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Úvod 

Vzájemné genetické vztahy populací každého druhu by se měly stát jednou ze základních 

informací pro jakýkoli výzkum nebo aplikaci zabývající se daným organismem v divoké 

přírodě (Amos & Balmford 2001, Frankham et al. 2002, Frankham 2010). I u denních 

motýlů, vnímaných jako modelová skupina pro ekologii a evoluční biologii (Boggs et al. 

2003) bylo v posledních letech představeno mnoho poznatků, které značně mění význam 

všech předchozích výzkumů týkajících se daného druhu a tím i náš pohled na jejich biologii 

(Schmitt et al. 2005b, Wahlberg & Saccheri 2007, Dinca et al. 2011, Duplouy & Hanski 

2015, Kreuzinger et al. 2015). 

Genetická data jsou mj. základním zdrojem informací o historii daných druhů (např. 

Hewitt 2004, Schmitt & Varga 2012, Husemann et al. 2014). Bez nich bychom mohli jen 

těžko odvodit, že např. okáč rosičkový (Erebia medusa) pravděpodobně přežil ledové doby 

krom mediteránních refugií i na severní straně Karpat (Hammouti et al. 2010, Besold & 

Schmitt 2015), nebo že geograficky velmi vzdálené populace vzácného drobného okáče 

Coenonympha rhodopensis jsou ve skutečnosti téměř identické a tedy izolované teprve 

krátkou dobu (Louy et al. 2013).  

Perleťovec maceškový, Argynnis (Fabriciana) niobe (Linnaeus, 1758), na kterého se 

zaměřuje tato práce, je zajímavým a z mnoha ohledů jedinečným motýlem, který si zaslouží 

podrobné studium. Bezprecedentní je jeho vymizení z velké části evropského areálu, které 

navíc můžeme dát do přímé souvislosti s lidskými aktivitami. Reprezentuje zajímavou 

skupinu organismů vázaných na velmi ranně sukcesní biotopy a jako denní motýl a tedy 

nápadný a veřejností pozitivně vnímaný živočich by se mohl stát deštníkovým druhem, jehož 

ochranou by bylo zajištěno přežití i ostatních druhů s podobnými nároky (cf. např. Konvička 

et al. 2005, Tryjanowski et al. 2011).   

Fakt, že A. niobe je relativně mobilní druh, ale na druhou stranu se nevyrovná těm 

nejmobilnějším migrantům, ho činí poměrně zranitelným ke změnám ve struktuře krajiny. 

Málo mobilní specialisté mohou dlouhou dobu přežít na jednom místě, např. v rezervaci, i 

pokud zaniknou jejich biotopy v širší krajině. Naopak extrémně mobilních druhů, které 

mohou přeletět až stovky kilometrů, se např. změny velikosti „zrna“ krajinné mozaiky také 

nedotknou. Nejzranitelnější jsou ty druhy, jejichž prostorová populační dynamika se 

odehrává v tom prostorovém měřítku, v jakém se odehrávají případné změny krajiny (cf. 

Baguette et al. 2000, Thomas 2000, Louy et al. 2007, Habel & Schmitt 2012, Engler et al. 
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2014), a to právě A. niobe s častými přesuny v délce několika kilometrů zřejmě je (Leština 

2012, Leština et al. in prep.). 

Zdá se, že na tyto své vlastnosti už doplácí. Jistě se jedná se o jednoho z nejrychleji 

mizejících motýlů ve většině svého areálu ve střední a západní Evropě, i když spolehlivé 

souhrnné informace nejsou v literatuře k dispozici. Evropský červený seznam (Van Swaay et 

al. 2010) ho hodnotí jako téměř ohroženého (NT) pro Evropskou unii a dokonce jako málo 

dotčeného (LC) pro Evropu jako celek. To zdánlivě nesouhlasí s předchozím tvrzením, ale je 

třeba brát v úvahu, že do EU spadají velké oblasti (středo-)východní a jižní Evropy, kde 

zřejmě někde skutečně neubývá, ale hlavně odtud zpravidla neexistují spolehlivá data. 

Alarmující neshody např. mezi stavem publikovaným v posledním evropském atlasu 

rozšíření motýlů (Kudrna et al. 2015), který nereflektuje žádné změny od r. 1981, a 

skutečným stavem v přírodě si žádají aktualizaci a revizi. 

Přestože je to tedy velmi pozoruhodný druh, specificky jím se zabývaly pouze dvě 

práce indexované v databázi Web of Knowledge (WoK). Jednou z nich je článek zveřejňující 

v předstihu metody použité v této a dalších našich pracích (Zima et al. 2013). Druhým 

článkem o perleťovci maceškovém ve WoK je studie Salze a Fartmanna (2009) zaměřující 

se na ovipozici a další aspekty jeho života na písečných dunách na německém pobřeží 

Severního moře. Neexistují tedy relevantní vědecké údaje o jeho životě v běžné krajině 

střední Evropy, odkud především mizí. 

Podobně jako němečtí kolegové jsme se nejdříve zabývali přežíváním druhu na 

lokální a regionální škále (Leština 2012, Leština et al. 2012, Leština et al. in prep.). 

V hlubokých údolích Javorníků a moravských Beskyd, které jsou poslední oblastí jeho 

výskytu v České republice, se nám podařilo do značné míry potvrdit naši domněnku, že, 

stejně jako jeho příbuzný perleťovec prostřední, Argynnis adippe (Denis & Schiffermüller, 

1775), není vázaný na konkrétní lokalitu, např. zde na konkrétní údolí, ale jedinci se často 

přesouvají na delší vzdálenosti. Analyzovali jsme rozsáhlý datový soubor získaný pomocí 

zpětných odchytů (tzv. metoda Mark, Release, Recapture, MRR) ve dvou velkých 

sousedních údolích, při kterém např. zaznamenali mnoho přeletů přes hřeben mezi nimi. 

Charakteristiky doletu ve srovnání s literaturou také odpovídaly mobilním druhům a odhady 

populační velikosti byly velké, a i to napovídá tomu, že z pohledu těchto motýlů je jedna 

populace prostorově velmi rozlehlá a zřejmě jsme jí neobsáhli ve svém studijní ploše celou. 

MRR studii jsem doplnil populačně-genetickým výzkumem českých lokalit. 

Výsledky jsou v souladu s daty z MRR, ukázalo se, že v rámci moravských Karpat nelze 

v našich genotypových datech vylišit prostorovou strukturu, genetická odlišnost lokalit je 
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minimální a nezávisí na jejich vzájemné geografické vzdálenosti a že rozdíly v genetické 

diverzitě mezi A. niobe a A. adippe nelze přičítat současné izolaci lokalit, ale historickým 

událostem (Leština 2012, Leština et al. in prep., další nepublikovaná data). 

Jedním ze základních cílů této práce je zasadit naše dřívější lokální poznatky do 

geografického kontextu. Představují-li české populace jednu spojitou genetickou jednotku, je 

nasnadě se ptát, patří-li do této jednotky i přilehlé slovenské populace, potažmo další dále na 

jih a východ. Zároveň vyvstává otázka, jaký je vztah těchto populací k čerstvě izolovaným 

populacím v západní Evropě, když tento druh prakticky zmizel z území mezi nimi.  

 

Literární přehled problematiky a možných metodických přístupů 

Z výše zmiňovaných překvapivých zjištění v literatuře jmenujme např. Grilla et al. (2007), 

kteří se zabývali introgresí genetické informace jednoho druhu okáče r. Maniola do druhého. 

Jejich výsledky byly ale postaveny do úplně jiného světla, když Kreuzinger et al. (2015) oba 

zkoumané druhy z první studie přesvědčivě spojili do jednoho. Dále např. Víťaz et al. (1997) 

popsali nový druh Polyommatus slovacus na základě mnoha odlišností jedné populace P. 

coridon od všech okolních. Nový „druh“ se ale vůbec neliší geneticky, jak vyšlo najevo 

později, a tedy druhem není (Schmitt et al. 2005b). A najdeme i opačné případy, např. u 

zcela běžného modráska jehlicového (Polyommatus icarus) se pomocí jednoduché genetické 

analýzy (doplněné o morfometirckou), přišlo na to, že některé jihoevropské populace ve 

skutečnosti náleží na první pohled hodně podobnému, ale poměrně nepříbuznému 

severoafrickému druhu P. celina (Dinca et al. 2011). To rázem vnáší nové otázky do všech 

studií z daných regionů, ve kterých figurovali motýli označení jako P. icarus.  

V literatuře patří mezi nejvíce studované druhy horští motýli, především díky 

relativně snadné interpretaci výsledků genetických studií z pohledu glaciálních cyklů, během 

kterých se dá s vysokou pravděpodobností předpokládat, že vysokohorské druhy v chladných 

obdobích sestupovaly do nižších poloh a v teplejších obdobích, např. dnes, přežívají v tzv. 

sky islands („nebeských ostrovech“), tj. na hřebenech pohoří a vrcholcích osamělých hor. 

Tyto posuny jsou samozřejmě významné i v kontextu pravděpodobných budoucích 

klimatických změn. 

Jedná se zejm. o okáče r. Erebia, např. E. euryale, který pravděpodobně během 

glaciálů žil odděleně na úpatí jednotlivých pohoří, ve kterých se dnes vyskytuje, a přestože 

panovalo chladné podnebí, tak se v nížinách příliš nerozšířil a populace se nespojily (Schmitt 

& Haubrich 2008, Vila et al. 2011), podobně jako u druhů z komplexu E. melampus/sudetica 
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(Haubrich & Schmitt 2007). Obdobné obecné závěry vyplynuly i ze studia E. epiphron 

(Schmitt et al. 2005a, Schmitt et al. 2006b). Poslední z prací navíc dokládá zajímavý jev 

z Krkonoš, kam byl E. epiphron uměle vysazen ve 30. letech 20. století, přičemž nedošlo ke 

snížení genetické variability oproti zdrojové populaci v Jeseníkách. O něco složitější pattern 

odhalili Vila et al. (2005, 2006) u E. triaria, kde se některé populace obývající jednotlivá 

Španělská pohoří liší jen málo, zatímco jiné dělí hluboké rozdíly, což autoři interpretovali 

jako stopu po divergencích v jednotlivých glaciálních cyklech; populaci v pohoří Xistral 

navíc označili za evolučně významnou jednotku (ESU). 

Podobně DeChaine & Martin (2004, 2005, 2006) usuzují na vliv jednotlivých 

glaciálních cyklů na rozrůzňování mitochondriálních haplotypů severoamerického jasoně 

Parnassius smintheus, přestože haplotypová síť je značně odlišná od Erebia triaria ve 

Španělsku. Tyto závěry jsou v mírném rozporu i s novější studií o P. smintheus (Todisco et 

al. 2012), která používá jak data svých předchůdců, tak i mitochondriální sekvence ze 

zbytku celého holoarktického areálu druhového komplexu P. phoebus (kam P. smintheus 

náleží), a to za použití modernějších statistických a fylogenetických metod. Vyplývá z ní, že 

se komplex nejdříve v dávné minulosti rozdělil na dvě linie, z nichž jednu dnes nalezneme 

v Eurasii a na Aljašce, a jednu ve zbytku Severní Ameriky. Následně na každém 

z kontinentů došlo během posledního glaciálu k promíchání populací a dnešní ostrůvkovité 

rozšíření souvisí až s ústupem po konci poslední doby ledové. Samotný závěr starších studií, 

že zjištěný pattern způsobila postupná kolonizace jednotlivých pohoří, nemusí být nutně 

chybný, ale minimálně v určení její datace se s novou prací rozchází. 

Dalším horským systémem, kterému se v literatuře v posledních deseti letech 

věnovala značná pozornost, jsou horští žluťásci r. Colias ze stejných míst, jako P. smintheus 

(DeChaine & Martin 2005, Schoville et al. 2011, Schoville et al. 2012). Přestože se jejich 

historie jeví jako komplikovanější, docházelo zde zřejmě např. k mezidruhové hybridizaci a 

následnému bottlenecku zasahujícímu celý jeden druh, autoři se shodnou na tom, že 

v glaciálu nezůstali ani tito motýli ve svých sky islands, ale rozšířili se do širšího okolí v 

nižších polohách.  

V Evropě tomuto scénáři nejlépe odpovídá drobný okáč Coenonympha rhodopensis, 

který má dnes velmi disjunktní areál v jihoevropských pohořích, ale přesto jsou jednotlivé 

populace jen málo odlišné od sebe navzájem (Louy et al. 2013). Tyto poznatky však nelze 

zobecnit na celý rod Coenonympha. Nížinný a teplomilný druh C. arcania přežil poslední 

glaciál ve dvou mediteránních refugiích a poté se plošně šířil na sever (Besold et al. 2008), 

zatímco taxony alpského bezlesí glaciál přečkaly relativně nedaleko svého současného 
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výskytu (Schmitt & Besold 2010). Vše nasvědčuje tomu, že historie populací se odvíjí spíše 

od historie specifických habitatů konkrétních druhů. 

Toto tvrzení se potvrdilo při studiu populací 10 druhů motýlů v západní Kanadě 

(Bromilow & Sperling 2011), která ukázala, že historie krajiny má velký vliv na genetické 

vztahy současných populací jednotlivých druhů motýlů. Její autoři ale zdůrazňují, že tato 

implikace je jednosměrná, tedy že z genetických dat o jednom druhu nelze spolehlivě 

odvodit vývoj rozšíření jeho habitatu v krajině. Bylo to totiž až porovnání 10 druhů 

s rámcově podobnými nároky a přitom odlišnými haplotypovými sítěmi, co jim umožnilo 

s jakousi omezenou přesností odvozovat historii daného biotopu. 

Dalším okruhem biogeografických témat, kterému byla věnována velká pozornost, je 

stav populací dnes běžných evropských motýlů během pleistocénu. Jedním studovaným 

systémem je okáč bojínkový (Melanargia galathea) a příbuzné jihoevropské druhy M. 

lachesis a M. ines, které vykazují známky složitého vývoje během glaciálních cyklů s mnoha 

mediteránními refugii a pravděpodobně s několika přesuny z Maghrebu do Evropy a zpět 

během posledních desítek tisíc let (Habel et al. 2005, Schmitt et al. 2006a, Habel et al. 2008, 

Habel et al. 2011b, Habel et al. 2011c).  

Najdeme i práce věnující se lokální prostorové škále; je pozoruhodné, že dosavadní 

kusá data o populační struktuře A. niobe se značně liší od mnoha ostatních zkoumaných 

ohrožených druhů, např. od modráska černoskvrnného, Phengaris arion (Sielezniew & 

Rutkowski 2012, Ugelvig et al. 2012, Andersen et al. 2014), soumračníka žlutoskvrnného, 

Thymelicus acteon (Louy et al. 2007, Engler et al. 2014) nebo severoamerického okáče 

Neonympha mitchellii francisi (Milko et al. 2012). 

O něco složitější je srovnání se studiemi zabývajícími se dalšími dvěma místně 

ohroženými druhy, hnědáskem kostkovaným, Melitaea cinxia  (např. Ehrich & Hanski 2004, 

Hanski 2011, Duplouy & Hanski 2015) a hnědáskem chrastavcovým (Euphydryas aurinia) 

(Joyce & Pullin 2003, Sigaard et al. 2008) Zkoumané lokality jsou ve všech případech 

zasazené do poměrně nehostinného okolí, ať už je to moře nebo intenzivně obdělávaná 

zemědělská krajina. V případě naší lokální genetické studie byla „matrix“, valašská 

venkovská krajina, pro motýly výrazně příznivější, což má na výsledky zásadní vliv (cf. 

např. Ricketts 2001, Eycott et al. 2012, Habel et al. 2013). 

Studie o E. aurinia a P. arion ze severní Evropy ale dobře ukazují, jak jsou data o 

rozmístění genetické variability zásadní pro ochranu daných druhů. Také u 

severoamerického perleťovce Argynnis (Speyeria) idalia (Williams 2002, Williams et al. 

2003, Keyghobadi et al. 2006) bylo odvozeno, kam se mají upínat snahy ochránců přírody 
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při managementu populací. Zajímavé jsou lokální studie o jasoni Parnassius smintheus, 

které dokládají, jak rychlý efekt může mít změna biotopu na genetiku motýlů (Keyghobadi et 

al. 1999, Keyghobadi et al. 2005a, Keyghobadi et al. 2005b, Caplins et al. 2014). 

Většina výše zmíněných prací o populační genetice motýlů používá jako markery 

genetické variability buď sekvence funkčních genů, nejčastěji mitochondriálních, nebo tzv. 

allozymy. To jsou enzymy, které mají určitou variabilitu ve své struktuře, což lehce mění 

jejich chování při pohybu v gelu elektroforézy pod elektrickým napětím. 

Z elektroforetických gelů je posléze možné odečítat, které má daný jedinec varianty 

vybraných enzymů, tedy jeho genotyp, a to následně použít jako vstupní data populačně-

genetických a dalších analýz (Thorpe & Solé-Cava 1994). Výhodou této metody je relativně 

nízká cena, nevýhodou je potřeba velkého množství materiálu, který se navíc musí skladovat 

hluboce zamražen, protože enzymy snadno degradují. To velmi ztěžuje možnosti terénního 

odběru vzorků a prakticky vylučuje využití staršího materiálu, který byl např. sbírán za 

jiným účelem (Freeland et al. 2011). 

Naproti tomu DNA můžeme získat i ze vzorků starých i několik set tisíc let 

(Hagelberg et al. 2015, Hofreiter et al. 2015). Mitochondriální DNA (mtDNA) má navíc 

výhodu v tom, že se v každé buňce vyskytuje v několika kopiích a tak na její úspěšnou 

sekvenaci ve výsledku postačuje menší množství tkáně a celkově je práce s ní relativně 

snazší, než s jadernou DNA (Galtier et al. 2009). Jako výhoda bývá označována i téměř 

výlučně matrilineární dědičnost mtDNA, která výrazně zjednodušuje interpretaci zjištěných 

genealogií. Zjištěný fylogenetický strom je jednoduše rekonstrukcí historie samičí linie 

matek a dcer. Nevýhodou je, že pokud se historie této konkrétní linie z nějakého důvodu od 

ostatních odlišuje, tak to pomocí mtDNA nemůžeme zjistit (Toews & Brelsford 2012). 

Extrémním, ale relativně častým případem jsou introgrese mtDNA jednoho druhu do 

populací druhého druhu, které mohou být pozůstatkem třeba i jediné hybridizační události. 

mtDNA se poté přenáší v nezměněné podobě z generace na generaci, na rozdíl od situace ve 

zbytku genomu, ve kterém se cizí genetický materiál v průběhu času „naředí“ 

rekombinačními procesy. Samostatnou kapitolou u členovců jsou pak infekce bakteriemi r. 

Wolbachia, které mohou významně ovlivňovat výsledky různých analýz založených na 

mtDNA (Hurst & Jiggins 2005). Přesto je tento marker stále nenahraditelným zdrojem 

informací, zejména díky možnosti srovnání výsledků s velkým objemem studií z posledních 

několika desetiletí (Galtier et al. 2009), je však důležité ho konfrontovat s dalšími daty.  

Většiny problémů mtDNA se dá vyvarovat použitím jaderné DNA. Zde se naopak 

musí výzkumníci při interpretaci dat vyrovnat s případnými konfliktními signály 
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jednotlivých zkoumaných lokusů, a hlavně s obecně menší variabilitou, alespoň ve 

funkčních genech. Nejpřímějším řešením by bylo sekvenovat velké množství lokusů a tím 

zachytit více variability, ale to je technologicky možné levně zajistit teprve několik 

posledních let díky rozvoji sekvenování nové generace (Next-Generation Sequencing, NGS).  

Jednou z možností, kterou výzkumníci dříve obcházeli všechny tyto problémy a 

získávali genetická data velmi levně, jsou techniky nezaložené přímo na sekvencích, ale na 

získání určitého genetického profilu jiným způsobem, např. elektroforézou náhodně 

amplifikovaných fragmentů DNA (AFLP) nebo fragmentů získaných restrikčním štěpením 

DNA (RFLP). Ty se ale potýkají s omezeními týkajícími se porovnatelnosti mezi studiemi a 

aplikovatelnosti některých genetických přístupů (Behura 2006, Arif & Khan 2009, Freeland 

et al. 2011). 

Další možností je genotypovat určité hypervariabilní úseky jaderné DNA, které byly 

předem v genomu identifikovány, ať už jde o bodové mutace (SNPs), nebo mikrosatelity 

(také nazývané krátké tandemové repetice, Short Tandem Repeats, STRs, nebo Simple 

Sequence Repeats, SSRs). Mikrosatelity jsou úseky v genomu utvářené repeticemi o dvou 

nebo několika bázích, které jako takové mají velkou náchylnost k mutacím v počtu těchto 

repetic a jsou tak ideální pro studium jemných detailů v rozložení genetické diverzity (viz 

např. Arif & Khan 2009, Turlure et al. 2014 ad.). Genotypy jedinců se stanovují pomocí 

PCR s primery v oblastech sousedících s vlastním mikrosatelitem (flanking regions) a 

následným pečlivým elektroforetickým oddělením PCR produktů podle velikosti. To je dnes 

nejčastěji prováděno kapilárově na strojích určených k sekvenování Sangerovou metodou, 

která také vyžaduje přesnou kapilárovou elektroforézu. 

Velkou nevýhodou studia vybraných variabilních míst je, že pro jejich prvotní 

identifikaci je třeba znát velké části genomu a v nich požadované úseky vyhledat. Pro 

nemodelové organismy, pro které přečtený genom není k dispozici, to zpravidla znamená 

osekvenování velkého množství genetického materiálu de novo, což ale při dnešní relativní 

dostupnosti NGS přestává být problémem. Mikrosatelitové markery použité v této práci jsme 

s kolegy identifikovali již dříve (Zima et al. 2013) a využili pro studium lokálních vztahů 

populací A. niobe v ČR (Leština 2012, Leština et al. in prep.).  

U motýlů (Lepidoptera) je identifikace funkčních mikrosatelitových markerů méně 

úspěšná a proto i méně častá v literatuře, než by se dalo očekávat, přičemž některé důvody se 

podařilo identifikovat, ale obecně na tuto problematiku není jednotný pohled (Meglecz et al. 

1998, Sarhan 2006, Meglecz et al. 2007, Van't Hof et al. 2007). I přes tyto problémy se ale 

mikrosatelity dodnes často používají a prokazují se jako velmi užitečné nástroje pro hledání 
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odpovědí na přesně ten typ otázek, jaké si klade tato práce (Stevens et al. 2010, Habel et al. 

2011a, Vandewoestijne et al. 2012, Smee et al. 2013, Andersen et al. 2014, Turlure et al. 

2014) . 

 

 

 

Cíle práce 

  

1. Shrnout dostupné informace o rozšíření A. niobe v Evropě a zhodnotit je z hlediska 

kvality dat a z hlediska vlastního stavu jednotlivých přežívajících populací. 

 

2. Z dostupných genetických dat zhodnotit validitu A. niobe jako druhu a vyhodnotit jejich 

informativnost z hlediska historie jeho populací. 

 

3. Analyzovat pomocí mikrosatelitových markerů všechny dostupné současné i historické 

populace A. niobe a tím: 

a) odvodit jejich populační strukturu; 

b) zjistit vztahy mezi přežívajícími populacemi, vzdálenými i blízkými; 

c) zhodnotit pravděpodobnost možných biogeografických scénářů, a to jak 

s ohledem na vývoj druhu v geologické historii, tak na současnou vlnu 

vymírání v západní části jeho areálu. 
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Metodika 

Studovaný druh 

Perleťovec maceškový (A. niobe) náleží v rámci babočkovitých (Nymphalidae) do tribu 

Argynnini. S ostatními tzv. velkými perleťovci tvoří velký rod Argynnis Fabricius, 1807, v 

rámci něhož se řadí, společně s nejbližšími příbuznými jako je perleťovec prostřední (A. 

adippe), severoafrický druh A. auresiana, korsicko-sardinský druh A. elisa, východoasijský 

A. nerippe nebo himalájský A. kamala do podrodu Fabriciana Reuss, 1920. 

Fylogeneze tribu byla nedávno revidována na základě dat z několika genů a 

morfologických znaků (Simonsen 2006, Simonsen et al. 2006, Simonsen 2007). Na 

genetická data o tomto druhu se ale v těchto pracích nelze spolehnout, protože při jejich 

přípravě zřejmě došlo k záměně vzorků, jak jsem zjistil během přípravy této práce. Simonsen 

et al. (2006)  místo A. niobe z Dánska, jak uvádí v práci, použili A. adippe ze Španělska (viz 

též dále). Fylogenetické práce by z tohoto důvodu vyžadovaly drobnou revizi, ale jak 

napovídá má práce a především morfologické analýzy, fylogenetická pozice A. niobe zřejmě 

zůstane zachována. 

 A. niobe se vyskytuje od Pyrenejského ostrova po východní Asii, ale východní 

hranice rozšíření byla dosud uváděna různě (cf. Tuzov 2000, Beneš & Konvička 2002, 

Fujioka 2002, Tuzov 2003, Tolman 2008, Lang & Wang 2010, Eliasson 2012, Han et al. 

2014), zřejmě kvůli nejasné důvěryhodnosti taxonomického zařazení nejvýchodnějších 

populací a obecně variabilní vnější morfologii velkých perleťovců s množstvím barevných 

forem a místních ras, znepřehledňujících situaci. Chybí v severní Africe, v nížinách jižní 

Evropy, v severozápadní Francii a na Britských ostrovech, a recentně se stahuje i ze střední a 

severní Evropy. 

 Živnou rostlinou jsou různé violky, např. Viola odorata, V. canina, V. hirta nebo V. 

palustris (Beneš & Konvička 2002, Salz & Fartmann 2009, Spitzer et al. 2009b). 

Významným faktorem je pro něj zřejmě teplota larválního mikrohabitatu, housenky se často 

sluní a stabilní populace najdeme pouze v těch oblastech, kde je dostupná vyhřátá obnažená 

půda, ať už z důvodu narušování domácími nebo divokými zvířaty, těžkou technikou, nebo v 

podobě navátého písku. Dospělci jsou jako dlouhověcí motýli značně závislí na zdrojích 

nektaru, a proto na místech výskytu musí být k dispozici v podobě květnatých lučních 

společenstev apod. Za větru nebo deště se stahují do větví keřů a stromů, zpravidla je tedy 

najdeme do vzdálenosti několika desítek metrů od nich (Beneš & Konvička 2002, Salz & 

Fartmann 2009, Spitzer et al. 2009b, Eliasson 2012, Leština 2012, vlastní pozorování při 
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sběru materiálu). Kombinace těchto habitatových nároků způsobuje, že A. niobe je dnes 

schopen dokončit svůj vývoj pouze na specifických místech. 

 

Rešerše rozšíření 

Východiskem byl atlas evropského rozšíření motýlů od Kudrny et al. (2015). Pro země, kde 

jsem měl pochybnosti o správnosti nebo aktuálnosti údajů, jsem si buď opatřil příslušnou 

literaturu, prostudoval národní nebo regionální databázi záznamů, nebo kontaktoval místní 

odborníky, pokud možno koordinátory národních mapování motýlů a podobných projektů. 

Vše jsem doplnil vlastními pozorováními při sběru materiálu k této práci a informacemi o 

lokalizaci zde použitých vzorků. 

Celkem se k situaci v dané zemi nebo regionu, popř. k jednotlivým lokalitám 

vyjádřilo 19 vědců a amatérských entomologů z 12 zemí (Příloha 1). V celkem 15 zemích 

nebo menších samosprávních celcích jsem se dostal k aktuální informaci o všech známých 

záznamech, ať už v podobě komentáře národního koordinátora takto zaměřeného projektu, 

exportu z dané národní databáze, nebo webové aplikace umožňující data zobrazit. 

 

Analýza existujících genetických dat 

Ve veřejně přístupných databázích GenBank (Benson et al. 2012) a BOLD (Ratnasingham & 

Hebert 2007) jsem vyhledal veškeré záznamy o perleťovcích podrodu Fabriciana. Vyhledal 

jsem veškerá druhová jména a jejich synonyma podle Tuzova (2000). V databázi BOLD, 

která neumožňuje zadávání samotných druhových názvů, jsem u všech použil jak kombinaci 

s rodovým označením Argynnis, tak Fabriciana (běžně je užíváno oboje). BOLD dále 

umožnila vyhledat velké množství jedinců, které autoři záznamů z různých důvodů neurčili 

do druhů, a to pomocí takzvaných BINů (Barcode Index Numbers), automaticky 

generovaných clusterů sekvencí. Stáhl jsem tedy také všechny sekvence, které spadaly do 

stejných BINů, jako sekvence vyhledané podle druhových názvů (kromě jednoho případu 

evidentní záměny A. aglaja za A. adippe u vzorku BOLD:AAB2322; tohoto jedince jsem 

z analýz vyloučil a nestahoval jsem sekvence z BINu odpovídajícímu A. aglaja). Některé 

neurčené jedince jsem určil podle přiložených fotografií, určení jsem konzultoval se 

specialisty. Všechny tyto identifikace byly zaslány správcům databáze. 

Analýzu jsem založil na úseku mitochondriálního genu pro cytochromoxidázu I 

(COI), který se využívá pro DNA barcoding a tvoří většinu databáze BOLD i značnou část  

sekvencí v GenBanku. Další sekvence tohoto genu jsem získal od kolegů z Institut de 
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Biologia Evolutiva v Barceloně , kteří mi laskavě poskytli data ze svých prací (Dincă et al. 

2015 ad.) ještě před jejich publikací ve zmíněných databázích. Pro přehled všech použitých 

sekvencí viz Přílohu 2. 

Nejdříve jsem z dat odstranil všechny sekvence vyskytující se v databázích 

opakovaně (většina sekvencí byla jednou v BOLD a jednou v GenBanku, několik bylo 

do GenBanku pravděpodobně nahráno vícekrát). Zbylé sekvence jsem uspořádal pomocí 

MUSCLE (Edgar 2004) se základním nastavením tak, jak je implementován v softwaru 

Geneious 7.1.7 (Kearse et al. 2012), s maximálním počtem iterací 8. Pro první analýzy jsem 

použil všechny sekvence v alignmentu, které jsem ořezal z obou stran tak, abych získal co 

nejdelší úsek s co největším počtem variabilních míst a s co nejmenším počtem mezer nebo 

chybějících dat.  

Alignment jsem analyzoval jednak parsimonní metodou (Templeton et al. 1992) v 

programu TCS 1.21 se standardním 95 % limitem pro propojení (Clement et al. 2000, 

Clement et al. 2002), jednak pomocí různých metod implementovaných v programu 

PopART 1.7 (Leigh & Bryant 2015), tedy znovu pomocí metody TCS, dále Minimum 

Spanning Network (Bandelt et al. 1999) s Epsilon=0, Median Joining Network (Bandelt et 

al. 1999) s Epsilon 0 a 1 a konečně Integer Neighbor Joining (dále IntNJ; French et al. 2014) 

s různým nastavením tolerance.  

Pro doplnění fylogenetického pohledu jsem k datasetu přidal outgroup (EULEP085-

14 Argynnis paphia, EULEP177-14 Argynnis pandora, EULEP193-14 Argynnis aglaja, 

EZROM779-08 Argynnis laodice, vše databáze BOLD) a analyzoval likelihoodovou 

metodou PhyML (Guindon & Gascuel 2003) tak, jak je připravena v platformě phlogeny.fr 

(Dereeper et al. 2008). Podporu jednotlivých větví jsem spočetl Approximate likelihood-

ratio testem (Anisimova & Gascuel 2006) na téže platformě. 

Podle výsledků této analýzy jsem z původního neořezaného datasetu vybral sekvence 

odpovídající A. niobe a vytvořil z nich nový alignment. Před ořezáním jsem některé 

sekvence z alignmentu vyřadil tak, abych k analýze mohl použít co nejdelší úsek. Na obou 

koncích alignmentu jsem postupoval tak, že jsem vždy zkontroloval, jestli nejkratší sekvence 

obsahuje v celé své délce vůbec nějakou informaci, kterou neobsahuje žádná z dalších 

sekvencí. Pokud ne, a zároveň pokud by tato sekvence zásadně nerozšířila povědomí o 

rozšíření daného haplotypu, vyřadil jsem ji a zkontroloval další nejkratší sekvenci v pořadí. 

Tento nový alignment pro A. niobe jsem analyzoval stejně jako ten předchozí analyzující 

celý podrod Fabriciana. 
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Ilustrace pro tuto práci jsem se rozhodl zhotovit podle softwaru TCS 1.21, protože to 

je v literatuře velmi rozšířená metoda a poskytuje tak nejvíce možností přímého srovnání 

(např. Hart & Sunday 2007).  (Protože ale obrázky exportovatelné z programu PopART jsou 

mnohem vhodnější k použití v publikaci, použil jsem tyto, pouze upravené v grafickém 

editoru tak, aby odpovídaly výsledkům z TCS 1.21). 

 

Získání tkáňových vzorků 

Snažil jsem se shromáždit maximum dostupného genetického materiálu druhu, zejména 

dostatečné množství jedinců z různých částí Evropy. Kontaktoval jsem zahraniční i české 

kolegy, kteří mi v několika případech vyhověli a poskytli materiál z vlastních sbírek, nebo 

ho i pro tuto práci přímo nasbírali. Většinou ale pomohli poskytnutím informací nezbytných 

k nalezení A. niobe v jejich zemi (lokalita, vhodný čas), podle nichž jsem poté odchytil na 

místě dospělé motýly. Materiál jsem doplnil o tkáňové vzorky z muzeí: Národní zemědělské 

muzeum Ohrada u Hluboké nad Vltavou, a Naturhistorisk Museum v dánském Aarhusu, 

Regionální Muzeum  Kolín, Šarišské muzeum Bardejov (Slovensko). 

 Celkem jsem zpracoval 845 jedinců z přibližně 60 různých oblastí ve 27 zemích 

Evropy a Asie (pro přehled viz Obr. 1 a 2), z čehož jsem 460 jedinců v 7 různých zemích 

odchytil sám vlastních terénních výpravách. 

  

Obr. 1: Přehled lokalizace všech použitých vzorků. Mapa nakreslena pomocí aplikace 

GPSvisualizer, mapový podklad © Přispěvatelé OpenStreetMap, licence CC-BY-SA. 
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Obr. 2: Lokalizace vzorků z těch regionů, odkud jsem získal alespoň 15 genotypů. Velikost 

značky odpovídá množství vzorků sebraných na dané konkrétní lokalitě, nejmenší N=1, 

největší N=32. V některých oblastech bylo 15 a více genotypů získáno na jedné lokalitě, 

v jiných jsem byl nucen sečíst počty z několika sousedních lokalit. Mapa neposkytuje 

dostatečné rozlišení českých populací, pro jejich přehled viz Leština (2012). Mapa 

nakreslena pomocí aplikace GPSvisualizer, mapový podklad © Přispěvatelé OpenStreetMap, 

licence CC-BY-SA. 
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Odběr tkání a extrakce DNA 

Z živých exemplářů jsem odebíral vždy jednu kráčivou končetinu a fixoval ji čistým 

etanolem. Z vysušených vzorků jsem odebíral 3-4 nohy, a pokud to nebylo možné (např. 

exemplář nohy již postrádal), vzorek hrudní svaloviny. Také všechny vzorky sbírané mými 

spolupracovníky byly buď vysušené, nebo fixované absolutním etanolem. Oba tyto způsoby 

mají při pokojové teplotě po mnoho týdnů úspěšnost v uchování DNA blížící se 100% 

(vlastní pokus, data neukázána). Po použití jsem všechny vzorky, ve kterých zbylo byť 

nepatrné množství tkáně, zamrazil v absolutním etanolu při -20°C a uskladnil v prostorách 

Entomologického ústavu AVČR v Českých Budějovicích. Po skončení všech prací budou 

kvalitní vzorky přemístěny do některé z genetických bank. 

DNA jsem extrahoval pomocí univerzálních komerčně dodávaných extrakčních kitů 

dle instrukcí výrobců (část pomocí DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen Inc., část pomocí 

Geneaid DNA Isolation Kit - Tissue). Finální eluci jsem prováděl 75 µl příslušného 

dodaného elučního pufru, následně jsem na suchou kolonku nanesl dalších 75  µl a provedl 

eluci znovu pro maximalizaci výtěžku a tyto dva extrakty následně odděleně uskladnil v 

−20 °C jako pojistku proti možné degradaci jednoho z eluátů. 

 

Použité mikrosatelitové markery 

Jak jsme popsali dříve (Zima et al. 2013), mikrosatelity byly v genomu A. niobe nalezeny 

pomocí komerčně zadaného 454 pyrosekvenování knihovny obohacené o mikrosatelitové 

repetitivní sekvence. Obohacení (enrichment) v tomto případě znamená, že do suspenze 

kuliček, na kterých probíhala emulzní PCR, byly posléze přimíchány DNA sondy, pomocí 

kterých byly magneticky vytaženy kuličky s požadovanými sekvencemi. Další postup (tedy 

samotné pyrosekvenování) byl aplikován pouze na tyto vybrané kuličky, zbytek byl ze 

zkumavky odplaven. 

 Z bioinformatické analýzy readů 454 sekvenátoru poskytnuté dodavatelskou firmou 

bylo získáno celkem 388 mikrosatelitů, které by se mohly amplifikovat teoreticky 

nejkvalitnějšími primery. U nich jsme analyzovali další jednoduché biochemické parametry 

(možný vznik sekundárních struktur na primeru apod.) podle příručky firmy Premier Biosoft 

(2015) a pro 30 nejvhodnějších lokusů jsme nechali u firmy Generi Biotech (Hradec 

Králové, ČR) zakázkově nasyntetizovat klasické oligonukleotidové primery. S nimi jsme 

provedli několik PCR při různých reakčních podmínkách a kvalitu produktů jsme ověřovali 

horizontální agarózovou elektroforézou. Osmnáct z nich jsme na základě toho vybrali pro 
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další testování a nechali vyrobit příslušné forward primery značené fluorescenčními 

značkami umožňujícími „fragmentační analýzu“ (fragment analysis) na kapilárovém 

sekvenátoru uzpůsobeném pro klasickou Sangerovu metodu sekvenování DNA. Tyto 

primery byly nejdříve otestovány na osmi jedincích a na základě získaných výsledků jsme 

vybrali deset lokusů, které jsme publikovali (Zima et al. 2013). Šest z nich (Příloha 4) se 

stabilně amplifikovalo v multiplex-PCR reakcích (mPCR), a na nich jsem založil tuto práci. 

Multiplexace, čili provádění několika PCR zároveň v jedné mikrozkumavce, je nezbytná 

zejména z finančního pohledu, protože se tímto způsobem násobně snižují náklady na 

chemikálie a následné analýzy PCR produktů. 

 Těmito dvěma multiplexy jsem amplifikoval DNA všech 845 vzorků. Používal jsem 

Qiagen mPCR kit, a to v množství 5 µl připraveného mastermixu, 4 µl vody, 1 µl 

ekvimolárně smíchaných primerů a 1,2 µl templátové DNA v původní koncentraci vzešlé 

z izolačního postupu. Teplotní program jsem nastavil podle návodu ke kitu, s nasedací 

teplotou 57 °C. PCR produkty jsem odesílal do firmy Macrogen International (Soul, Jižní 

Korea) k fragmentační analýze. Hrubá data ve formě *.fsa souborů jsem zpracoval 

v programu Geneious 7.1.7 s pluginem pro práci s mikrosatelity.  
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Analýza mikrosatelitových dat 

Pro prvotní vizualizace dat a export souborů pro další programy jsem používal software 

GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse 2006). Pomocí programu SPAGeDi (Hardy & Vekemans 

2002) jsem spočítal základní populačně-genetické charakteristiky, a to jednak souboru všech 

vzorků, u kterých se mi podařilo genotypovat alespoň čtyři markery, jednak pro každou 

lokalitu, jednak pro různě sloučené skupiny lokalit podle jejich geografické blízkosti. 

Konkrétně uvádím počet vzorků na lokalitu, celkové procento chybějících dat v každém 

souboru, průměrný počet alel na lokus (NA), průměrný počet alel na lokus přepočtený 

rarefrakcí na soubor o 30 genových kopiích (tj. 15 plně genotypovaných jedinců; možné 

vypočítat pouze pro soubory větší než 30 genových kopií pro každý lokus; značeno AR), dále 

heterozygositu očekávanou při Hardy-Weinbergově rovnováze (neboli genovou diverzitu, 

značeno He; Hardy-Weinbergova rovnováha dále v textu jako H-W rovnováha), 

pozorovanou heterozygositu (Ho) a k ni udávaný koeficient inbreedingu (FI) společně 

s výsledkem permutačního testu na jeho odlišnost od 0 (permutace genových kopií mezi 

jedinci, čili test H-W rovnováhy). 

Analýzou molekulární variance (AMOVA; Excoffier et al. 1992) v softwaru 

Arlequin 3.5.1 (Excoffier & Lischer 2010) jsem rozdělil varianci v datech na varianci uvnitř 

populací, mezi populacemi a mezi skupinami populací („between groups“). Vzhledem k 

prostorovému rozmístění získaných vzorků jsem analyzoval dva odlišně upravené datasety. 

Do prvního jsem zařadil všech 828 vzorků, jako populace jsem definoval jednotlivé lokality 

odchytu (lokality jsem sloučil pouze v případech, kdy od sebe byly vzdáleny méně než 2 km) 

a do skupin lokalit jsem sdružil bezprostředně sousedící populace (řádově desítky kilometrů, 

s výjimkou Česka, Slovenska a Španělska, kde jsem získal vzorky z rozsáhlých území, ale 

jen velmi řídce pokrytých). Do druhého datasetu jsem vybral jen populace s více než 15 

genotypovanými jedinci. Jedince z některých lokalit jsem v tomto případě sloučil do jedné 

populace tak, abych zvýšil počet jedinců ve výsledné populaci, ale zároveň aby byly 

vzdálenosti uvnitř této nové populace mnohem menší, než vzdálenosti od ostatních populací. 

Celkem v datasetu zbylo 607 jedinců v 24 nově definovaných populacích. 

Test izolace způsobené vzdáleností (Isolation by Distance, IBD) jsem spočetl 

v softwaru GenAlEx, a to podle linearizovaných párových Fst mezi populacemi (pro všechny 

populace s alespoň 15 vzorky) a testoval jsem závislost na logaritmované geografické 

vzdálenosti Mantelovým testem s 9999 permutacemi. Protože výsledky frekvenčních 

statistik u německých populací jsou ovlivněné jejich nízkou genetickou diverzitou, provedl 
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jsem Mantelův test s mezipopulačním Fst ještě jednou na datasetu, ze kterého jsem německé 

populace vypustil, abych oddělil vliv těchto zvláštních populací od vlivu zbytku datasetu. 

 Pro bayesiánskou klastrovací analýzu v programu STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard et 

al. 2000) jsem použil obdobné dva datasety, jako pro analýzu AMOVA. První (N = 828) 

jsem ponechal kompletní, zatímco do druhého (N = 607), jsem vybral jen dobře ovzorkované 

populace (více než 15 jedinců). Jako priors jsem použil příslušnost jedinců k jednotlivým 

populacím. Pro každou hodnotu parametru k od 1 do 20 (k vyjadřuje počet klastrů, na který 

se má dataset rozdělit) jsem každý z datasetů jsem analyzoval desetkrát při 999999 

permutacích. 10 výsledků pro každé k jsem sloučil programem STRUCTURE Harvester 

(Earl & vonHoldt 2012) a pro grafickou prezentaci uspořádal programem CLUMPP 1.1.2 

(Jakobsson & Rosenberg 2007). Sloupcové grafy jsem sestrojil pomocí vlastního R-skriptu 

založeného na volně dostupném skriptu (M. G. Johnson, Botanická zahrada v Chicagu, USA 

https://github.com/mossmatters/Structure-Pipeline/blob/master/structureplot.R; staženo 

v lednu 2015). Všechny tyto operace byly provedeny na počítačích sítě Národní Gridové 

Iniciativy Metacentrum.  
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Výsledky 

Současné a historické rozšíření druhu 

Na Pyrenejském a Apeninském poloostrově je A. niobe vnímán místními experty jako 

typický motýl vázaný na vysoká pohoří, se sporadickým výskytem v jejich okolí. 

Nepředpokládá se, že by se jeho populace výrazně zmenšovaly. V nížinných oblastech se 

nevyskytuje a nejsou známy důkazy o tom, že by se tam v historii vyskytoval. Obdobnou 

vazbu na vyšší polohy ukazují podrobná data o rozšíření v Srbsku a do určité míry je 

znatelná i ve Slovinsku. Také velká většina jedinců z Řecka v mojí sbírce vzorků byla 

odchycena nad 1200 m n. m.  

Na druhou stranu již ze sousední Makedonie a Bulharska jsem získal početný 

materiál i z lokalit pod 400 m n. m. Na západním Balkáně není rozšíření motýlů do detailu 

známé, ale zpracoval jsem mj. tři zprávy o podrobných faunistických průzkumech určitých 

omezených území. Ve všech je A. niobe uváděn jako druh, který byl v dané oblasti znám 

v historii, ale během současných výprav se jeho výskyt nepodařilo potvrdit.  

Ve Francii jsou informace také jen kusé. V nejnovějším atlasu motýlů Francie je 

poměrně podrobná mapka, která naznačuje jeho výskyt v pohořích na jihu a východě země, 

ale v některých oblastech není jasné, nakolik jsou tyto informace aktuální a především kde se 

druh vyskytoval v minulosti. Podle vyjádření několika místních znalců motýlů z různých 

oblastí i podle dat T. Lafranchise, autora atlasu, se ve velké části z načrtnutého rozšíření 

vyskytuje jen ve velmi nízkých hustotách, jak jsem naznačil ve své mapce. Zajímavá je 

zmínka o vývoji v oblasti Poitou-Charentes (JZ Francie), kterou před svou smrtí nadiktoval 

Robert Levesque Nielu Wildingovi v rámci přípravy regionálního atlasu rozšíření 

založeného na Levesqueově sbírce. A. niobe zde byl vzácný před rokem 1950, poté byl asi 

40 let hojný, aby opět před několika lety úplně vymizel. 

V rumunských, slovenských, polských a českých Karpatech jde o široce rozšířený a 

početný druh, stejně jako ve většině Alp.  

V Panonské nížině je situace nejasná. V roce 2014 byla v nízko položené lokalitě 

Maďarsku objevena jedna populace, ale krom toho údaje chybějí. Na Slovensku je spíše 

vázán hory a pahorkatiny, ale existují i populace v písčitých nížinách v povodí Moravy 

(nebo do nedávna existovaly, nepodařilo se mi je na místě nalézt). 

Podél východního pobřeží Severního moře a okolo Baltu je považován za ohrožený 

druh, ale lokálně početné populace se zde nachází na samotném pobřeží (nejčastěji do 

několika set metrů od moře na písečných dunách). Zajímavostí jsou zmínky o dálkových 
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přeletech Baltského moře na ostrov Gotland a dokonce na severně položený ostrůvek 

Fjäderägg, obojí zřejmě z Finska (Eliasson 2012). 

Naproti tomu na velké většině Česka, Německa, Belgie, Nizozemí, Dánska, Norska a 

Švédska se prokazatelně dříve A. niobe vyskytoval, ale v různých obdobích 20. a 21. století 

vymizel. Stejně tak i na Švýcarské plošině (nížinná část Švýcarska) existují historické 

záznamy, ale nyní se vyskytuje pouze v okolních pohořích (Alpy, Jura). 

Výjimečná je přežívající populace v okolí Cách na belgicko-německém pomezí, 

s největší lokalitou u města Stolberg. A. niobe zde obsazuje především bývalé důlní výsypky 

s vysokou koncentrací těžkých kovů.  

Získané údaje jsou načrtnuty v Obr. 3 a veškeré zdroje informací shrnuji v Příloze 1. 
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  Obr. 3: Náčrt aktuálních znalostí o stavu rozšíření A. niobe v Evropě. Tmavě zelená 

– početné populace; světle zelená – současné záznamy řídké a/nebo nepotvrzené; červená – 

prokazatelný historický výskyt, v současnosti vyhynulý; oranžová – pravděpodobně 

vyhynulý, ale historické a/nebo současné informace nejisté. 
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Analýza existujících genetických dat 

Celkem se mi podařilo stáhnout sekvence COI z 147 unikátních jedinců podrodu Fabriciana

z mnoha oblastí jejich výskytu, viz Tab. I. Všechny byly k dispozici v BOLD a 85 z nich i 

v GenBanku. Z nich bylo 39 označených jako A. adippe, 3 jako A. kamala, 3 jako 

A. nerippe (syn. A. coreana), 36 jako A. niobe a 65 bylo určeno pouze do řádu jako 

Lepidoptera. Podle přiložených fotografií se nám podařilo přesně identifikovat 56 z nich.  

 Při analýze všech stažených sekvencí jsem získal alignment o 147 sekvencích dlouhý 

523 bazí, který neobsahoval žádné mezery ani chybějící data. TCS s 95 % limitem propojení 

sekvence rozdělil do tří sítí (Obr. 4). Jedna malá síť o třech haplotypech odpovídá A. kamala, 

druhá stejně velká A. nerippe. Zbylé sekvence, odpovídající A. adippe, A. auresiana, A. elisa

a A. niobe byly shrnuty do jedné sítě.  

Výsledky jednotlivých metod se v detailech lišily, a to i výsledky programu TCS 

1.21 a metody TCS implementované v programu PopART. Tyto odlišnosti ale nikdy 

neměly vliv na interpretaci výsledků. 

Sekvence A. adippe a většiny morfologicky neurčených jedinců tvoří v rámci velké 

sítě jednu jasně definovanou skupinu haplotypů. V rámci ní je jen slabá geografická 

struktura, pouze některé haplotypy mají omezený výskyt a i jedinci z velmi vzdálených míst 

často mají stejné haplotypy; výjimkou jsou jen jedinci z většiny Pyrenejského ostrova (jižně 

od samotných Pyrenejí), kteří se odlišují osmi bodovými mutacemi (geografický původ 

vzorků zde graficky neznázorněn).  

Sekvence s genbankovým číslem DQ922851, která je v původní publikaci (Simonsen

et al. 2006) popsána jako A. niobe pocházející z Dánska, náleží jednomu z běžných 

haplotypů A. adippe. Jedná se zřejmě o záměnu vzorků ze strany autorů, protože na 

stránkách jejich výzkumné skupiny (http://www.nymphalidae.net/story.php?

code=TS-13&search=57442) je motýl popsán jako A. adippe ze španělských 

Pyrenejí, čemuž odpovídá i přiložená fotografie. 

A. auresiana, A. elisa a A. niobe tvoří druhou skupinu. A. auresiana sdílí některé 

mutace i s A. adippe, proto se v síti zobrazuje mezi A. adippe a A. niobe. A. elisa zapadá 

přímo mezi sekvence A. niobe, ale je od nich oddělena sedmi mutacemi. Všech 69 sekvencí

z A. niobe kromě výše popsaného DQ922851 tvoří jednu kompaktní podskupinu. 
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Obr. 4: TCS síť 148 sekvencí podr. Fabriciana. 
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Do nového alignmentu bylo vybráno 65 z nich, což mi umožnilo dosáhnout délky 

612 bazí a tím lepšího rozlišení při konstrukci haplotypové sítě. Výsledné grafy se opět lišily 

v detailech, pro ilustraci uvádím dvojici nejrozdílnějších, tj. graf podle metody TCS 1.21 

(Obr. 4) a podle IntNJ (Příloha 5). Obě TCS analýzy daly v tomto případě identický 

výsledek. 

Geografická struktura není v těchto sítích příliš výrazná, ale můžeme pozorovat, že 

některé haplotypy se vyskytují jen v omezeném území, např. italský, finský nebo alpský. 

Nejvýraznější rozdíl od zbytku sekvencí mají sekvence z Arménie a z Izraele, které se liší 

šesti mutacemi od finského haplotypu (Obr. 5), a sedmi mutacemi od italského haplotypu, 

jednoho ze španělských haplotypů a jednoho velmi rozšířeného haplotypu (Příloha 5). Dva 

arménské a jeden izraelský haplotyp se naopak značně liší od jediné sekvence z Gruzie v této 

analýze. Druhé nejvýraznější oddělení je rozdíl čtyř mutací mezi italským haplotypem a 

několika dalšími. Italský haplotyp, společně s jednou sekvencí z Ruska, je neblíže 

k sekvencím A. elisa v Obr. 4.  

 

 

Obr. 5: TCS síť 65 sekvencí A. niobe. 
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Analýza mikrosatelitů 

Z 845 vzorků se mi u 828 podařilo určit genotyp na alespoň 4 z 6 lokusů, u 703 vzorků jsem 

určil genotyp na všech 6 lokusech. Základní charakteristiky pro jednotlivé populace jsem 

shrnul do Tab. I. Z dobře zastoupených populací mají nejmenší genetickou diverzitu (AR a 

He) populace z Německa, přičemž ta z rezervace Schlangenberg u Stolbergu v Severním 

Porýní-Vestfálsku měla v obou případech nižší hodnoty (AR = 2,82 a He = 0,33). Ostatní 

populace dosáhly značně vyšších hodnot, vzájemně relativně podobných (AR mezi 4,65 a 

6,88; He mezi 0,46 a 0,57). Většina populací nebyla v H-W rovnováze. 

 AMOVA v obou případech ukázala na silně průkazné, ale relativně malé rozdíly 

mezi populacemi uvnitř skupin (4,54 % variability; Fsc = 0,05; p < 0,001 v prvním datasetu a 

1,48 % variability; Fsc = 0,02; p < 0,001 v druhém datasetu), a na větší rozdíly mezi 

jednotlivými skupinami lokalit (5,49 % variability; Fst = 0,10; p < 0,001 v prvním datasetu a 

5,09 % variability; Fst = 0,06; p < 0,001 v druhém datasetu). 

 Mantelův test ukázal na silně průkaznou IBD (p < 0,0001), a to v obou případech 

(párové Fst mezi populacemi na datasetu včetně německých vzorků i bez nich), viz Obr. 6. 

 Výsledné uspořádání klastrů odhadnutých programem STRUCTURE 

naznačovalo hierarchické uspořádání populací. Jako první oddělila analýza vzorky z Balkánu 

a Asie, následně dvě německé populace, poté vzorky z Česka a Slovenska; při vyšších k byly 

rozpoznatelné jako oddělené jednotky např. arménská, afgánská, estonská, rumunská nebo 

stolberská populace  (Obr. 7 a Příloha 7).  

 Metoda určení nejvhodnějšího k dle Evanna et al. (2012) v obou případech 

ukázala na k = 2, tedy rozdělení vzorků na severní a jižní skupinu (Příloha 6). Druhé nejvyšší 

skóre bylo pro k = 4 u datasetu s velkými populacemi a pro k = 5 u datasetu se všemi vzorky. 

Hodnoty neupraveného likelihoodu byly podobné u několika po sobě jdoucích k a měly 

velké směrodatné odchylky, takže nebylo možné spolehlivě určit, kde se nachází jejich peak 

(původní metoda určení nejvhodnějšího k, (Pritchard et al. 2000)). Nejvyšší byly v rozpětí 4 

až 8 a 4 až 10 (Příloha 6). 
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Tab. I: Základní genetické charakteristiky populací vypočtené v programu SPAGeDI. N, počet vzorků 

zahrnutých do analýzy; chybějící data vyjádřená v procentu chybějících genových kopií (např. plně 

genotypovaný jedinec má pro 6 lokusů celkem 12 genových kopií); NA, průměrný počet alel na jeden 

lokus; AR, mezilokusový průměr rarefrektovaných počtů alel pro 30 genových kopií (tzn. předpokládaný 

počet alel, pokud by bylo analyzováno 15 plně genotypovaných jedinců; míra alelické diverzity); He, 

očekávaná heterozygosita při H-W rovnováze, čili genová diverzita; Ho, pozorovaná heteroygosita; Fi, 

koeficient inbreedingu; P, signifikance permutačního testu H-W rovnováhy. Šedě jsou zvýrazněny hlavní 

skupiny lokalit, jejich součásti jsou na bílém pozadí. 

Analyzovaný soubor N 
Chybějící 

data 
NA AR He Ho Fi P 

Všechny vzorky 828 2,9% 22,83 6,82 0,55 0,38 0,30 <0,001 

Afghánistán 7 28,6% 2,17      

Arménie 32 5,2% 6,67 5,41 0,49 0,31 0,37 <0,001 

Alpy 16 1,0% 5,33 5,18 0,46 0,32 0,30 <0,001 

Rakousko (Tyrolsko) 8 0,0% 3,50      

Švýcarsko 6 2,8% 3,67      

Itálie (Lombardie) 1 0,0% 1,50      

Itálie (Trentino) 1 0,0% 1,17      

Bosna a Hercegovina 1 0,0% 1,83      

Bulharská Dobrudža 1 0,0% 1,33      

Bulharsko (jih země) 34 1,5% 8,67 6,31 0,51 0,43 0,16 <0,001 

obl, Haskovo 25 1,3% 7,50 6,23 0,51 0,43 0,16 <0,01 

obl, Karadžali 7 0,0% 3,83      

Hvoyna 1 0,0% 1,83      

Trigrad 1 16,7% 
 

     

Bulharsko (Zemen) 1 0,0% 1,50      

Česko (Valašsko) 211 2,1% 13,50 6,35 0,52 0,38 0,27 <0,001 

Březitá 9 0,0% 3,67      

Bzové 32 2,1% 6,50 5,53 0,55 0,45 0,19 <0,001 

Černé 9 1,9% 4,33      

Dinotice 22 1,5% 6,83 6,03 0,51 0,35 0,33 <0,001 

Kobylská 22 4,5% 6,83 6,31 0,52 0,42 0,21 <0,001 

Losový 30 1,1% 7,00 5,88 0,52 0,34 0,36 <0,001 

Lušová 27 0,0% 7,50 5,94 0,48 0,43 0,11 <0,05 

Podťaté 17 2,9% 6,17      

Vranča 25 4,0% 6,33 5,61 0,51 0,35 0,32 <0,001 

Severní Valašsko 14 1,2% 4,83      

Sidonie 4 4,2% 3,50      

Česko (historické vz,) 34 9,8% 6,67 5,80 0,50 0,36 0,30 <0,001 

Jihočeský kr, 13 14,1% 4,17      

Jihomoravský kr, 4 12,5% 2,00      

Královehradecký kr, 5 10,0% 2,83      

Moravskoslezský kr, 3 0,0% 2,67      

Olomoucký kr, 1 0,0% 1,50      
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Analyzovaný soubor N 
Chybějící 

data 
NA AR He Ho Fi P 

Středočeský kr, 6 8,3% 3,17      

Ústecký kr, 1 0,0% 1,33      

Vysočina 1 0,0% 1,33      

Německo (Fríské ostrovy) 17 2,9% 3,17 3,16 0,39 0,18 0,54 <0,001 

Německo (Stolberg) 20 0,0% 3,00 2,82 0,33 0,33 0,00 NS 

Dánsko (Bornholm) 25 0,0% 5,83 5,28 0,51 0,45 0,11 <0,05 

Dánsko (Aarhus) 30 2,8% 6,50 5,38 0,49 0,43 0,12 <0,05 

Estonsko (Harju) 3 0,0% 2,67      

Estonsko (Saaremaa) 24 0,7% 7,00 6,21 0,56 0,45 0,21 <0,001 

Španělsko (Andalusie) 10 6,7% 3,67      

Španělsko (střed) 11 1,5% 4,33      

Španělsko (Pyreneje) 7 2,4% 3,17      

Finsko 1 0,0% 1,67 
 

   
 

Francie 20 0,8% 6,83 6,01 0,55 0,34 0,39 <0,001 

Isère 1 0,0% 1,17     
 

jihovýchod 19 0,9% 6,50 5,83 0,55 0,35 0,36 <0,001 

Řecko (Peloponés) 6 0,0% 3,33      

Lakónie 2 0,0% 2,17      

Chelmos 4 0,0% 2,50      

Řecko-makedonské příhraničí 43 0,0% 9,50 6,15 0,51 0,38 0,26 <0,001 

Řecko (Epirus) 2 0,0% 2,00      

Řecko (Západní Makedonie) 26 0,0% 7,33 5,79 0,50 0,41 0,18 <0,001 

Makedonie 15 0,0% 5,33 5,33 0,49 0,32 0,35 <0,001 

Chorvatsko (Primorje) 6 0,0% 3,67      

Chorvatsko (Split) 6 2,8% 3,17      

Indie 1 0,0% 1,00      

Itálie (Kalábrie) 2 0,0% 2,00      

Kyrgyzstán 1 0,0% 1,67      

Polsko 3 5,6% 2,17      

Rumunsko (Panonie) 37 1,4% 6,33 4,90 0,49 0,34 0,31 <0,001 

Kluž 2 0,0% 2,33      

Alba 35 1,4% 5,67 4,65 0,49 0,34 0,32 <0,001 

Rumunsko (Harghita) 3 11,1% 2,17      

Rumunsko (Maramureš) 2 0,0% 2,17      

Rumunsko (Tulcea) 3 0,0% 2,50      

Rumunsko-Srbské příhraničí 71 1,4% 11,67 6,12 0,50 0,38 0,25 <0,001 

Rumunsko (Caraș-Severin) 1 0,0% 1,33      

Rumunsko (Mehedinți) 8 2,1% 3,83      

Srbsko (Hora Stol) 31 1,1% 7,50 5,84 0,49 0,41 0,16 <0,01 

Srbsko (Žagubica) 31 1,6% 7,83 5,97 0,52 0,39 0,24 <0,001 

Srbsko (Povlen) 35 1,9% 9,00 6,67 0,56 0,42 0,25 <0,001 

Rusko (Burjatsko) 2 0,0% 2,17      

Rusko (Karačajevsko-Čerkesko) 2 0,0% 2,00      

Střední Slovensko a okolí 80 6,9% 11,83 6,88 0,57 0,41 0,27 <0,001 

Maďarsko (Teresztenye) 1 0,0% 1,50    
  

Slovensko (Bánskobystrický kr,) 36 0,0% 9,67 6,70 0,57 0,44 0,23 <0,001 
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Analyzovaný soubor N 
Chybějící 

data 
NA AR He Ho Fi P 

Slovensko (Košický kr,) 6 27,8% 
      

Slovensko (Prešovský kr,) 13 23,1% 4,50      

Slovensko (Trenčianský kr,) 5 6,7% 3,67      

Slovensko (Žilinský kr,) 20 3,3% 5,50 5,34 0,48 0,32 0,34 <0,001 

Slovensko (Vihorlat) 1 16,7% 
      

Slovensko (západ) 18 4,6% 5,17 5,08 0,55 0,35 0,38 <0,001 

Slovensko (Bratislavský kr,) 13 3,8% 4,33      

Slovensko (Tranvský kr,) 5 6,7% 3,00      

Jugoslávie 1 33,3% 
 

     

 

  



29 
 

  



30 
 

 

 

Obr. 6: Závislost genetické vzdálenosti vyjádřené jako linearizované Fst na geografické 

vzdálenosti, logaritmicky transformované. ■ vzdálenosti mezi populací u Stolbergu a 

Frískými ostrovy; □ vzdálenosti mezi Stolbergem a ostatními populacemi; × vzdálenosti 

mezi Frískými ostrovy a ostatními; ○ vzájemné vzdálenosti ostatních populací. Plná čára – 

ilustrační přímka lineární regrese pro celý dataset; přerušovaná čára – ilustrační přímka 

lineární regrese pro dataset bez obou německých populací (průsečíky s osou y nastaven na 

0). 
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Obr. 7 Výsledky analýzy Structure pro velké populace. a – Alpy, b – Arménie, c – 
Bulharsko, d – Bzové, e – Dinotice, f – Kobylská, g – Losový, h - Lušová , i – Podťaté, j – 
Vranča, k – Frísko, l – Stolberg, m – Bornholm, n – Aarhus, o – Estonsko, p – Francie, q – 
Řecko, r – Makedonie, s – Rumunsko, t – Povlen, u – Stol, v – Žagubica, w - Stř. Slovensko, 
x - Záp. Slovensko 
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a) 

 

b) 

 

Obr. 8: Výsledky STRUCTURE pro velké populace promítnuté na mapu 
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Diskuse 

Syntéza údajů o rozšíření 

 Druh je rozšířen od Pyrenejského poloostrova až po Koreu a Japonsko. Zatímco 

autorům z východní Asie je tento druh dobře známý (Fujioka 2002, Tuzov 2003, Lang & 

Wang 2010, Han et al. 2014), evropští autoři kladou často východní hranici rozšíření do 

oblasti Altaje (cf. Tuzov 2000, Beneš & Konvička 2002, Tuzov 2003, Tolman 2008, 

Eliasson 2012). Možná se jedná ze strany evropských vědců o konzervativní odhad, 

nezahrnující východnější populace vzhledem k předpokládané složité taxonomické situaci a 

zároveň dosavadní absenci genetických dat. Moje analýza korejských sekvencí ale ukazuje, 

že A. niobe tvoří kompaktní genetickou jednotku v celém Palearktu a dává asijským autorům 

za pravdu. 

V Evropě motýl pravděpodobně vyhynul ve velké většině vnitrozemských nížinných 

oblastí na sever a západ od Alp a na jih od pobřeží Severního a Baltského moře. Tento 

alarmující stav nebyl dosud v literatuře shrnut, přestože místním entomologům je situace 

v mnoha regionech známá. Časová osa tohoto vymírání je v různých oblastech různá a 

zpravidla jen obtížně z dat odvoditelná. Např. zatímco v severských zemích se už od počátku 

20. stol. dá z literatury usuzovat na jeho úbytek (Eliasson 2012), v hlavních oblastech 

výskytu v Čechách byl pravidelně nalézán ještě na přelomu 20. a 21. stol. (Entomologický 

ústav BC AV ČR 2015).  

Vymizení z vnitrozemských nížin by mohlo naznačovat, že druh např. vlivem 

globálního oteplování ustupuje do vyšších nadmořských výšek. Tomu ale odporuje několik 

faktů. Předně, i v teplé jihovýchodní Evropě se dá nalézt na relativně nízko položených 

lokalitách (Makedonie, severní Řecko, Bulharsko). Dále mj. ve Skandinávii ustupuje od 

severu k jihu, pozorujeme tedy celkovou kontrakci areálu, nikoli jeho posun. Také na 

regionální škále je vidět, že ústup nesouvisí přímo s průměrnou teplotou, např. v Čechách 

mezi tradiční místa výskytu patřila Šumava a okolí, kde už vyhynul, zatímco v podhorských 

xerotermních lokalitách na JV Moravě se vyskytuje dodnes. Stejně tak v Německu vyhynul 

v hercynských pohořích, ale přežil v okolí Cách a na několika dalších nízko položených 

místech. Ani mikro- a mesohabitatové nároky druhu tomu neodpovídají – v krajině 

vyhledává vždy ta nejteplejší místa. 

Ze současného pohledu má druh v Evropě dvě zdánlivá „ekologická optima“. 

Přímořské, kde se vyskytuje především v písečných oblastech (viz např. nizozemský 

druhový název Duinparelmoervlinder, odkazující na jeho život na písečných dunách) a 
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horské ve vysokých pohořích. Zajímavá jsou místa ve vnitrozemí, kde dodnes přežil i pod 

400 m n. m.: mimo Balkánský poloostrov se jedná bez výjimky o místa silně připomínající 

pobřežní duny (důlní krajina v Německu a váté písky v Německu a na Slovensku).  

To by se dalo vysvětlit tím, že by dosud byla přehlížena diferenciace na nížinnou a 

horskou genetickou linii, přičemž nížinná by byla silně přizpůsobena životu na pohyblivém 

písku nebo podobných substrátech. Vymizení tohoto biotopu z moderní krajiny, které je 

dobře zdokumentované (např. Tropek & Řehounek 2012), by způsobilo omezení jejího 

výskytu. Horská linie by tím zůstala nedotčena. Výsledky genetických analýz (Obr. 8. 

Příloha 4) tomu ovšem neodpovídají. Nížinné populace v Dánsku, v Estonsku a na 

Slovensku netvoří oddělenou skupinu od středoevropských pohoří.  

V jihovýchodní Evropě se v nížinách vyskytuje i v zemědělské krajině, ale na všech 

potvrzených lokalitách i v jejich širokém okolí je velký podíl obnažené půdy mimo pole 

(pěšiny, snosy kamenů, vypasená místa) v porovnání se současnou situací v Německu nebo 

Česku. Historické letecké snímky lokalit, kde byly odchyceni motýli získaní z českých 

muzeí (dostupné na kontaminace.cenia.cz), stejně jako další historické fotografie a malby, 

ukazují, že ještě před několika desetiletími byla česká krajina v tomto aspektu totožná 

s dnešním Balkánem. Tím lze dobře vysvětlit dřívější plošné rozšíření druhu ve střední 

Evropě. 

A. niobe byl sice zřejmě již od vymizení přirozených činitelů blokujících nebo 

dynamicky obnovujících sukcesi (velcí býložravci, rozsáhlé požáry, klimatické extrémy 

zabraňující růstu stromů v glaciálech) do značné míry závislý na činnosti člověka, zejména 

na pastevectví. Je ale zajímavé, že v dnešní střední, západní a severní Evropě přežil často na 

lokalitách, které jsou člověkem ovlivněna velmi intenzivně, zejména ve vojenských 

výcvikových prostorech (např. západní Slovensko, východní Německo, několik v Dánsku, 

Švédsku, Nizozemsku; také poslední populace v jižních Čechách a na střední Moravě, které 

ale již obě zanikly), a v důlní krajině (okolí Stolbergu a Boxbergu, Německo). 

 

 

Analýza sekvencí – mezidruhová úroveň 

Haplotypová síť (Obr. 4) ukazuje, že sekvence jednotlivých druhů tvoří kompaktní genetické 

jednotky, ale současně odhaluje několik nesouladů s tradiční taxonomií a morfologickými 

daty. 

Himalájský A. kamala a východoasijský A. nerippe jsou relativně vzdáleni ostatním 

druhům v analýze. Zdá se to logické z hlediska biogeografie, naznačovalo by to původ 
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podrodu ve střední nebo východní Asii, kde je také největší druhová diverzita, a následné 

rozšíření do Evropy a severní Afriky.  

Tomu by odpovídal „polyfyletický“ původ severoafrického A. auresiana, naznačený 

s určitou podporou ve fylogenetickém stromě (Příloha 8) a kruhovým uspořádáním 

v haplotypové síti (Obr. 4), který by se dal vysvětlit zachováním určitého ancestrálního 

polymorfismu, který by byl při tomto scénáři pravděpodobný. Mnohem spíš je ale tento jev 

způsoben nedostatečnou délku úseku použitého v analýze, kvůli které i jedna bodová 

mutace, která se náhodou vyskytla nezávisle u A. auresiana a A. adippe, měla vliv na 

výsledky. Není možné odvodit víc, než že A. auresiana je geneticky velmi blízký A. adippe, 

A. niobe a A. elisa. 

Druhým nesouladem s tradiční taxonomií je, že sekvence korsicko-sardinského 

A. elisa (tvořící jeden haplotyp) ve všech analýzách zapadají mezi sekvence A. niobe. Zde se 

nabízí srovnání s novou studií komplexu středomořských okáčů r. Maniola (Kreuzinger et 

al. 2015), u kterých vyšlo najevo, že mnoho ostrovních druhů ve skutečnosti  spadá do 

variability běžného M. jurtina a jejich druhový status tím byl zpochybněn.  

Na takto konkrétní závěry neobsahují databáze dostatek dat, navíc mitochondriální 

DNA může mít značně odlišné chování od zbytku genomu (např. Kodandaramaiah et al. 

2013), ale z mojí analýzy jasně vyplývá, že tato skupina druhů vyžaduje taxonomicko-

fylogenetickou revizi. Simonsenova (2006) morfometrická analýza se navíc s mými 

genetickými daty navíc neshoduje v téměř žádném z popsaných detailů. Podle jeho dat tvoří 

zde zastoupené druhy hřebenový strom, ve kterém se nejdříve odvětvuje A. kamala, 

následovaný postupně A. auresiana, A. niobe, A. elisa a A. adippe, který by měl být 

sesterský A. nerippe. Z biogeografického hlediska je to složitější hypotéza, ale zároveň není 

a priori nijak vyloučená. 

Shrnutí sekvencí čtyř druhů do jedné TCS sítě není neobvyklé, protože se jedná o 

značně konzervativní metodu detekce diferenciace, která přibližně v polovině případů 

nedokáže blízce příbuzné druhy oddělit (Hart & Sunday 2007), což přesně odpovídá mým 

výsledkům. 

 

Analýza sekvencí – vnitrodruhová úroveň 

Pro tuto práci je nejdůležitější, že A. niobe tvoří geneticky kompaktní jednotku 

(pomineme-li jeho možný parafyletický status vzhledem k A. elisa), na rozdíl od až 28% 

ostatních tradičně uznávaných evropských druhů motýlů, u kterých COI naznačuje 

vnitrodruhové rozštěpení na dvě nebo více linií (Dincă et al. 2015). Je dokonce 
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homogennější, než velká většina motýlů. Podobné haplotypové sítě přes celý kontinent 

najdeme jen u tažných, ekologicky nespecializovaných motýlů, jako jsou babočky Aglais 

urticae (Vandewoestijne et al. 2004), Polygonia c-album (Kodandaramaiah et al. 2011) a 

Polygonia faunus (Kodandaramaiah et al. 2012b), modrásek Lampides boeticus (Lohman et 

al. 2008), nebo u některých amerických motýlů z ruderálních stanovišť (Runquist et al. 

2012). Z habitatových specialistů jsou známy podobné výsledky – haplotypy COI promísené 

v rámci celé Eurasie – u vysokohorského jasoně Parnassius phoebus (Todisco et al. 2012). 

Ohrožený okáč světlých lesů Lopinga achine má sice v Eurasii také jen několik málo blízce 

příbuzných haplotypů, jejich geografická struktura je ale výraznější, než u A. niobe 

(Kodandaramaiah et al. 2012a). 

Naopak ostatní habitatoví specialisté většinou tvoří mnohem strukturovanější 

genetické sítě. Dobrými příklady jsou okáč Erebia medusa (Hammouti et al. 2010), 

ohniváček Lycaena dispar (Lai & Pullin 2004) a hnědásek Melitea cinxia (Wahlberg & 

Saccheri 2007), který se často s A. niobe vyskytuje na stejných lokalitách a jehož 

mitochodnriální haplotypy jsou i v rámci Evropy extrémně diferencované.  

 V geologicky nedávné minulosti tedy musel A. niobe mít spojitou populaci přes celý 

Palearkt, nebo se do celé oblasti rychle rozšířit, a to pravděpodobně z Evropy směrem na 

východ (všechny asijské sekvence se liší maximálně jednou mutací od nejčastějšího 

haplotypu, rozšířeného od Španělska po Koreu). Stranou tohoto scénáře stojí Apeninský 

poloostrov a Blízký východ, kde podle by možná mohly být unikátní linie; pro podpoření 

této hypotézy by ale bylo potřeba více genetických dat z těchto oblastí. 

 U jasoně Paranssius apollo, který je také specialistou na ranně sukcesní biotopy, 

spekulují Todisco et al. (2010), že se šířil na větší území v glaciálech, kdy by pro něj mohlo 

prostředí být paradoxně příznivější. Poslednímu galciálu přisuzují vznik přibližně podobné 

variability, jakou vidíme u A. niobe (s tím rozdílem, že není rozložena do celého areálu, ale 

vzniká v několika regionech nezávisle). Vzhledem k tomu, že tzv. mamutí stepi by mohly 

nárokům A. niobe také odpovídat, je tedy možné uvažovat o šíření na východ společně se 

stepními biotopy právě v posledním glaciálu, nebo při jeho nástupu. 

 Bylo by vhodné do palety znalostí doplnit sekvence dalších genů, fylogenetické 

inference založené na jednom krátkém úseku, navíc s popsanými specifickými problémy 

s interpretací, nemohou být v detailech spolehlivé (Smith et al. 2012, Toews & Brelsford 

2012, Kodandaramaiah et al. 2013, Patricelli et al. 2013, Ritter et al. 2013, Huemer et al. 

2014). Tato analýza ale může posloužit jako více než dostatečný základ k informovanému 

naplánování rozsáhlejší fylogeografické studie. 
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Analýza mikrosatelitů 

Genetická diverzita byla až na výjimky relativně velká ve všech populacích. Populace na 

hranici souvislého rozšíření (Česko, západní Slovensko) mají podobné ukazatele diverzity 

jako populace dále na jihovýchod, nezdá se tedy, že by problémy, kterým druh v poslední 

době čelí, byly způsobeny obecným nedostatkem genetické variability. České a slovenské 

populace také nijak nevybočují hodnotami genetické diferenciace, nejsou dlouhodobě 

izolovány od ostatních. 

 Výjimkami jsou obě zkoumané populace ze západního Německa, které jsou značně 

geneticky ochuzené (Tab. I) a (patně díky tomu) vykazovaly největší hodnoty diferenciace 

od ostatních z celého datasetu (Příloha 3). Dosavadní přežívání i v izolaci na obou místech 

zřejmě umožňuje mimořádně příznivá kombinace vlastností místních habitatů. 

Rezervace Schlangenberg u Stolbergu, kde je diverzita vůbec nejmenší, je 

pozůstatkem po starých dolech na zinek a měď, kvůli kterým je půda natolik nasycena 

těžkými kovy, že zde většina běžných rostlin nemůže růst. Důsledkem jsou častá místa bez 

vegetačního pokryvu, ideální pro vývoj housenek A. niobe. Ta jsou navíc obklopena jeho 

místní živnou rostlinou, těžké kovy tolerující, místně endemickou Viola calaminaria. Salz & 

Fartmann (2012) uvádí pokryvnost violek na místech vyhledávaných A. niobe na průměrně 

10 %, což zhruba odpovídá mému pozorování na místě. Na žádné z ostatních lokalit, které 

jsem navštívil, nebyly violky na první pohled ve vegetaci vůbec patrné, a bližším průzkumu 

provedeném na několika lokalitách nikdy zdaleka nedosahovaly 1 % pokryvnosti (data 

neukázána).  

Druhou z těchto populací jsou Východofríské ostrovy. Moje vzorky pochází 

z několika různých ostrovů, což pro populačně genetický výzkum není ideální, protože hrozí, 

že bych vnitropopulační diverzitu nadhodnotil zahrnutím více oddělených populací. 

Populace se ale naopak ukazuje jako druhá geneticky nejchudší. Také se zdá, že mořská 

hladina není pro A. niobe nepřekonatelná bariéra, viz hodnoty diferenciace Bornholmu od 

ostatních lokalit (Příloha 3) a zmínky o dálkových výsadcích na další ostrovy v Baltu 

(Eliasson 2012). I na Východofríských ostrovech je velké množství odhaleného substrátu 

(písku) a vysoká pokryvnost violek, průměrně 5 % na místech výskytu A. niobe (Salz & 

Fartmann 2009; pozn.: tuto oblast jsem nenavštívil, vzorky v analýzách pochází od C. 

Heineckeho z dolnosaské pobočky NABU). 

Interpretace odchylek od H-W rovnováhy je obtížná, protože se v markerech 

vyskytují nulové alely (podrobnosti viz Zima et al. 2013). Stejně tak ukazatele genetické 

diverzity mohou být nulovými alelami ovlivněny, ale je-li jejich frekvence v populacích 
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podobná, nebude zkresleno porovnání mezi nimi, ale pouze na mezidruhové úrovni. Ostaní 

závěry by nulovými alelami neměly být příliš ovlivněny (Pritchard et al. 2000, Chapuis & 

Estoup 2007, CHAPUIS et al. 2008, cf. Chapuis et al. 2009, Excoffier & Lischer 2010).  

 Přestože AMOVA odhalila vysoce průkaznou populační strukturu v celoevropském 

pohledu, drtivá většina variability v datasetu se nachází uvnitř populací. Mezipopulační 

rozdíly jsou menší, než např. u modráska P. arion na úrovni pouze Polska nebo Itálie 

(Rutkowski et al. 2009, Sielezniew & Rutkowski 2012, Sielezniew et al. 2015) a 

mnohonásobně menší, než u modráska Phengaris rebeli v Polsku (Rutkowski et al. 2009), 

dále než u okáče Erebia medusa ve studiích  pokrývajících různé části střední Evropy 

(Schmitt & Seitz 2001, Schmitt & Muller 2007, Schmitt et al. 2007, Besold & Schmitt 

2015), či u okáčů Erebia euryale v Alpách (Schmitt & Haubrich 2008), Erebia ottomana a 

E. cassoides na Balkáně (Louy et al. 2014), u perleťovce Boloria aquilonaris v Ardenách 

(Turlure et al. 2014) a mnohem menší než u ohniváčka Lycaena helle na evropské škále 

(Habel et al. 2010, Habel et al. 2011d). 

 Tento výsledek souhlasí se sice slabou, ale silně průkaznou IBD (genetická 

diferenciace mezi dvojicí lokalit tedy závisí na jejich geografické vzdálenosti). AMOVA i 

IBD podporují tezi o slabém, ale existujícím genovém toku mezi jednotlivými oblastmi 

v Evropě. Popřípadě jedná-li se o počínající diferenciaci některých z nich, musí být jen 

nedávného data. 

I na základě výsledků programu STRUCTURE lze dojít k podobným závěrům. 

Lokality nacházející se blízko od sebe STRUCTURE neodděluje ani při vysokých k (viz 

balkánský nebo česko-slovenský klastr) a ukazuje tak na jejich úplnou genetickou 

homogenitu. Vzdálenější lokality (Německo, Rumunsko, Dánsko, Estonsko) se oddělují 

postupně, což může znamenat buď omezený genový tok mezi nimi, nebo relativně nedávnou 

izolaci. 

Zatímco metoda Evanno et al. (2005) ukazuje, že nejvhodnější je použití k = 2, čili 

nejnižší možné, hierarchická struktura klastrů a geograficky omezený výskyt většiny z nich 

ukazují na konzistentní signál v datech i pro vyšší k. Navíc při změně parametrů výpočtu, 

např. jiném sdružení jedinců do populací, vypnutí lokalit jako priors apod., se hierarchie 

klastrů nezměnila, ale výpočetně odvozená hodnota nejvhodnějšího k ano (data neukázána).  
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Závěry, souvislosti a možné praktické důsledky 

A. niobe se během posledního století v Evropě proměnil z plošně rozšířeného motýla běžné 

venkovské krajiny na zdánlivě striktního specialistu na dva druhy biotopu. Pravděpodobně 

se ale v takto krátké době nezměnil motýl, ale samotná evropská krajina (cf. Wells et al. 

2015). Je to tedy svého druhu „uprchlický druh“, refugee species (Kerley et al. 2012). 

Kvůli konfliktu nároků na larvální mikrohabitat a zároveň na zásobu nektaru pro 

dospělce prakticky nemůže dokončit svůj vývoj na jednolité ploše jednoho biotopu, což 

vylučuje dlouhodobé přežití v moderní intenzivně zemědělsky nebo lesnicky obdělávané 

krajině. Lokality, kde přežívá, jsou vždy značně heterogenní a na škále metrů, max. desítek 

metrů, se nachází jak živná rostlina v teplém mikrohabitatu (zpravidla na obnažené půdě), 

tak i velké množství zdrojů nektaru, a také keře, stromy nebo jiné možnosti úkrytu před 

nepříznivými povětrnostními podmínkami (Salz & Fartmann 2009, Spitzer et al. 2009b, Salz 

& Fartmann 2012, Leština et al. in prep., vlastní pozorování při sběru materiálu). To ho 

předurčuje k obývání pouze těch biologicky nejhodnotnějších míst v dnešní Evropě. 

Pokud bychom proto uvažovali nad jeho použitím jakožto deštníkového druhu, 

nabízelo by se srovnání s druhem, který je takto již využíván, modráskem černoskvrnným, 

Phengaris arion (Spitzer et al. 2009a, Casacci et al. 2011). Výzkum v České republice 

ukázal, že na lokalitách, kde se P. arion vyskytuje, se nalézá biologicky hodnotnější 

společenstvo motýlů i rostlin (Spitzer et al. 2009a); v rámci této studie se ale také na téměř 

všech lokalitách, kde byl nalezen P. arion, vyskytoval i A. niobe a naopak. Doporučení 

P. arion jako deštníkového druhu lze tedy přímo vztáhnout i na A. niobe. Tyto druhy se liší 

především svými disperzními schopnostmi a od nich odvozenými makrohabitatovými 

nároky; zatímco P. arion je schopen přežívat v izolovaných populacích po dlouhou dobu, 

A. niobe obývá širší krajinu jako celek. Ve své roli v ochraně biotopů by se tak mohli dobře 

doplňovat.  

 Přestože byl odborníky považován za motýla spíše sedentárního, vytvářejícího místní 

kolonie (Bink 1992, Eliasson 2012), tvoří A. niobe jednu kompaktní genetickou jednotku 

napříč celou Eurasií, a vzájemná diferenciace populací v Evropě odpovídá tomu, co u jiných 

dosud zkoumaných ohrožených motýlů nalézáme na mnohem menší, zpravidla regionální 

škále. V rámci např. jednotlivých pohoří je pak populační struktura prakticky nepřítomná a 

zpravidla nalézáme tzv. otevřené populace, které si zachovávají velmi daleko dosahující 

genetické spojení s ostatními, a tím zřejmě i stabilní genetickou diverzitu.  (snad s výjimkou 

okáče skalního, se kterým sdílí řadu dalších znaků;  Johannesen et al. 1997, Kadlec et al. 

2010).  
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Pro jeho přežití má jen malý význam zřizování izolovaných maloplošných 

chráněných území. Možnou výjimku lze uznat u stanovišť s extrémně vhodnou kombinací 

ekologických a environmentálních faktorů (např. lokalita u Stolbergu, která se ale také 

ukázala jako nedostatečně velká). Na druhou stranu, zachování jednotlivých regionálních 

metapopulací, např. na úrovni jednotlivých států nebo pohoří, je velmi žádoucí. Mělo by být 

možné v nich druh udržovat dlouhodobě a je pravděpodobné, že by se tím ochránil určitý 

unikátní genetický materiál. 
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Artdatabanken (2015) www.artportalen.se  

 

Česká republika 

J. Beneš, pers. comm. 

M. Konvička, pers. comm. 

D. Breiter, pers. comm. (Podorlicko) 

Entomologický ústav BC AV ČR (2015) 

Vlastní pozorování a sbírka vzorků 

 

Slovinsko 

Verovnik et al. (2012) 

 

Polsko 

M. Sielezniew, pers. comm. na základě nepublikované databáze všech dostupných záznamů 

Sielezniew & Dziekańska (2010) 

 

Chorvatsko 

Koren & Letić (2014) 

Mihoci et al. (2007) 

Tvrtkovic et al. (2012) 

Sasic & Mihoci (2011) 

Kudrna et al. (2015) 

 

Bosna a Hercegovina, Černá hora, Litva, Lotyšsko 

Kudrna et al. (2015) 

 

Slovensko 

H. Kalivoda, pers. comm. a nepublikované údaje 

L. Panigaj, pers. comm. 
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Kalivoda & Víťaz (2015) 

 

Estonsko, Řecko, Bulharsko 

Kudrna et al. (2015) 

Vlastní sbírka vzorků 

 

Maďarsko 

S. Sáfián, pers. comm. 

Kudrna et al. (2015) 

 

Finsko 

Eliasson (2012) 

Päiväperhosseuranta (2015) http://koivu.luomus.fi/nafi/  

 

Srbsko, Kosovo 

M. Djuric, pers. comm. 

Miljević & Popović (2015) http://www.habiprot.org.rs/Alciphron 

Vlastní pozorování a sbírka vzorků 

 

Albánie 

Šašić et al. (2015) 

Kudrna et al. (2015) 

 

Makedonie 

N. Micevski, pers. comm. 

Kudrna et al. (2015) 

Vlastní sbírka vzorků 

 

Rumunsko 

L. Rakosy, pers. comm 

Kudrna et al. (2015) 

Vlastní pozorování a sbírka vzorků 
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Příloha 2 – Sekvence COI 

Tab. II: Seznam všech použitých sekvencí COI stažených z BOLD a GenBanku. * - 

sekvence z jiného vzorku, než je v databázích uvedeno. Je uváděna jako A. niobe z Dánska, 

se skutečnosti se jedná o A. adippe ze Španělska. ** - pravděpodobně špatná identifikace 

původních autorů, sekvence COI i fotografie jedince odpovídá A. aglaja. Tento vzorek byl 

vyloučen ze všech analýz. 
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 0-14684������0-00000�����0-00000�����������0-18227����������/

�������� 0-00102������0-00000�����0-00000�����������0-00997����������0-00091���������/

������ 0-19466������0-00000�����0-00000�����������0-17032����������0-99892���������0-01688��������/

������� 0-03450������0-00000�����0-00000�����������0-00734����������0-03272���������0-03937��������0-48134�������/

��� ��� 0-41339������0-00392�����0-00000�����������0-33727����������0-91258���������0-09475��������0-71496�������0-08147������/

!���"� 0-09899������0-00000�����0-00000�����������0-99062����������0-43617���������0-31884��������0-59455�������0-17532������0-43805�����/

#�$��� 0-03296������0-00000�����0-00000�����������0-00026����������0-00234���������0-00005��������0-00096�������0-00014������0-05240�����0-00105�����������/

%����
�& 0-00001������0-00000�����0-00000�����������0-00000����������0-00000���������0-00000��������0-00000�������0-00000������0-00000�����0-00000�����������0-00001����������/

������� 0-03756������0-00000�����0-00000�����������0-00309����������0-00489���������0-00464��������0-00766�������0-00160������0-01603�����0-00434�����������0-00008����������0-00000���������/

����� 0-01397������0-00000�����0-00000�����������0-00008����������0-03440���������0-00032��������0-00923�������0-00177������0-03212�����0-00285�����������0-00003����������0-00000���������0-00006��������/

'������� 0-00806������0-00000�����0-00000�����������0-07460����������0-30045���������0-00000��������0-06870�������0-00037������0-06632�����0-04519�����������0-00003����������0-00000���������0-00005��������0-00000�������/

#����	
 0-89332������0-00032�����0-00000�����������0-00345����������0-00122���������0-00000��������0-00515�������0-00001������0-04982�����0-00193�����������0-00000����������0-00000���������0-00321��������0-00005�������0-00496������/

(
��� 0-00000������0-00296�����0-08941�����������0-00000����������0-00000���������0-00000��������0-00000�������0-00000������0-00000�����0-00000�����������0-00000����������0-00000���������0-00000��������0-00000�������0-00000������0-00003�����/

)��
���	
0-00438������0-11075�����0-00658�����������0-00340����������0-00397���������0-00000��������0-00145�������0-00003������0-03783�����0-00333�����������0-00001����������0-00000���������0-00048��������0-00015�������0-00073������0-00099�����0-07464�����������/

*�������0-03630������0-00000�����0-00000�����������0-00187����������0-03260���������0-00366��������0-06166�������0-07510������0-04948�����0-01305�����������0-00014����������0-00000���������0-00825��������0-00500�������0-00010������0-00032�����0-00000�����������0-00080����������/

����
� 0-00046������0-35175�����0-00952�����������0-00057����������0-00007���������0-00000��������0-00003�������0-00000������0-01076�����0-00008�����������0-00000����������0-00000���������0-00003��������0-00001�������0-00005������0-00055�����0-15876�����������0-30006����������0-00000���������/

%��� 0-00000������0-09346�����0-03308�����������0-00000����������0-00000���������0-00000��������0-00000�������0-00000������0-00002�����0-00000�����������0-00000����������0-00000���������0-00000��������0-00000�������0-00000������0-00000�����0-08289�����������0-04265����������0-00000���������0-42262��������/

+�&��	�� 0-00001������0-00507�����0-36940�����������0-00013����������0-00000���������0-00000��������0-00000�������0-00000������0-00050�����0-00001�����������0-00000����������0-00000���������0-00004��������0-00000�������0-00000������0-00005�����0-04898�����������0-09344����������0-00003���������0-11755��������0-02586�������/

%�,-�%���
�0-04950������0-00000�����0-00000�����������0-97957����������0-50807���������0-00197��������0-19825�������0-00867������0-59130�����0-54256�����������0-00002����������0-00000���������0-00096��������0-00115�������0-09101������0-00439�����0-00000�����������0-00558����������0-00451���������0-00052��������0-00000�������0-00001������/

.��-�%���
�0-09310������0-01352�����0-00006�����������0-57869����������0-04011���������0-00083��������0-03137�������0-00006������0-33576�����0-33276�����������0-00007����������0-00000���������0-00193��������0-00001�������0-13642������0-07376�����0-00855�����������0-04291����������0-00014���������0-02953��������0-00013�������0-00591������0-37805�����/
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