faunu Kanady a USA od D’Ercole
et al. (2021) ziskala 14 626 vzorkd od 814 druhil (96 % fauny). Vzorkt z Kanady bylo 6 935,
z USA 7 037, dale byl dataset rozsifen o 602 vzorku ze Stiedni Ameriky, 27 z Jizni Ameriky,
7 z Evropy, 4 z Asie a 11 z GenBanku. Primérné bylo pouzito 18 sekvenci na druh. Vétsina
druhti (80 %) byla monofyleticka, ostatni byly parafyletické nebo polyfyletické. Barcode sdilelo
15 % druhti a téméf 10 % druhi vykazovalo vysokou vnitrodruhovou variabilitu (>2,5 %). Tato
studie zachytila 67 % odhadované diverzity haplotypu. Dalsi studie zaméfena na sestaveni
referencni knihovny DNA barcodi motyld z Argentiny Lavinia et al. (2017) se zaméfenim
na Atlanticky les (primarni les rozsifen od Brazilie, pres Argentinu do Paraguaye) shromézdila
2 020 sekvenci z 248 rodt a 417 druht (35 % fauny). V priméru bylo analyzovano 4,8 sekvenci
na druh. Uspé&nost identifikace presahla 95 %. Zjistili vzor sympatrické divergence
v Atlantském lese v provincii Misiones u 18 druhd, které mély dvé nebo vice odlisnych linii
v ramci stejné vzorkovaci lokality. Slou¢eno bylo 23 druhi.

3.3 Bakterie Wolbachia

Wolbachia je nejrozsitenéjsim rodem endosymbiotickych bakterii infikujici Sirokou skalu
Clenovcu a hlistic (Taylor et al. 2018). Vyskytuji se u ni mezidruhové interakce od parazitismu
po mutualismus. Aby si zajistila pfeziti, ovliviluje reprodukci a plodnost hostitele.
Je pleomorfni (mnohotvard), mé velikost od 0,2 do 4 um a sidli v cytoplazmé a gametach
hostitele (Taylor et al. 2018). Mira infekce z&visi na tom, ktery druh infikuje, kterého hostitele.
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Dale také zavisi na pohlavi hostitele. Pokud je hostitelem samec, infekce muze byt patologicka,
pokud samice, Wolbachia hostiteli zajisti del§i zivot a zvySi produkci vajicek —
tim si Wolbachia zajistuje prenos z matky na potomstvo (Werren et al. 2008). Jak uz jsem
zminil vySe, Wolbachia se vyskytuje 1 v cytoplazmé gamet hostitele — spermie maji malo
cytoplazmy, takze Wolbachia vyhledava samice a v jejich cytoplazmé infikuje vajicka matky,
aby si zajistila pfenos do dalsi generace (Werren et al. 2008). Protoze je Wolbachia primarné
prenasena skrz matefskou zarodecnou linii hostitele, ma schopnost ménit jadro hostitelskych
bunék a vyvojové procesy infikovanych samic (zména kondenzace hostitelskych chromozomu,
uréovani pohlavi, biologie kmenovych bunék a ur¢ovani os béhem rané embryogeneze) (Taylor
et al. 2018). Dale muze mit vliv na nalezené vzorce mitochondrialni diverzity a tim padem také
na vysledky barcodingu (Bartoiiova Suchackova et al. 2021). Mezi dalsi reprodukéni
parazitické strategie patfi vyvolani ,,cytoplazmatické inkompatibility* mezi spermii a vajickem,
coz zabrafiuje neinfikovanym samicim produkovat Zzivotaschopné potomstvo po spafeni
s infikovanym samcem (Werren et al. 2008). Wolbachia muze také zplsobit, ze se infikované
samice zacnou mnozit nepohlavné, aby vznikla nova generace infikovanych klonti (Werren
et al. 2008). Wolbachia ma také schopnost chranit hostitele pfed patogeny (zejména RNA viry).
Taylor et al. (2018) odhaduji, Ze se infekce vyskytuje u milionu druhti bezobratlych, véetné 40
% vSech druhti ¢lenovci, coz z ni déla jednu z nejvétsich pandemii.

3.3.1 Metody detekce infekce

Infekce Wolbachia se detekuje pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) s pouzitim
specifickych primerda WSP (Wolbachia surface protein). Tyto primery jsou kratké
jednovlaknové fetézce DNA, které jsou navrzeny tak, aby se vazaly specificky na oblasti
genomu Wolbachia. WSP koduje povrchovy protein na membrané vykazujici sekvencni
podobnost s proteiny na vn&j§i membrané piibuznych bakterii (Braig et al. 1998; Baldo &
Werren 2005). Mezi ostatnimi sekvenovanymi geny je gen WSP nejvariabilnéjsi a vykazuje
vysokou genetickou divergenci mezi kmeny Wolbachia (Baldo & Werren 2005). Déle se
ptitomnost bakterie Wolbachia muze zjistovat pomoci MLST (Multilocus Sequence Typing).
Jedna se techniku molekularni typizace na zakladé sekvenci DNA né¢kolika zakladnich gend,
které jsou pritomny u vSech pfislusnikii rodu nebo druhu. Pét konzervovanych gent pro
zjistovani variability bakterie Wolbachia jsou ftsZ, gatB, coxA, hcpA a fbpA (Baldo et al.
2006). Pomoci téchto genll je mozné rozlisovat mezi riznymi kmeny téhoz druhu. Obé techniky
zahrnuji sekvenovani DNA — MLST je technika molekularni typizace pouzivana k identifikaci
a klasifikaci riznych mikroorganismu, zatimco WSP primery jsou pouzivany specificky k
detekci a identifikaci bakterie Wolbachia.

Vefejna databaze pro molekularni typizaci a diverzitu mikrobiadlniho genomu
(PubMLST; https:/pubmlst.org/) obsahuje data o sekvencich bakterie Wolbachia
s informacemi o ptivodu a fenotypu (a pro dalsich cca 130 riznych mikrobialnich druhii a rodi)
(Jolley et al. 2018). Kazda ulozena sekvence je popsana a upravena tak, aby identifikovala
pfitomné geny a systematicky zobrazovala jejich variace. K datu 3/2023 obsahuje globalné
3 684 alelovych sekvenci bakterie Wolbachia (4 z Ceské republiky). V databazi GenBank
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se nachazi tfi desitky plné nebo cCasteCné osekvenovanych genomt Wolbachia, a dalsi
nukleotidové sekvence z jinych genomu (Taylor et al. 2018).

3.3.2 Wolbachia u motylu

Bakterie Wolbachia zpusobuje u Lepidoptera (motyli a no¢ni mury) reprodukéni
manipulaci, feminizaci a cytoplazmatické inkompatibility (Ahmed et al. 2015). Studie Ahmed
et al. (2015) ukazuje, ze vyskyt infekci je velmi vysoky, a prokazuje, ze klima a geografie jsou
silnymi prediktory frekvence infekce. Jejich dataset obsahoval z 83 % denni motyly
(Papilionoide) a 17 % nocni motyli (Heterocera). Jejich vyzkum zahrnoval vice nez 300 druhti
Lepidoptera. Z jejich vzorka bylo 43 % infikovano bakterii Wolbachia (Ahmed et al. 2015).
Pro porovnani studie z Panamy (Werren et al. 1995) méla infikovano 16,2 % vzorki, studie
z Velké Britanie 35,2 % (West et al. 1998), studie z USA 14,3 % (Werren & Windsor 2000),
studie z Ugandy 17 % (Jiggins et al. 2001), studie z Japonska 45 % (Tagami & Miura 2004),
studie ze zapadni Evropy 43 % (Duron et al. 2008) a studie z Indie 52 % (Salunke et al. 2012).
Studie Ahmed et al. (2015) nezjistila vztah mezi Cetnosti infekce Wolbachia a fylogenetickou
pfibuznosti mezi skupinami Lepidoptera, ale zjistila vyznamnou korelaci mezi ¢etnosti infekce
a zemé&pisnou polohou hostitele — je znamo, ze napadeni bakterii Wolbachia se li§i u druht
Lepidoptera z riznych geografickych oblasti (Werren & Windsor 2000; Ahmed et al. 2015).
Ahmed et al. (2015) uvadi, ze je infekce Wolbachia u Lepidoptera vyssi v nizSich zemépisnych
Sitkach (v teplejSim klimatu). Stejného zjiSténi dosahli 1 ve své studii Toju a Fukatsu (2011).
Avsak napftiklad ve studiich Liu et al. (2006) a Morag et al. (2012) dosahli opac¢nych vysledkd,
a ve studii Sumi et al. (2013) nezjistili zadny sezonni ucinek. Na zakladé vysledki Ahmed
etal. (2015) odhaduji, ze ptiblizné 80 % druht a Ctvrtina az tfetina jedinct je infikovana bakterii
Wolbachia. Ve studii Ilinsky a Kosterin (2017) prozkoumavali komplexni rozsifeni infekce
a genetickou diverzitu u 120 druhd z 13 celedi Lepidoptera. Vétsina motyli pochazela
ze zapadosibifskych lokalit. Identifikovali nakazeni u 58,3 % druhli Lepidoptera
(375 infikovanych vzorkti u 70 druhtl). Mezi dennimi motyli bylo infikovano 59,3 % druht.
Ilinsky a Kosterin (2017) uvadi, ze takto vysoky vyskyt pravdépodobné plati i pro jiné oblasti
mirného pasu, protoze studované druhy maji Siroké palearktické nebo i dokonce holarktické
roz§iteni. Studie Lucek et al. (2021) zaméfena na studium prevalence (podil poctu infikovanych
jedinca k poCtu vSech jedinci ve sledované populaci) bakterie Wolbachia u 13 piibuznych
hostitelskych populaci druhti z rodu Erebia odhalila, ze vice kment Wolbachia infikuje vSechny
zkoumané taxony, ale s riznou prevalenci. Az na dvé vyjimky zjistili, ze prevalence Wolbachia
je relativné vysoka (75 % a vys§) mezi studovanymi taxony a liniemi rodu Erebia. Lucek et al.
(2021) usuzuji, ze preziti v odlisnych glacialnich refugiich a zanik urcitych kment Wolbachia
béhem postglacialni expanze spolecné formovaly komplexni interakce mezi evoluci Wolbachia
a diverzifikaci jejiho hostitele — rod Erebia.

3.4 Ctvrtohorni dynamika motylich areali

Glacialni obdobi (doby ledové) jsou obdobi dlouhodobého snizovani teploty zemského
povrchu a atmosféry. Béhem glacidlnich obdobi dochazi k rozSifovani kontinentalnich,
polarnich a alpskych ledovci. Vyznacuji se nizkymi teplotami, snizenym mnozstvim srazek
a zalednénim. Béhem dob ledovych muiize globalni teplota klesnout az o 10 °C (Dawson 2013).
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Obvykle jsou spojeny se zménami obézné drahy Zemé, které ovliviiuji mnozstvi slunecniho
zafeni dopadajiciho na planetu (Hays et al. 1976; Maslin 2016). Glacialni cykly se vyskytuji
v intervalech trvajicich 40 000 az 100 000 let. Mezi glacialnimi oddobimi se objevuji kratka
tepla obdobi znama jako postglacialni obdobi (doby meziledové). Posledni velka doba ledova
skoncila pfiblizné pied 12 000 lety. Od té doby se Zemé nachazi v dob& meziledové (Dawson
2013).

Béhem posledniho glacialniho obdobi byla velka cast Evropy pokryta silnou vrstvou
ledovce. Ledovce se pohybovaly na jih a vychod a zasahovaly az do dneSniho Némecka nebo
Madarska (Kelly & Grada 2013). Klima v Evropé bylo mnohem chladnéjsi a sussi nez dnes.
Toto obdobi chladného a suchého klimatu zplisobilo vyhynuti mnoha druhti zvifat a zapficinilo
migraci z nékterych oblasti Evropy (Kelly & Grada 2013). S tGstupem ledovci se klima zacalo
oteplovat a flora a fauna se dramaticky zménily. Pfitomnost ledovcd na uzemi dnesni Ceské
republiky zmeénila krajinu — vyhloubila udoli, vytvofila ledovcova jezera a jeskyné a zanechala
zde obrovské mnozstvi sedimenti (Macoun & Krialik 2020). Glacialni procesy se také
zaslouzily o vznik nékterych z nejpozoruhodngjsich krajin Ceské republiky, v&etnd
piskovcovych utvart Ceského Svycarska a vysokych vrcholt Krkono§ (Macoun & Krilik,
2020).

3.4.1 Teorie refugii

Geografické arealy druhd se rozSifovaly a zmenSovaly v zavislosti na klimatickych
zménach ¢tvrtohor (Darwin 1859; Hewitt 1996; Bennett & Provan 2008; Stewart et al. 2010).
Klimatické zmény a to, jak jednotlivé druhy reaguji na zménu klimatu v minulosti vedly
k vyznamnym zménam v rozSifeni druht. Oblasti, které druhy obyvaly béhem obdobi
glacialniho nebo interglacialniho (meziledového) cyklu jsou znama jako refugia. Refugia jsou
utocisté umisténa v jinych zemépisnych Sitkach nebo délkach, nez by se normalné ocekavalo,
a Casto piipominaji klimatické ostrovy, na nichz se podminky pfiznivé lisi od okolnich oblasti.
Snaha pochopit, jak druhy reagovaly na zmény klimatu a kde preckaly tyto zmény mé vyznam
pro modely pfedpovidajici, jak soucasné zmény klimatu ovlivni druhy (Stewart et al. 2010).
Ve ¢tvrtohorach taxony adaptované na mirny pas (teplomilné druhy) byly omezeny na refugia
béhem glaciald, zatimco taxony adaptované na chlad byly omezeny na refugia béhem
interglacialt (Stewart et al. 2010). Stewart et al. (2010) uvadi, ze kromé tradi¢nich jiznich
refugii pro druhy Zzijici v mirném pasu existovaly na severu beéhem glaciala krypticka utocisté
anajihu v horskych oblastech ekvivalentni krypticka jizni refugia béhem interglaciala. Studiim
biogeografie doby ledové dominuje hypotéza glacialniho refugia. Tato hypotéza oznacuje
chladné, glacialni faze historie Zemé jako priméarni Cinitele populacni divergence, v nékterych
ptipadech 1 speciace (Hewitt 1996; Stewart et al. 2010) a aplikuje se na druhy adaptované
na teplo.

3.4.2 Typy refugii

Podle doby vyskytu a polohy délime refugia na glacialni, interglacialni a oceansko-
kontinentalni gradient. Glacialni refugia dale délime na jizni refugia a krypticka severni refugia.
V glacialnich obdobich jsou jizni refugia UtoCiS§tém pro teplomilné druhy. V dobach
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interglacidlnich se zde vyskytuje ¢ast populaci a Cast migruje severnéji. Na severu se stretavaji
druhy pochézeji z rGznych jiznich refugii, coz naznacuje, ze druhy reagovaly separatné
na zvySeni dostupnosti stanovist zpusobené klimatickymi zménami na konci posledniho
zalednéni (Taberlet et al. 1998; Stewart et al. 2010). V Evropé se jizni refugia nachazeji
na Pyrenejském, Italském a Balkanském poloostrove. Krypticka severni refugia jsou glacialni
refugia pro teplomilné taxony umisténa ve vyssich zemeépisnych Sitkach (Stewart et al. 2010).

Interglacialni refugia délime na severni refugia a krypticka jizni refugia. Severni
(polarni) refugia jsou lokalizovana ve vysSich zemépisnych Sitkach, kde druhy pfizpisobené
chladu pretrvavaji v dobach interglacialnich. Na severni polokouli se severni refugia nachaze;ji
v nejsevernéjSich Castech Eurasie a Severni Ameriky, a také na nékolika ostrovech v Severnim
ledovém oceanu, napiiklad v Gronsku (Stewart et al. 2010). Béhem posledniho zalednéni mélo
mnoho druhti adaptovanych na chlad vétsi rozsifeni nez dnes (Stewart et al. 2010). Nekolik
arktickych druhdl je v soucasnosti omezeno vyhradné na polarni refugia, napiiklad Vulpes
lagopus Linnaeus 1758 (liska polarni). SouCasné arealy nékterych z téchto druht jsou velké,
ale stale jsou vyrazné zmenSeny ve srovnani s jejich velikosti béhem posledniho zalednéni.
Krypticka jizni refugia jsou refugia dob interglacialnich pro druhy adaptované na chlad,
nachazejici se v nizSich zemépisnych Sitkdch. V dnesni dobé€, a pravdépodobné i béhem
ptedchozich dob interglacidlnich, se v téchto refugiich nachazely reliktni populace diive
rozsitenych pleistocénnich taxont adaptovanych na chlad (Stewart et al. 2010). Populace druha
adaptovanych na chlad v kryptickych jiznich refugiich byly béhem dob interglacialnich casto
obklopeny populacemi teplomilnych druhu, které expandovaly ze svych severnich refugii
(Stewart et al. 2010). Krypticka jizni refugia maji obecné horskou topografii (Alpy nebo
Pyreneje), avSak ve vyssich zemépisnych Sitkach mize byt nadmotska vyska nizsi. Oceansko-
kontinentalni gradient vysvétluje expanzi stepnich druht do Evropy a jejich zaclenéni do biomu
stepotundra pozdniho pleistocénu. ,,Oceanicka” adaptace znamena adaptaci na vlh¢i a méné
promeénlivé klima interglacialni doby a ,kontinentalni* adaptaci na sussi klima se sezonni
variabilitou dob glacialnich. Euroasijské druhy savci maji dnes v Palearktidé omezené;jsi
kontinentalni rozsifeni, nez béhem posledniho zalednéni (Musil 1985; Stewart et al. 2010).

3.4.3 Vliv ¢tvrtohorniho klimatu

Geneticka rozmanitost napfi¢ Evropou byla uznana jako CasteCny dusledek izolace
glacidlnich dob v jiznich refugiich a postglacialni kolonizace smérem na sever (Schmitt
& Hewitt 2004). Geneticka diverzita klesd od jihu na sever a vySsi genetickou diverzitu
nalezneme ve vychodnich liniich, nez v téch zapadnich (Schmitt & Hewitt 2004). To ukazuje
na snizenou adaptabilitu v dasledku genetického ochuzeni v dusledku glacialnich
a postglaciadlnich zmén. Proménlivost klimatu v minulosti omezovala mnoho ZzivocisSnych
a rostlinnych druhti na jihoevropska refugia béhem nejchladnéjSich fazi (de Lattin 1967,
Schmitt & Hewitt 2004). Béhem téchto glacialnich izolaci se mnoho druhti vyvinulo
do nékolika fylogeografickych linii (Comes & Kadereit 1998; Taberlet et al. 1998; Hewitt 1999;
Schmitt & Hewitt 2004). Béhem zalednéni byly jizni druhy izolovanéj$i a vyvijely se nezavisle.
Severni druhy byly mobilng&jsi a migrovaly na velké vzdalenosti (Dennis et al. 1991).
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Hewitt (1996) uvadi, ze ctvrtohorni cykly s dlouhodobym zalednénim trvajici
az 100 000 let s krat§imi interglacialnimi dobami (10 — 15 000 let) byly hlavni hnaci silou
divergence populaci teplomilnych druhi. V téchto dlouhodobych cyklech travi v refugiich
druhy mirného pasma delsi obdobi nez druhy adaptované na chlad. Kratsi vykyvy klimatu
je obtizné identifikovat, ale Stewart et al. (2010) si mysli, ze také zptsobovaly ekologické
,,poruchy”, kratkodobé izolace refugii a expanze druhti teplomilnych i studenomilnych béhem
stadiald (studen€jsi obdobi béhem doby meziledové) a interstadial (teplejsi obdobi béhem
doby ledové). Refugia, které druh obyva nepretrzité po dobu jednoho celého glacialniho nebo
interglacialniho cyklu lze povazovat za dlouhodoba refugia (Stewart & Dalén 2008; Stewart
et al. 2010). Tyto dlouhodoba refugia by mela mit nejvyssi uroven genetické diverzity v ramci
rozsahu druhu (Stewart et al. 2010). Velikost a doba trvani refugia ma vliv na perzistenci druha
(Stewart et al. 2010). Schopnost populaci pretrvat béhem obdobi neptiznivého klimatu, aniz
by vyhynula kvili demografickeé situaci nebo inbreedingu zavisi na nosnosti prostiedi a na délce
klimatické faze (Lande 1988; Stewart et al. 2010). Naptiklad krypticka refugia byvaji mala
a budou tedy méné bézna pro druhy s velkym télem, protoze nosnost takového prostredi je
mensSi (Stewart et al. 2010). Glacialni obdobi jsou delsi nez interglacalni, takze teplomilné
a studenomilné druhy byly omezeny na riznou dobu. Také severni refugia maji geograficky
blize k sob& nez jizni refugia, coz naznacuje mensi piilezitost populacni divergence mezi
populacemi severnich refugii nez jiznich refugiich (Stewart et al. 2010). Speciace mezi
populacemi jiznich refugii mize byt pomalejsi nez v kryptickych severnich refugiich, protoze
velikost populace bude vétsi kvuli SirSi geografické oblasti, coz muze vést ke zpomaleni
adaptivni divergence (Mayr 1954; Stewart et al. 2010). Potencial speciace populaci kryptickych
severnich refugii by mohl byt vy3si béhem delSich glacialnich dob, nez pro krypticka jizni
refugia béhem kratSich dob interglacialnich (Stewart et al. 2010). Proto Stewart et al. (2010)
navrhuji, ze izolace druhti mirného pasma v kryptickych severnich refugiich mohla hrat
dulezitou roli pii pavodu arktickych druht. Jako priklad uvedu Ursus maritimus Phipps 1774
(medvéd ledni) z Ursus arctos Linnaeus 1758 (medvéd hnédy). Fylogenetické dukazy
prokazuji, ze se medvéd ledni vyvinul z medvéda hnédého, a ze k tomu pravdépodobné doslo
pted 200-300 000 lety (Talbot & Shields 1996; Ho et al. 2008; Stewart et al. 2010). Aby k tomu
mobhlo dojit, musela byt populace medvéda hnédého vystavena severnimu klimatu a oceanskym
biotopim. Stewart et al. (2010) se domnivaji, ze takova populace musela zit v kryptickém
severnim refugiu, aby doslo k alopatrické speciaci v izolaci od ostatnich medvédu hnédych.

3.44 Priklady studii u motyla

Ve studii Schmitt et al. (2005) zaméfené na mapovani genetickych linii u Maniola
Jjurtina potvrdili evoluci dvou hlavnich genetickych linii. Potvrdily to data z alozymu (dédi¢ny
protein kddovany v jednom lokusu), vzor kiidel a morfologie genitalii. Dle Schmitt et al. (2005)
tyto dvé linie vytvortily hybridni zénu v zépadni a stiedni Evropé. V ramci téchto linii nebyla
nalezena zadna dalsi geneticka diferenciace. Posledni zalednéni by tedy mohlo byt jedinym
hlavnim faktorem, ktery ovlivnil genetickou strukturu populace tohoto druhu (Schmitt et al.
2005). Druh M. jurtina ma ve svych populacich také vysokou genetickou diverzitu. Jedna se
o typicky jev pozorovany u béznych a vysoce zivotaschopnych druhti (Schmitt et al. 2005).
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Analyza fylogeografickych struktur ve studii Schmitt et al. (2007) zaméfena na vyznam
sttedomotskych a mimo-stfedomoiskych glacidlnich refugii pro teplomilné druhy uvadi,
ze geneticka struktura alozymu je velka, coz je pravdépodobné vysledkem glacialnich
diferenciacnich procest v jihovychodni Evropé. Studovany druh Erebia medusa ma nékolik
endemickych genetickych linii v Rumunsku a Bulharsku. Siln4 diferenciace mezi témito
zemémi ukazuje na dlouhodobé odde€leni dvou hlavnich skupin v udoli Dunaje. Silna
diferenciace v Rumunsku je s nejvétsi pravdépodobnosti zptsobena existenci nékolika center
glacialni diferenciace, dvou nebo vice jizn€ od jiznich Karpat a jednoho ve vychodni ¢asti
Karpatské kotliny (Schmitt et al. 2007). Slabsi diferenciace mezi bulharskymi vzorky a jejich
vyssi geneticka diverzita naznacuji, Ze k toku gent doslo mezi riznymi oblastmi Bulharska
behem posledni doby ledové.

Fylogeograficka analyza alpského druhu Erebia epiphron jako vzorového modelu
pro alpské disjunktni druhy (druhy, které se vyvinuly ze stejného piedka) ve studii Schmitt
et al. (2006) objevila silnou diferenciaci do péti riznych linii podporujici pét center
diferenciace. Jsou jimi vychodni Pyreneje, pohoii mezi centralnimi Pyrenejemi a jihozapadnimi
Alpami, dvé oblasti podél jiznich Alp a okraj severnich Alp. Schmitt et al. (2006) piedpokladaji,
ze pocatek této diferenciace byl pfed souCasnym interglacialem. Vyrazné genetické rozdéleni
do dvou hlavnich skupin s péti podskupinami silné naznacuje scénaf s péti nebo vice
alopatrickymi centry diferenciace v zapadni Casti Evropy. Schmitt et al. (2006) uvadi, ze je
pravdépodobné, ze se nachazely v nezalednénych castech vychodnich a jihovychodnich
Pyreneji, tahnouci se na zapad od centralnich Pyreneji, pfes pohoii jizni Francie a zasahujici na
vychod do nezalednéné nizsi Casti jihozapadnich Alp, na upati severozapadnich Alp a podél
jiznich a severnich upati. Na severu Alp tahnouci se az k vychodu Cerného lesa v jihozapadnim
Némecku a k povodi Moravy. Podobné vzorce vyskytu ukazujici na uzkou genetickou
pfibuznost mezi horskymi druhy maji i studie Kropf et al. (2002) zamé&fena na studium rostliny
Anthyllis montana Bailey & Bailey 1941 (uro¢nik horsky) a Martin et al. (2002) studujici
Erebia cassioides Reiner & Hochenwarth 1792 (okac lesknavy) mezi Pyrenejemi
a jihozépadnimi Alpami (Schmitt et al. 2000).

Ve studii Schmitt et al. (2010) vykazuje druh Coenonympha arcania tfi odli§né
biogeografické vzorce. Druh C. arcania je jedinym stfedomotskym taxonem v tomto druhovém
komplexu, ktery expandoval z nejméné dvou ruznych ledovych refugii na jihu bé&hem
postglacialniho obdobi (Schmitt et al. 2010). Dle Schmitt et al. (2010) je zvlast€ zajimavy
ptipad predstavujici dva endemické taxony stfedni nadmotské vysky Coenonympha darwiniana
Staudinger 1871 a Coenonympha macromma Turati a Verity 1910. S jejich omezenym
rozSifenim vykazuji analyzované populace genetickou rozmanitost stejné vysokou, nebo
dokonce vyssi, nez u béznych a rozsifenych druhtt motyla (Porter & Geiger 1995; Schmitt
& Seitz 2001; Schmitt et al. 2003; Schmitt et al. 2010). Tento paradox neocekavané vysoké
genetické diverzity u téchto endemitd by mohl byt vysvétlen relativné nedavnym hybridnim
pavodem C. darwiniana (Schmitt et al. 2010). Pro C. macromma to lze vysvétlit pouze
nedostatkem vétSich posunt mezi glacialnimi a postglacialnimi obdobimi (Schmitt et al. 2010).
Tyto dva taxony se mohly nachazet v geografické blizkosti na upati jiznich Alp b&hem ustupu
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posledni doby ledové. Lokalni prezivani zalednéni na upati hor, zejména Alp, mize u mistnich
endemitu stfednich nadmotskych vysek predstavovat obecn€jsi rys (Schmitt et al. 2010).

3.4.5 Puvod ¢eskych populaci motyla

Dle studie Stasova (2018) ptivod nékterych ceskych populaci lu¢nich motylt (Melitaea
didyma, Erebia medusa, Polyommatus coridon) pochazi z vychodnich vétvi téchto druhti. Podle
fylogeografickych analyz (topologie stromi a siti ziskanych ze sekvenci COI a pseudogenu)
je to nasledkem postglacialniho Sifeni z refugii v jihovychodni Evropé. Cesty ze zapadu byly
blokovany pohoiimi Sumavy, Ceského lesa a Krugnych hor (druhy mirného pasu byly omezeny
vyskytem do niz§ich geografickych §ifek v dobach ledovych Pleistocénu) (StaSova 2018).
To vedlo k izolaci a ke zménam v distribuci. V téchto refugiich se odli§né rodové linie chovaly
jako odlisna centra a vyvijely se nezavisle. Po skon¢eni doby ledové se tyto odlisné rodové linie
znovu setkaly a doslo k hybridizaci (Schmitt & Miuller 2007; StaSova 2018).

Bene$s (2018) ve své praci popisoval genetickou strukturu populaci modraskt
Polyommatus damon a Polyommatus dorylas zalozenou na mitochondrialni DNA. Vysledky
fylogenetickych analyz potvrdily, Ze populace obou druht ze stiedni Evropy nejsou geneticky
ptibuzné s populacemi z potencialnich jiznich refugii (Balkansky poloostrov). Populace
Polyommatus damon je odlisna i od populace z Pobalti. Soucasné rozsiteni dle Benes (2018)
tedy neni nasledkem disperze na sever po skonceni doby ledové. Dalsi fylogenetické analyzy
potvrdily piibuznost populaci Polyommatus golgus Hubner 1813 k pyrenejskym populacim
Polyommatus dorylas (Benes 2018).

Studium haplotypt (kombinace alel) ve studii Suchackova Bartofiova et al. (2021)
dokazuje zarazeni populaci Chazara briseis ve stiedni Evropé do mitochondrialni skupiny
roz§ifené od Spandlska po Altaj (stfedni Asie) odd&lené od populaci severni Afriky
a jithovychodnich oblasti. V ramci této skupiny se pak mistni populace ve sttedni Evropé lisi
urcitym haplotypem. Populace z Némecka jsou ptfibuzné s populacemi ze zapadni Evropy,
populace Ceské republiky maji jeden haplotyp jedinedny pro &esky region a dali sdili
s populacemi Mad'arska a Rakouska (Suchackova Bartonova et al. 2021).

Urdovani piibuznosti na zakladné fylogenetického stromu v piedb&zné studii Skopek
(2020) mezi Ceskymi, némeckymi a rumunskymi populacemi cCeledi Lycaenidae ukazala
piibuznost &eskych populaci teplomilnych Thecla betulae s rumunskymi populacemi. Ceské
a rumunské populace mohly byt propojené teplou panonskou nizinou a némecké populace
mohly byt od Ceskych oddélené horami na hranicich. Vlhkomilny druh Aricia eumedon mohl
byt na druhou stranu izolovan od t&ch rumunskych teplymi oblastmi na uzemi CR, protoze byl
vice piibuzny némeckym vzorkim. Druhy Plebejus argyrognomon a Polyommatus thersites
tvorily samostatnou ceskou vétev.
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3.5 Metody studia biogeografie kvarterni Evropy

Biogeografie se studuje predevsim fylogenetickou analyzou zdjmového taxonu (obecné
druhu). Material se ziskava z lokalit vyskytu, ze sbirek ¢i vefejnych databazi. Studie mohou byt
zalozené na jednom Ci vice genech. V praxi se vyuziva nékolik molekularnich markera —
barcode, alozymy, mikrosatelity a metody sekvenovani nové generace (next generation, NGS).
Alozymy jsou bézné variantni formy enzymu liSici se svou strukturou. Jsou kédovany riznymi
alelami na stejném miste. Ve fylogenetice se pouzivaji k méfeni evolucni historie a vztahti mezi
raznymi druhy (Parker et al. 1998). Mikrosatelity jsou kratké tandemové repetice. Skladaji
se z opakuyjicich se jednotek o velikosti 2—5 nukleotidi. Detekuji se pomoci amplifikace
cilenych usekti pomoci PCR a nasledné elektroforézy. Vyuzivaji se ke genetickému mapovani,
testovani diverzity populace a k testim otcovstvi. Sekvenovani nové generace je metoda
umoziujici rychlé a masivni sekvenovani velkého mnozstvi vzorkti najednou. Pouziva se
k urCeni poradi nukleotid v celych genomech nebo cilovych oblastech DNA ¢i RNA (Behjati
& Tarpey 2013).
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4 Metodika

Zakladni laboratorni praci byla izolace DNA z noh motylu. Izolovana DNA byla poté
vystavena polymerazové fetézové reakci (PCR), ktera umoziuje cyklickou klonaci vybranych
usektt DNA (gent COI a WSP). Kvalita PCR produktt a pfitomnost bakterie Wolbachia byla
oveéfena pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu. Ovéfené produkty se nasledné poslaly
na sekvenovani nukleovych kyselin (sekvenovani uruje poradi nukleotidi v useku DNA).
Nasekvenované DNA produkty se musely upravit a srovnat (tzv. aligning). Upravené sekvence
jsem tak mohl porovnavat, tiidit a fadit pomoci specializovanych programi. Pomoci
konkrétnich programa jsem mohl studovat pavod Ceskych populaci a linii.

4.1 Sbér vzorku

Nejprve bylo tieba sehnat vzorky vsech druhti motylt Zzijici na nasem uzemi. Nékteré
vzorky motyl byly jiz pfipravené k izolaci, dalsi byly dodany ze soukromych sbirek. Né&jaké
sekvence zhotovené pro jiné vyzkumy (Bartonova et al. 2019; Maresova et al. 2019) byly taktéz
pouzity pro tuto praci. VSechny ostatni druhy motyla byly za ucelem této prace spolupracovniky
odchyceny z volné ptirody. Bylo nutné sebrat a pouzit k dalsim kroktim vice vzorkl od kazdého
druhu, kvuli mozné vnitrodruhové variabilité. Z celych tél motyla byly oddé€leny nohy
a premistény do mikrozkumavek (tzv. eppendorfek). Kazda eppendorfka byla fadné oznacena.

4.2 Izolace DNA

V ramci jedné izolace jsem zpracoval 30 vzorkd. Izolaci jsem provadél pomoci sady
Genomic DNA Mini kit dle pfilozeného navodu. Nejprve jsem pomoci pipety do kazdé
eppendorfky ptidal 200 pl lyzacniho pufru (GT Buffer). Za pomoci pestli jsem musel rozdrtit
nohy motyl na co nejmensi Casti tak, aby doslo k homogenizaci vzorku. Nasledn€ jsem piidal
20 ul Proteinazy K a eppendorfky premistil do vortexu k promichani vzorkd. Proteinaza K
slouzi k degradaci bilkovin v bunécnych lyzatech. Eppendorfky jsem poté umistil
do inkubacniho zafizeni, kde zistaly pfiblizné 3 hodiny a inkubovaly se pfi teploté¢ 60 °C.
Po dokonceni inkubace jsem ptidal 200 pul GBT pufru (GBT Buffer), vzorky jsem pomoci
vortexu opét promichal a dal inkubovat na dalSich 20 minut. Po inkubaci jsem piidal 200 pl
analytického lihu (ethanol) a vzorky jsem znovu promichal. Poté jsem piepipetoval obsah v§ech
eppendorfek do predem piipravenych kolonek. Kolonky jsou mikrozkumavky (GD column)
ve sbérnych 2 mililitrovych zkumavkach (Collection Tube). Nasledné jsem kolonky premistil
do centrifugy. V centrifuze se odstfed’ovaly 2 minuty pfi 15 000 otacCkach za minutu. Po téchto
dvou minutach jsem kolonky premistili do novych sbémych nadob a ty staré vyhodil.
Do kolonek jsem ptidal 400 pl promyvaciho W1 pufru (W1 Bufter) a dal je znovu do centrifugy
na 30 sekund. Po odstfedéni jsem vylil obsah sbémych nadob a pfidal 600 ul dal§iho
promyvaciho pufru (WASH Buffer) a pfemistil opét do centrifugy na dalSich 30 sekund. Obsah
sbérnych nadob jsem poté znovu vylil a kolonky dal znovu do centrifugy, tentokrat na 3 minuty,
aby doslo k vysuSeni. Po dokonceni vysouseni jsem piemistil kolonky do novych eppendorfek.
Do kazdé z eppendorfek jsem piidal 70 pl predehiatého (60 °C) eluc¢niho roztoku (Elution
Buffer). Elution Buffer v kolonce uvoliiuje vazanou DNA. Roztok bylo tfeba nechat pasobit
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minimalné 10 minut. Nakonec jsem uvolnil templaty DNA do eppendorfek — toho jsem docilil
30 sekundami v centrifuze. VSechny templaty jsem poté uskladnil v mrazaku (-20 °C).

43 PCR

Amplifikoval se mitochondridlni gen cytochrom c oxidaza podjednotka 1 (COI)
a Wolbachia surface protein (WSP). V prvni fad¢ jsem musel vytvofit Master Mixy, ve kterych
probihaly PCR reakce. Master Mix pro COI se skladal z 4 ul PCR H>O0, 6,25 ul Bioline RedMix
a dvou univerzalnich primera — 0,625 pl Forward primer LCO a 0,625 ul Reverse primer
NANCY (Monteiro & Pierce 2001; Wahlberg & 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'. Pro usnadnéni sekvenovani oba primery obsahovaly promotory
(T7promoter a T3). Master Mix pro WSP obsahoval misto primeri LCO a NANCY primery
81F a 691R (Braig et al. 1998). Sekvence primeru 81F je: 5' TGG TCC AAT AAG TGA TGA
AGA AAC 3'asekvence primeru 691R je 5' AAA AAT TAA ACG CTA CTC CA 3'. Uvedené
objemy plati pro 1 vzorek. Objemy slozek Master Mixti umémé odpovidaly poétu vzorkda.
Vsechny chemikalie se musely skladovat podchlazené. Hotové Master Mixy jsem piepipetoval
na specialni desticku obsahujici mikrozkumavky. Do jednotlivych mikrozkumavek jsem
prepipetoval 11,5 pl Master Mixu a 2 ul templatu DNA. Desticku s mikrozkumavkami jsem
protiepal a vlozil do termocykleru k amplifikaci DNA. PCR pro COI probihala nasledujicim
zpusobem: zahtati na 95 °C a ponechani 3 minuty (tzv. poCateCni denaturace) — tim doslo
k rozpojeni vodikovych mustkt. Nasledovalo 40 cyklu, kde se stiidaly teploty nasledovné:
94 °C na 30 sekund, 50 °C na 30 sekund a 72 °C na dalSich 30 sekund. Proces skoncil
tzv. finalni elongaci, ktera trvala 10 minut pii 72 °C. Vysledkem byly desitky miliard
amplifikovanych fragmenti DNA. PCR pro WSP probihala podobné, pouze misto snizeni
teploty na 50 °C se snizovalo na 55 °C.

4.4 Elektroforéza

Kvalitu produkti PCR a pfitomnost bakterie Wolbachia jsem ovéfil pomoci elektroforézy
na agarozovém gelu. Zviditelnily se a oddélily rizné dlouhé skupiny fetézci DNA. Nejprve
jsem musel vyrobit 1,5% agardzovy gel. Rozmichal jsem 1,5 g praskové agardzy ve 100 ml
TAE pufru (TAE Buffer). Smés jsem vlozil do mikrovinné trouby na 1,5 min. Gel mél mit
po uplynuti casu rosolovitou konzistenci, pokud nemél, bylo tfeba pokracovat v zahtivani. Bylo
nutné gel v mikrovinné troubé hlidat, aby nedoslo k pfevareni a s tim spojenou erupci. Nasledné
jsem piidal 1 pl barviva GEL-RED a zamichal. Dale jsem gel pfelil do pfedem piipravené
vanicky s hiebinky (ty slouzi k vytvoreni jamek pro vneseni vzork) a pockal 20 minut, nez gel
ztuhne. Po ztuhnuti gelu jsem vyjmul hiebinky a vanicku vlozil do elektroforetické vany
vyplnénou elektroforetickym pufrem TAE. Déle jsem piepipetoval vzorky do jamek v gelu. Do
prvni z jamek v kazdém sloupci jsem piidal samostatné velikostni ladder k odhadu velikosti
DNA fragmentti. Po prepipetovani jsem uzaviel vanicku a napojil anodu a katodu. Vanickou
prochéazelo konstantni napéti 150 V po dobu 25 minut. Béhem této doby se zaporné nabité
fetézce nukleovych kyselin prodiraly ke kladné elektrodé. Po dokonceni elektroforézy jsem gel
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vyjmul z vani¢ky a premistil pod UV transiluminator s kamerou s cernym filtrem
k fotodokumentaci. Na fotografiich bylo vidét, u kterych vzorka probéhla PCR tspésné a vznikl
PCR produkt, a které vzorky obsahovaly bakteriit Wolbachia. VSechny PCR produkty byly
nasledné odeslany do firmy Macrogen (Amsterdam, Nizozemsko), kde byly na komeréni bazi
osekvenovany na sekvenatoru typu ABI3730XL.

4.5 Uprava sekvenci, fylogenetické a biogeografické analyzy

Ziskané sekvence byly porovnany s databazi pomoci algoritmu BLAST a nalezené
kontaminace byly vymazany. Nasledné byly sekvence zkontrolovany v programu Geneious
(https://www.geneious.com/; Kearse et al. 2012). Geneious je program poskytujici nastroje
pro analyzu sekvenci DNA a RNA, molekularni klonovani, fylogenetiku a genomicky vyzkum.
Umoziiuje uzivatelim importovat a manipulovat se sekvencemi z raznych zdroja a podporuje
fadu typu sekvencnich dat, vCetné sekvenci nukleotidii a aminokyselin, zarovnani a anotaci.
Predem bylo nutno zkratit zacatky a konce sekvenci na stejnou délku a vytadit pfili§ kratké
sekvence. Poté byly sekvence zarovnany metodou CLUSTAL-W
(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw). CLUSTAL-W je program pro vicenasobné
zarovnavani sekvenci DNA a proteini. Vytvaii také matici vzdalenosti a konstruuje
vicenasobné zarovnani (Thompson et al. 2003). K sekvencim ziskanym v ramci tohoto projektu
byly pfidany sekvence Ceskych vzorkt z databaze BOLD. Za ticelem zjisténi kment bakterie
Wolbachia byly sekvence porovnany s databazi PubMLST.

4.6 Statistické vyhodnoceni

Spojené sekvence ziskané z databaze a nové osekvenované v tomto projektu prosly
analyzou BAPS (Bayesian Analysis of Population Structure; Cheng et al. 2013). BAPS je
metoda roziazujici sekvence do klastri dle pfibuznosti bez znalosti geografického ptvodu
vzorkl. Analyza probéhla pro kazdy druh zvlast. Prifazeni do klastrd se vypocitalo pomoci
skriptu rhierBAPS (https://github.com/gtonkinhill/rhierbaps; Tonkin-Hill et al. 2018)
v programu R verze 3.6.0 (R Core Team 2019). Kazdy z klastri byl zobrazen pomoci riznych
barev na mapé Evropy. Vytvorilo se 140 map odpovidajici 140 druhtim. Na zaklad¢ téchto map
se ke kazdému druhu piifadila kategorie linie piitomné v Ceské republice (nebo dvé kategorie,
pokud byly pfitomny konkrétni line). Tyto kategorie byly: (1) nizka diverzita: pouze jeden
klastr BAPS v celém druhu; (2) evropska linie: linie Siroce rozSifena po celé Evropé byla
ptitomna v CR, zarove se nékde v Evropé vyskytovalaly i dali linie; (3) mix evropskych linii
piitomnych v CR; (4) zapadni linie: vzorky z CR jsou piibuzné se vzorky ze zapadni Evropy;
(5) ptibuznost s Apeninskym/Balkanskym poloostrovem; (6) piibuznost Balkan/vychod:
vzorky z CR jsou piibuzné vzorkim z Balkanu nebo Balkanu plus vychodni Evropa/Asie;
(7) sttedoevropska linie: sttedoevropskeé hory nebo Panonské nizina vytvofily samostatnou linii,
do které patii vzorky z CR; (8) temperatnd-kontinentalni linie: vzorky z CR jsou piibuzné
vzorkiim obyvajicim podobny zemépisny pas a linie neni pfitomna ve Stfedomofi; (9) smés
vychodnich linii.
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Déle byly vytvoreny haplotypové sité€. Pro tvorbu haplotypovych siti byl pouzit program
POPATrt verze 1.7 (https://popart.maths.otago.ac.nz/; Leigh & Bryant 2015). Ten popisuje
populacni struktury organismu a zkouma fylogeografické historie tykajici se jejich diverzity.
Dalo by se fict, Ze jde o fylogenetické stromy mezi populacemi. Sité byly hodnoceny na zakladé
polohy haplotypt nalezenych v CR a haplotypti od nich vzdalenych s maximalng dvéma
mutacemi. Sité byly rozdéleny do nésledujicich kategorii: (1) nizka diverzita nebo expanze
v celém aredlu; (2) nizka diverzita v rdmci roz§ifené linie (v siti existuje jeste 1 jina, divergentni
linie); (3) soucast expandujici roz§ifené linie (existuje jina, divergentni linie); (4) soucast
stabilni rozSifené linie (vykazuje bud’ stabilni sit' s nékolika spojenimi a rovnomérnymi
sekvencemi v haplotypech, nebo kombinaci stabilni sit€ a expanze); (5) stfedoevropska linie;
(6) ptibuznost Balkan/vychod; (7) kontinentalné-temperatni linie; (8) pfibuznost se zdpadem;
(9) ptibuznost s Apeninskym/Balkanskym poloostrovem a (10) mix haplotypt (pfitomno vice
Ceskych haplotypu vzdalené€jSich nez 2 mutace).

Poté byla sestavena databaze znakt pro kazdy druh: (1) vztah k biotopu, kde byly druhy
zatazeny do deviti kategorii: ubikvistni (vSudypfitomny), mezofilni-1 (lu¢ni druh), mezofilni-2
(kefovy), mezofilni-3 (lesni), xerotermofilni-1 (stepni), xerotermofilni-2 (suchy kefovy),
hydrofilni (mokfadni), tyrfofilni (slatinny/raselinny) a vysokohorsky (na zakladé Macek et al.
2015); (2) funkéni vlastnosti: délka prednich ktidel, forma zivné rostliny = aparence (vzhled
hostitelské/zivné rostliny; fazeno 1-4; od malych rostlin az po stromy), plodnost (pocet vajicek
na samici pii vylihnuti; fazeno na stupnici 1-9), pohyblivost (fazeno na stupnici 1-9;
od extrémné sedavého po extrémné pohyblivy), hustota (pocet jedinci na jednotku plochy;
fazeno na stupnici 1-9; od fidké az po hustou), délka doby letu (pocet mésict letu dospélct bez
mesict hibernace), voltinismus (pocCet mlad’at nebo generaci za rok), stadium piezimovani
(ukazatel rychlosti vyvoje; fazeno na stupnici 1-5; od vajicka po migrujiciho dospé€lého jedince)
a potravni index (vazi pocet rostlinych Celedi a rodt zivnych rostlin) (Bartoriova et al. 2016);
a (3) stupefi ohroZeni, ktery byl vytvoren na zakladé Cerveného seznamu CR (1 - neohroZeny
(Non), 2 - témeft ohrozeny (NT), 3 - zranitelny (VU), 4 - ohrozeny (EN) a 5 - kriticky ohrozeny
(CR)) (Hejda et al. 2017).

Nasledovaly analyzy v programu Canoco5 (http://www.canocoS.com/). CanocoS je
statisticky program, ktery pracuje pievazné s ordina¢nimi analyzami. PouZziva ruzné typy dat,
napfiiklad data o pritomnosti/absenci nebo pocetnosti, a také rizné typy environmentalnich
proménnych, napiiklad spojité, kategorialni nebo smisené proménné (Smilauer & Leps 2014).
Mezi hlavni funkce programu patii analyzy hlavnich komponent (PCA), korespondencni
analyzy (CA), analyzy nadbytecnosti (RDA), regresni analyza, vcetné linearni regrese,
parcialni korelace a kanonické korelacni analyzy (CCA), a grafické a vizualizacni néstroje,
vcetné biplotd, ordinac¢nich diagrama a dalSich typa grafi. V programu Canoco5 se provedly
dvé sady kanonickych korelac¢nich analyz (CCA), pficemz se jako vysvétlovana proménna
pouzily bud’ kategorie BAPS, nebo kategorie haplotypovych siti, a jako vysvétlujici proménné
se pouzily znaky. Byly provedeny dva testy: (a) globalni test, vyuzivajici vSechny proménné
a (b) postupny interaktivni vybér proménnych s nejvyssi vysvétlenou variabilitou.
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Prevalenci bakterie Wolbachia jsem vyhodnotil na zakladé sekvenci WSP v Excelu, kde
jsem roztfidil napadené druhy do skupin dle typu nalezeného kmene bakterie a pfifadil
ke kazdému druhu pocet testovanych a pozitivnich vzorki.
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S Vysledky

Dohromady jsem za pomoci spolupracovniku ziskal 1119 sekvenci od 140 druhG motylt
z celkovych 142 druht zijicich na nasem uzemi (tj. 98,6 % Ceské fauny; Priloha 1.). Primérné
bylo osekvenovano 8 vzorkt na druh. Z Celedi Papilionidae jsem ziskal 29 sekvenci od 4 druhd,
z Hesperiidae 85 sekvenci od 15 druht, z Pieridae 147 sekvenci od 16 druhd, z Riodinidae
2 sekvence od 1 druhu, z Lycaenidae 322 sekvenci od 45 druhii a z Nymphalidae 534 sekvenci
od 59 druht. Pro druhy Zerynthia polyxena, Lycaena helle, Leptotes pirithous, Neptis rivularis,
Boloria aquilonaris a Hipparchia hermione jsem ziskal pouze 1 sekvenci. Nejvice sekvenci
bylo ziskano od druhti Colias palaeno (43), Melitaea britomartis (41) a Maniola jurtina (83).
Chybéjici druhy jsou Melitaea phoebe Denis a Schiffermuller 1775 (hnédasek diviznovy)
a Hyponephele lycaon Kithn 1774 (okac Sedohnédy; tento druh je vSak uz nékolik let
nezvestny).

Ziskané sekvence byly doplnény o sekvence z databaze BOLD. Z databazi bylo pouzito
21 370 sekvenci (152,6 vzorku na druh). Nejvice sekvenci méli Polyommatus icarus (621)
a Pieris rapae (870). Celkovy dataset tedy obsahoval 22 489 sekvenci s praméme 160,6 vzorky
na druh. Po rozsifeni datasetu o sekvence z databazi obsahovala celed’ Papilionidae primérné
149,5 sekvenci na druh, Hesperiidae 183,8 sekvenci na druh, Pieridae 234,8 sekvenci na druh,
Lycaenidae 142,3 sekvenci na druh, Nymphalidae 151,2 sekvenci na druh a 49 sekvenci
pro 1 druh Celedi Riodinidae.

5.1 Prevalence bakterie Wolbachia

Na piitomnost bakterie Wolbachia bylo testovano 997 vzorka od 133 druht s prumérmé
7,5 vzorku na druh (vycet testovanych druht s poCtem testovanych a pozitivnich vzorku, véetné
specifickych kment bakterii obsahuje Ptiloha II). Netestované druhy byly Agriades optilete,
Colias palaeno, Euphydryas aurinia, Hipparchia semele, Hyponephele Lycaon, Lycaena helle,
Melitaea phoebe, Pieris bryoniae, Satyrium spini a Brenthis hecate. Tento dataset obsahoval
navic vymiely druh Colias myrmidone. Pozitivni nalez infekce byl u 401 vzorka (40,2 %
studovanych vzorka). U 25 druhti nebyl nalezen Zadny pozitivni vzorek (napt.: Chazara briseis
s 16 testovanymi vzorky nebo Coenonympha glycerion s 10 vzorky). Mezi 108 pozitivnimi
druhy byla pozorovana nizka prevalence u Arethusana arethusa (1 pozitivni vzorek z 18),
Lycaena dispar (1 z 10), Maniola jurtina (1 z 19), Melitaea aurelia (3 z 27), Parnassius
mnemosyne (4 z 27) a u Polyommatus icarus (2 z 21). Vyssi pocet infikovanych vzorkt byl
u Aricia artaxerxes (12 pozitivnich z 13 testovanych), Coenonympha tullia (14 z 25) a Plebejus
argyrognomon (10 z 23). Stoprocentni prevalence pozorovana u 22 druht, naptiklad: Colias
alfacariensis (8 pozitivnich vzorku z 8), Colias hyale (8 z 8), Lycaena tityrus (7 z 7), Minois
dryas (9 2 9), Pararge aegeria (9 z9), Phengaris arion (7 z 7) a Satyrium acaciae (9 7 9).

Pocet infikovanych druhti podle kmenu bakterie Wolbachia zobrazuje Graf 1. Celkem
bylo nalezeno 42 rtiznych kment bakterie Wolbachia (ve skutecnosti 40 protoze kmeny 561
a561/694a581a581/116jsou ty samé. V databazi byly pravdépodobné pojmenované dvakrat).
Vétsina kmentd (27) nalezena pouze u 1-3 druhl (67,5 % kmentd) - 17 kmena (42,5 %)
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infikovalo pouze jeden druh. Osm kment infikovalo 2 druhy, ¢tyfi kmeny 3 druhy, jeden 4
a jeden 6. Kmen 10 byl nalezen u 25 druhti. Kmen 61 u 11 druhti. Kmen 561 (+561/694)
u 20 druht. Kmen 564 u 22 druht. Kmen 577 u 22 druht. Kmen 581 (+581/116) u 16 druht.
Kmen 583 u 17 druht. Kmen 593 u 11 druhd. Kmen 698 u 13 druhi. Piehled konkrétnich druht
motyla ke kazdému kmenu bakterie Wolbachia obsahuje Priloha III.

Pocet infikovanych druht podle kment bakterie Wolbachia
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Graf 1. Celkovy pehled poctu infikovanych druhii ke kazdému z nalezenych kmenti bakterie Wolbachia.

5.2 RozSiteni linii po Evropé (BAPS kategorie)

Na zakladé vytvorenych klastri (a nasledné map) analyzou BAPS se vSechny druhy
rozdélily do 9 kategorii linii piitomné v Ceské republice (nebo dvou kategorii, pokud byly
ptitomny konkrétni line; Graf 2). Do kategorie (1) nizka diverzita (pouze jeden klastr v celém
druhu) bylo zafazeno 37 druht, napt.: Erynnis tages (Obr. 1). Do kategorie (2) evropské linie
(linie Siroce rozsifené po Evropé véetné CR) bylo zatazeno 30 druhd (z toho 7 u kterych byla
nalezena i dalsi linie), napt.: Coenonympha pamphilus (Obr. 2). Kategorie (3) mix evropskych
linii pfitomnych v CR zahrnula 12 druht, napf.: Pieris napi (Obr. 3). Do kategorie (4) zapadni
linie (vzorky z CR jsou piibuzné se vzorky ze zapadni Evropy) zahrnuto 11 druhé (z toho 1
u kterého byla nalezena dalsi linie), napt.: Coenonympha arcania (Obr. 4). DalSich 14 druht
melo linie pfibuzné s Apeninami/Balkanem — kategorie (5), napt.: Hesperia comma (Obr. 5).
Do kategorie (6) piibuznost Balkan/vychod (vzorky z CR jsou piibuzné vzorkiim z Balkanu
nebo Balkanu + vychodni Evropa/Asie) zatazeno 17 druhi (z toho 3 s dalsi linii),
napt.. Polyommatus daphnis (Obr. 6). Do kategorie (7) stfedoevropska linie bylo zafazeno
8 druhti (z toho 4 s dalsi linii), napt.: Argynnis aglaja (Obr. 7). Do kategorie (8) temperatné-
kontinentalni linie (vzorky z CR jsou piibuzné vzorkiim obyvajicim podobny zemé&pisny pas
a linie neni pfitomna ve Stfedomofi) bylo zahrnuto 21 druhli (z toho 7 s dalsi linii),
napt.. Glaucopsyche alexis (Obr. 8). Do posledni kategorie (9) smés vychodnich linii bylo
zahrnuto 5 druhti (1 s dalsi linii), napt.: Maniola jurtina (Obr. 9). Vycet vSech druha
v jednotlivych kategoriich obsahuje Pfiloha IV.
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Obr. 1. Mapa klastru druhu Erynnis tages na map¢ Evropy. Kategorie (1) nizka diverzita.
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Obr. 2. Mapa klvastrﬁ pro Coenonympha pamphilus. Kategorie (2) evropské linie Siroce rozsifené po
Evropé v¢etné CR.

Obr. 3. Mapa klastrii pro Pieris napi. Kategorie (3) mix evropskych linii ptitomnych v CR.
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Obr. 4. Mapa klastri pro Coenonympha arcania. Kategorie (4) zapadni linie (vzorky z CR jsou
piibuzné se vzorky ze zdpadni Evropy).

Obr. 5. Mapa klastri pro Hesperia comma. Kategorie (5) linie pfibuzné s Apeninami/Balkanem.
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Obr. 6. Mapa klastri pro Polyommatus daphnis. Kategorie (6) piibuznost Balkan/vychod (vzorky z CR
jsou pfibuzné vzorktim z Balkanu nebo Balkanu + vychodni Evropa/Asie).

.y

Obr. 7. Mapa klastri pro Argynnis aglaja. Kategorie (7) sttedoevropska linie.
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Obr. 8. Mapa klastrit pro Glaucopsyche alexis. Kategorie (8) temperatné-kontinentalni linie (vzorky
z CR jsou piibuzné vzorkiim obyvajicim podobny zemé&pisny pas a linie neni pfitomna ve Stiedomoii).

g
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¢

Obr. 9. Mapa klastri pro Maniola jurtina. Kategorie (9) smés vychodnich.

5.3 Kategorie vzniklé na zakladé haplotypovych siti

Vsech 140 druht bylo rozdéleno do 10 kategorii (nékteré druhy byly zatazeny do dvou

kategorii, Graf 3) na zakladé polohy haplotypt nalezenych v CR a haplotypti od nich
vzdalenych s maximalné dvéma mutacemi. Do kategorie (1) nizka diverzita nebo expanze bylo
zatazeno 17 druhti. Do kategorie (2) nizka diverzita v ramci rozsifené linie 19 druha (3 s dalsi
kategorii). Do kategorie (3) soucast expandujici rozsifené linie 11 druhGi. Do kategorie
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(4) soucast stabilni rozsitené linie 17 druhtt (1 s dal§i kategorii). Do kategorie (5)
sttedoevropska linie 8 druht (2 s dalsi kategorii). Do kategorie (6) pfibuznost Balkan/vychod
15 druht (2 s dalsi kategorii). Do kategorie (7) mirné€ kontinentalni linie 22 druht (4 s dalsi
kategorii). Do kategorie (8) pfibuznost se zapadem 9 druhti (2 s dalsi kategorii). Do kategorie
(9) pribuznost Apeniny/Balkan 13 druht (4 s dalsi kategorii). A do kategorie (10) mix
haplotypt 17 druhti. Vycet vSech druhti v jednotlivych kategoriich obsahuje Piiloha V.
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Graf 3. Pom¢r druhti rozdélenych do 10 kategorii na zaklad¢ haplotypovych siti.

5.4 Analyzy pomoci programu Canoco5

Uzitim pfimych ordina¢nich analyz CCA jsem zjiStoval zavislost mezi kategoriemi
BAPS / haplotypovych siti a znaky (biotopy, funkéni vlastnosti a stupenn ohrozeni). Zavislost
mezi vysvétlovanymi kategoriemi BAPS a vysvétlujicimi proménnymi znaky — biotopy
(ubikvistni, mezofilni-1, mezofilni-2, mezofilni-3, xerotermofilni-1, xerotermofilni-2,
hydrofilni, tyrfofilni a vysokohorsky) byla pii analyze vSech proménnych prikazna
(pseudo-F = 1,5; P = 0,012). Vysvétlena variabilita 9,5 %. Interaktivnim vybérem (analyza
vybrala pouze ty proménné, které vysvétli nejvice variability) byly zvoleny za proménné
vysvétlujici nejvice variability ubikvista (pseudo-F = 3,7; P = 0,001) a xerotermofil-1
(pseudo-F = 1,9; P = 0,056 - marginaln¢ signifikantni), Obr. 10. Vysvétlena variabilita 4,0 %.
Zavislost mezi kategoriemi BAPS a proménného znaku ohrozeni byla signifikantni
(pseudo-F = 1,7; P =0,013), Obr. 11. Vysvétlena variabilita 4,7 %. Nasledovalo vysvétlovani
kategorii BAPS za pomoci funkénich vlastnosti (traiti). Vysvétlena variabilita 8,8 %;
pseudo-F = 1,4; P=0,02. Vsechny znaky dohromady byly signifikantni. Interaktivnim vybérem
byly vybrany délka doby letu, aparence a rozpéti prednich kiidel za znaky s nejvyssi
vysvétlyjici variabilitou (Obr. 12). Vysvétlenad variabilita 4,5 % a nalezena zavislost mezi
vybranymi znaky a kategorii BAPS (délka doby letu pseudo-F =2.4; P =0,021; rozpéti prednich
kiidel pseudo-F 2,1; P =0,031 a aparence pseudo-F = 1,9; P = 0,052 - marginalné signifikantni).
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Dalsi vysvétlovanou kategorii jsou haplotypové sité pomoci vysvétlujicich proménnych
znaki (biotopiu). Testovanim vSech proménnych znaka biotopt se vysvétlilo 7,7 % variability,
avSak test vySel nesignifikantni — bez zavislosti (pseudo-F = 1,2; P = 0,105). Interaktivni
postupna selekce CCA ukazala, ze nejvice variability vysvétlily ubikvista, mezofil-3 a tyrfofil
(Obr. 13). Tato analyza vysvétlila 4,5 % variability a prokazala zavislost mezi zminénymi
biotopem a kategorii haplotypovych siti — ubikvista pseudo-F = 2,6; P = 0,009, mezofil-3
pseudo-F = 2; P = 0,03 a tyrfofil pseudo-F = 1,8; P = 0,066 (marginalné signifikantni). Dale se
vysvétlovaly kategorie haplotypovych siti pomoci ohrozeni (kategorie Cerveného seznamu
CR), Obr. 14. Vysvétlena variabilita 4,5 % a byla zde nalezena zavislost mezi stupném ohrozeni
a kategorii haplotypové site (pseudo-F = 1,6; P=0,014). Vysvétlovana kategorie
haplotypovych siti pomoci fukncnich vlastnosti (traiti). Pfi testovani vSech znakt vysla sice
prukazné (pseudo-F = 1,5; P = 0,005, vysvétlena variabilita 9,3 %.), ale protoze maji funk¢ni
vlastnosti rizné rozmeéry (nedopliiuji se navzajem), tak byl také proveden postupny vybér.
Interaktivni postupny vybér ukazal, ze nejvice variability prokazuji aparence (forma zivné
rostliny) a délka doby letu (Obr. 15). Vysvétlena variabilita byla 3,4 % a byla prokazana
zavislost (aparence pseudo-F =2,7; P = 0,004 a délka doby letu pseudo-F = 2,1; P =0,021).
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Obr. 10. Vysledky interaktivniho vybéru piimé korespondencni analyzy (CCA) mezi kategoriemi BAPS a biotopy
(ubikvista a xerotermofil-1). Prvni osa od sebe odd¢lila linie, které obsahovaly druhy pfitomné na vSech biotopech
(ubikvista) (v kladnych hodnotach) od linii se stepnimi druhy (xerotermofil-1) (v zdpornych hodnotdch). Druha
osa pak odd¢lila vsudypftitomné a stepni linie od téch opa¢nych vlastnosti.
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Obr. 11. Vysledky ptimé koresponden¢ni analyzy (CCA) mezi kategoriemi BAPS a proménného znaku ohrozeni
(kategorie redlistu). Prvni osa od sebe odd¢lila linie druhti se statusem ohrozeni bud’ neohrozeny (Non), ohroZeny
(EN) nebo téméi ohrozeny (NT) a linie druhii se statusem zranitelny (VU) nebo kriticky ohrozeny (CR).
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Obr. 12. Vysledky interaktivniho vybéru piimé korespondencni analyzy (CCA) mezi kategoriemi BAPS
a funk¢nimi vlastnostmi (délka kiidla, délka doby letu a forma zivné rostliny). Prvni osa odd¢lila linie, které
obsahuji druhy s delsi dobou letu, vyssi formou zivné rostliny a vétsi (s delsimi kiidly) od lini obsahujici druhy
opacnych vlastnosti. Druhd osa pak odd¢lila predevsim linie s vét§imi druhy od t€ch s mensimi.
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Obr. 13. Vysledky interaktivniho vybéru pfimé korespondenéni analyzy (CCA) mezi kategoriemi haplotypovych
siti a biotopy (ubikvista, tyrfofil a mezofil-3). Prvni osa od sebe oddélila linie, které obsahovaly druhy ptfitomné
na vsech biotopech (ubikvista) nebo lesni druhy (mezofil-3) v kladnych hodnotach, a linie opacnych vlastnosti
v zapornych hodnotich. Druhd osa odd¢lila pfedevsim raselinistni linie (tyrfofil) od vSech ostatnich.
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Obr. 14. Vysledky pfimé korespondencni analyzy (CCA) mezi kategoriemi haplotypovych siti a proménného
znaku ohrozeni (kategorie redlistu). Prvni osa od sebe odd¢lila linie druht se statusem ohroZeni bud’ neohrozeny
(Non), ohrozeny (EN) a téméf ohrozeny (NT) (v zapornych hodnotach) a linie druhii se statusem kriticky ohrozeny
(CR) a zranitelny (VU) (v kladnych hodnotach).
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Obr. 15. Vysledky interaktivniho vybéru piimé korespondencni analyzy (CCA) mezi haplotypovymi sitémi
a funk¢nimi vlastnostmi (délka doby letu a forma zivné rostliny). Prvni osa od sebe odd¢lila linie, které obsahovaly
druhy s delsi dobou letu nebo druhy s vyssi formou zivné rostliny (kefe, stromy) v kladnych hodnotach, a linie
opacnych vlastnosti v zdpornych hodnotach.
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6 Diskuze

Tato prace byla zamé&fena na doplnéni datasetu barcodd motyld Ceské republiky
(osekvenovanim ¢asti jejich mitochondridlniho genu pro cytochrom ¢ oxidazu) a vyhodnocenti
vnitrodruhovych vzorci mitochondrialni genetické diverzity v Evropé€. Dale byla testovana
zavislost mezi pivody Ceskych vzorkd a vzorci biotopovych narokt, funkcnich vlastnosti
a ohrozenosti motyld. Dale se vyhodnocovala prevalence bakteriemi Wolbachia.

6.1 Vzorky a sekvence

(140 z 142 druhti). Takto vysoka hodnota je dostaCujici pro piehlednéjsi studie, avSak pro
dosazeni kompletniho datasetu by bylo tfeba jesté doplnit o chybéjici druhy. Mezi chybéjici
druhy patii Melitaea phoebe a Hyponephele lycaon. Bohuzel Melitaea phoebe je velmi vzacné
se vyskytujici druh a Hyponephele lycaon je povazovan za vyhynuly druh na naSem uzemi
(zatim ale nebyl oficialné€ zafazen mezi vyhynulé druhy), takze sehnat vzorky bylo obtizné.

6.2 Prevalence bakterie Wolbachia

Potvrzuji hypotézu 2. Promofenost bakterii Wolbachia je v CR vysoka, bakterie se
vyskytuje u velké casti druhi a testovanych vzorkd. Bakterii Wolbachia bylo nakazeno
108 druhtl z 133 testovanych druht (81,2 %). Nebylo testovano 10 druhta (dataset obsahoval
navic vymiely druh Colias myrmidone). Pozitivni nalez infekce byl u 401 vzorkl
(40,2 % studovanych vzorki). Dle dalsich studii zameétenych na prevalenci bakterii Wolbachia
to povazuji za obvyklé az velké procento prevalence. Studie Ahmed et al. (2015) prokazala
infekci u 43 % vzorkl. Studie z Panamy (Werren et al. 1995) méla infikovano 16,2 % vzorka,
studie z Velké Britanie 35,2 % (West et al. 1998), studie z USA 14,3 % (Werren & Windsor
2000), studie z Ugandy 17 % (Jiggins et al. 2001), studie z Japonska 45 % (Tagami & Miura
2004), studie ze zapadni Evropy 43 % (Duron et al. 2008) a studie z Indie 52 % (Salunke et al.
2012). Tyto vysledky také potvrzuji odhady Ahmed et al. (2015) ze pfiblizné 80 % druht
a Ctvrtina az tietina jedincu je infikovana bakterii Wolbachia.

U téchto 25 druhti nebyl nalezeny zadny pozitivni vzorek: Apatura ilia, Aporia crataegi,
Argynnis adippe, Argynnis niobe, Aricia eumedon, Boloria eunomia, Boloria euphrosyne,
Boloria selene, Brenthis daphne, Brintesia circe, Coenonympha glycerion, Erebia sudetica,
Glaucopsyche alexis, Chazara briseis, Lasiommata megera, Leptotes pirithous, Limenitis
camilla, Lycaena alciphron, Lycaena hippothoe, Pseudophilotes vicrama, Pyrgus
armonicanus, Pyrgus carthami, Thecla betulae, Vanessa atalanta a Zerynthia Polyxena. Vztah
mezi BAPS kategorii a prevalenci Wolbachia nebyl testovan, ale okometricky se zde jedna
o druhy jak z centralni Evropy, tak ze zapadu a vychodu. Taktéz obsazeny jsou ve vSech
kategoriich haplotypovych siti, takze to vypada, ze puvod linii nema vliv na to, Ze nebyly
infikovany (tyto testy budou predmétem dalsi studie). U dalsi ¢asti druha byla objevena velmi
nizka prevalence a u jiné zase vysoka. To muze byt ovlivnéno riznymi faktory. Jak jsem
zminoval v reSersi, infekce Wolbachia u Lepidoptera se mize lisit mezi raznymi geografickymi
oblastmi (Werren & Windsor 2000, Ahmed et al. 2015). Také mize byt vyssi v nizsich
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zemepisnych §itkach (v teplejsim klimatu) - teplota mize ovlivnit rychlost replikace a G¢innost
prenosu (Wiwatanaratanabutr & Kittayapong 2009). V nekterych ptipadech by mohla byt mira
infekce vyssi, kvili zvySené frekvenci horizontalniho prenosu u urcitych druhti (Ahmed et al.
2016). Dalsim moznym faktorem je evolucni historie hostitele a kmene Wolbachia. U nékterych
druht motyla se mohly vyvinout mechanismy umoziuji tolerovat nebo snizovat infekci. Miru
infekce by taky mohla ovliviiovat geneticka variabilita hostitele nebo konkurence s jinym
endosymbiontem (Ahmed et al. 2015). Druhy s velmi vysokou az stoprocentni prevalenci jsou
Aricia artaxerxes, Colias alfacariensis, Colias hyale, Lycaena tityrus, Minois dryas, Pararge
aegeria, Phengaris arion a Satyrium acaciae (pouze druhy se 7 a vice testovanymi vzorky).
Se studii Ilinsky a Kosterin (2017) nemohu optimalné porovnat vSechny druhy, protoze Colias
alfacariensis, Lycaena tityrus, Pararge aegeria a Satyrium acaciae nebyly obsazeny v jejich
datasetu, pro druhy Aricia artaxerxes a Phengaris arion byly testovany pouze 2 vzorky
(vSechny infikované) a pro Colias hyale nebyly ziskany kompletni profily MLST kvuli
mnohocetné infekci. Jediny druh, ktery mohu porovnat je Minois dryas, ktery v jejich studii
mel také stoprocentni prevalenci (13 vzorka). Jejich dataset obsahoval velmi vysokou
(90 % a vys) az stoprocentni prevalenci pro druhy Carterocephalus silvicola Meigen 1829
(soumraénik severni), Coenonympha oedippus Fabricius 1787 (oka¢ Zzlutooky), Ochlodes
sylvanus, Celastrina argiolus, Everes alcetas, Cupido argiades, Heodes virgaureae, Lycaena
phlaeas, Araschnia levana a Argynnis paphia (druhy s 6 a vice testovanymi vzorky). Druh
Carterocephalus silvicola je u nas vyhuben a Coenonympha oedippus se u nas nevyskytuje.
Ostatni druhy v této studii maji také vysokou prevalenci (70-100 %), ale nizky pocet vzorka
(3-6).

Vétsina kment (27) byla nalezena pouze u 1-3 druht, z toho 17 kment infikovalo pouze
jeden druh. To mize by zapfi¢inéno procesy speciace za pritomnosti genetickych bariér mezi
populacemi, kdy se urCity kmen bakterie Wolbachia vyvijel spolecné se svym hostitelem
(Bartoriova Suchackova et al. 2021). Na druhou stranu nékteré kmeny bakterie byly nalezeny
u mnoho druhti, napf.: kmen 10 byl nalezen u 25 druhti, kmen 561 (+561/694) u 20 druht, kmen
564 u 22 druhii nebo kmen 577 u 22 druhli. To by mohlo byt nasledkem horizontalniho pfenosu
(sdileni parazitoida, sdileni zivné rostliny) (Bartoniova Suchackova et al. 2021). Nejrozsifenéjsi
alela ve studii Ilinsky a Kosterin (2017) byla wsp-10, ktera se vyskytovala u 16 druht. V této
studii byla nejrosifen¢jsi stejna alela, ktera se vyskytovala u 25 druht (tzv. kmen 10).

Déle jsem porovnal ostatni vysledky se studii Ilinsky a Kosterin (2017) zamétfenou na
studii prevalence bakterii Wolbachia u sibitskych druhi motyla. Celkova kolekce zahrnovala
792 exemplart reprezentujicich 120 druht, ale dennich motylt bylo pouze 104 ze 151 druht
(68,9 % motyli fauny Novosibirské provincie). Jejich dataset tedy obsahoval mén¢ druhti a nizsi
diverzitu druhti. Pro detekci Wolbachia pouzili metodu MLST, v moji studii je pouzit PCR
primeru WSP. V jejich studii bylo nalezeno 375 infikovanych vzorkd u 70 druhi (58,3 % druhti
Lepidoptera), coz zahrnuje jak denni motyly, tak mary. Z dennich motyld bylo infikovano
59,3 %, coz predstavuje také vyssi procenta. V jejich studii, stejné tak, jak v této, mnoho
neinfikovanych druhti zastoupeno pouze nékolika vzorky a existuje moznost, ze by piislusné
populace mohly byt ve skute¢nosti infikovany. Naptiklad Phengaris teleius, Phengaris
nausithous a Aporia crataegi. V mé studii byli Phengaris teleius a Phengaris nausithous
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infikovani. Ilinsky a Kosterin (2017) pfedpokladaji, ze prevalence Wolbachia pravdépodobné
dramaticky poklesla v populaci A. crataegi, kvuli efektu izkého hrdla, protoze tento druh byl
v Novosibifské provincii extrémné hojny po cela desetileti, dokud v roce 2007 nedoSlo
k prudkému poklesu v dasledku mrazii, po kterém se pocetnost druhu neobnovila a ziistala
nizka. Ilinsky a Kosterin (2017) navic také studovali pomér pohlavi v populacich, kvuli
schopnosti Wolbachia ovliviiovat pomér lihnutych pohlavi, avSak byl zjistén pouze jeden
piipad pfevahy samic, a to u populace Maniola jurtina. Divod prevahy samic v analyzované
populaci vSak nesouvisel s infekci Wolbachia, protoze 5 ze zkoumanych samic bylo
neinfikovanych. Ilinsky a Kosterin (2017) predpokladaji, ze vysoky vyskyt ve studované oblasti
odpovida ostatnim oblastem mirného pasu, protoze fauna motyli zapadni Sibife je vétSinou
zastoupena druhy hojné rozsifenymi na severni polokouli — motyli fauna Novosibirské
provincie (celkem 151 druhti) obsahuje 45,7 % transpalearktickych druhd, 26,7 % zapadnich
palearktickych druht, 15,2 % vychodnich palearktickych druhti a 10,6 % holarktickych druha.
Pouze zbyvajicich 2,8 % jsou amfipalaarktické a endemické sibifské druhy. Existence takto
vysoké miry infekce Wolbachia v mirnych zemeépisnych S§itkdch mohla byt testovana
stanovenim piitomnosti infekce u druhli ze vzdalenych populaci. Proto to Ilinsky a Kosterin
(2017) otestovali a zjistili, Ze jsou takto infikovany populace i v jinych oblastech mirného pasu;
napiiklad Cupido argiades, Lycaena phlaeas, Nymphalis xanthomelas a Pieris rapae
v Japonsku (Tagami & Miura 2004); Plebejus idas a Celastrina argiolus v Severni Americe
(Russell et al. 2009); Argynnis paphia, Carterocephalus palaemon, Carcharodus alceae
a Leptidea sinapis v raznych regionech (Russell 2012) a Phengaris arion v Evropé (Bereczki
et al. 2015). VsSechny zminéné druhy byly pozitivni na infekci Wolbachia 1 v této studii,
coz potvrzuje tvrzeni vysoké prevalence u druhti mirného pasu.

6.3 Kategorie vzniklé na zakladé BAPS a haplotypovych siti

I pfesto, ze pro 37 druhil nebyla zjisténa dostatecna diverzita k urCeni linii pfitomnych
v CR, mohli jsme viechny ostatni druhy rozdélit do osmi kategorii. Dle rozd&leni BAPS u nas
mame nejvice evropské a mirné kontinentalni linie druhti motylt, nasledované liniemi
z Apenin/Balkanu a Balkanu/vychodu. Mame zde taky nékolik druhti se smiSenymi evropskymi
liniemi a zapadnimi liniemi a par druhi se stredoevropskymi liniemi a smisenymi vychodnimi
liniemi. Ceské4 republika se vyznaGuje roznorodou motyli faunou a setkavaji se zde linie
z nekolika riznych sméri. A obCas se micha vic linii i uvnitf druhu. Tato analyza odhalila
23 takovychto druhi s dvéma odliSnymi liniemi. Naptiklad druhy Limenitis camilla a Boloria
dia, u kterych byla nalezend evropskd linie a temperatné-kontinentalni linie. Druhy
Polyommatus amandus, Plebejus argus a Cupido minimus s evropskou linii a linii
Apeniny/Balkan. Druhy Carcharodus alceae a Cupido alcetas s evropskou linii a linii
Balkan/vychod. Druhy Argynnis adippe, Melitaea cinxia a Polyommatus bellargus s mirné
kontinentalni linii a linii Apeniny/Balkan. Druhy Pieris bryoniae a Phengaris nausithous
se stfedoevropskou a mirné kontinentalni linii. Dale Pyrgus serratulae se zapadni linii a linii
Apeniny/Balkan, Polyommatus thersites se stiedoevropskou linii a linii Apeniny/Balkan,
Hipparchia fagi se stfedoevropskou linii a linii Balkan/vychod a Erebia ligea s linii
Apeniny/Balkan a linii smes vychodnich linii. Jedna se vSechno o motyli s palearktickym (nebo
zapadopalearktickym) a eurosibifskym arealem rozsiteni.
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Kategorie vzniklé na zakladé haplotypovych siti rozdélily druhy rovnomérmné
do kategorii nizka diverzita, nizkd diverzita v ramci rozsifené linie, stabilni rozSifené linie,
ptibuznost Balkan/vychod, mirné kontinentalni linie a mix haplotypi. Do kazdé kategorie
se prifadilo cca 12 % druht. Do kategorii soucast expandujici rozsifené linie a piibuznost
Apeniny/Balkan se pfifadilo 8 % druhd, do kategorie stfedoevropska linie 5 % a pribuznost
se zapadem 6 %.

Kategorie vzniklé na zaklade haplotypovych siti a kategorie BAPS se shodly pfi rozdéleni
vétsiny druhti do kategorii urcitych linii. Kategorie stfedoevropské linie se pro obé analyzy
shodly pro druhy Zerynthia polyxena, Argynnis aglaja, Melanargia galathea, Polyommatus
thersites a Pieris bryoniae. Do kategorie piibuznost Balkan/vychod obé analyzy zaradily stejné
druhy Thymelicus lineola, Colias alfacariensis, Parnassius mnemosyne, Melitaea diamina,
Melitaea didyma, Lasiommata maera, Lycaena alciphron, Polyommatus coridon, Scolitantides
orion, Pseudophilotes vicrama, Carcharodus alceae a Cupido alcetas. Do kategorie mirné
kontinentalni linie zafadily obé€ analyzy shodné druhy Colias hyale, Boloria euphrosyne,
Brenthis ino, Limenitis populi, Glaucopsyche alexis, Polyommatus damon, Plebejus idas,
Phengaris nausithous, Agriades optilete, Pieris bryoniae, Argynnis adippe, Melitaea cinxia
a Boloria dia. Do kategorie pribuznost se zapadem zaradily obé analyzy shodné druhy
Coenonympha arcania, Hipparchia hermione, Lasiommata megera, Erebia sudetica, Lycaena
phlaeas, Leptotes pirithous a Favonius quercus. Do kategorie piibuznost Apeniny/Balkan
zatadily obé analyzy shodné druhy Hesperia comma, Erebia epiphron, Polyommatus bellargus,
Aricia eumedon, Satyrium spini, Argynnis adippe, Melitaea cinxia, Polyommatus amandus
a Polyommatus thersites. Stejné druhy s dvéma liniemi v obou metodach jsou Pieris bryoniae,
Polyommatus thersites, Carcharodus alceae, Cupido alcetas Phengaris nausithous, Argynnis
adippe, Melitaea cinxia, Boloria dia, Apatura iris a Polyommatus amandus. Rozdilny jsou
Apatura iris (haplotypova sit’) a Hipparchia fagi, Limenitis camilla, Polyommatus bellargus,
Pyrgus serratulae Plebejus argus, Cupido minimus, Erebia ligea (BAPS). Shodnuti mezi
témito dvéma metodami znamenda, ze mezi populacemi existuje silnd geneticka diferenciace
a dochazi k malému toku gend. Vsechny ostatni druhy, které vysly rozdiln€, mohly mit mezi
populacemi slabou genetickou diferenciaci nebo mezi nimi probihal tok gent. V rozdilnych
ptipadech haplotypové sité identifikuji jemnéj§i populacni strukturu. K pochopeni genetické
struktury a historie populaci je dulezité brat v potaz ob€ metody dohromady.

6.4 Analyza Canoco

Hypotézu 1. Biotopové naroky a funk¢ni vlastnosti motylt maji vliv na to, ktera geneticka
linie se bude v Ceské republice vyskytovat. Zaroven je predurCen osud motyld: mira
ohrozenosti také vysvétli vyskyt genetickych linii, potvrzuji.

Vysvétlované kategorie haplotypovych siti pomoci vysvétlujicich proménnych znaku
(biotoptr) - ubikvista, mezofil-3 a tyrfofil: druhy pfibuzné s témi zapadnimi nebo majici malou
diverzitu jsou cCasto lesni druhy (mezofil-3) nebo ty vSudypfitomné (ubikvista). Druhy
opacnych vlastnosti (druhy spiSe otevienych stanovis§t) pochéazi z vychodu, jihu nebo jsou
kontinentalné-temperatni. To je zajimavé pro slozeni fauny z hlediska kvarterni biogeografie —
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lesni druhy maji nizkou diverzitu, takze se pravdépodobné rozsifily nedavno (v holocénu),
nebo se k nam dostaly spiSe ze zapadu (Stewart et al. 2010). Naopak ty vychodni druhy jsou
spiSe stepni a luéni — mohly u nés zit 1 v glacialu (oceanicko-kontinentalni gradient) (Stewart
et al. 2010). Druhy ze stfedni Evropy jsou pievazné raselinistni druhy (tyrfofil). Tyto druhy
mohly byt v glacidlu rozsifené v nizindch mezi horami, a pak v interglacialu ustoupit na horska
raSelinisté (Sudetské hory, Karpaty, Alpy).

Dale se vysvétlovaly kategorie haplotypovych siti pomoci proménného znaku ohrozeni
(kategorie Cerveného seznamu CR). Kriticky ohrozené druhy jsou kontinentalnd-temperatni
nebo pochazeji z vychodu. Druhy z jihu a vychodu jsou spiSe zranitelné, ze zapadu
nebo s nizkou diverzitou bud’ ohrozené nebo neohrozené (lesni nebo vSudyptitomné druhy).
Druhy ze stfedni Evropy, popfipad¢ jihu, byvaji klasifikovany spiSe jako témét ohrozené (spise
raselinistni druhy).

Vysvétlované kategorie haplotypovych siti pomoci funk¢énich vlastnosti (traiti) -
aparence (forma zivné rostliny) a délka doby letu: druhy s vyssi formou zivné rostliny (kefe,
stromy) jsou ze zapadu, druhy s nizsi formou zivné rostliny (byliny, travy) jsou z vychodni
nebo stiedni Evropy. To odpovida obyvanému biotopu druhti — zapadni druhy (lesni nebo
vSudypftitomny) poziraji kefe a stromy. Vychodni druhy (stepni, lu¢ni) poziraji byliny a travy.
Druhy s delSi dobou migra¢niho letu maji nizkou diverzitu. Druhy s kratsi dobou letu jsou spise
z jihu, stfedni Evropy nebo kontinentalné-temperatni.

Vysvétlované kategorie BAPS pomoci vysvétlyjicich proménnych znakd (biotopu) -
ubikvista a xerotermofil-1: druhy pfibuzné se zapadnimi druhy nebo majici nizkou diverzitu
jsou podle této metody taky vSudypfitomné (ubikvista). Druhy opacnych vlastnosti (otevienych
stanovist) pochazi spiSe z Evropy nebo jsou kontinentalné-temperatni. U haplotypovych siti to
byl jih nebo vychod, ale zase stepni druhy tu maji vlastni proménou. Raselini$tni jsou podle
haplotypovych siti taktéz ze sttedni Evropy. Druhy zjihu a vychodu jsou pfevazné stepni druhy
(xerotermofil-1).

Vysvétlovani kategorii BAPS pomoci vysvétlujiciho proménného znaku ohrozeni:
kriticky ohrozené druhy jsou podle této metody pfibuzné druhtim ze zapadu a jihu.
Kontinentalné-temperatni druhy a druhy pifibuzné vychodu jsou spiSe klasifikovany jako
zranitelné. Neohrozené, témeér ohrozené a ohrozené druhy jsou spiSe z Evropy, maji nizkou
diverzitu nebo jsou mixem vychodnim linii. Status ohrozeni vySel mezi obéma metodami
znateln€ rozli¢né. Jak uz jsem zmirioval, rozdily mezi t€émito dvéma metodami jsou bézné kvuli
rozdilné strategii. Status ochrany neni zavisly pouze na pavodu druhu, ale hraje zde roli vice
proménnych. Motyli pfibuzné vychodu mohou byt zraniteln&jsi vici ztraté¢ a fragmentaci
stanovist. Motyli pfibuzni zapadnim druhiim mohou byt citlivéjsi na stresové faktory prostiedi,
jako jsou zmeéna klimatu, zneci§téni nebo pfitomnost invaznich druha. Nékteré druhy mohou
byt schopny Iépe pretrvavat v degradovanych nebo fragmentovanych biotopech a nékteré si zas
mohly vyvinout vétsi toleranci vic¢i zminénym stresortim.

Nasledovalo vysvétlovani kategorii BAPS za pomoci funk¢nich vlastnosti (traitd) -
délka doby letu, aparence a rozpéti prednich kiidel. Druhy z Evropy a druhy s nizkou diverzitou
jsou pievazné druhy s vyssi formou zivné rostliny (kefe, stromy), s delsi dobou letu a s delSimi
kiidly. Druhy opaénych vlastnosti (niz§i forma zivné rostliny, krat$i doba letu a kratsi kiidla)
jsou prevazné z jihu a vychodu. Délka doby letu vysla ¢aste¢né rozdilné u obou metod. U BAPS
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kategorii vySel kratsi let pro jizni a evropské druhy a u haplotypovych kategorii pro jizni
a vychodni druhy. Vétsi druhy s del§imi kiidly a del§i dobou letu byvaji obvykle generalisté
vyuzivajici Siroké trofické arealy (Bartonlova et al. 2014). To by mohlo naznacovat,
ze generalisté se k nam dostavali pfevazné ze zapadu (vSudypiitomné, lesni druhy). Sedavé
druhy s men§imi kiidly a krat§i dobou letu obyvajici nespojitd nerovnomérna stanovisté jsou
spise specialisté (Bartoriova et al. 2014). To by zase ukazovalo na ptichod specialisti z vychodu
a jihu (lucni a stepni druhy).

Geneticka rozmanitost napii¢ Evropou byla uznana jako CasteCny dusledek izolace
glacidlnich dob v jiznich refugiich a postglacialni kolonizace smérem na sever (Schmitt
& Hewitt 2004). Dle vysledkt analyz lesni druhy a vSudypfitomné druhy se k nam dostaly
ze zapadu, stepni a luéni z jihu a vychodu, popfipadé jsou kontinentalné-temperatni. Pivod
stepnich druhti by mohl byt vysvétlen expanzi stepnich druhit do Evropy béhem pozdniho
pleistocénu (Oceansko-kontinentalni gradient) (Stewart et al. 2010). Pavod luc¢nich druha
z vychodnich vétvi té€chto druht mohl byt nasledkem postglacialniho S§ifeni z refugii
v jihovychodni Evropé (Stasova 2018). Cesty ze zapadu byly blokovany pohofimi Sumavy,
Ceského lesa a Krusnych hor, coz by vysvétlovalo pivody druhi otevienych stanovist
z vychodu, kde se nachazi migracni koridory. Nicméné zélezi, ktera linie se k nam dostala,
protoze dost druht, co jsou ze zapadu, ma jinde v Evropé i svou vychodni linii. Teplomilné
druhy mohly byt propojené teplou panonskou nizinou z vychodu a vihkomilné druhy mohly byt
t&mito teplymi oblastmi na Gizemi CR izolovany (Skopek 2020). Mediteranni druhy se k nam
dostavaly postglacialni kolonizaci smérem na sever (Schmitt & Hewitt 2004). Druhy mirného
pasu byly omezeny vyskytem do nizsich geografickych §ifek v dobach ledovych Pleistocénu
(Stasova 2018). Je ale tfeba brat v potaz, ze nékteré kategorie plati jen pro stfedni Evropu
& CR (napf. vychodni, zapadni), jiné plati pro skoro celé tizemi (napf. mix evropskych linii).
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7 Zavér

Doplnil jsem dataset barcodt motylt Ceské republiky a ziskal vzorky od 140 druht
spolupracovnikd a za vyuziti sekvenci z databaze BOLD) obsahoval dataset 22 489 sekvenci
s prumérné 160,6 vzorky na druh. Pro dosazeni kompletniho datasetu doporuciji doplnit
o chybgjici druhy — Melitaea phoebe a Hyponephele lycaon. Na zakladé kvantifikaci
a vyhodnoceni napadenych vzorkd nitrobunécnymi parazity, bakteriemi rodu Wolbachia byla
potvrzena hypotéza 2 - Promotenost bakterii Wolbachia je v CR vysoka, bakterie se vyskytuje
u velké Casti druht a testovanych vzorkt. Ve své studii jsem zjistil, Ze bakterii Wolbachia bylo
nakazeno 108 druht z 133 testovanych druhti (81,2 %), tedy vétSina Ceskych druhti dennich
motyld a pozitivni nalez infekce byl u 401 vzorkt (40,2 % studovanych vzork(). Mohl jsem
také potvrdit tvrzeni Ahmed et al. (2015) ze pfiblizné€ 80 % druht a Ctvrtina az tfetina jedinca
je infikovana bakterii Wolbachia. Odhalil jsem 40 riznych kment bakterie Wolbachia a druhy
s nulovou, nizkou i vysokou prevalenci. Vétsina kment (27) byla nalezena pouze u 1-3 druhd,
z toho 17 kment infikovalo pouze jeden druh. Na druhou stranu nékteré kmeny bakterie byly
nalezeny u 20 a vice druhti (napftiklad kmen 10, ktery byl nalezen u 25 druhit). Mé doporuceni
pro dalsi vyzkum je otestovat zbyvajicich 10 druht ¢eskych dennich motyla a zvysit pocet
vzorkt na druh pro optimalizovanéjsi vysledky. Dale by mohlo byt otestovano, zda ptvod linii
ma vliv na prevalenci Wolbachia.

Vsechny druhy jsem rozdélil do kategorii linii pfitomnych v CR jak na zakladé klastr
vytvofenych analyzou BAPS, tak na zakladé polohy haplotypt nalezenych v CR a haplotypt
od nich vzdalenych s maximalné¢ dvéma mutacemi. Dle rozdéleni BAPS u nas mame kromé
druht s nizkou diverzitou nejvice evropské a temperatné-kontinentalni linie druhtt motyla,
nasledované liniemi z Apenin/Balkanu a Balkanu/vychodu. Mame zde taky nékolik druha
se smiSenymi evropskymi liniemi a zapadnimi liniemi a par druha se stfedoevropskymi liniemi
a smiSenymi vychodnimi liniemi. Nejvice druhti v kategoriich vzniklych na zakladé
haplotypovych siti bylo v kategoriich nizka diverzita, nizka diverzita v ramci rozsifené linie,
stabilni roz§ifené linie, piibuznost Balkan/vychod, temperatné-kontinentalni linie a mix
haplotypt. Nasledovaly kategorie expandujici rozsifené linie a pribuznost Apeniny/Balkan.
Nejméné druhti bylo zatazeno do kategorii stfedoevropska linie a pfibuznost se zapadem.
Na zakladé shodnuti mezi témito dvéma metodami miuzeme odhadnout, Ze mezi populacemi
existuje slaba geneticka diferenciace nebo mezi nimi probiha tok genti. Mezi populacemi, které
byly zatazeny rozdiln€, existuje silna geneticka diferenciace a dochazi k malému toku gena.
Dale byly testovany uzitim pfimych ordinacnich analyz CCA zavislosti mezi témito puvody
Ceskych vzorkti a vzorci biotopovych narokd, funkénich vlastnosti a ohrozenosti motyla.
Na zakladé téchto analyz potvrzuji i hypotézu 1 - biotopové naroky a funkcni vlastnosti motyla
maji vliv na to, kterd geneticka linie se bude v Ceské republice vyskytovat. Zarovei je
predurcen osud motyla: mira ohroZenosti také vysveétli vyskyt genetickych linii. Zavislost mezi
vysvétlovanymi kategoriemi BAPS a vysvétlujicimi promé€nnymi znaky — biotopy byla pfi
analyze vSech proménnych prikazna. Interaktivnim vybérem byly zvoleny za proménné
vysvétlujici nejvice variability ubikvista a xerotermofil-1. Zavislosti mezi kategoriemi BAPS
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a proménného znaku ohrozeni, a kategoriemi BAPS a funk¢nich vlastnosti (traitt) byly taktéz
prukazné. Interaktivnim vybérem byly vybrany délka doby letu, aparence a rozpéti prednich
kiidel za znaky s nejvyS§i vysvétlujici variabilitou. Zavislost haplotypovych siti pomoci
vysvétlyjicich proménnych znaki (biotopt) vysla neprikazné, ale interaktivni vybér ukazal,
ze nejvice variability vysvétlily ubikvista, mezofil-3 a tyrfofil (prokazala zavislost mezi
zminénymi biotopy a kategorii haplotypovych siti). Zavislost haplotypovych siti pomoci
proménného znaku ohroZeni vysla prikazna. Vysvétlovana kategorie haplotypovych siti
pomoci funk¢nich vlastnosti (traitt) ukazala, ze nejvice variability prokazuji aparence (forma
zivné rostliny) a délka doby letu.

Haplotypy vs. biotopy nejsou v konfliktu, vSudypfitomné a lesni druhy jsou mix, zapad,
popt. expanduji ¢i maji nizkou diverzitu. Také lze fict, ze nelesni druhy jsou kontinentalné-
temperatni, Siroce roz§ifené, stabilni, Balkan/vychod, Apenin/Balkan ¢i stfedni Evropa. BAPS
vs funk¢ni vlastnosti: 1. osa: pokud méa motyl delsi dobu letu a jeho housenka Zere kef/strom,
a je veétsi (vetsi kiidla), ma druh vét§i pravdépodobnost, ze se k nam dostane ze zapadu,
nebo je rozsifen skrz celou Evropu, nebo ma nizkou diverzitu skrz areal. Naopak, kdyz ma
motyl kratkou dobu letu ¢i jeho housenka zere travy, byliny, je pravdépodobnéjsi, ze se k nam
roz§itil z Balkanu/vychodu, Apenin/Balkanu, ze stitedni Evropy ¢i zije ta linie pouze mimo
Mediteran (tj. temperatné-kontinentalni). BAPS vs biotopy: 1. osa: vSudypiitomné druhy maji
vetsi Sanci, ze se k nam dostane vic linii (evropskych ¢i vychodnich) anebo jdou ze zapadu,
zatimco stepni druhy jdou z jihu, vychodu, stfedni Evropy, jsou kontinentalné-temperatni nebo
z Evropské linie.
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9 Samostatné prilohy

Piiloha I. Seznam ziskanych druht dennich motylt vyskytujicich se na tizemi Ceské republiky

s poctem ziskanych sekvenci ze vzorki a sekvenci z databanek.

Druh (latinsky) Popis Druh (Cesky) s%;’:\lf(eanncée D::E?jj::é
Papilionidae 29 569
Iphiclides podalirius Linnaeus 1758 otakarek ovocny 3 142
Papilio machaon Linnaeus 1758 otakarek fenyklovy 255
Parnassius mnemosyne Linnaeus 1758 jasont dymnivkovy 23 137
Zerynthia polyxena ]S):Ei}sf:mﬁller 1775 pestrokiidlec podrazcovy 1 35
Hesperiidae 85 2672
Heteropterus morpheus Pallas 1771 soumracnik cernohnédy 3 43
Carterocephalus palaemon [Pallas 1771 soumracnik jitrocelovy 7 210
Ochlodes sylvanus Esper 1777 soumracnik rezavy 5 174
Hesperia comma Linnaeus 1758 soumracnik carkovany 9 364
Thymelicus acteon Rottemburg 1775  |soumracnik zlutoskvmny 3 177
Thymelicus sylvestris Poda 1761 soumracnik metlicovy 11 235
Thymelicus lineola Ochsenheimer 1808 [soumracnik ¢areckovany 9 367
Spialia sertorius Hoffmansegg 1804 [soumracnik skoficovy 5 198
Carcharodus alceae Esper 1780 soumracnik slézovy 3 181
Erynnis tages Linnaeus 1758 soumracnik mackovy 2 120
Pyrgus malvae Linnaeus 1758 soumracnik jahodnikovy 5 69
Pyrgus carthami Hiibner 1813 soumracnik proskurnikovy 3 62
Pyrgus serratulae Rambur 1839 soumracnik mochnovy 8 78
Pyrgus armonicanus Oberthiir 1910 soumracnik podobny 8 193
Pyrgus alveus Hiibner 1803 soumracnik bélopasny 4 201
Pieridae 147 3610
Leptidea juvernica Williams 1946 bélasek lucni 4 176
Leptidea sinapis Linnaeus 1758 bclasek hrachorovy 6 493
Gonepteryx rhamni Linnaeus 1758 Zlut'asek fesetlakovy 4 184
Colias hyale Linnaeus 1758 zlut'dsek CiCoreCkovy 7 114
Colias alfacariensis Ribbe 1905 Zlut'dsek jizni 10 153
Colias erate Esper 1805 Zlut'asek tolicovy 4 33
Colias crocea Geoffroy 1785 zlut'dsek Cilimnikovy 7 284
Colias palaeno Linnaeus 1760 Zlut'asek borivkovy 43 120
Aporia crataegi Linnaeus 1758 bélasek ovocny 8 138
Pontia edusa Fabricius 1777 bclasek rezedkovy 4 147
Pieris brassicae Linnaeus 1758 bélasek zelny 4 266




Pieris rapae Linnaeus 1758 bclasek fepovy 28 870
Pieris bryoniae Hiibner 1806 bclasek horsky 4 70
Pieris napi Linnaeus 1758 bclasek fepkovy 6 299
Pieris mannii Mayer 1851 bclasek jizni 2 113
Anthocharis cardamines Linnaeus 1758 bclasek fefichovy 6 150
Riodinidae 2 47
Hamearis lucina Linnaeus 1758 pestrobarvec petrkliCovy 2 47
Lycaenidae 322 6083
Lycaena helle ]S):;lliifsffzrmﬁller 1775 ohnivacek rdesnovy 1 35
Lycaena alciphron Rottemburg 1775  Johnivacek modroleskly 6 91
Lycaena dispar Haworth 1802 ohnivacek ¢ernocarny 9 101
Lycaena hippothoe Linnaeus 1760 ohnivacek modrolemy 6 83
Lycaena phlaeas Linnaeus 1760 ohnivacek ¢ernoktidly 8 290
Lycaena virgaureae Linnaeus 1758 ohnivacek celikovy 7 80
Lycaena tityrus Poda 1761 ohnivacek ¢ernoskvrnny 6 129
Thecla betulae Linnaeus 1758 ostruhacek brezovy 2 57
[Favonius quercus Linnaeus 1758 ostruhacek dubovy 2 117
Callophrys rubi Linnaeus 1758 ostruhacek ostruzinovy 5 183
Satyrium pruni Linnaeus 1758 ostruhacek svestkovy 9 36
Satyrium ilicis Esper 1779 ostruhacek Cesvinovy 6 79
Satyrium w-album Knoch 1782 ostruhacek jilmovy 4 49
Satyrium spini ]S)c;rlliifsffzrmﬁller 1775 ostruhacek trnkovy 5 92
Satyrium acaciae Fabricius 1787 ostruhacek kapinicovy 54
Celastrina argiolus Linnaeus 1758 modrasek krusinovy 251
[Phengaris alcon ]S):;lliifsffzrmﬁller 1775 modrasek hofcovy 4 63
[Phengaris arion Linnaeus 1758 modrasek cernoskvmny 7 76
[Phengaris teleius Bergstrisser 1779  |modrasek ockovany 9 172
\Phengaris nausithous Bergstrisser 1779  |modrasek bahenni 5 140
Pseudophilotes vicrama Moore 1865 modrasek vychodni 6 115
Pseudophilotes baton Bergstrisser 1779  |modrasek ¢ernoCarny 7 89
Leptotes pirithous Linnaeus 1767 modrasek tazny 1 144
Scolitantides orion Pallas 1771 modrasek rozchodnikovy 9 40
Glaucopsyche alexis Poda 1761 modrasek kozincovy 4 202
Cupido argiades Pallas 1771 modrasek Stirovnikovy 6 93
Cupido decoloratus Staudinger 1886 modrasek tolicovy 6 18
Cupido alcetas Hoffmansegg 1804 [modrasek Cicorkovy 3 62
Cupido minimus Fuessly 1775 modrasek nejmensi 8 192
Plebejus argus Linnaeus 1758 modrasek ¢ernolemy 11 293
Plebejus idas Linnaeus 1760 modrasek obecny 3 330
Plebejus argyrognomon Bergstrisser 1779 |modrasek podobny 18 60
A griades optilete Knoch 1781 modrasek stfibroskvrnny 4 224




Aricia eumedon Esper 1780 modrasek b&lopasny 98
Cyaniris semiargus Rottemburg 1775  [modrasek lesni 145
Aricia artaxerxes Fabricius 1793 modrasek pumpavovy 13 201
Aricia agestis ]S):Irlliifsfflfmﬁller 1775 modrasek tmavohnédy 21 318
Polyommatus bellargus Rottemburg 1775  [modrasek jetelovy 11 119
Polyommatus coridon Poda 1761 modrasek vikvicovy 8 120
Polyommatus thersites Cantener 1835 modrasek vicencovy 15 92
Polyommatus daphnis ]S):Irlliifsfflfmﬁller 1775 modrasek hnédoskvrnny 2 83
[Polyommatus amandus Schneider 1792 modrasek uslechtily 8 74
Polyommatus dorylas ]S):Irlliifsfflfmﬁller 1775 modrasek komonicovy 9 101
Polyommatus icarus Rottemburg 1775  |modrasek jehlicovy 22 621
Polyommatus damon ]S):Irlliifsfflfmﬁller 1775 modrasek ligrusovy 3 71
Nymphalidae 534 8389
Neptis rivularis Scopoli 1763 bclopasek tavolnikovy 1 32
Limenitis populi Linnaeus 1758 bélopasek topolovy 2 17
Limenitis camilla Linnaeus 1764 bélopasek dvouiady 4 54
Issoria lathonia Linnaeus 1758 perletovec maly 8 152
Brenthis hecate ]S):Irlliifsfflfmﬁller 1775 perletovec dvoutady 2 39
Brenthis ino Rottemburg 1775  |perletovec kopfivovy 7 97
Brenthis daphne Bergstrisser 1780  [perletovec ostruzinovy 9 99
Argynnis paphia Linnaeus 1758 perletovec stiibropasek 5 142
Argynnis aglaja Linnaeus 1758 perletovec velky 5 129
Argynnis niobe Linnaeus 1758 perletovec maceskovy 2 95
Argynnis adippe ]S):I?iifsfimﬁller 1775 perletovec prostiedni 4 110
Boloria eunomia Esper 1800 perletovec mokiadni 21 289
Boloria aquilonaris Stichel 1908 perletovec severni 1 37
Boloria selene ]S):}?iifsfimﬁller 1775 perletovec dvanactiteCny 18 140
Boloria euphrosyne Linnaeus 1758 perletovec fialkovy 2 135
Boloria dia Linnaeus 1767 perletovec nejmensi 9 82
Apatura iris Linnaeus 1758 batolec duhovy 6 44
Apatura ilia ]S):}?iifsfimﬁller 1775 batolec cerveny 3 62
Araschnia levana Linnaeus 1758 babocka sitkovana 5 67
Vanessa cardui Linnaeus 1758 babocka bodlakova 2 301
Vanessa atalanta Linnaeus 1758 babocka admiral 3 229
Inachis io Linnaeus 1758 babocCka pavi oko 5 99
Aglais urticae Linnaeus 1758 babocka kopiivova 6 168
[Polygonia c-album Linnaeus 1758 babocka bilé C 3 147




INymphalis polychloros Linnaeus 1758 babocka jilmova 5 88
Nymphalis xanthomelas Esper 1781 babocka vrbova 3 18
Nymphalis antiopa Linnaeus 1758 babocka osikova 4 98
Euphydryas aurinia Rottemburg 1775  |hnéddsek chrastavcovy 6 175
Euphydryas maturna Linnaeus 1758 hnédasek osikovy 10 37
Melitaea didyma Esper 1778 hnédasek kvételovy 10 249
Melitaea cinxia Linnaeus 1758 hnédasek kostkovany 4 132
Melitaea diamina Lang 1789 hnédasek rozrazilovy 5 82
Melitaea britomartis Assmann 1847 hnédasek podunajsky 41 56
Melitaea athalia Rottemburg 1775  |hnédasek jitrocelovy 12 217
Melitaea aurelia Nickerl 1850 hnédasek CernySovy 28 101
Coenonympha pamphilus  |Linnaeus 1758 0ka¢ poharikovy 9 305
Coenonympha tullia Miiller 1764 0k4C stiibrooky 23 360
Coenonympha glycerion Borkhausen 1788  Jokd4¢ tfeslicovy 3 78
Coenonympha arcania Linnaeus 1760 okaC strdivkovy 4 120
[Pararge aegeria Linnaeus 1758 oka¢ pyrovy 6 351
Lasiommata maera Linnaeus 1758 oka¢ jeCminkovy 6 186
Lasiommata megera Linnaeus 1767 oka¢ zedni 4 374
Melanargia galathea Linnaeus 1758 oka¢ bojinkovy 25 201
Hipparchia hermione Linnaeus 1764 okac bélopasny 1 70
Hipparchia fagi Scopoli 1763 oka¢ medytikovy 2 75
Hipparchia semele Linnaeus 1758 okac metlicovy 3 116
Minois dryas Scopoli 1763 0kaC ovsovy 8 63
Brintesia circe Fabricius 1775 oka¢ vonavkovy 8 104
Arethusana arethusa ]S):;llilfsffzrmﬁller 1775 oka¢ kostravovy 4 72
Chazara briseis Linnaeus 1764 okac¢ skalni 9 129
Aphantopus hyperantus Linnaeus 1758 0kaC prosickovy 19 121
Maniola jurtina Linnaeus 1758 okac lucni 83 772
Lopinga achine Scopoli 1763 okac jilkovy 3 40
Erebia euryale Esper 1805 oka¢ rudopasny 16 305
Erebia ligea Linnaeus 1758 oka¢ Cernohnédy 13 95
Erebia sudetica Staudinger 1861 oka¢ mensi 5 16
[Erebia medusa ]S):;llilfsffzrmﬁller 1775 oka¢ rosickovy 5 79
Erebia aethiops Esper 1777 okac¢ klubénkovy 2 92
Erebia epiphron Knoch 1783 0k4C horsky 12 246
CELKEM 1119 21370

22489




Priloha II. Seznam testovanych druhti Ceskych dennich motyld na pfitomnost bakterie
Wolbachia s poctem testovanych a pozitivnich vzork( vcetné vyctu specifickych kment

bakterie.
Pocet Pocet
Druh (latinsky) testovnych pozitivnich Kmeny bakterie Wolbachia
vzorki vzorki
Aglais urticae 7 1 593
Anthocharis cardamines 6 1 564
Apatura ilia 4 0 -
Apatura iris 5 3 61, 564, 577
Aphantopus hyperantus 19 6 297
Aporia crataegi 5 0 -
Araschnia levana 8 6 40
Arethusana arethusa 18 1 583
Argynnis adippe 4 0 -
Argynnis aglaja 5 2 564, 583
Argynnis niobe 2 0 -
Argynnis paphia 6 4 10, 581/116
Aricia agestis 9 6 18,594, 631
Aricia artaxerxes 13 12 18, 594
Aricia eumedon 6 0 -
Boloria aquilonaris 1 1 564
Boloria dia 8 2 10
Boloria eunomia 1 0 -
Boloria euphrosyne 2 0 -
Boloria selene 7 0 -
Brenthis daphne 9 0 -
Brenthis ino 10 2 63, 698
Brintesia circe 8 0 -
Callophrys rubi 6 4 431, 663
Carcharodus alceae 6 1 61
Carterocephalus palaemon 5 5 564, 698
Celastrina argiolus 5 5 10, 577
Coenonympha arcania 5 5 564, 698
Coenonympha glycerion 10 0 -
Coenonympha pamphilus 9 5 583,584
Coenonympha tullia 25 14 10, 561, 577, 581
Colias alfacariensis 8 8 561, 561/694
Colias crocea 6 6 61, 605
Colias erate 4 4 61, 593, 605
Colias hyale 8 8 294, 561
Colias myrmidone 2 1 583
Cupido alcetas 3 3 577




Cupido argiades 7 5 10, 577

Cupido decoloratus 2 1 577

Cupido minimus 7 1 581/116

Cyaniris semiargus 6 1 10

Erebia aethiops 2 1 63

Erebia epiphron 13 4 61, 296, 593

Erebia euryale 16 4 564, 698, 561/694, 581/116
Erebia ligea 14 7 521, 698

Erebia medusa 7 6 10, 561, 564, 561/694
Erebia sudetica 1 0 -

Erebia tages 6 6 61, 593, 605
Euphydryas maturna 9 3 577, 581, 698
Favonius quercus 4 1 10

Glaucopsyche alexis 1 0 -

Gonepteryx rhamni 4 1 698

Hamearis lucina 1 1 577

Hesperia comma 11 7 296, 581, 583, 581/116
Heteropterus morpheus 6 3 561, 561/694
Hipparchia fagi 2 61,593

Hipparchia hermione 2 1 594

Chazara briseis 16 0 -

Inachis io 5 1 10

Iphiclides podalirius 4 4 577

Issoria lathonia 7 1 564

Lasiommata maera 8 4 564, 698, 700
Lasiommata megera 6 0 -

Leptidea juvernica 9 6 10, 577

Leptidea sinapis 5 5 577

Leptotes pirithous 1 0 -

Limenitis camilla 5 0 -

Limenitis populi 4 2 10, 577

Lopinga achine 7 3 605,698

Lycaena alciphron 6 0 -

Lycaena dispar 10 1 575

Lycaena hippothoe 5 0 -

Lycaena phlaeas 6 564, 581, 583, 581/116
Lycaena tityrus 7 10, 583, 594

Lycaena virgaureae 6 698

Maniola jurtina 19 1 583

Melanargia galathea 8 7 61, 564, 593, 698
Meleageria athalia 10 2 583, 700

Meleageria aurelia 27 3 73,538, 672
Meleageria britomartis 45 8 199,561,577, 583, 584, 698
Meleageria cinxia 4 1 639

Meleageria diamina 5 3 64, 581, 606

<




Meleageria didyma 14 8 561, 577, 583, 593, 605, 581/116
Minois dryas 9 9 564, 581, 581/116
Neptis rivularis 3 2 63, 583
Nymphalis antiopa 2 1 695

Nymphalis polychloros 5 2 564, 695
Nymphalis xanthomelas 4 3 270

Ochlodes sylvanus 5 5 698

Papilio machaon 3 2 10, 577

Pararge aegeria 9 9 10, 577
Parnassius mnemosyne 27 4 61, 564, 581, 593
Phengaris alcon 12 6 575,721
Phengaris arion 7 7 683, 685
Phengaris nausithous 4 1 10

Phengaris teleius 11 4 564, 575, 583
Pieris brassicae 5 2 10

Pieris mannii 1 10

Pieris napi 1 10

Pieris rapae 15 4 10, 61, 561
Plebejus argus 14 2 431, 561
Plebejus argyrognomon 23 10 294, 561
Plebejus idas 7 3 292,294, 564
Polygonia c-album 4 3 577
Polyommatus amandus 10 5 19, 583, 593, 605
Polyommatus bellargus 10 3 10, 561, 639
Polyommatus coridon 5 1 593
Polyommatus damon 1 1 61

Polyommatus daphnis 1 1 564
Polyommatus dorylas 6 3 581/116
Polyommatus icarus 21 2 577,593
Polyommatus thersites 6 1 18

Pontia edusa 3 3 577
Pseudophilotes baton 5 2 561
Pseudophilotes vicrama 4 0 -

Pyrgus alveus 6 3 583, 561/694
Pyrgus armonicanus 3 0 -

Pyrgus carthami 5 0 -

Pyrgus malvae 8 7 561, 583, 561/694
Pyrgus serratulae 8 3 10, 577

Satyrium acaciae 9 9 10, 577

Satyrium ilicis 5 4 23,612

Satyrium pruni 11 6 23,612

Satyrium w-album 4 4 10, 577
Scolitantides orion 6 1 564

Spialia sertorius 7 1 581

Thecla betulae 1 0 -

Vi




Thymelicus acteon 7 4 583, 581/116
Thymelicus lineola 12 2 564, 577
Thymelicus sylvestris 8 3 10, 564
Vanessa atalanta 3 0 -

Vanessa cardui 2 1 10

Zerynthia polyxena 2 0 -
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Ptiloha III. Piehled vSech nalezenych kment bakterie Wolbachia a jimi infikovanych druha.

Kmen | Druhy infikovanych motylt

10 Boloria dia, Cyaniris semiargus, Favonius quercus, Inachis io, Phengaris
nausithous, Pieris brassicae, Pieris mannii, Pieris napi, Vanessa cardui,
Erebia medusa, Coenonympha tullia, Polyommatus bellargus, Thymelicus
sylvestris, Celastrina argiolus, Cupido argiades, Leptidea juvernica,
Limenitis populi, Papilio machaon, Pararge aegeria, Pyrgus serratulae,
Satyrium acaciae, Satyrium w-album, Argynnis paphia, Lycaena tityrus,
Pieris rapae

18 Polyommatus thersites, Aricia artaxerxes, Aricia agestis

19 Polyommatus, amandus

23 Satyrium ilicis, Satyrium pruni

40 Araschnia levana

61 Carcharodus alceae, Polyommatus damon, Pieris rapae, Erebia epiphron,

Apatura iris, Parnassius mnemosyne, Melanargia galathea, Hipparchia
fagi, Colias erate, Erebia tages, Colias crocea

63 Erebia aethiops, Neptis rivularis, Brenthis ino

64 Meleageria diamina

73 Meleageria aurelia

199 Meleageria britomartis

270 Nymphalis xanthomelas

292 Plebejus idas

294 Plebejus idas, Colias hyale, Plebejus argyrognomon
296 Hesperia comma, Erebia epiphron

297 Aphantopus hyperantus

431 Plebejus argus, Callophrys rubi

521 Erebia ligea

538 Meleageria aurelia

561 Pseudophilotes baton, Erebia medusa, Coenonympha tulila, Polyommatus

561/694 | bellargus, Pieris rapae, Meleageria britomartis, Plebejus argyrognomon,
Colias hyale, Plebejus argus, Colias alfacariensis, Heteropterus morpheus,
Meleageria didyma, Pyrgus malvae, Erebia medusa, Coenonympha tulila,
Colias alfacariensis, Heteropterus morpheus, Pyrgus malvae, Erebia
euryale, Pyrgus alveus

564 Anthocharis  cardamines, Boloria aquilonaris, Issoria lathonia,
Polyommatus daphnis, Scolitantides orion, Erebia medusa, Coenonympha
tulila, Thymelicus sylvestris, Plebejus idas, Phengaris teleius, Thymelicus
lineola, Minois dryas, Lycaena phlaeas, Argynnis aglaja, Nymphalis
polychloros, Carterocephalus palaemon, Coenonympha arcania, Erebia
euryale, Lasiommata maera, Apatura iris, Parnassius mnemosyne,

Melanargia galathea




575

Lycaena dispar, Phengaris teleius, Phengaris alcon

577 Cupido alcetas, Cupido decoloratus, Hamearis lucina, Iphiclides
podalirius, Leptidea sinapis, Polygonia c-album, Pontia edusa, Celastrina
argiolus, Cupido argiades, Leptidea juvernica, Limenitis populi, Papilio
machaon, Pararge aegeria, Pyrgus serratulae, Satyrium acaciae, Satyrium
w-album, Meleageria britomartis, Meleageria didyma, Thymelicus lineola,
Euphydryas maturna, Polyommatus icarus, Apatura iris

581 Spialia sertorius, Hesperia comma, Minois dryas, Lycaena phlaeas,

581/116 | Euphydryas maturna, Parnassius mnemosyne, Meleageria diamina,
Argynnis paphia, Hesperia comma, Meleageria didyma, Minois dryas,
Lycaena phlaeas, Erebia euryale, Cupido minimus, Polyommatus dorylas,
Thymelicus acteon

583 Arethusana arethusa, Colias myrmidone, Maniola jurtina, Lycaena tityrus,
Polyommatus amandus, Meleageria britomartis, Hesperia comma,
Meleageria didyma, Pyrgus malvae, Phengaris teleius, Lycaena phlaeas,
Argynnis aglaja, Pyrgus alveus, Thymelicus acteon, Coenonympha
pamphilus, Meleageria athalia, Neptis rivularis

584 Meleageria britomartis, Coenonympha pamphilus

593 Aglais urticae, Polyommatus coridon, Polyommatus amandus, Meleageria
didyma, Polyommatus icarus, Erebia epiphron, Parnassius mnemosyne,
Melanargia galathea, Hipparchia fagi, Colias erate, Erebia tages

594 Hipparchia hermione, Lycaena tityrus, Aricia artaxerxes, Aricia agestis

605 Lopinga achine, Polyommatus amandus, Meleageria didyma, Colias erate,
Erebia tages, Colias crocea

606 Meleageria diamina

612 Satyrium ilicis, Satyrium pruni

631 Aricia agestis

639 Meleageria cinxia, Polyommatus bellargus

663 Callophrys rubi

672 Meleageria aurelia

683 Phengaris arion

685 Phengaris arion

695 Nymphalis antiopa, Nymphalis polychloros

698 Lopinga achine, Gonepteryx rhamni, Lycaena virgaureae, Ochlodes
sylvanus, Meleageria britomartis, Erebia ligea, Coenonympha arcania,
Carterocephalus palaemon, Erebia euryale, Lasiommata maera,
Euphydryas maturna, Melanargia galathea, Brenthis ino

700 Lasiommata maera, Meleageria athalia

721 Phengaris alcon




Piiloha IV. Piehled kategorii linii piitomnych v Ceské republice s pfifazenymi druhy rozdélné

analyzou BAPS. Druhy, které byly zatazeny do dvou kategorii jsou oznaceny tucn¢.

Kategorie linie pfitomné v CR

Vycet zatazenych druht

(1) nizka diverzita (pouze
jeden klastr v celém druhu)

Heteropterus morpheus, Spialia sertorius, Ochlodes
sylvanus, Erynnis tages, Colias crocea, Colias erate,
Leptidea sinapis, Iphiclides podalirius, Nymphalis
antiopa, Vanessa atalanta, Polygonia c-album,
Vanessa cardui, Inachis io, Apatura iris, Issoria
lathonia, Araschnia levana, Argynnis paphia, Neptis
rivularis, Nymphalis xanthomelas, Lopinga achine,
Brintesia circe, Minois dryas, Erebia euryale, Erebia
medusa, Coenonympha tulila, Phengaris alcon,
Cupido argiades, Celastrina argiolus, Plebejus
argyrognomon, Thecla betulae, Cupido decoloratus,
Lycaena dispar, Lycaena helle, Satyrium ilicis,
Hamearis lucina, Satyrium pruni, Lycaena virgaureae

(2) evropské linie (linie §iroce
roz§ifené po Evropé€ véetné
CR)

Thymelicus acteon, Anthocharis cardamines, Aporia
crataegi, Pieris mannii, Gonepteryx rhamni,
Euphydryas aurinia, Brenthis daphne, Brenthis hecate,
Apatura ilia, Nymphalis polychloros, Boloria selene,
Pararge aegeria, Erebia aethiops, Arethusana
arethusa, Chazara briseis, Coenonympha glycerion,
Coenonympha pamphilus, Hipparchia semele, Aricia
agestis, Phengaris arion, Cyaniris semiargus, Lycaena
tityrus, Satyrium w-album, Carcharodus alceae,
Limenitis camilla, Boloria dia, Cupido alcetas,
Polyommatus amandus, Plebejus argus, Cupido
minimus

(3) mix evropskych linii
piitomnych v CR

Thymelicus sylvestris, Pieris brassicae, Pieris napi,
Colias palaeno, Pieris rapae, Papilio machaon,
Melitaea aurelia, Aglais urticae, Aphantopus
hyperantus, Satyrium acaciae, Polyommatus icarus,
Callophrys rubi

(4) zapadni linie (vzorky z CR
jsou piibuzné se vzorky ze
zapadni Evropy)

Pyrgus armoricanus, Coenonympha arcania,
Hipparchia hermione, Lasiommata megera, Erebia
sudetica, Pseudophilotes baton, Lycaena hippothoe,
Lycaena phlaeas, Leptotes pirithous, Favonius
quercus, Pyrgus serratulae

(5) ptibuznost Apeniny/Balkan

Hesperia comma, Erebia epiphron, Polyommatus
dorylas, Aricia eumedon, Satyrium spini,
Polyommatus amandus, Plebejus argus, Cupido
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minimus, Pyrgus serratulae, Argynnis adippe,
Melitaea cinxia, Polyommatus bellargus,
Polyommatus thersites, Erebia ligea

(6) ptibuznost Balkan/vychod
(vzorky z CR jsou piibuzné
vzorkim z Balkanu nebo
Balkanu + vychodni
Evropa/Asie)

Pyrgus alveus, Pyrgus carthami, Thymelicus lineola,
Colias alfacariensis, Parnassius mnemosyne, Melitaea
diamina, Melitaea didyma, Lasiommata maera,
Lycaena alciphron, Aricia artaxerxes, Polyommatus
coridon, Polyommatus daphnis, Scolitantides orion,
Pseudophilotes vicrama, Carcharodus alceae, Cupido
alcetas, Hipparchia fagi

(7) stredoevropska linie

Zerynthia polyxena, Argynnis aglaja, Argynnis niobe,
Melanargia galathea, Polyommatus thersites,
Hipparchia fagi, Pieris bryoniae, Phengaris
nausithous

(8) kontinentalné-temperatni
linie (vzorky z CR jsou
pfibuzné vzorkiim obyvajicim
podobny zemé&pisny pas a linie
neni pfitomna ve Stfedomoii)

Carterocephalus palaemon, Colias hyale, Leptidea
juvernica, Boloria aquilonaris, Boloria eunomia,
Boloria euphrosyne, Brenthis ino, Euphydryas
maturna, Limenitis populi, Glaucopsyche alexis,
Polyommatus damon, Plebejus idas, Agriades optilete,
Phengaris teleius, Limenitis camilla, Boloria dia,
Argynnis adippe, Melitaea cinxia, Polyommatus
bellargus, Pieris bryoniae, Phengaris nausithous

(9) smés vychodnich linii

Pontia edusa, Melitaea athalia, Melitaea britomartis,
Maniola jurtina, Erebia ligea
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Piiloha V. Piehled kategorii vzniklych na zakladé polohy haplotypt nalezenych v CR a
haplotypt od nich vzdalenych s maximalné dvéma mutacemi. Druhy, které byly zafazeny do
dvou kategorii jsou oznaceny tucné.

Kategorie haplotypovych siti Vycet zatazenych druht

(1) nizka diverzita nebo Heteropterus morpheus, Ochlodes sylvanus, Colias
expanze erate, Nymphalis antiopa, Polygonia c-album, Inachis
io, Araschnia levana, Nymphalis xanthomelas, Minois
dryas, Phengaris alcon, Cupido argiades, Phengaris
arion, Pseudophilotes baton, Thecla betulae, Cupido
decoloratus, Hamearis lucina, Satyrium pruni

(2) nizka diverzita v ramci Erynnis tages, Iphiclides podalirius, Apatura ilia,
rozsifené linie Issoria lathonia, Argynnis niobe, Argynnis paphia,
Nymphalis polychloros, Neptis rivularis, Aglais
urticae, Pararge aegeria, Satyrium acaciae, Celastrina
argiolus, Lycaena dispar, Satyrium ilicis, Lycaena
tityrus, Satyrium w-album, Boloria dia, Apatura iris,
Polyommatus amandus

(3) soucast expandujici Thymelicus acteon, Pyrgus armoricanus,

rozsifené linie Carterocephalus palaemon, Spialia sertorius, Aporia
crataegi, Colias crocea, Vanessa atalanta, Vanessa
cardui, Erebia euryale, Coenonympha pamphilus,
Phengaris teleius

(4) soucast stabilni rozsifené Pyrgus alveus, Pyrgus serratulae, Leptidea juvernica,
linie Pieris mannii, Gonepteryx rhamni, Leptidea sinapis,
Boloria selene, Erebia aethiops, Arethusana arethusa,
Coenonympha glycerion, Erebia medusa, Hipparchia
semele, Aricia agestis, Plebejus argus, Lycaena
hippothoe, Cyaniris semiargus, Carcharodus alceae

(5) sttedoevropska linie Zerynthia polyxena, Argynnis aglaja, Boloria
aquilonaris, Boloria eunomia, Melanargia galathea,
Plebejus argyrognomon, Pieris bryoniae,
Polyommatus thersites

(6) ptibuznost Balkan/vychod | Thymelicus lineola, Hipparchia fagi, Colias
alfacariensis, Parnassius mnemosyne, Melitaea
diamina, Melitaea didyma, Euphydryas maturna,
Lasiommata maera, Lycaena alciphron, Polyommatus
coridon, Polyommatus dorylas, Scolitantides orion,
Pseudophilotes vicrama, Carcharodus alceae, Cupido

alcetas
(7) kontinentalné-temperatni Pyrgus carthami, Colias hyale, Euphydryas aurinia,
linie Melitaea britomartis, Brenthis daphne, Boloria
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euphrosyne, Brenthis ino, Limenitis populi, Lopinga
achine, Coenonympha tulila, Glaucopsyche alexis,
Aricia artaxerxes, Polyommatus damon, Polyommatus
daphnis, Lycaena helle, Plebejus idas, Phengaris
nausithous, Agriades optilete, Pieris bryoniae,
Argynnis adippe, Melitaea cinxia, Boloria dia

(8) pribuznost se zapadem

Coenonympha arcania, Hipparchia hermione,

Lasiommata megera, Erebia sudetica, Lycaena
phlaeas, Leptotes pirithous, Favonius quercus,
Apatura iris, Cupido alcetas

(9) ptibuznost Apeniny/Balkan

Hesperia comma, Pontia edusa, Brenthis hecate,
Chazara briseis, Erebia epiphron, Polyommatus
bellargus, Aricia eumedon, Satyrium spini, Lycaena
virgaureae, Argynnis adippe, Melitaea cinxia,
Polyommatus amandus, Polyommatus thersites

(10) mix haplotypt

Thymelicus sylvestris, Pieris brassicae, Anthocharis
cardamines, Pieris napi, Colias palaeno, Pieris rapae, Papilio
machaon, Melitaea athalia, Melitaea aurelia, Limenitis
camilla, Brintesia circe, Aphantopus hyperantus, Maniola
jurtina, Erebia ligea, Polyommatus icarus, Cupido
minimus, Callophrys rubi
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