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SOUHRN

Parazitoidi piedstavuji riiznorodou, av§ak pomérné malo studovanou skupinu hmyzu,
ktera je adaptovand na usmrcovani svého hostitele. Jednou z nevyfesenych otazek
souvisejicich se systémem parazitoid—hostitel je reakce na globalni klimatickou
zménu u specializovanych druht hmyzu adaptovanych na chladna prostiedi,
napiiklad na vysokohorské biotopy. Ve sttedni Evropé se jedna kupiikladu
0 holarktické okace rodu Erebia Dalman, 1986 (Nymphalidae: Satyrinae). Cilem
prace bylo provést vzorkovani housenek nizinnych a horskych okacd, odchovat
housenky za ucelem zjisténi miry infestace a urcit hostitelskou specificitu parazitoidii
kombinaci klasickych a molekularnich metod. Celkem bylo na 14 lokalitach, podél
vySkového gradientu v Krkonosich, nalezeno 39 housenek okace lu¢niho (Maniola
jurtina), sedm housenek okace horského (Erebia epiphron) a ¢tyfi housenky okace
rudopasného (Erebia euryale). U druhu Maniola jurtina byla zjisténa vice nez
tietinova infestace pravdépodobné lumkem Ichneumon caloscelis. U vysokohorskych
okacu rodu Erebia nebyli nalezeni zadni parazitoidi. Vysledky tedy naznacuji
moznost vy$$i miry infestace parazitoidy u motyld znizSich poloh nez
u vysokohorskych druhti. Faktor, které mohou ovliviiovat miru infestace parazitoidy
u motyli je mnoho, proto si tato problematika z4da dal$i sledovani. Piedkladana
prace také doklada ¢asovou narocnost sbéru solitérné Zijicich housenek na béznych
rostlinach. Molekularni determinace parazitoidd pomoci DNA barcodingu je bez

vétsich probléml mozn4, nicméné s jistymi omezenimi.

Klicova slova: parazitoid, Satyrinae, nadmotska vyska, Krkonose



ABSTRACT

Parasitoids represent a diverse and little studied group of insects, employing variety
of adaptations to utilize and kill their hosts. Among the unresolved issues related
to the host—parasitoids interactions are responses of such interactions to global
climate change, especially in cases specialized insect species adapted to cold
environments such as alpine habitats. Example of such hosts are the Holarctic
butterflies of the genus Erebia Dalman, 1986 (Nymphalidae: Satyrinae) inhabiting
mountains of Central Europe. The aim of this study was sampling caterpillars
of lowland and mountain Satyrinae butterflies, rearing the caterpillars to determine
the degree of infestation and determine the host specificity of parasitoids using
combination of classical and molecular methods. | sampled 39 caterpillars
of the Meadow Brown (Maniola jurtina), seven caterpillars of the Mountain Ringlet
(Erebia epiphron) and four caterpillars of the Large Ringlet (Erebia euryale)
at 14 habitats along the altitudinal gradient in KrkonoSe Mountains. It was found
more than a one-third parasitization by Ichneumon caloscelis among Maniola jurtina
caterpillars and no parasitoids among the mountain species. It suggests the possibility
of a higher rate of infestation among species living at lower altitudes than at higher
altitudes. There are many factors affecting the parasitization’s rate among butterflies.
This issue requires further monitoring. This study demonstrates the time-consuming
sampling of solitary living caterpillars on common plants. Molecular determination
of parasitoids using DNA barcoding is possible without major problems, but with

certain restrictions.

Key words: parasitoid, Satyrinae, altitude, Krkonose Mountain
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1 UVOD

Klimatické zmény vyvolavajici krom¢ zvySovani primérné teploty rovnéz
nepiedvidatelné a proménlivé zmény Vregionalnim klimatu a Castéjsi  vyskyt
extrémnich povétrnostnich jeva (Hulme et al., 1999), ovliviiuji celé
ekosystémy a spoleCenstva, vCetné vztahi mezi parazitoidy a jejich hostiteli
(Stireman et al., 2005). Ackoliv je mnoho soucasnych studii vénovano problematice
globalniho oteplovani a jeho dopadu na biocendzy, relativné malo praci se zabyva
ovlivnénim hostitelsko—parazitickych interakci. Parazitoidi jsou mnohdy potravnimi
specialisty a nachazeji se na pomérné vysokych piickach potravniho fetézce, proto
jsou obzvlasté nachylni ke zménam, které mohou nastat u hostitelskych populaci
(Jeffs et Lewis, 2013).

Obecné organismy na zmény klimatu reaguji pfesunem do mist s vhodné&jSimi
klimatickymi podminkami (€asto do vysSich zemépisnych Sifek a nadmotskych
vysek), zménou fenologie nebo in situ fyziologickymi adaptacemi (Bellard et al.,
2012). Jak uvadi Menéndez et al. (2008), invazni a expandujici druhy hmyzu mohou
byt vnové osidlenych aredlech napaddny niz§im poctem parazitoidl a celkové
parazitovany V mensi mife. Nevyhnutelné zpozdéni, se kterym parazitoidi reaguji
nazmeény V populacich svych hostitelil a ndsledné sniZeni poctu infestovanych
jedinct tak miize mimo jiné ovlivnit i roli parazitoidl jako pfirozenych regulatort

sktideti zemédélskych plodin (Thomson et al., 2010).

Jednou  znevyfeSenych  otdzek  souvisejicich  sreakci  systému
parazitoid-hostitel na globalni klimatickou zménu jsou poméry u specializovanych
druhit hmyzu adaptovanych na chladnd prostfedi, napfiklad na vysokohorské
biotopy. Ve stfedni Evropé se jedna kuptikladu o holarktické okace rodu Erebia
Dalman, 1986 (Nymphalidae: Satyrinae). Tito motyli dosahuji vysoké diverzity
V horskych oblastech nad hranici lesa, kde se V extrazondlnich biogeocenozach
vyskytuje jedine¢na flora a fauna, slozend z glacialnich relikti ¢i endemickych

druhil. Soucasné oteplovani, disledek klimatickych zmén, umoznuje teplomilngjSim



organismim, vcetné parazitoidl, pronikat z nizSich poloh do vySsich nadmotskych
vysek (Konvicka et al., 2013). To mize mit za nasledek mimo jiné zvyseni miry
parazitace u populaci vysokohorskych okac¢u. S ohledem na potencialni ohrozeni
vysokohorské fauny, obyvajici omezené uzemi, je prekvapivé, jak malo praci se
zabyva ekologickymi pozadavky evropskych vysokohorskych druhti bezobratlych.
Ackoliv se predpoklada, ze hmyz, diky kratkému zivotnimu cyklu, zareaguje velice

rychle na nastavajici klimatické zmény (Bale et al., 2002).



2 CILE PRACE

- provést vzorkovani housenek nizinnych a horskych okacta podél vyskového

gradientu v Krkonosich

- odchovat housenky scilem urcit miru infestace a hostitelskou specificitu

parazitoidl

- identifikovat nedospéla stadia okac¢l a parazitoidy kombinaci

klasickych a molekularnich metod

Prace poslouzi k ziskani zakladnich udaji o vyskytu motylich parazitoida
v Krkonos$ském ndrodnim parku a stane se zdkladem rozsahlejsiho sledovani dopadi

klimatickych zmén na mezidruhové interakce ve stitedoevropskych pohofich.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 BIOLOGIE PARAZITOIDU RADU LEPIDOPTERA

Parazitoidi jsou jednou z druhové nejpocetnéjSich ekologickych skupin hmyzu
(Heraty, 2009). Dospéli jedinci se zivi prevazné nektarem, larvy se vyvijeji nejcastéji
uvniti téla (endoparazitismus) nebo na télech (ektoparazitismus) riznych vyvojovych
stadii ¢lenovcl. Od klasickych paraziti se parazitoidi li§i tim, Ze hostitele béhem
svého vyvoje usmrcuji (Askew, 1971). Castymi hostiteli parazitoidi jsou vyvojova

stadia motyli (fad Lepidoptera).

Z hlediska systematického nalezi parazitoidi motyli do tfadt blanokiidlych
(Hymenoptera) a dvoukiidlych (Diptera). V ramci fadu Diptera jsou
nejbéznéjsi a nejvyznamnéjs$i endoparazitoidi motyli zahrnuti v Celedi kuklicoviti
(Tachinidae). Jeji piislusnici parazituji vzdy larvu a nékteti svého hostitele usmrcuji
az po zakukleni. Pro tuto skupinu je charakteristickd absence bodavého kladélka.
Parazitoidi z tadu Hymenoptera disponuji kladélkem, kterym umistuji vajicko
dovnitt téla hostitele. Nejvyznamnéjsi parazitoidy larev evropskych motyli v tomto
fadu predstavuji zéstupci celedi lumcikovitych (Braconidae) a lumkovitych
(Ichneumonidae) a n¢kolik druhd z ¢eledi lesknatkoviti (Eulophidae). Nékteré druhy
Celedi Ichneumonidae dokoncuji svlij vyvoj az po zakukleni hostitele, jiné napadaji
ptimo kukly. Jak uvadi Shaw et al., 2009, vajicka motyli parazituji zastupci celedi

drobnénkoviti (Trichogrammatidae) a vejcomaroviti (Scelionidae).

Parazitoidi, ktefi svého hostitele pii kladeni vajicek usmrti nebo jej
paralyzuji a zastavi jeho vyvoj, jsou nazyvani idiobionti. Typickymi idiobionty jsou
ektoparazité, ptipadné parazité kukel. Naopak koinobionti umoznuji hostiteli
po infestaci dalsi vyvoj. Koinobionti jsou specializovani endoparazité, adaptovani na
imunitni reakci konkrétniho hostitele. Svou obét mohou usmrtit az Vv dal$im
vyvojovém stadiu. (Askew et Shaw, 1986). Pokud dojde kusmrceni hostitele
v nasledujici fazi vyvoje, hovoiime o egg-larval parazitoidech nebo larval-pupal

parazitoidech. Egg-larval parazitoidi se u evropskych motyli pfili§ nevyskytuji,
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zastupce larva-pupal parazitoidi nalezneme V ¢eledi Tachinidae a Ichneumonidae.
v nékterych pfipadech se primarni parazitoidi mohou stit hostiteli jinych,
sekundarnich parazitoidu a hovoiime o tzv. hyperparazitismu. Hyperparazitoidi jsou
striktné specializovani @ nemohou byt primarnimi parazity, predstaviteli jsou nékteré
druhy z ¢eledi Ichneumonidae a nad¢eledi chalcitek (Chalcidoidea) (Shaw et al.,
2009).

Ve vsech suchozemskych ekosystémech sehravaji parazitoidi velice dulezitou
roli. I pfes nepopiratelny vliv parazitoidi na ekologii, vyvoj, chovani a fyziologii
svych hostiteld je k dispozici jen relativné malo studii zabyvajicich se interakcemi
mezi motyly a jejich parazitoidy (Shaw et al., 2009). Predmétem zkoumani jsou
zejména druhy vyuzivané ke kontrole zemédé€lskych sktidet, naptiklad bélaska
z rodu Pieris Schrank, 1801 (viz Firake et al., 2012; Tanaka et al., 2007), a zaviject
rodu Diatraea Guilding, 1828 (viz Rossi et Fowler, 2003), nebo parazitoidi
ochranafsky zajimavych motylt (tzv. vlajkovych druhti) napf. modraski rodu
Maculinea van Eecke, 1915 (viz Hochberg et al., 1996; Thomas et Elmes, 1993).
Vzhledem k chybé&jicim znalostem tykajicich se interspecifickych interakci
Vv trofickém fetézci a fadé dezinformaci a nejasnosti v nékterych literarnich zdrojich
(Shaw et al., 2009), je nezbytné provést dalsi experimenty a peclivé taxonomické
studie scilem poznat parazitoidy jednotlivych druhti motyll, vymezit oblasti,
ve kterych dochazi k infestaci a zejména odhalit konkrétni dopad parazitoidu

na hostitelské populace.

Porozumét dilkkladné vazbam mezi parazitoidy a jejich hostiteli je vSak
z mnoha dlivodu slozité. Nékteré druhy parazitoidl nejsou striktné monofagni a fada
z nich napada vice hostitelskych druhti, které mohou byt vzajemné piibuzné nebo
obyvaji specificka izemi (Stireman et Singer, 2003). V téchto potravnich sitich
dochazi ke spletitym mezidruhovym interakcim. Samotné spolehlivé vyhodnoceni
procentualniho zastoupeni parazitovanych jedinci Vv populaci hostitele je také
komplikované. Ptispivaji k tomu jednak obtizné¢ hledatelnd vajicka, larvy a zejména
kukly motylt a také odlisnosti V chovani napadenych a nenapadenych larev. Z tohoto
divodu miize byt jedna skupina béhem sbéru vzorkii snadnéji ptistupna (Shaw et al.,

2009). Kromé¢ toho se napadené larvy mnohdy vyvijeji rozdilnou rychlosti nez larvy
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parazitoidi prosté. Jejich vyvoj byva zpomalen, V jinych ptipadech naopak
urychlen a ptechod do dalsiho vyvojového stadia hostitele nastava diive. Z téchto
divodi, jsou vzdy pii odbéru vzorkl jiz nékteii hostitelé mrtvi a ¢ast naopak jeste

nebyla napadena (Shaw, 1990).

Uspésnost parazitoidt pfi hledani hostitele zavisi na biotickych a abiotickych
faktorech prostedi. Vyskyt a nahlouceni zivnych rostlin pro hostitele nebo zptisob
zivota cilového hmyzu, zejména skutecnost zda zije solitérn¢ nebo ve skupinach,
patii mezi zakladni biotické Cinitele (Stireman et Singer, 2003). Tlak a vihkost
vzduchu, vitr, dést’ a ptedevSim teplota prostiedi jsou abiotické faktory vyznamné
ovlivitujici  populacni dynamiku hmyzu, parazitoidy nevyjimaje (Weisser
etal, 1997). Klomp (1959) uvadi pozitivni vztah mezi délkou sluneéniho
svitu a efektivitou hledani hostitele u parazitoida Carcelia obesa (Tachinidae). Jeden
Z hlavnich abiotickych cCiniteld, teplota prostfedi, méa vliv naptiklad na intenzitu
imunitni odpovédi napadené¢ho hostitele vuéi infestaci (Godfray et al., 1994;
Fellowes et al., 1999)ataké na obranné chovani potenciondlniho hostitele
(Bannerman et al., 2011). Parazitoidi jsou ke zménam teplot mén¢é tolerantni nez
jejich hostitelé (Karban, 1998) a s nariistajici teplotou se zvysuje pravdépodobnost

usmrceni parazitoida hostitelem (Thomas et Blanford, 2003).

3.2 BIOLOGIE MOTYLU RODU EREBIA

Okaci patii do cCeledi babockoviti (Nymphalidae Rafinesque, 1815), podceledi
okacoviti (Satyrinae Boisduval, 1833). Jedna se o hnédé motyly s tmavymi skvrnami,
které pfipominaji oka. Rozpéti kiidel se udava v rozmezi 35-60 mm. RGzné druhy
obyvaji jak strmé, na jih orientované sutové strané V horéch, tak i louky a mytiny
na severu holarktické oblasti. Délka Zivota dospélcti neptesahuje 10—14 dni a 1étaji
zpravidla od ¢ervna do srpna. Okaci byvaji ¢asto protandricti. Samice kladou vajicka
na trsy trav. Hnédé, Sedivé nebo zelené larvy se lihnou Vv pozdnim 1été, aktivuji
ve dne a nasledné pifezimuji vL; nebo L, instaru pti bazi rostlin nebo ukryté
pod kameny. Na jafe, po obnoveni vyvoje, jsou housenky aktivni vpodvecer a v noci.

Housenky univoltinnich druhil se v patém larvalnim instaru kukli a béhem 14 dni se
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lihnou imaga. Housenky semivoltinnich okacii tohoto rodu znovu zimuji v L4 stadiu

(Wipking et Mengelkoch, 1994).

Douwes (1980) uvadi prodlouzeny, dvoulety vyvoj nékterych druhti hmyzu
jako moznou reakci na nepiedvidatelné nepiiznivé nebo potravné chudé obdobi.
Dvoulety vyvoj mlize také snizovat rozsah napadeni housenek parazitoidy. Wipking
et Mengelkoch (1994) popisuji dvoulety vyvojovy cyklus u 14 druhd okaca.
Dlouhodobé sledovana oscilace populacni hustoty doklada vysSsi pocet imag
Vv lichych letech, kdy je také pozorovana nejvyssi mira infestace u mladych housenek
prvniho a druhého instaru. Parazitoidi napadajici pocetné silnou populaci ziejmé
negativné ovliviiuji populacni denzitu motyld V nasledujicim roce. Parazitoidi
semivoltinnich druhti vykazuji nizkou hostitelskou specializaci, v opa¢ném piipadé
by vlivem selek¢éniho tlaku doslo k synchronizaci jejich vyvoje s hostitelovym
(Varkonyi et al., 2002). O druhové specificité parazitoidi, které napadaji okace,
neexistuje mnoho zaznami. Tabulka 1 (Shaw et al., 2009) a Tabulka 2 (Home
of Ichneumonoidea, 2014) zaznamenavaji druhy parazitoidi, které byly

dokumentovany u vybranych okaci, kterymi se tato prace zabyva.

3.3 MOLEKULARNI DETEKCE PARAZITOIDU (Hebert et al., 2003)

Klasické metody identifikace druhti zaloZzené na morfologickych ¢&i fyziologickych
znacich disponuji fadou omezeni. Nejen vnitrodruhova genotypova a fenotypova
variabilita mize byt pii determinaci klasickymi metodami zavad¢jici. Problém
nastava také u kryptickych druht a vyvojovych stadii, u kterych se klasické metody
identifikace nedaji pouzit nebo dochédzi k nepfesnostem a nésledné¢ chybnym
zavérum pii urCovani druhové prislusnosti. V soucasnosti stale hojnéji vyuzivané
molekularni metody jsou prilomovym nastrojem, ktery slouzi k determinaci tézko

urcitelnych druht.

DNA barcoding (vhodny cesky ekvivalent neexistuje) je metoda, ktera na
zaklad¢ druhové specifického tseku DNA zatazuje testovany vzorek do jiz existujici
taxonomie. Pro tuto determinaci se vyuziva druhové specifické mitochondrialni
DNA ko&dujici enzym dychaciho fetézce cytochromoxidazu I (COI, 648 bp).
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Vyhodou COI sekvence jsou velmi kvalitni univerzalni primery pro 5 konec, coz
umoziuje amplifikaci sekvence u vétSiny zivocisnych druht. Sekvence ziskané touto

metodou se oznacuji barcode (¢arovy kod).

Pfed samotnou identifikaci druhu na zakladé DNA barcodingu je potieba
izolovat DNA, ziskané Gseky amplifikovat pomoci PCR a provést sekvenovani, které
stanovi pofadi nukleotidi V fetézci, tedy primdrni strukturu DNA. Naésleduje
porovnani sekvence vzorku se znamymi sekvencemi druhii Vv databazi BOLD.
Barcode of Life Data System (BOLD) je databaze shromazd'ujici ziskané sekvence
jednotlivych druhti, jejich kopie jsou odesilany do dalSich vefejnych databazi
(napt. GenBank). BOLD ptiradi sekvenci ke konkrétnimu druhu za ptedpokladu, ze
odlisnost vzorku a referenéni sekvence je méné nez 1%. Tato hranice vsak nebyla
ovéfena pro vSechny biologické druhy a muze byt tedy zavadéjici (Nielsen et Matz,
2006).
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4 METODIKA

4.1 ZAIMOVE UZEMI

Terénni cast prace probéhla v KrkonoSském narodnim parku (KRNAP), ktery se
nachézi na severu Cech, na jizni hranici Polska je jeho obdobou Karkonoski Park
Narodowy (KPN). Celkova rozloha parku na Ceské strané¢ je 36400 ha, ztoho

18400 ha lezi v ochranném pasmu.

V KrkonoSich se nalézajici nejvétsi plochy lezici nad hranici lesa (nad
1200 az 1350 m n. m.) v Ceské republice. Unikatni je zejména zdejsi arkto-alpinska
tundra tvofena jedine¢nou mozaikou ekosystému alpinskych vrcholi (liSejnikova
tundra), kleCovych porostl, raselinist nahornich plo$in atravniki (travnata
tundra) a zavétrnych svahi ledovcovych kart Krkono$ (kvétnata tundra). Zde ziji

reliktni a endemické druhy rostlin a zivo¢ichli (KRNAP, 2014).

Sbér housenek probéhl ve dvou terminech. Prvni sbér Vv terminu
19.-25. 5. 2013 se uskutecnil v oblastech s nadmoiskou vyskou 500-750 m n. m.
(Cista, Cerny Dull — dil, H¥ibéci boudy, Cerny dil — louka, Cerny diil — louka 2,
Dolni Stépnice). Podruhé se vyhledavalo ve dnech 17. 6.-21. 6. 2013 v loKalitich
s nadmotskou vyskou 750-1500 m n. m. (Hfibéci boudy, Friesovy boudy, Lahrovy
boudy, Pfedni a Zadni Rennerovky, Vyrovka, Dvorska bouda, Strazné, Lucni hora)

(Tabulka 3).

4.2 SLEDOVANE DRUHY

Zam¢fila jsem se na housenky okaci (Nymphalidae: Satyrinae). Samicky
okact kladou vajicka do trsit trav. Vajicka, respektive mladé housenky jesté
ve vajecnych obalech, nebo jejich prvni instary pfezimujiana jafe se mladé
housenky zivi na travach. U nékterych druhli se hovoii o dvouletém vyvoji, kdy

podruhé zimuje vzrostla housenka.
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Nésleduje piehled druhti okach (Nymphalidae: Satyrinae) pfipadajicich
V tvahu VvV zajmovém tzemi. Neni-li uvedeno jinak, pochdzeji informace od Tolman

et Lewington (2009):

Okad ¢ernohnédy Erebia ligea (Linnaeus, 1758) (Obrazek 1)

Eurosibifsky druh, rozsifeny od zapadni Evropy po Japonsko, V Evropé chybi
ve Stiredomoti, ale zasahuje na daleky sever. Ve stfedni Evropé se vyskytuje
ve svétlinach horskych lest a pasekach v nadmotskych vyskach 800 az 1200 m n. m.
Muze zalétat 1 nad hranici lesa. v horskych tdolnich nivach a kaflonovitych udolich
sestupuje do 400 m n. m. V poslednich dekadach byl detekovan Gstup z nizsich poloh
(Konvicka et al. 2003). Oka¢ ¢ernohnédy je univoltinni druh, pfezimuji vajicka nebo

housenky ve vaje¢nych obalech.

Qkag horskv Erebia epiphron (Knoch, 1783) (Obrizek 2)

Vysokohorsky druh, rozsiteny ve vét§in€ pohoti kontinentu, zasahujicich nad horni
hranici lesa, vcetné¢ Britskych ostrovl a némeckého pohotfi Harz, ale chybéjici
ve Skandinavii, V poloostrovnim Spanélsku, V jihovychodni &asti Balkanského
poloostrova a ptivodné téz v Krkono$ich. Univoltinni az semivoltinni druh, vazany
na hiebenové holiny nad hranici lesa (ca od 1300 m n. m.). Holiny vyuZzivé také jako
biokoridory k sestupu na stanovi§té¢ pod pfirozenou hranici lesa. Solitérné Zijici
housenky ptezimuji pod trsy nizkych trav. Populace na vychodnim hiebenu Krkono$
byla uméle zaloZzena ve 30. letech 20. stoleti z jedinci pochézejicich z Hrubého
Jeseniku. Genetickéd studie ukazala, Ze se pfi transferu podafilo pfenést prakticky

veskerou alozymovou diverzitu zakladatelské populace (Schmitt et al. 2005).

Qkag rosi¢kovy Erebia medusa (Denis et Schiffermiiller, 1775) (Obrizek 3)

Eurosibifsky druh, vyskytujici se v oblastech od stfedni Francie pfes stfedni Evropu,
Balkansky poloostrov, vychodni Evropu do hor jiZzni a vychodni Sibife, Mongolska,
severni Ciny po Kamdéatku a povodi Amuru. Obyva mezofilni i vlhéi louky,
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lesostepi, kfovinaté strané, svétliny a paseky Vv listnatych lesich. Lokalné od nizin
dohor, do 850 m n. m. VCR roztrousend po celém tzemi, V intenzivné
obhospodaiovanych oblastech ubyva, misty vymizel. Motyl s jednogeneracnim
vyvojem, vajicka jsou kladena jednotlivé na vrcholky stébel trav, housenky piezimuji

V zemi pfi kofenech travnich drnt.

Okéc rudopasny Erebia euryale (Esper, 1805) (Obrazek 4)

Evropsky druh vazany na horské oblasti, obyva vétSinu vysSich pohoii kontinentu,
ale chybi ve Fennoskandii. Vyskytuje se piedevSim V oOblastech pii horni hranici
lesaa vystupuje 1 nad ni. Dale zije ve svétlinach horskych lest, lesnich
loukéach a pasekach od 700 m n. m., v KrkonoSich nejcastéji v pasmu klimaxovych
smréin. Druh s viceletym larvalnim vyvojem, ktery v nékterych pohofich vykazuje
vyrazné dvouleté vykyvy pocetnosti (Kleckova et al., in press). Vajicka jsou kladena

na konce listli tenkolistych trav.

Okac prosickovy Aphantopus hyperantus (Linnaeus, 1758) (Obrazek 5)

Palearkticky motyl vyskytujici se v Evropé od Pyreneji, pies Irsko a Velkou Britanii
dale na Sibif az do temperatnich oblasti Ciny a Koreje. V Ceské republice je kromé
nejvyssich hor hojny a vSeobecné rozsiteny. Obyva louky nejriiznéjSich typu, téz
lesni lemy, fidké lesy, okraje lesnich cest, naspy a vlh¢i ruderaly. Vajicka kladena

jednotlivé k bazi trav. Univoltinni druh, larvy jsou solitérni a zir probiha v noci.

Okac luéni Maniola jurtina (Linnaeus, 1758) (Obrazek 6)

Zapadopalearkticky druh vyskytujici se od Maghrebu a Britskych ostrovii po zapadni
Sibit. Ubikvista obyvajici viechny typy luk. Zivnou rostlinou jsou b&zné druhy trav.
Samicky kladou obvykle nékolik vajicek blizko sebe. Obecné je tento druh pomérné
sedentarni a vyrazné protandricky. V Ceské republice je hojny, vyskytuje se od niZzin

do hor.
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4.3 HLEDANI HOUSENEK

Sbér housenek se uskute¢nil ve dvou terminech. Prvni sbér (19.-25. 5. 2013) prob¢hl
v oblastech s nadmoiskou vyskou 500-750 m n. m. Podruhé (17. 6.-21. 6. 2013)
byly vzorky ziskany vV lokalitaich snadmotskou vyskou 750-1500 m n. m.
Vyhledavani housenek probihalo v dobé piredpokladané aktivity housenek, tedy
Vv brzkych rannich (5:00-8:00 h) a vec¢ernich aZz no¢nich hodinach (19:00-2:00 h).

K vyhledédvani a sbéru  housenek  bylo  vyuzivdno dvou technik,
smykéni a ptimé vyhleddvani. Smykani za pomoci smykaci sit¢ bylo vyhodné
zejména pii sbéru VnizSich polohach s vyS$im travnim porostem (Obrazek 7).
Vybrané louky se soustavné prochazely a smykalo se pfednostné na porostech trav.
Po nékolika tderech smykadla bylo nutné sit’ prohlédnout a vybrat obsah, aby se
odlovené¢ housenky neporanily. S rostouci nadmotskou vySkou (zhruba
0od 1320 m n. m.), zejména pak V oblastech krkono$ské alpinské tundry (Obrazek 8)
nebylo mozné tento zpusob odchytu housenek efektivné vyuzivat a housenky byly
vyhledavany pfimym prohliZzenim trst tenkolistych trav, za soumraku a po setméni

pomoci rucni svitilny.

Odchycené housenky byly jednotlivé, spolu s nékolika listy Zivné rostliny,
umistovany do plastovych uzaviratelnych misek s otvory pro cirkulaci vzduchu.
Misky byly oznaovany poradovym ¢islem, lokalitou, kde ke sbéru doslo a druhem,

o ktery se jedna.

4.4 CHOV HOUSENEK

Housenky byly odchovévany individualné vV prihlednych plastovych miskéach
(pramér 9 cm, hloubka 4,5 cm). Stény misek byly dostate¢né perforovany, aby
do nadobky mohl proudit vzduch a odvadéla se tim piebyte¢na vlhkost. Nadoby
s housenkami byly umistény na svétlém misté s pokojovou teplotou a ponechany

pfirozenému svételnému rezimu.

Housenkdm byla kazdy den, poptipadé¢ obden, podavand cerstva Zzivna

rostlina ad libitum. Jednalo se o smés riznych druht trav (naptiklad Festuca spp.,
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Poa spp.). Pii krmeni bylo zaroven odstranéno staré krmivo a trus, ktery by mohl byt
potenciondlnim zdrojem infekce. Do chovnych misek housenek, které se zakuklily,
byl nadale davan Cerstvy rostlinny material, ktery napomahal udrzovani stalé vihkosti
v nadobce. Housenky, kter¢é dokoncily vyvoj Vdospélce, byly pokladany
za nenapadené parazitoidem. Pokud se z housenky vylihl dospély parazitoid, byl
uchovan v ethanolu p.a. Stejn¢ tak v§echny uhynulé housenky a kukly byly umistény
do uzaviratelnych mikrozkumavek a zality absolutnim ethanolem p.a. atim

piipraveny pro dalsi analyzu.

4.5 DETEKCE PARAZITOIDU

Housenky byly vypreparovany pod binokuldrni lupou. Nalezeni parazitoidi byli
konzervovani Vv ethanolu p.a., stejné tak ¢ast tkan¢ napadenych housenek, nejcastéji

pokozka.

Nésledné byla v molekularni laboratofi oddéleni ekologie a ochrany piirody
(Biologické centrum AV CR, v.v.i. Entomologicky tustav; BraniSovska 31/1160,
370 05; Ceské Budgjovice) provedena izolace genomové DNA pomoci sady
Genomic DNA Mini Kit — Tissue (Geneaid) dle ptilozeného protokolu. Vzorky tkani
byly nejprve vysuseny, nasledné k nim bylo napipetovano 200 pl lyzaéniho GT pufru
(GT Buffer). Za pomoci mikrotlou¢ku byla provedena homogenizace, poté bylo
pridano 20 ul proteinazy K (Proteinase K) a vSe bylo dikladné promichano. Vzorky
byly pfes noc inkubovany pii teplot¢ 60 °C, béhem inkubace byly nékolikrat
protfepany. Dale bylo pfidano 200 pl GBT pufru (GBT Buffer), vse bylo
promichano a nasledovala inkubace pii 60 °C po dobu 20 minut. B€hem inkubace
byly vzorky kazdych 5 minut promichany. Poté bylo ptfidano 200 ul absolutniho
ethanolu a vzorky byly opét dikladné protiepany. Do 2ml sbémnych zkumavek
(Collection Tube) byly vlozeny mikrozkumavky s kolonkou (GD column),
do kterych byly lyzaty nasledné piepipetovany a centrifugovany po dobu 2 minut pfi
otackach 14000 x g. Sbérné¢ zkumavky spolu se stocenou kapalnou slozkou byly
vyhozeny a nahrazeny novymi. Bylo piidano 400 pul promyvaciho W1 pufru
(W1 Buffer) a opét byly vzorky centrifugovany 30 sekund pfi otackach 14000 x g.

19



Stoc¢end kapalina byla vylita a ke vzorktim bylo pfidano 600 pl druhého promyvaciho
pufru (Wash Buffer), znovu probé¢hla centrifugace (30 s/14000 x g). Kapalna c¢ast
byla odstranéna a nasledovala centrifugace po dobu 3 minut pfi otackach 14000 x g,
poté byly sbérmé zkumavky nahrazeny novymi. Ke vzorkiim bylo pfidano 100 pl
predehiatého (60 °C) elu¢niho roztoku (Elution Buffer)anechalo se 5 minut
inkubovat. Poté prob¢hla centrifugace (30 /14000 x g) atim byl ziskan templat
DNA. Vzorky byly uskladnény v -20 °C.

Nasledné¢ byly vzorky podrobeny polymerazové ftetézové reakci (PCR).
Vsechny potifebné chemikalie a vzorky byly pifi praci uchovavany podchlazené,
naledu. Byl vytvofen reakéni PCR Master Mix smichanim 12,5 pl PPP Master
Mixu (Top-Bio), lul 0.1 uM 5 univerzalniho  primeru  LCO1490
(5'-ggtcaacaaatcataaagatattgg-3') a stejného  mnozstvi o totozné koncentraci
3" univerzalniho primeru HC02198 (5'-taaacttcagggtgaccaaaaaatca-3") (Folmer et al.,
1994), 2 ul templatu DNA a 8,5 ul PCR H,O. PCR Master Mix spolu se vzorky
DNA byl napipetovan na desticku, ktera byla po zavieni protiepana a podrobena
amplifikaci v termocykleru, pfi parametrech: Smin pocateéni denaturace pii 94 °C,
poté 35 cyklu stiidani 94 °C (30 s), 47 °C (30s) a 72 °C (90 s). Proces byl ukoncen

10min finalni elongaci pti 72 °C.

Kvalita PCR produktli byla ovéfena gelovou elektroforézou. Byl ptipraven
1,5% agardzovy gel, ktery byl v elektoforetické nadobé zalit 1x TAE pufrem. Vzdy
Sul PCR produktu bylo smichano s 2 pl fluorescenéniho barviva SYBR®
Green lananeseno do jamek vgelu. Do jamek byla napipetovana také
negativni a pozitivni kontrola. Pro odhad velikosti pozorovanych DNA fragmentt byl
do prvni a posledni jamky viadé nanesen DNA marker (LowRanger 100bp DNA
Ladder, Norgen Biotek Corp.). Po probéhnuti elektroforézy (konstantni napéti
150 V/30 min) byly separované fragmenty DNA vizualizovany ve fotodokumenta¢nim
zatizeni a ziskané PCR produkty byly nasledné odeslany k osekvenovani do laboratote
Macrogen Korea (10F, 254 Beotkkot-ro; Geumcheon-gu, Seoul; Rep. of Korea).
Ziskané sekvence byly upraveny pomoci programu Geneious 7.1.3. Nasledné byly

porovnany s databazi BOLD.
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5 VYSLEDKY

5.1 SBER HOUSENEK

Pribé¢h sbéru housenek shrnuje Tabulka 4. Prvni sbér (19. 5.-24. 5. 2013) probihal
celkem 30 hodin ve dvou osobach (tj. 60 osobohodin), pfi¢emz pfevazné smykanim
bylo nalezeno 39 housenek, ato vyhradné okace lu¢niho. Sbér v druhém terminu
(17.6.-21. 6. 2013) trval celkem 22,5 hodin ve dvou osobach (tj. 45 osobohodin).
Piimym vyhledavanim pomoci ru¢ni svitilny se podatilo nalézt sedm housenek okace
horského (Obrazek 9) a ctyii housenky okace rudopasného. Housenky dalSich druhti

okaci se nalézt nepodafilo.

5.2 CHOV HOUSENEK A PARAZITOIDU

Z celkového poétu 39 nalezenych housenek rtiznych instarti okace luéniho (Maniola
jurtina) se podatilo odchovat ti dospélce a jednu parazitickou vosicku (Obrazek 10,
Obrazek 11). Zbylych 35 larev béhem odchovu uhynulo. Ze sedmi larev okace
horského (Erebia epiphron) se vylihlo pét dospélych motyld, jedna larva a jedna
kukla uhynuly. VSechny ¢tyfi housenky okace rudopasného (Erebia euryale)
se za n€¢kolik dni po sbéru zakuklily a ispé$né se promeénily v dospélce. Celkovou

uspésnost odchovil shrnuje Graf 1.

Uspésnost odchovu housenek

r o
motylu
o 40 4
>
= 30 -
w
~ 20 - W Parazitoid
i
S . Dospélec
2 10 P
0 : — i - mUhyn

Maniolajurtina Erebia epiphron Erebia euryale

DRUH

Graf 1. Usp&nost odchovu housenek nalezenych druhii motyli.
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5.3 DETEKCE PARAZITOIDU A SROVNANI MIiRY INFESTACE

Z celkového poc¢tu 35 uhynulych housenek okace Iluéniho bylo s jistotou
vypreparovano 14 larev parazitoidi (Obrazek 12), u dalSich étyt vzorkd se nedalo
S jistotou urcit, zda se jednalo o parazitoidy ¢i o tkan motyla. U okdce horského
(sedm housenek) a okace rudopasného (Etyti housenky) se nepodafilo ziskat Zzadného
parazitoida, mira infestace je tudiZ nula procent, toto ¢islo vSak pochazi z extrémné

malych vzorkt.

Izolaci DNA bylo celkem podrobeno 18 vzorkt vypreparovanych parazitoida
Z housenek okace luc¢niho (vcetné ctyf, u kterych nebylo jisté, zda se jedna
0 parazitoida), 18 vzorkli hostitelskych housenek ajeden vzorek dospélého
parazitoida. Z celkového poc¢tu 37 vzorkl, které byly podrobeny izolaci
DNA a nasledné polymerazové fetézové reakcei, se podatilo ziskat 31 PCR produktd
(11 vypitvanych parazitoidd, ¢tyfi pravdépodobné vzorky parazitoidi, 15 housenek,
jeden vzorek dospélého parazitoida). Nepodaftil se vSak ziskat PCR produkt jednoho
vypreparovaného parazitoida, pravdépodobné hbiténky (Bethylidae) Haliday, 1840
(Obrazek 13).

Jak ukazalo porovnani ziskanych DNA sekvenci s databazi BOLD, vsechny
vzorky housenek nalezely okaci luénimu. K tomuto druhu nalezely i ¢tyfi vzorky,
u kterych nebylo s jistotou urcéeno, zda se jednd o parazitoida. Konec¢né, 11 vzorka
(Obrazek 14) pattilo larvdm parazitoidi a jeden vzorek dospélému parazitoidu.
Celkova mira infestace parazitoidy u okace luéniho tudiz odpovida 33,3-38,5 %,
uvazime-li skutecnost, Ze se u dvou vzorkd parazitoidi nepodafilo izolovat

DNA a nebylo tedy moZzné potvrdit druhovou ptisluSnost molekularnimi metodami.
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Slouc¢enim vzorkl vysokohorskych druhti rodu Erebia
(Tabulka 5) a naslednym testovanim rozdilu miry infestace mezi nizinnym
okacem a horskymi okaci pomoci chi-kvadrat testu, byl zjistén signifikantni rozdil
v infestaci (x* = 5,484; p = 0,019; p < 0,05), tj. vyssi mira infestace u niZinného

druhu. Tato hodnota vSak pochazi z nizkého poctu vzorku.

Tabulka 5. Mira infestace parazitoidy u okac¢t rozdilného vyskového gradientu.

Pocet infestovanych jedinci | Pocet neinfestovanych jedincu

Nizinny okac 14* 25

Vysokohorsti okaci 0 11

* - celkovy pocet s jistotou vypreparovanych parazitoidi

Vsichni izolovani parazitoidi patfili do Celedi lumkoviti (Ichneumonidae)
Haliday, 1838, podcéeledi Ichneumoninae Latreille, 1802. S nejvétsi
pravdépodobnosti se jednalo o lumka Ichneumon caloscelis (Wesmael, 1845), jehoz
sekvence DNA se v databazi BOLD nejpiesnéji shodovaly se sekvencemi ziskanymi
z vypreparovanych parazitoidd. U dvou vzorkd ptichdzel vlvahu jest¢ druh

Ichneumon sculpturatus (Holmgren, 1864).
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6 DISKUZE

Smykanim a sbérem housenek motyli z celedi okacovitych podél vyskového
gradientu v Krkonosich se podafilo =ziskat 39 housenek nizinného okace
luéniho a pouze 11 housenek vysokohorskych druhi okact rodu Erebia (sedm

housenek okace horského a ¢tyii housenky okace rudopasného).

Housenky vSech zminénych druhti okact, od tfetiho larvalniho instaru vyse,
byvaji aktivni vV podvecernich hodinach a jejich nalezeni v terénu komplikuje fakt, ze
ziji jednotlivé na travach, rostlinach, které jsou na lokalitach okact vsudypiitomné.
V kontrastu naptiklad s housenkami Zijicimi pospolité na shlukovité se vyskytujicich
bylinach (napiiklad housenky velkych babocek na kopiivé dvoudomé, viz Gathmann
et al., 2006) nebo s jednotlive zijicimi housenkami vazanymi na vzacné byliny (napf.
housenkami modraskd rodu Maculinea viz Kéry et al., 2001), je obtizné housenky
okdcl najit. Pfimé vyhleddvani larev ve vySSich polohdch je casové
Pokud by kvantitativni vzorek housenek vypovidajici o mife infestace parazitoidy

m¢l ¢init alespoit 100 jedinct, bylo by, dle casové naro¢nosti sbéru vzorka pro tuto

praci, zapotiebi smykat housenky ve dvou osobach pftiblizn¢ 79 hodin nebo sbirat
204 hodin.

Z taxonomického hlediska prevladli v zjisténém spektru parazitoidii lumci
rodu Ichneumon (Linnaeus, 1758). Jedna se pievazné o endoparazitoidy, ktefi
napadaji motyli hostitele ve stadiu kukly (Hinz et Horstmann, 2007). Po napadeni
vyvoj hostitele zastavi, hovotime tedy o idiobiontech (Askew et Shaw, 1986). Uvnitt
tohoto rodu vsak existuje nékolik vyjimek, mezi které patii i lumek Ichneumon
caloscelis, ktery byl vramci této prace identifikovan jako parazitoid u ziskanych
housenek okace lucniho. Tento parazitoid napadd larvu hostitele a svllj vyvoj
dokonéuje az ve stadiu kukly, jedna se tedy o larval-pupal koinobionta
(Shaw, 1977). Ichneumon caloscelis je znamy parazitoid okace luc¢niho (Home
of Ichneumonoidea, 2014) a jeho vyskyt v CR je potvrzen (Fauna Europea, 2014).
U nékterych vzorkli parazitoida byla, krom& piedeSlého druhu, navrzena

pravdépodobna piislusnost k druhu Ichneumon sculpturatus (Holmgren, 1864). Jeho
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vyskyt v Ceské republice viak neni dolozen (Fauna Europea, 2014). Navic se dle
dostupnych informaci jedna 0 generalizovaného parazitoida ohnivackt rodu Lycaena
(Fabricius, 1807) ciobecné celedi modraskovitych (Lycaenidae). Oproti tomu
Ichneumon caloscelis je znamy lumek parazitujici Siroké spektrum druhi okact

Vv ramci podceledi Satyrinae. Znamé skutec¢nosti o obou druzich srovnava Tabulka 6.

V jednom piipad¢€ pattil vypreparovany parazitoid pravdépodobné do celedi
hbiténkoviti (Bethylidae), nepodafilo se vSak izolovat DNA pro molekularni urceni
druhu. Zastupci celedi hbiténkoviti jsou ektoparazitoidy larev, ptilezitostné kukel
motylt (Lepidoptera) a brouki (Coleoptera). Jak uvadi Macek et al. (2007) v CR je
znamo 37 druhti a ve srovnani s jinymi skupinami blanokfidlych je studium celedi

Bethylidae stale v pocatecni fazi.

Vzhledem k nizké ispé$nosti hledani housenek horskych druht okact a jejich
nulové infestaci, vypovida tato prace jen o parazitoidech okace luéniho. Zjisténa mira
infestace housenek okace lu¢niho lumkem Ichneumon caloscelis byla ptiblizné
tietinova. Shaw (1977) uvadi velice podobnou miru parazitace (33 %) totoznym
lumkem u okace lu¢niho (vzorek: devét housenek) na pobiezi severovychodni
Anglie. Tento autor dale zjistil 58% miru napadeni lumkem I. caloscelis u okace
metlicovitého (Hipparchia semele (Linnaeus, 1758) (vzorek: 19 housenek) a u okace
lipnicového 7% infestace (15 housenek) (Pyronia tithonus (Linnaeus, 1767).
Dowdeswell (1962) uvadi u okace lu¢niho 60% parazitaci druhem Apanteles tetricus
(Reinhard, 1880) (syn. Cotesia sessilis (Geoffroy, 1785). Avsak podobné jako
v ptipad¢ predkladané prace pochazi tato hodnota z nizkého poctu vzorki (39).
Gibbs et al. (2004) se zabyval parazitoidy dvou druhd okact rodu Pararge Hiibner,
1819. Zzjistil  25% infestaci u 32 wvajiceck okace Pararge xiphia
(Fabricius, 1775) a 26% infestaci u 46 vajicek okace pyrového (Pararge aegeria
(Linnaeus, 1758). V obou piipadech se jednalo o tentyz druh parazitoida
Trichogramma gicai (Pintureau et Stefanescu, 2000), ktery napada vyhradné vajicka
hostiteli. Dal$i kvantitativni prace zabyvajici se parazitoidy okacovitych neexistuji,

respektive mi nejsou znamy.
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U vysokohorskych okacti rodu Erebia se nepodatilo v ramci této prace zjistit
nadmoiskych vyskach. Nicmén¢ ziskané vzorky byly pfili§ malé a je potieba provést
dalsi sbéry, které by zajistily vypovidajici mnozstvi vzorku. Lze se ovSem
spekulativné domnivat, Ze relativné vysoka infestace podhorského okace lumkem
I. caloscelis mtize, zejména pii spodni hranici vyskytu, negativné ovliviiovat
popula¢ni dynamiku motylt rodu Erebia a tudiz, v suboptimalnich podminkach pro
jejich  vyvoj, vyskyt okacét rodu Erebia limitovat. M¢nici se klimatické
podminky a predev§im rist primérnych rocnich teplot umoznuji organismim
pronikat do vysSe polozenych oblasti. Tato skute¢nost mize umoznit rozsifeni
hostitelsky nespecifického parazitoida I. caloscelis do lokalit vysokohorskych okacu.
V této souvislosti je znepokojujici skutecnost, Ze prakticky neexistuji informace

dokumentujici vztahy okac¢t rodu Erebia s parazitoidy.

Pouze Wipking et Mengelkoch (1994) uvadi jako parazitoidy okact rodu
Erebia druhy Casinara subglabra Thomson (Campopleginae), Cotesia telengai
(Tobias, 1972) (Braconidae), Hygroplitis  spp. Thomson, 1895
(Braconidae) a Aleiodes tristis Wesmael, 1838 (Braconidae). Bohuzel se Vv této praci
neuvadi informace o mife infestace ani o hostitelské specificité jednotlivych
parazitoidi. Sonderegger (2005) odchoval z housenek nékolika druhi okacu tyto
parazitoidy: lumcika Aleiodes tristis Wesmael, 1838 (z okace tatranského Erebia
pharte (Hiibner, 1804), lumcika Cotesia telengai (Tobias, 1972) (z okace skvrnitého
Erebia manto (Denis et Schiffermiiller, 1775), luméika Hygroplitis sp. Thomson,
1895 (z okace tatranského a oka¢e mramorovaného Erebia tyndarus (Esper, 1781),
lumka Casinaria subglabra Thomson, 1887 (z Erebia oeme (Hiibner, 1804) a okace
skvrnitého), Ichneumonidae sp. (z okace drobnookého Erebia alberganus (Prunner,
1798), Braconidae sp. (z okace Erebia flavofasciata Heyne, 1895)aze skupiny
Tachinidae zaznamenal infestaci druhem kuklice Phryxe magnicarnus Zetterstedt,
1838 (u Erebia montana (de Prunner, 1798), a Ramonda ringdahl Villeneuve, 1922
(u okace drobnookého a Erebia mnestra (Hiibner, 1804). Ani Vv této praci nejsou

ovSem uvedeny kvantitativni tidaje potfebné pro odhad miry infestace.
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DNA Dbarcoding je rychlaapraktickh metoda mapovani biodiverzity
s Sirokym vyuzitim. Vyuziti nachazi zejména V identifikaci kryptickych druhi,
riznych vyvojovych stadii nebo V objastiovani potravniho fetézce. Naptiklad
Rougerie et al. (2011) vyuzil tuto metodu v mapovani vztaht hostitel-parazitoid, kdy
izoloval DNA hostitele z vnitinosti dospé€lého parazitoida. Tento postup umoziuje
dokumentovat problematiku parazitoidi bez nutnosti odchovu juvenilnich stadii
hostitelt a zarovenn umoznuje urcit dosud neznamé hostitele odchytem dospélych

parazitoidu.

Urceni druhi pomoci DNA barcodingu a porovnanim ziskanych sekvenci
DNA v databazi BOLD vsak nemusi byt piesné. Usp&snost samotné izolace DNA
mohou narusit zbytky tkéni hostitelského druhu, které mohou na parazitoidech ulpét
béhem preparace a mohou ovlivnit vysledky sekvenovani. Nékteré sekvence DNA
l1ze pomoci existujicich databazi zafadit pouze do vysSich taxonomickych jednotek,
nez je druh. Existuji studie naznacujici neschopnost DNA barcodingu od sebe
vzdjemn¢ rozli§it dva piibuzné druhy, které se vyclenily relativné nedavno
(Mendelson et Shaw, 2005). V neposledni fad¢ zde neni dostateéné pokryta fauna
parazitoidu a nelze vyloucit vyskyt determinac¢nich omylt, zanesenych do databazi
sekvenci. Je doporucovano pouzivat DNA barcoding ve spolupraci s dal§imi
taxonomickymi metodami. V samotné databéazi barcodl se nachéazeji dostupné udaje

o druhu (biologie, taxonomie, geografie), umoziujici nejpiesnéjsi mozné urceni.
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[ ZAVER

Cilem prace bylo provést vzorkovani housenek nizinnych a horskych okaci,
odchovat housenky za ucelem zjisténi miry infestace a urcit hostitelskou specificitu
parazitoidd. Celkem bylo na 14 lokalitach, podél vyskového gradientu v Krkonosich,
nalezeno 39 houseneck okace lu¢niho (Maniola jurtina), sedm housenck okace
horského (Erebia epiphron) a ¢tyii housenky okaée rudopasného (Erebia euryale).
Preparaci housenek nizinného okace luéniho a jednim piimym odchovem parazitoida
Z housenky, byla u tohoto druhu zji§téna vice nez tietinova infestace, pravdépodobné
lumkem Ichneumon caloscelis. U vysokohorskych oka¢t rodu Erebia nebyli nalezeni
zadni parazitoidi.

Vysledky tedy naznacuji moznost vy$si miry infestace parazitoidy u motyla
zZ niz8ich poloh, nez u vysokohorskych druhti. Z divodu nizkého poctu vzorkd vSak
nebyla provedena statistickd analyza dat. Faktort, které mohou ovliviiovat miru
infestace parazitoidy u motyli je mnoho, proto si tato problematika z4dda dalsi

sledovani.

Tato prace také doklada casovou narocnost sbéru solitérné zijicich housenek
na béznych rostlinach. Pro ziskani vypovidajiciho mnozstvi vzorki by bylo vhodné
sbirat delsi dobu a ve vice lidech. Zadouci by bylo ziskat vzorky z vice lokalit a to
nejlépe v oblastech, kde je vysoké druhové diverzita okdct. Molekuldrni determinace
parazitoidi pomoci DNA barcodingu je bez vétSich problémii mozna, nicméné

S jistymi omezenimi.
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9 PRILOHY

9.1 TABULKY

Tabulka 1. Piehled parazitoidi vybranych druhti ¢eledi Satyridae dle Shaw et al. (2009).

HYMENOPTERA

Celed

Podcéeled’

Parazitoid

Predpokl.
hostitel

Potvrzeny
hostitel

Ichneumonidae

Anomaloninae

Agrypon
delarvatum
(Gravenhorst, 1829)

<Satyrinae

Erigorgus
foersteri
(Mocsary, 1897)

<Satyrinae

Aphantopus
hyperantus

Erigorgus
melanops
(Forster, 1855)

<Satyrinae

Maniola jurtina

Campoleginae

Campoletis

annulata
(Gravenhorst, 1829)

Maniola jurtina

Hyposoter sp.
Forster 1869

<Maniolini

Maniola jurtina

Ichneumoninae

Ichneumon

caloscelis
Wesmael, 1844

<Satyrinae

Maniola jurtina

I. gracilicornis
Gravenhorst, 1829

Maniola jurtina

I. novemalbatus
Kriechbaumer, 1875

<Satyrinae

Braconidae

Euphorinae

Meteorus

versicolor
(Wesmael, 1835)

Manila jurtina

Microgastrinae

Cotesia tetrica
(Reinhard, 1880)

<Satyrinae

Maniola jurtina

Cotesia tibialis
(Curtis, 1830)

<Satyrinae

Maniola jurtina

Cotesia vestalis
(Haliday,1834)

<Satyrinae

Maniola jurtina

Rogadinae

Aleiodes coxalis
(Spinola, 1808)

<Satyrinae

Maniola jurtina,
Erebia sp.

Chalcidoidea
(nadceled)

Pteromalidae
(Celed)

Coelopisthia

pachycera
Masi, 1924

Maniola jurtina

Chalcididae
(Celed)

Brachymeria
femorata
(Panzer, 1801)

Maniola jurtina

DIPTERA

Bombyliidae

Villa sp.
Lioy, 1864

<Satyrinae

,»<"=ngkteré druhy
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Tabulka 2. Pfehled zndmych parazitoidli u druhti okaci, kterymi se zabyva tato prace

dle Home of Ichneumonoidea (2014).

Maniola jurtina

Aleiodes bicolor
(Spinola, 1808)

Aleiodes coxalis
(Spinola, 1808)

Campoletis annulata
(Gravenhorst, 1829)

Cotesia notha
(Marshall, 1885)

Cotesia sessilis
(Geoffroy, 1785)

Cotesia tibialis
(Curtis, 1830)

Cotesia vestalis
(Haliday, 1834)

Diphyus raptorius
(Linnaeus, 1758)

Erigorgus melanops
(Forster, 1855)

Ichneumon affector
Tischbein, 1879

Ichneumon caloscelis
Wesmael, 1845

Ichneumon extensorius
Linnaeus, 1758

Ichneumon gracilicornis
Gravenhorst, 1829

Ichneumon insidiosus
Wesmael, 1845

Ichneumon novemalbatus
Kriechbaumer, 1875

Ichneumon phaeostigmus
Wesmael, 1857

Ichneumon
pseudocaloscelis
Heinrich, 1949

Meteorus versicolor
(Wesmael, 1835)

Spilichneumon anurus
(Thomson, 1888)

Aphantopus hyperanthus

Cotesia spuria
(Wesmael, 1837)

Erigorgus foersteri
(Mocsary, 1897)

Ichneumon affector
Tischbein, 1879
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Tabulka 3. Prehled a stru¢ny popis lokalit, ve

kterych sbér probéhl housenek.

Nadm. vyska

Lokalita [mn.m] Popis

Cista 500 mezofilni ovsikové louka
Cerny Dil — dil 650 mezofilni ovsikova louka
H¥ibéci boudy 750 kvétnata horska louka
Cerny dil — louka 650 mezof. ovsikova louka, jizni svah
Dolni Stépnice 500 sussi louka, jizni svah
Friesovy boudy 1150 horské smilkové travniky
Lahrovy boudy 1050 horské smilkové travniky
Pfedni a Zadni Rennerovky 1200 horské smilkové travniky
Vyrovka 1350 mozaikgoxfglzolﬁzggrskych
Dvorska bouda 1320 svétliny horského lesa
Strazné 850 kvétnata horska louka
Luéni hora (bouda) 1500 travnaté alpinské hole porostlé

kleci
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Tabulka 4. Shrnuti prabéhu a tspésnosti vzorkovani housenek.

Datum [2013] Sbér od—do [h] Lokalita Nadm. vy$ka [m n. m.] Druh Podet
19.5. 19:30 21:30 Cista 500 —
14:45 15:45 Cerny Diil (dil) 650 — —
20. 5. 18:00 21:00 Hiibéci boudy 750 —
22:00 23:00 CD (dul) 650 — —
21.5. 20:00 22:30 Cerny dul (louka) 650 Maniola jurtina 6
6:00 9:00 CD (louka) 650 —
22.5. 13:00 15:30 Dolni Stépanice 500 — —
18:00 21:00 CD (louka) 650 Maniola jurtina 14
235 5:00 8:00 (:?D (louka) 650 — —
T 18:00 22:00 CD (louka) 650 Maniola jurtina 9
24.5, 18:00 23:00 CD (louka) 650 Maniola jurtina 10
17:30 18:30 Hiibéci boudy 750 — —
17. 6. 19:00 22:00 Friesovy boudy 1150 — —
23:00 24:00 CD (louka) 650 — —
19:00 21:00 Lahrovy boudy 1050 — —
18. 6. 21:00 22:30 Predni a Zadni Rennerovky 1200 — —
22:45 24:00 Vyrovka 1350 Erebia epiphron 1
19:00 21:00 Dvorska bouda 1320 Erebia euryale 1
19. 6. 21:15 22:30 Vyrovka 1350 Erebia epiphron, E. euryale 1,1
23:00 1:00 Lu¢ni hora (bouda) 1500 Erebia epiphron 2
19:30 21:00 Strazné 850 — —
20.6 21:30 22:00 Dvorska bouda 1320 Erebia euryale 1
T 22:00 23:00 Vyrovka 1350 — —
23:15 01:00 Lu¢ni hora (bouda) 1500 Erebia epiphron 3
216 19:30 21:00 Piedni a Zadni Rennerovky 1200 — —
S 21:45 23:00 Vyrovka 1350 Erebia euryale 1




Tabulka 6.

sculpturatus dle Home of Ichneumonoidea (2014).

Dostupné informace o druhu Ichneumon caloscelis a Ichneumon

o Vyskyt Hostitel
Parazitoid v CR latinsky Zesky eled’
Brintesia circe KAE voliavkovy
(Fabricius, 1775) okac vonavkovy
Hipparchia semele . L,
Ichneumon (I?i?maeus, 1758) oka¢ metlicovy :
) ANO e Satyridae
caloscelis Maniola jurtina KAE Tucni
(Linnaeus, 1758) okac tuct
Pyronia tithonus k& lipnicovy
(Linnaeus, 1767) ac tipnicovy
Lycaena phlaeas ohnivacek
(Linnaeus, 1761) cernoktidly
Lycaena rutila ohnivacek
Ichneumon zadna | (Werneburg, 1864) ¢ernoCarny Lycaenidae
sculpturatus data Lycaena tityrus ohnivacek
(Poda, 1761) ¢ernoskvrnny
Agriades optilete modrasek
(Knoch, 1781) stiibroskvrnny
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9.2 OBRAZKY

Obrizek 1. Rozsifeni okade Eernohnédého (Erebia ligea) v CR.
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Obriazek 3. Rozsifeni okace rosickového (Erebia medusa) v CR.

’ EOlGEEEE BEEEE T
k i, | 4L
- S X S
i | ] I = i .
| O
= | B I
T T3 ‘
T
b NS
H T
1T EEEEEEEE
‘ : 1| T
+ ] 1 -
I D ) 1 I L

41



Obrizek 4. Rozsifeni okace rudopasného (Erebia euryale) v CR.
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Obrizek 5. Rozsifeni okage prosi¢kového (Aphantopus hyperanthus) v CR.
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Obriazek 6. Rozsifeni okace luéniho (Maniola jurtina) v CR
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Mapy: nepublikované mapy z projektu ,,Mapovani motylia CR* (Barvy ukazuji rok
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posledniho nalezu pro dany fauvisticky Ctverec: syté Cervena po r. 2002, oranzova po

r. 1995 Zluta po r. 1980 zelena po r. 1950 modra pied r. 1950).
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Obrizek 7. Lokalita Cerny diil (louka). Misto vhodné ke smykani.

Foto: Klara Stuchlova

Obrazek 8. Lokalita Lu¢ni hora, kde je smykani neefektivni, nutnost ruéniho sbéru.

Fotografovano v pozdnich ve€ernich hodinach.

Foto: Klara Stuchlova
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Obrazek 9. Housenka okace horského (Erebia epiphron) na zivné rostling.

Foto: Klara Stuchlova

Obrazek 10. Odchovany parazitoid okace lu¢niho — lumek (Ichneumon caloscelis).




Obrazek 11. Odchovany parazitoid okace lu¢niho — lumek (Ichneumon caloscelis),

detailni snimek.

Foto: Martin Libra

Obrazek 12. Vypreparovana larva parazitoida z housenky okace lu¢niho.

Foto: Martin Libra
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Obrazek 13. Vypreparovany parazitoid z housenky okace lu¢niho.

Foto: Martin Libra
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Ly

Consensus
Identity

REV1.10P
REV 2. 8P

REV 3. 17P
REV 4, 32P
REV 5. 19P
REV 6. 1AP

REV 7. Dospeélec TCCTGCACCTTGATTAGTTAATGATCC T  TAATTAAAATTATAATTGAGGEGGGGTAATAAT CAAAAT CTTATATTATTTATTCGTGGEAAGGCTATATCGG
]

REV 8. 18P
REV G, 27P

REV 10, 34P
REV11. 25P
REV12.12P

Obrazek 14. Cast sekvenci DNA ziskanych parazitoidii. Zvyraznéné pozice ukazuji variabilitu sekvenci u dvou vzork?.

TCCT AL T AT TAMT TAATGAT CC T TAAT TAA A A TTATAATTGAGEE GGG TAAT AAT CAAAATCTTATATTATTTATTCGTGGEAAGGCTATATCGS
| L]

T TG A T T GAT TA G T TAA T GAT T TAA T TAA A A TTA TAATTGAGG GGG G TAAT AAT CAAAAT CTTATATTATTTATTCGTGEGAAGGCTATATCGE
] L]

T TG A T T GAT TA G T TAA T GAT T TAA T TAA A A TTA TAAT T GAG GGG G TAAT AAT CAAAAT CTTATATTATTTATTCGTGEGAAGGCTATATCGG
] L]

T TG A C T T GAT TAG T TAA T GAT CC T TAA T TAA A A TTATAATTGAGGGG GG TAATAAT CAAAAT CTTATATTATTTATTCGTGGGAAGGCTATAT CGE
] 1]

TCCTECACC T T AT TAGT TAATGATCC TC TAAT TAAAATTATAATTGAGGGMGGTAAT AAT CARAAT CTTATATTATTTATTCGTGGGAAGGCTATATCGE
]

T TG A T T GAT TA G T TAA T GAT T TAA T TAA A A TTA TAATTGAGG GGG G TAAT AAT CAAAAT CTTATATTATTTATTCGTGEGAAGGCTATATCGE
| L]

T TG A T T GAT TAG T TAA T GAT CC T TAA T TAA A A TTATAATTGAGGGG GG TAATAAT CAAAAT CTTATATTATTTATTCGTGGGAAGGCTATAT CGE
] L]

T TG A T T GAT TA G T TAA T GAT T TAA T TAA A A TTA TAATTGAGGG GGG TAAT AAT CAAAAT CTTATATTATTTATTCGTGEGAAGGCTATATCGG
| L]

T TG A T T GAT TA G T TAA T GAT T TAA T TAA A A TTA TAATTGAGGG GG TAAT AAT CAAAAT CTTATATTATTTATTCGTGGGAAGGCTATATCGE
] 1]

L]
TCCTGCACCTTGATTAGTTAATGATCCTCTAATTAAAATTATAATTGAGGGGGGTAATAATCAAAATCTTATATTATTTATTCGTGGGAAGGCTATATCGi
]

T TGCACCTTGAT TAGT TAAT AT C T TAAT TAAA A TTATAATTGAGGGE GG TAAT AAT CAAAAT CTTATATTATTTATTCGTGGEAAGGCTATATCGG
]



