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Uvod

Vzijemné genetické vztahy populaci kazdého druhu by se mély stat jednou ze zakladnich
informaci pro jakykoli vyzkum nebo aplikaci zabyvajici se danym organismem v divoké
ptfirodé¢ (Amos & Balmford 2001, Frankham et al. 2002, Frankham 2010). I u dennich
motyll, vnimanych jako modelové skupina pro ekologii a evolu¢ni biologii (Boggs et al.
2003) bylo v poslednich letech pfedstaveno mnoho poznatkl, které znaéné¢ méni vyznam
vSech piedchozich vyzkum tykajicich se daného druhu a tim i na$ pohled na jejich biologii
(Schmitt er al. 2005b, Wahlberg & Saccheri 2007, Dinca et al. 2011, Duplouy & Hanski
2015, Kreuzinger et al. 2015).

Geneticka data jsou mj. zékladnim zdrojem informaci o historii danych druhti (napf.
Hewitt 2004, Schmitt & Varga 2012, Husemann et al. 2014). Bez nich bychom mohli jen
tézko odvodit, Ze napt. okac rosickovy (Erebia medusa) pravdépodobné piezil ledové doby
krom mediterannich refugii i na severni strané¢ Karpat (Hammouti e al. 2010, Besold &
Schmitt 2015), nebo Ze geograficky velmi vzdalené populace vzacného drobného okace
Coenonympha rhodopensis jsou ve skuteCnosti téméf identické a tedy izolované teprve
kratkou dobu (Louy et al. 2013).

Perletovec maceskovy, Argynnis (Fabriciana) niobe (Linnaeus, 1758), na kterého se
zamétuje tato prace, je zajimavym a z mnoha ohledl jedine¢nym motylem, ktery si zaslouzi
podrobné studium. Bezprecedentni je jeho vymizeni z velké ¢asti evropského aredlu, které
navic mizeme dat do pfimé souvislosti s lidskymi aktivitami. Reprezentuje zajimavou
skupinu organismt vazanych na velmi rann¢ sukcesni biotopy a jako denni motyl a tedy
napadny a vefejnosti pozitivné vnimany zivocich by se mohl stat destnikovym druhem, jehoz
ochranou by bylo zaji§téno pieziti i ostatnich druhd s podobnymi naroky (cf. napt. Konvicka
et al. 2005, Tryjanowski et al. 2011).

Fakt, Ze A. niobe je relativné mobilni druh, ale na druhou stranu se nevyrovna tém
nejmobilngj§im migrantiim, ho ¢ini pomérné zranitelnym ke zménam ve struktufe krajiny.
Malo mobilni specialisté mohou dlouhou dobu pfezit na jednom misté, napt. v rezervaci, i
pokud zaniknou jejich biotopy v SirSi krajiné. Naopak extrémné mobilnich druhti, které
mohou pieletét az stovky kilometrt, se napt. zmény velikosti ,,zrna* krajinné mozaiky také
nedotknou. Nejzranitelngj$i jsou ty druhy, jejichz prostorova populacni dynamika se
odehrava v tom prostorovém meétitku, v jakém se odehravaji ptipadné zmény krajiny (cf.

Baguette et al. 2000, Thomas 2000, Louy et al. 2007, Habel & Schmitt 2012, Engler et al.



2014), a to pravé A. niobe s Castymi presuny v délce n€kolika kilometrii zfejmé je (Lestina
2012, Lestina et al. in prep.).

7da se, Ze na tyto své vlastnosti uz doplaci. Jisté¢ se jedna se o jednoho z nejrychleji
mizejicich motyli ve vét§iné svého aredlu ve sttedni a zapadni Evropé, i kdyz spolehlivé
souhrnné informace nejsou v literatuie k dispozici. Evropsky ¢erveny seznam (Van Swaay et
al. 2010) ho hodnoti jako téméf ohrozeného (NT) pro Evropskou unii a dokonce jako méalo
dotéeného (LC) pro Evropu jako celek. To zdanlivé nesouhlasi s pfedchozim tvrzenim, ale je
tteba brat v uvahu, ze do EU spadaji velké oblasti (stfedo-)vychodni a jizni Evropy, kde
ziejm¢& nékde skute¢né neubyva, ale hlavné odtud zpravidla neexistuji spolehliva data.
Alarmujici neshody napf. mezi stavem publikovanym v poslednim evropském atlasu
rozsifeni motylli (Kudrna er al. 2015), ktery nereflektuje zddné zmeény od r. 1981, a
skuteCnym stavem v piirod¢ si zadaji aktualizaci a revizi.

Prestoze je to tedy velmi pozoruhodny druh, specificky jim se zabyvaly pouze dvé
prace indexované v databazi Web of Knowledge (WoK). Jednou z nich je ¢lanek zvefejnujici
v predstihu metody pouzité v této a dalSich naSich pracich (Zima et al 2013). Druhym
¢lankem o perletovci maceskovém ve WoK je studie Salze a Fartmanna (2009) zamétujici
se na ovipozici a dal$i aspekty jeho Zivota na pise¢nych dunach na némeckém pobiezi
Severniho mote. Neexistuji tedy relevantni védecké udaje o jeho Zivoté v bézné krajiné
sttedni Evropy, odkud pfedevsim mizi.

Podobné jako némecti kolegové jsme se nejdiive zabyvali pfezivanim druhu na
lokalni a regionalni skale (LeStina 2012, LeStina ef al. 2012, LeStina et al. in prep.).
V hlubokych udolich Javorniki a moravskych Beskyd, které jsou posledni oblasti jeho
vyskytu v Ceské republice, se nam podaiilo do znaéné miry potvrdit nasi domnénku, Ze,
stejn¢ jako jeho ptibuzny perletovec prostiedni, Argynnis adippe (Denis & Schiffermiiller,
1775), neni vazany na konkrétni lokalitu, napf. zde na konkrétni udoli, ale jedinci se ¢asto
pfesouvaji na del$i vzdalenosti. Analyzovali jsme rozsahly datovy soubor ziskany pomoci
zpétnych odchytt (tzv. metoda Mark, Release, Recapture, MRR) ve dvou velkych
sousednich udolich, pfi kterém napf. zaznamenali mnoho pteletli pfes hieben mezi nimi.
Charakteristiky doletu ve srovnani s literaturou také odpovidaly mobilnim druhtim a odhady
populaéni velikosti byly velké, a i to napovida tomu, Ze z pohledu téchto motyll je jedna
populace prostorove velmi rozlehld a ziejmé jsme ji neobsahli ve svém studijni plose celou.

MRR studii jsem doplnil populacné-genetickym vyzkumem ceskych lokalit.
Vysledky jsou v souladu s daty z MRR, ukazalo se, Ze v ramci moravskych Karpat nelze

v nasich genotypovych datech vylisit prostorovou strukturu, genetickda odlisnost lokalit je

2



minimalni a nezavisi na jejich vzajemné geografické vzdalenosti a Ze rozdily v genetické
diverzité¢ mezi A. niobe a A. adippe nelze pricitat soucasné izolaci lokalit, ale historickym
udélostem (Lestina 2012, Lestina ef al. in prep., dalsi nepublikovand data).

geografického kontextu. Pfedstavuji-li ceské populace jednu spojitou genetickou jednotku, je
nasnad¢ se ptat, patii-li do této jednotky i pfilehlé slovenské populace, potazmo dalsi dale na
jih a vychod. Zaroven vyvstava otazka, jaky je vztah téchto populaci k Cerstvé izolovanym

populacim v zépadni Evropé, kdyz tento druh prakticky zmizel z izemi mezi nimi.

Literdrni prehled problematiky a mozZnych metodickych pristupii

7 vySe zminovanych piekvapivych zjisténi v literatufe jmenujme napt. Grilla et al. (2007),
ktefi se zabyvali introgresi genetické informace jednoho druhu okace r. Maniola do druhého.
Jejich vysledky byly ale postaveny do uplné jiného svétla, kdyz Kreuzinger et al. (2015) oba
zkoumané druhy z prvni studie ptesvédcive spojili do jednoho. Déle napt. Vitaz et al. (1997)
popsali novy druh Polyommatus slovacus na zékladé mnoha odliSnosti jedné populace P.
coridon od vsech okolnich. Novy ,.druh® se ale vibec nelisi geneticky, jak vyslo najevo
pozdé&ji, a tedy druhem neni (Schmitt ez al. 2005b). A najdeme i opac¢né piipady, napt. u
zcela bézného modraska jehlicového (Polyommatus icarus) se pomoci jednoduché genetické
analyzy (doplnéné o morfometirckou), pfislo na to, Ze nekteré jihoevropské populace ve
skute¢nosti nalezi na prvni pohled hodné¢ podobnému, ale pomérné nepiibuznému
severoafrickému druhu P. celina (Dinca et al. 2011). To razem vnasi nové otazky do vsech
studii z danych regionti, ve kterych figurovali motyli oznaceni jako P. icarus.

V literatute patii mezi nejvice studované druhy horsti motyli, predevsim diky
relativné snadné interpretaci vysledkt genetickych studii z pohledu glacialnich cyklti, béhem
kterych se da s vysokou pravdépodobnosti predpokladat, ze vysokohorské druhy v chladnych
obdobich sestupovaly do nizsich poloh a v teplejSich obdobich, napt. dnes, prezivaji v tzv.
sky islands (,,nebeskych ostrovech®), tj. na hfebenech pohoti a vrcholcich osamélych hor.
Tyto posuny jsou samoziejm¢ vyznamné i Vv kontextu pravdépodobnych budoucich
klimatickych zmén.

Jedna se zejm. o okace r. Erebia, napt. E. euryale, ktery pravdépodobné b&hem
glaciala zil oddélen¢ na upati jednotlivych pohoti, ve kterych se dnes vyskytuje, a piestoze
panovalo chladné podnebi, tak se v nizinach pfili§ nerozsitil a populace se nespojily (Schmitt

& Haubrich 2008, Vila et al. 2011), podobné jako u druhti z komplexu E. melampus/sudetica



(Haubrich & Schmitt 2007). Obdobné obecné zavéry vyplynuly i ze studia E. epiphron
(Schmitt et al. 2005a, Schmitt et al. 2006b). Posledni z praci navic doklada zajimavy jev
z Krkonos, kam byl E. epiphron uméle vysazen ve 30. letech 20. stoleti, pficemz nedoslo ke
odhalili Vila et al. (2005, 2006) u E. triaria, kde se n€které populace obyvajici jednotliva
Spanélska pohofi 1ii jen malo, zatimco jiné déli hluboké rozdily, coz autofi interpretovali
jako stopu po divergencich v jednotlivych glacialnich cyklech; populaci v pohoti Xistral
navic oznacili za evoluéné vyznamnou jednotku (ESU).

Podobné¢ DeChaine & Martin (2004, 2005, 2006) usuzuji na vliv jednotlivych
glacialnich cyklt na rozriziovani mitochondridlnich haplotypd severoamerického jasoné
Parnassius smintheus, ptestoze haplotypova sit’ je znaén¢€ odlisna od Erebia triaria ve
Spanélsku. Tyto zavéry jsou v mirném rozporu i s nové&jsi studii o P. smintheus (Todisco et
al. 2012), ktera pouziva jak data svych pfedchidct, tak i mitochondrialni sekvence ze
zbytku celého holoarktického arealu druhového komplexu P. phoebus (kam P. smintheus
nalezi), a to za pouziti modernéjsich statistickych a fylogenetickych metod. Vyplyva z ni, Ze
se komplex nejdiive v ddvné minulosti rozdélil na dvé linie, z nichZ jednu dnes nalezneme
v Eurasii a na Aljasce, a jednu ve zbytku Severni Ameriky. Nasledné¢ na kazdém
z kontinenti dos§lo béhem posledniho glacidlu k promichani populaci a dne$ni ostrivkovité
rozsifeni souvisi aZ s ustupem po konci posledni doby ledové. Samotny zavér starSich studii,
Ze 7jistény pattern zplsobila postupnd kolonizace jednotlivych pohofi, nemusi byt nutné
chybny, ale minimalné v urceni jeji datace se s novou praci rozchazi.

Dal$im horskym systémem, kterému se v literatufe v poslednich deseti letech
vénovala zna¢nd pozornost, jsou horsti zlut'asci r. Colias ze stejnych mist, jako P. smintheus
(DeChaine & Martin 2005, Schoville er al. 2011, Schoville et al. 2012). Ptestoze se jejich
historie jevi jako komplikovangj$i, dochazelo zde ziejmé napt. k mezidruhové hybridizaci a
naslednému bottlenecku zasahujicimu cely jeden druh, autofi se shodnou na tom, Ze
v glacidlu neziistali ani tito motyli ve svych sky islands, ale rozsitili se do SirSiho okoli v
nizsich polohach.

V Evropé tomuto scénafi nejlépe odpovida drobny okaé¢ Coenonympha rhodopensis,
ktery ma dnes velmi disjunktni areél v jihoevropskych pohotich, ale piesto jsou jednotlivé
populace jen malo odlisné od sebe navzajem (Louy ef al. 2013). Tyto poznatky vSak nelze
zobecnit na cely rod Coenonympha. Nizinny a teplomilny druh C. arcania ptezil posledni
glacial ve dvou mediterannich refugiich a poté se plosné Sifil na sever (Besold et al. 2008),

zatimco taxony alpského bezlesi glacial preckaly relativné nedaleko svého soucasného
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vyskytu (Schmitt & Besold 2010). VSe nasvéd¢uje tomu, Ze historie populaci se odviji spise
od historie specifickych habitatti konkrétnich druhd.

Toto tvrzeni se potvrdilo pfi studiu populaci 10 druhi motylt v zapadni Kanadé
(Bromilow & Sperling 2011), kter4 ukazala, Ze historie krajiny mé velky vliv na genetické
vztahy soucasnych populaci jednotlivych druhti motylt. Jeji autofi ale zdiraziuji, Ze tato
implikace je jednosmérna, tedy ze z genetickych dat o jednom druhu nelze spolehlivé
odvodit vyvoj rozsifeni jeho habitatu v krajiné. Bylo to totiz az porovnani 10 druht
s ramcoveé podobnymi néroky a pfitom odliSnymi haplotypovymi sitémi, co jim umoznilo
s jakousi omezenou presnosti odvozovat historii daného biotopu.

Dalsim okruhem biogeografickych témat, kterému byla vénovana velka pozornost, je
stav populaci dnes béznych evropskych motyli béhem pleistocénu. Jednim studovanym
systémem je okad¢ bojinkovy (Melanargia galathea) a ptibuzné jihoevropské druhy M.
lachesis a M. ines, které vykazuji znamky slozitého vyvoje béhem glacialnich cykli s mnoha
mediterannimi refugii a pravdépodobné s nékolika piesuny z Maghrebu do Evropy a zpét
béhem poslednich desitek tisic let (Habel ez al. 2005, Schmitt et al. 2006a, Habel et al. 2008,
Habel ef al. 2011b, Habel et al. 2011¢).

Najdeme i prace vénujici se lokalni prostorové skale; je pozoruhodné, Ze dosavadni
kusa data o populacni struktuie 4. niobe se zna¢né lisi od mnoha ostatnich zkoumanych
ohrozenych druht, napf. od modraska Cernoskvrnného, Phengaris arion (Sielezniew &
Rutkowski 2012, Ugelvig et al. 2012, Andersen et al. 2014), soumra¢nika Zlutoskvrnného,
Thymelicus acteon (Louy et al. 2007, Engler et al. 2014) nebo severoamerického okace
Neonympha mitchellii francisi (Milko et al. 2012).

O néco slozitéjsi je srovnani se studiemi zabyvajicimi se dal§imi dvéma mistné
ohrozenymi druhy, hnédaskem kostkovanym, Melitaea cinxia (napi. Ehrich & Hanski 2004,
Hanski 2011, Duplouy & Hanski 2015) a hnédaskem chrastavcovym (Euphydryas aurinia)
(Joyce & Pullin 2003, Sigaard er al. 2008) Zkoumané lokality jsou ve vSech pfipadech
zasazené¢ do pomérné nehostinného okoli, at’ uz je to motfe nebo intenzivné obd€ldvana
zemédélskd krajina. V piipadé¢ nasi lokalni genetické studie byla ,matrix™, valaSska
venkovska krajina, pro motyly vyrazné pfiznivéjs$i, coZ ma na vysledky zasadni vliv (cf.
napf. Ricketts 2001, Eycott et al. 2012, Habel et al. 2013).

Studie o E. aurinia a P. arion ze severni Evropy ale dobfe ukazuji, jak jsou data o
rozmisténi genetické variability zdsadni pro ochranu danych druhti. Také u
severoamerického perletovce Argynnis (Speyeria) idalia (Williams 2002, Williams et al.

2003, Keyghobadi et al. 2006) bylo odvozeno, kam se maji upinat snahy ochranca ptirody
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pfi managementu populaci. Zajimavé jsou lokalni studie o jasoni Parnassius smintheus,
které dokladaji, jak rychly efekt miize mit zména biotopu na genetiku motyla (Keyghobadi et
al. 1999, Keyghobadi et al. 2005a, Keyghobadi et al. 2005b, Caplins et al. 2014).

VétsSina vySe zminénych praci o populacni genetice motyld pouziva jako markery
genetické variability bud’ sekvence funk¢énich genti, nejcastéji mitochondrialnich, nebo tzv.
allozymy. To jsou enzymy, které maji urcitou variabilitu ve své struktufe, coz lehce méni
jejich  chovani pii pohybu v gelu elektroforézy pod elektrickym napétim.
Z elektroforetickych gelt je posléze mozné odecitat, které mé dany jedinec varianty
vybranych enzymt, tedy jeho genotyp, a to nasledné pouzit jako vstupni data populacné-
genetickych a dalsich analyz (Thorpe & Solé-Cava 1994). Vyhodou této metody je relativné
nizka cena, nevyhodou je potfeba velkého mnozstvi materialu, ktery se navic musi skladovat
hluboce zamrazen, protoZe enzymy snadno degraduji. To velmi ztéZuje moznosti terénniho
odbéru vzorki a prakticky vylucuje vyuziti star§iho materialu, ktery byl napf. sbiran za
jinym ucelem (Freeland ef al. 2011).

Naproti tomu DNA mulZeme ziskat i ze vzorku starych i nékolik set tisic let
(Hagelberg et al. 2015, Hoftreiter et al. 2015). Mitochondridlni DNA (mtDNA) méa navic
vyhodu v tom, Ze se v kazdé bunce vyskytuje v né€kolika kopiich a tak na jeji usp€Snou
sekvenaci ve vysledku postacuje mensi mnozstvi tkané a celkové je prace sni relativné
snazsi, nez s jadernou DNA (Galtier et al. 2009). Jako vyhoda byva oznaCovéana i témef
vyluéné matrilinedrni dédi¢nost mtDNA, kterd vyrazné zjednodusuje interpretaci zjisténych
genealogii. Zjistény fylogeneticky strom je jednoduSe rekonstrukci historie samici linie
matek a dcer. Nevyhodou je, Ze pokud se historie této konkrétni linie z né¢jakého divodu od
ostatnich odliSuje, tak to pomoci mtDNA nemizeme zjistit (Toews & Brelsford 2012).
Extrémnim, ale relativné Castym piipadem jsou introgrese mtDNA jednoho druhu do
populaci druhého druhu, které mohou byt pozistatkem tieba i jediné hybridiza¢ni udalosti.
mtDNA se poté pienasi v nezménéné podob¢ z generace na generaci, na rozdil od situace ve
zbytku genomu, ve kterém se cizi geneticky materidl v prabéhu casu ,,natedi”
rekombina¢nimi procesy. Samostatnou kapitolou u ¢lenovct jsou pak infekce bakteriemi r.
Wolbachia, které mohou vyznamné ovliviiovat vysledky rtznych analyz zalozenych na
mtDNA (Hurst & Jiggins 2005). Piesto je tento marker stale nenahraditelnym zdrojem
informaci, zejména diky moznosti srovnani vysledkt s velkym objemem studii z poslednich
nekolika desetileti (Galtier et al. 2009), je vSak dilezité ho konfrontovat s dalSimi daty.

Vétsiny problémt mtDNA se da vyvarovat pouzitim jaderné DNA. Zde se naopak
musi vyzkumnici pfi interpretaci dat vyrovnat s piipadnymi konfliktnimi signaly
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jednotlivych zkoumanych lokusd, a hlavné sobecné mensi variabilitou, alesponn ve
funkénich genech. Nejpfimé&jsim feSenim by bylo sekvenovat velké mnozstvi lokusi a tim
zachytit vice variability, ale to je technologicky mozné levné zajistit teprve nékolik
poslednich let diky rozvoji sekvenovani nové generace (Next-Generation Sequencing, NGS).

Jednou z moznosti, kterou vyzkumnici diive obchazeli vSechny tyto problémy a
ziskavali geneticka data velmi levné, jsou techniky nezalozené pfimo na sekvencich, ale na
ziskani urcitého genetického profilu jinym zpidsobem, napt. elektroforézou nahodné
amplifikovanych fragmenti DNA (AFLP) nebo fragmentt ziskanych restrikénim $tépenim
DNA (RFLP). Ty se ale potykaji s omezenimi tykajicimi se porovnatelnosti mezi studiemi a
aplikovatelnosti nékterych genetickych piistupt (Behura 2006, Arif & Khan 2009, Freeland
etal 2011).

Dalsi moznosti je genotypovat urcité hypervariabilni tiseky jaderné DNA, které byly
pfedem v genomu identifikovany, at’ uz jde o bodové mutace (SNPs), nebo mikrosatelity
(také nazyvané kratké tandemové repetice, Short Tandem Repeats, STRs, nebo Simple
Sequence Repeats, SSRs). Mikrosatelity jsou useky v genomu utvafené repeticemi o dvou
nebo nékolika bazich, které jako takové maji velkou nachylnost k mutacim v poctu téchto
repetic a jsou tak idedlni pro studium jemnych detaild v rozloZeni genetické diverzity (viz
napt. Arif & Khan 2009, Turlure et al. 2014 ad.). Genotypy jedinct se stanovuji pomoci
PCR sprimery v oblastech sousedicich s vlastnim mikrosatelitem (flanking regions) a
naslednym peclivym elektroforetickym oddélenim PCR produktii podle velikosti. To je dnes
nejcastéji provadéno kapilarové na strojich uréenych k sekvenovani Sangerovou metodou,
ktera také vyzaduje piesnou kapilarovou elektroforézu.

Velkou nevyhodou studia vybranych variabilnich mist je, Ze pro jejich prvotni
identifikaci je tfeba znat velké ¢asti genomu a v nich pozadované useky vyhledat. Pro
nemodelové organismy, pro které piecteny genom neni k dispozici, to zpravidla znamena
osekvenovani velkého mnozstvi genetického materialu de novo, coz ale pti dnesni relativni
dostupnosti NGS piestava byt problémem. Mikrosatelitové markery pouzité v této praci jsme
s kolegy identifikovali jiz diive (Zima et al. 2013) a vyuzili pro studium lokalnich vztaht
populaci 4. niobe v CR (Lestina 2012, Lestina et al. in prep.).

U motyld (Lepidoptera) je identifikace funk¢nich mikrosatelitovych markerd méné
uspésna a proto i méné Castd v literatufe, nez by se dalo ocekévat, pficemz nékteré diivody se
podarilo identifikovat, ale obecné na tuto problematiku neni jednotny pohled (Meglecz et al.
1998, Sarhan 2006, Meglecz ef al. 2007, Van't Hof et al. 2007). I pies tyto problémy se ale

mikrosatelity dodnes ¢asto pouzivaji a prokazuji se jako velmi uzite¢né nastroje pro hledani
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odpovédi na piesné ten typ otazek, jaké si klade tato prace (Stevens ef al. 2010, Habel ef al.

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

Cile prace

1.

Shrnout dostupné informace o rozsiteni A. niobe v Evropé a zhodnotit je z hlediska

kvality dat a z hlediska vlastniho stavu jednotlivych piezivajicich populaci.

Z dostupnych genetickych dat zhodnotit validitu A. niobe jako druhu a vyhodnotit jejich

informativnost z hlediska historie jeho populaci.

Analyzovat pomoci mikrosatelitovych markeri vSechny dostupné soucasné i historické
populace A. niobe a tim:
a) odvodit jejich populaéni strukturu;
b) zjistit vztahy mezi prezivajicimi populacemi, vzdalenymi i blizkymi;
¢) zhodnotit pravdépodobnost moznych biogeografickych scénaiti,, a to jak
s ohledem na vyvoj druhu v geologické historii, tak na soucasnou vlnu

vymirani v zapadni ¢asti jeho arealu.



Metodika

Studovany druh

Perletovec maceskovy (4. niobe) nalezi v ramci babockovitych (Nymphalidae) do tribu
Argynnini. S ostatnimi tzv. velkymi perletovci tvoii velky rod Argynnis Fabricius, 1807, v
rdmci n¢hoz se fadi, spole¢né s nejblizSimi ptibuznymi jako je perletovec prostiedni (4.
adippe), severoafricky druh A. auresiana, korsicko-sardinsky druh A. elisa, vychodoasijsky
A. nerippe nebo himalajsky A. kamala do podrodu Fabriciana Reuss, 1920.

Fylogeneze tribu byla neddvno revidovdna na zdkladé¢ dat znckolika genll a
morfologickych znakd (Simonsen 2006, Simonsen ef al. 2006, Simonsen 2007). Na
geneticka data o tomto druhu se ale v téchto pracich nelze spolehnout, protoze pii jejich
pripravé ziejmeé doslo k zaméné vzorkd, jak jsem zjistil béhem piipravy této prace. Simonsen
et al. (2006) misto 4. niobe z Danska, jak uvadi v praci, pouzili 4. adippe ze Spanélska (viz
téz dale). Fylogenetické prace by ztohoto divodu vyzadovaly drobnou revizi, ale jak
napovidd ma prace a predevsim morfologické analyzy, fylogeneticka pozice 4. niobe ziejmé
zustane zachovana.

A. niobe se vyskytuje od Pyrenejského ostrova po vychodni Asii, ale vychodni
hranice rozsitfeni byla dosud uvadéna rizné (cf. Tuzov 2000, Bene§ & Konvicka 2002,
Fujioka 2002, Tuzov 2003, Tolman 2008, Lang & Wang 2010, Eliasson 2012, Han et al.
2014), ztejm¢ kvili nejasné diaveéryhodnosti taxonomického zafazeni nejvychodnéjsich
populaci a obecné variabilni vnéj$i morfologii velkych perlefoved s mnozstvim barevnych
forem a mistnich ras, zneptehlediujicich situaci. Chybi v severni Africe, v nizindch jizni
Evropy, v severozapadni Francii a na Britskych ostrovech, a recentné se stahuje i ze stfedni a
severni Evropy.

Zivnou rostlinou jsou ruzné violky, napt. Viola odorata, V. canina, V. hirta nebo V.
palustris (Bene§ & Konvicka 2002, Salz & Fartmann 2009, Spitzer et al. 2009b).
Vyznamnym faktorem je pro n¢j ziejme teplota larvalniho mikrohabitatu, housenky se ¢asto
sluni a stabilni populace najdeme pouze v téch oblastech, kde je dostupna vyhiata obnazena
puda, at’ uz z diivodu narusovani domacimi nebo divokymi zvifaty, t€zkou technikou, nebo v
podob¢ navatého pisku. Dospélci jsou jako dlouhovéci motyli znaéné zavisli na zdrojich
nektaru, a proto na mistech vyskytu musi byt k dispozici v podobé kvétnatych lu¢nich
spoleCenstev apod. Za vétru nebo desté se stahuji do vétvi kel a stromi, zpravidla je tedy
najdeme do vzdélenosti n€kolika desitek metrii od nich (Bene§ & Konvicka 2002, Salz &

Fartmann 2009, Spitzer et al. 2009b, Eliasson 2012, Lestina 2012, vlastni pozorovani pfi



sbéru materialu). Kombinace téchto habitatovych narokd zplsobuje, Ze A. niobe je dnes

schopen dokoncit sviij vyvoj pouze na specifickych mistech.

Reserse rozsireni

Vychodiskem byl atlas evropského rozsifeni motyld od Kudrny et al. (2015). Pro zemé, kde
jsem mél pochybnosti o spravnosti nebo aktudlnosti udajt, jsem si bud’ opattil ptislusnou
literaturu, prostudoval narodni nebo regionalni databadzi zdznamt, nebo kontaktoval mistni
odborniky, pokud mozno koordinatory narodnich mapovani motylt a podobnych projekta.
Vse jsem doplnil vlastnimi pozorovanimi pii sbéru materidlu k této praci a informacemi o
lokalizaci zde pouzitych vzorkda.

Celkem se k situaci vdané zemi nebo regionu, popf. k jednotlivym lokalitam
vyjadiilo 19 védca a amatérskych entomologli z 12 zemi (Piiloha 1). V celkem 15 zemich
nebo mensich samospravnich celcich jsem se dostal k aktualni informaci o vSech znamych
zdznamech, at’ uz v podobé¢ komentare narodniho koordinatora takto zaméteného projektu,

exportu z dané narodni databaze, nebo webové aplikace umoziujici data zobrazit.

Analyza existujicich genetickych dat
Ve vefejné piistupnych databazich GenBank (Benson et al. 2012) a BOLD (Ratnasingham &
Hebert 2007) jsem vyhledal veskeré zaznamy o perletovcich podrodu Fabriciana. Vyhledal
jsem veskera druhova jména a jejich synonyma podle Tuzova (2000). V databazi BOLD,
kterd neumoziuje zadavani samotnych druhovych nazvi, jsem u vSech pouzil jak kombinaci
srodovym oznacenim Argynnis, tak Fabriciana (b&€Zné je uzivano oboje). BOLD dale
umoznila vyhledat velké mnozstvi jedinct, které autofi zdznamu z riznych dtvodu neurcili
do druhti, a to pomoci takzvanych BINU (Barcode Index Numbers), automaticky
generovanych clusterti sekvenci. Stahl jsem tedy také vSechny sekvence, které spadaly do
stejnych BINW, jako sekvence vyhledané podle druhovych nazvi (kromé jednoho piipadu
evidentni zamény 4. aglaja za A. adippe u vzorku BOLD:AAB2322; tohoto jedince jsem
z analyz vyloucil a nestahoval jsem sekvence z BINu odpovidajicimu A. aglaja). Nékteré
neurcené jedince jsem ur¢il podle pfilozenych fotografii, ureni jsem konzultoval se
specialisty. VSechny tyto identifikace byly zaslany spravciim databaze.

Analyzu jsem zalozil na useku mitochondridlniho genu pro cytochromoxidazu I
(COI), ktery se vyuziva pro DNA barcoding a tvofi vétSinu databaze BOLD i zna¢nou ¢ast

sekvenci v GenBanku. Dalsi sekvence tohoto genu jsem ziskal od kolegii z Institut de
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Biologia Evolutiva v Barceloné , ktefi mi laskavé poskytli data ze svych praci (Dinca et al.
2015 ad.) jesté pted jejich publikaci ve zminénych databazich. Pro piehled vSech pouzitych
sekvenci viz Piilohu 2.

Nejdiive jsem zdat odstranil vSechny sekvence vyskytujici se v databazich
opakované (vétsina sekvenci byla jednou v BOLD a jednou v GenBanku, nékolik bylo
do GenBanku pravdépodobné nahrano vicekrat). Zbylé sekvence jsem uspoifadal pomoci
MUSCLE (Edgar 2004) se zdkladnim nastavenim tak, jak je implementovan v softwaru
Geneious 7.1.7 (Kearse ef al. 2012), s maximalnim poctem iteraci 8. Pro prvni analyzy jsem
pouzil vSechny sekvence v alignmentu, které jsem ofezal z obou stran tak, abych ziskal co
nejdelsi usek s co nejveétsim poctem variabilnich mist a s co nejmens$im poctem mezer nebo
chybgjicich dat.

Alignment jsem analyzoval jednak parsimonni metodou (Templeton et al. 1992) v
programu TCS 1.21 se standardnim 95 % limitem pro propojeni (Clement et al. 2000,
Clement et al. 2002), jednak pomoci riznych metod implementovanych v programu
PopART 1.7 (Leigh & Bryant 2015), tedy znovu pomoci metody TCS, dale Minimum
Spanning Network (Bandelt ez al. 1999) s Epsilon=0, Median Joining Network (Bandelt et
al. 1999) s Epsilon 0 a 1 a kone¢n¢ Integer Neighbor Joining (dale IntNJ; French ef al. 2014)
s riznym nastavenim tolerance.

Pro doplnéni fylogenetického pohledu jsem k datasetu ptidal outgroup (EULEPOSS5-
14 Argynnis paphia, EULEP177-14 Argynnis pandora, EULEP193-14 Argynnis aglaja,
EZROM779-08 Argynnis laodice, vSe databaze BOLD) a analyzoval likelihoodovou
metodou PhyML (Guindon & Gascuel 2003) tak, jak je pfipravena v platformé phlogeny.fr
(Dereeper et al. 2008). Podporu jednotlivych vétvi jsem spocetl Approximate likelihood-
ratio testem (Anisimova & Gascuel 2006) na téze platformé.

Podle vysledk této analyzy jsem z ptivodniho neofezaného datasetu vybral sekvence
odpovidajici 4. niobe a vytvofil znich novy alignment. Pfed ofezanim jsem nékteré
sekvence z alignmentu vytadil tak, abych k analyze mohl pouzit co nejdelsi usek. Na obou
koncich alignmentu jsem postupoval tak, Ze jsem vzdy zkontroloval, jestli nejkratsi sekvence
obsahuje v celé své délce vibec né&jakou informaci, kterou neobsahuje zadna z dalSich
sekvenci. Pokud ne, a zaroven pokud by tato sekvence zasadné nerozsifila povédomi o
rozsitfeni daného haplotypu, vytadil jsem ji a zkontroloval dal$i nejkratsi sekvenci v potadi.
Tento novy alignment pro A. niobe jsem analyzoval stejn¢ jako ten ptedchozi analyzujici

cely podrod Fabriciana.
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[lustrace pro tuto praci jsem se rozhodl zhotovit podle softwaru TCS 1.21, protoze to
je v literatufe velmi rozsifena metoda a poskytuje tak nejvice moznosti pfimého srovnani
(napt. Hart & Sunday 2007). (ProtoZe ale obrazky exportovatelné z programu PopART jsou
mnohem vhodnéjsi k pouziti v publikaci, pouzil jsem tyto, pouze upravené v grafickém

editoru tak, aby odpovidaly vysledkiim z TCS 1.21).

Ziskani tkanovych vzorkii
Snazil jsem se shromdzdit maximum dostupného genetického materidlu druhu, zejména
dostatecné mnozstvi jedinct z riznych ¢asti Evropy. Kontaktoval jsem zahrani¢éni i ¢eské
kolegy, ktefi mi v n€kolika piipadech vyhovéli a poskytli materidl z vlastnich sbirek, nebo
ho i pro tuto praci pfimo nasbirali. VétSinou ale pomohli poskytnutim informaci nezbytnych
k nalezeni 4. niobe v jejich zemi (lokalita, vhodny cas), podle nichz jsem poté odchytil na
misté dospélé motyly. Material jsem doplnil o tkanové vzorky z muzei: Narodni zeméd¢lské
muzeum Ohrada u Hluboké nad Vltavou, a Naturhistorisk Museum v danském Aarhusu,
Regionalni Muzeum Kolin, Sarisské muzeum Bardejov (Slovensko).

Celkem jsem zpracoval 845 jedinct z piiblizné¢ 60 riznych oblasti ve 27 zemich
Evropy a Asie (pro ptehled viz Obr. 1 a 2), z ¢ehoZ jsem 460 jedincti v 7 riznych zemich

odchytil sam vlastnich terénnich vypravach.

e F Ai i
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Obr. 1: Piehled lokahzace Vsech pouz1tych vzorkl. Mapa nakreslena pom001 aplikace

GPSvisualizer, mapovy podklad © Ptispévatelé OpenStreetMap, licence CC-BY-SA.
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Obr. 2: Lokalizace vzorkil z téch regionil, odkud jsem ziskal alesponi 15 genotypti. Velikost
znacky odpovida mnozstvi vzorkl sebranych na dané konkrétni lokalité, nejmensi N=1,
nejvetsi N=32. V nékterych oblastech bylo 15 a vice genotypd ziskano na jedné lokalité,
vjinych jsem byl nucen seCist pocty zné€kolika sousednich lokalit. Mapa neposkytuje
dostateéné rozlisSeni Ceskych populaci, pro jejich ptehled viz LesStina (2012). Mapa
nakreslena pomoci aplikace GPSvisualizer, mapovy podklad © Ptispévatelé OpenStreetMap,
licence CC-BY-SA.
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Odbér tkani a extrakce DNA

Z zivych exemplaii jsem odebiral vzdy jednu krafivou koncetinu a fixoval ji Cistym
etanolem. Z vysuSenych vzorkl jsem odebiral 3-4 nohy, a pokud to nebylo mozné (napf.
exemplaf nohy jiz postradal), vzorek hrudni svaloviny. Také vSechny vzorky sbirané mymi
spolupracovniky byly bud’ vysusené, nebo fixované absolutnim etanolem. Oba tyto zplisoby
maji pii pokojové teplot¢ po mnoho tydnii uspésnost v uchovani DNA blizici se 100%
(vlastni pokus, data neukdzana). Po pouziti jsem vSechny vzorky, ve kterych zbylo byt
nepatrné mnozstvi tkané, zamrazil v absolutnim etanolu pii -20°C a uskladnil v prostorach
Entomologického ustavu AVCR v Ceskych Bud&jovicich. Po skonéeni viech praci budou
kvalitni vzorky pfemistény do nékteré z genetickych bank.

DNA jsem extrahoval pomoci univerzalnich komeréné dodavanych extrakénich kitt
dle instrukei vyrobcetll (¢ast pomoci DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen Inc., ¢ast pomoci
Geneaid DNA Isolation Kit - Tissue). Findlni eluci jsem provadél 75 pl piislusného
dodaného eluéniho pufru, nasledné jsem na suchou kolonku nanesl dal$ich 75 pl a provedl
eluci znovu pro maximalizaci vytézku a tyto dva extrakty ndsledné oddélené uskladnil v

—20 °C jako pojistku proti mozné degradaci jednoho z eluata.

Pouzité mikrosatelitové markery

Jak jsme popsali diive (Zima et al. 2013), mikrosatelity byly v genomu A. niobe nalezeny
pomoci komeréné zadaného 454 pyrosekvenovani knihovny obohacené o mikrosatelitové
repetitivni sekvence. Obohaceni (enrichment) v tomto pfipadé znamena, Ze do suspenze
kulicek, na kterych probihala emulzni PCR, byly posléze ptimichany DNA sondy, pomoci
kterych byly magneticky vytaZzeny kulicky s pozadovanymi sekvencemi. Dalsi postup (tedy
samotné pyrosekvenovani) byl aplikovan pouze na tyto vybrané kulicky, zbytek byl ze
zkumavky odplaven.

Z bioinformatické analyzy readli 454 sekvenatoru poskytnuté dodavatelskou firmou
bylo ziskano celkem 388 mikrosatelitli, které by se mohly amplifikovat teoreticky
nejkvalitnéjsimi primery. U nich jsme analyzovali dal$i jednoduché biochemické parametry
(mozny vznik sekundarnich struktur na primeru apod.) podle piirucky firmy Premier Biosoft
(2015) a pro 30 nejvhodnéjSich lokusti jsme nechali u firmy Generi Biotech (Hradec
Kralové, CR) zakazkové nasyntetizovat klasické oligonukleotidové primery. S nimi jsme
provedli nékolik PCR pfi riznych reakénich podminkach a kvalitu produkt jsme ovéfovali

horizontalni agar6zovou elektroforézou. Osmnact z nich jsme na zaklad¢ toho vybrali pro
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dalsi testovani a nechali vyrobit piislusné forward primery znacené fluorescenénimi
znatkami umoznujicimi ,,fragmenta¢ni analyzu® (fragment analysis) na kapilarovém
sekvenatoru uzpusobeném pro klasickou Sangerovu metodu sekvenovani DNA. Tyto
primery byly nejdiive otestovany na osmi jedincich a na zakladé ziskanych vysledkii jsme
vybrali deset lokust, které jsme publikovali (Zima et al. 2013). Sest z nich (Piiloha 4) se
stabilné amplifikovalo v multiplex-PCR reakcich (mPCR), a na nich jsem zalozil tuto praci.
Multiplexace, ¢ili provadéni né€kolika PCR zaroven v jedné mikrozkumavce, je nezbytna
zejména z finanéniho pohledu, protoze se timto zplsobem néasobné snizuji néklady na
chemikalie a nasledné analyzy PCR produkta.

Témito dvéma multiplexy jsem amplifikoval DNA vsech 845 vzorki. Pouzival jsem
Qiagen mPCR kit, a to vmnozstvi 5 pl pfipraveného mastermixu, 4 pl vody, 1 pl
ekvimolarné smichanych primerti a 1,2 pl templatové DNA v plivodni koncentraci vzeslé
z izolaniho postupu. Teplotni program jsem nastavil podle ndvodu ke kitu, s nasedaci
teplotou 57 °C. PCR produkty jsem odesilal do firmy Macrogen International (Soul, Jizni
Korea) k fragmentacni analyze. Hrubd data ve formé& *.fsa souborti jsem zpracoval

v programu Geneious 7.1.7 s pluginem pro praci s mikrosatelity.
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Analyza mikrosatelitovych dat

Pro prvotni vizualizace dat a export soubort pro dal§i programy jsem pouzival software
GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse 2006). Pomoci programu SPAGeDi (Hardy & Vekemans
2002) jsem spocital zakladni populacné-genetické charakteristiky, a to jednak souboru vsech
vzorkd, u kterych se mi podafilo genotypovat alespon ¢tyfi markery, jednak pro kazdou
lokalitu, jednak pro rizné sloucené skupiny lokalit podle jejich geografické blizkosti.
Konkrétn¢ uvadim pocet vzorkli na lokalitu, celkové procento chybéjicich dat v kazdém
souboru, primérny pocet alel na lokus (N4), primérny pocet alel na lokus ptfepocteny
rarefrakci na soubor o 30 genovych kopiich (tj. 15 pln€ genotypovanych jedincli;, mozné
vypocitat pouze pro soubory vétsi nez 30 genovych kopii pro kazdy lokus; znaceno Ag), dale
heterozygositu oc¢ekavanou pii Hardy-Weinbergové rovnovaze (neboli genovou diverzitu,
zna¢eno H,; Hardy-Weinbergova rovnovdha déale v textu jako H-W rovnoviaha),
pozorovanou heterozygositu (H,) a kni uddvany koeficient inbreedingu (F;) spole¢né
s vysledkem permuta¢niho testu na jeho odlisnost od 0 (permutace genovych kopii mezi
jedinci, ¢ili test H-W rovnovahy).

Analyzou molekularni variance (AMOVA; Excoffier et al. 1992) v softwaru
Arlequin 3.5.1 (Excoffier & Lischer 2010) jsem rozd¢lil varianci v datech na varianci uvnitf
populaci, mezi populacemi a mezi skupinami populaci (,,between groups™). Vzhledem k
prostorovému rozmisténi ziskanych vzorkli jsem analyzoval dva odlisné¢ upravené datasety.
Do prvniho jsem zatadil vSech 828 vzorki, jako populace jsem definoval jednotlivé lokality
odchytu (lokality jsem slou¢il pouze v ptipadech, kdy od sebe byly vzdaleny méné nez 2 km)
a do skupin lokalit jsem sdruzil bezprostiedné sousedici populace (fadoveé desitky kilometri,
s vyjimkou Ceska, Slovenska a Spanélska, kde jsem ziskal vzorky z rozsahlych tizemi, ale
jen velmi tidce pokrytych). Do druhého datasetu jsem vybral jen populace s vice nez 15
genotypovanymi jedinci. Jedince z nékterych lokalit jsem v tomto pFipadé sloucil do jedné
populace tak, abych zvysil pocet jedincti ve vysledné populaci, ale zaroven aby byly
vzdalenosti uvniti této nové populace mnohem mensi, nez vzdalenosti od ostatnich populaci.
Celkem v datasetu zbylo 607 jedinct v 24 nov¢ definovanych populacich.

Test izolace zpusobené vzdalenosti (Isolation by Distance, IBD) jsem spocetl
v softwaru GenAlEX, a to podle linearizovanych parovych Fy; mezi populacemi (pro vSechny
populace s alespont 15 vzorky) a testoval jsem zavislost na logaritmované geografické
vzdalenosti Mantelovym testem s9999 permutacemi. Protoze vysledky frekvencnich

statistik u némeckych populaci jsou ovlivnéné jejich nizkou genetickou diverzitou, proved]
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jsem Manteltv test s mezipopulacnim Fj, jesté jednou na datasetu, ze kterého jsem némecké
populace vypustil, abych odd¢lil vliv téchto zvlastnich populaci od vlivu zbytku datasetu.
Pro bayesianskou klastrovaci analyzu v programu STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard et
al. 2000) jsem pouzil obdobné dva datasety, jako pro analyzu AMOVA. Prvni (N = 828)
jsem ponechal kompletni, zatimco do druhého (N = 607), jsem vybral jen dobie ovzorkované
populace (vice nez 15 jedincti). Jako priors jsem pouzil pfislusnost jedinct k jednotlivym
populacim. Pro kazdou hodnotu parametru k£ od 1 do 20 (k vyjadiuje pocet klastrli, na ktery
se ma dataset rozdé¢lit) jsem kazdy z datasetli jsem analyzoval desetkrat pii 999999
permutacich. 10 vysledkid pro kazdé kjsem sloucil programem STRUCTURE Harvester
(Earl & vonHoldt 2012) a pro grafickou prezentaci uspotfadal programem CLUMPP 1.1.2
(Jakobsson & Rosenberg 2007). Sloupcové grafy jsem sestrojil pomoci vlastniho R-skriptu
zaloZeného na volné dostupném skriptu (M. G. Johnson, Botanickd zahrada v Chicagu, USA

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

v lednu 2015). VSechny tyto operace byly provedeny na pocitacich sit¢ Narodni Gridové

Iniciativy Metacentrum.
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Vysledky

Soucasné a historické rozsireni druhu

Na Pyrenejském a Apeninském poloostrové je A. niobe vniman mistnimi experty jako
typicky motyl vazany na vysoka pohoifi, se sporadickym vyskytem v jejich okoli.
Nepredpoklada se, ze by se jeho populace vyrazné zmensovaly. V nizinnych oblastech se
nevyskytuje a nejsou zndmy dilkazy o tom, Ze by se tam v historii vyskytoval. Obdobnou
vazbu na vys$$i polohy ukazuji podrobnad data o rozsifeni v Srbsku a do ur¢ité miry je
znatelna i ve Slovinsku. Také velka vétsina jedinct z Recka v moji sbirce vzorkil byla
odchycena nad 1200 m n. m.

Na druhou stranu jiz ze sousedni Makedonie a Bulharska jsem ziskal pocetny
materidl i z lokalit pod 400 m n. m. Na zépadnim Balkéné neni rozsifeni motyli do detailu
znamé, ale zpracoval jsem mj. tfi zpravy o podrobnych faunistickych prizkumech ur¢itych
omezenych tzemi. Ve vSech je 4. niobe uvadén jako druh, ktery byl v dané oblasti znam
v historii, ale béhem soucasnych vyprav se jeho vyskyt nepodafilo potvrdit.

Ve Francii jsou informace také jen kusé. V nejnovejSim atlasu motylt Francie je
pomérné podrobna mapka, kterd naznacuje jeho vyskyt v pohotich na jihu a vychodé zemé,
ale v n€kterych oblastech neni jasné, nakolik jsou tyto informace aktualni a pfedevsim kde se
druh vyskytoval v minulosti. Podle vyjadieni né€kolika mistnich znalci motyli z riznych
oblasti i podle dat T. Lafranchise, autora atlasu, se ve velké €asti z naCrtnutého rozsiteni
vyskytuje jen ve velmi nizkych hustotach, jak jsem naznacil ve své mapce. Zajimava je
zminka o vyvoji v oblasti Poitou-Charentes (JZ Francie), kterou pied svou smrti nadiktoval
Robert Levesque Nielu Wildingovi vramci piipravy regionalniho atlasu rozsifeni
zaloZzeného na Levesqueove sbirce. 4. niobe zde byl vzacny pted rokem 1950, poté byl asi
40 let hojny, aby opét pred n€kolika lety uplné vymizel.

V rumunskych, slovenskych, polskych a ¢eskych Karpatech jde o Siroce rozsiteny a
pocetny druh, stejné jako ve vétsiné Alp.

V Panonské nizin¢ je situace nejasnd. V roce 2014 byla v nizko polozené lokalité
Mad’arsku objevena jedna populace, ale krom toho udaje chybéji. Na Slovensku je spise
vazan hory a pahorkatiny, ale existuji i populace v pis€itych nizinach v povodi Moravy
(nebo do nedavna existovaly, nepodafilo se mi je na misté nalézt).

Podél vychodniho pobiezi Severniho moie a okolo Baltu je povazovéan za ohrozeny
druh, ale lokaln¢ pocetné populace se zde nachdzi na samotném pobiezi (nejcastéji do

né¢kolika set metrtit od mofe na pise¢nych dunach). Zajimavosti jsou zminky o dalkovych
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preletech Baltského mofe na ostrov Gotland a dokonce na severné¢ polozeny ostriivek
Fjaderdagg, oboji zfejmé z Finska (Eliasson 2012).

Naproti tomu na velké vétsing Ceska, Némecka, Belgie, Nizozemi, Danska, Norska a
Svédska se prokazatelné diive 4. niobe vyskytoval, ale v riiznych obdobich 20. a 21. stoleti
vymizel. Stejné tak i na Svycarské plosing (nizinna &ast Svycarska) existuji historické
zaznamy, ale nyni se vyskytuje pouze v okolnich pohotich (Alpy, Jura).

Vyjimecnd je piezivajici populace v okoli Cach na belgicko-némeckém pomezi,
s nejveétsi lokalitou u meésta Stolberg. A. niobe zde obsazuje predevsim byvalé dilni vysypky
s vysokou koncentraci t€zkych kovi.

Ziskané udaje jsou nacrtnuty v Obr. 3 a veskeré zdroje informaci shrnuji v Piiloze 1.
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Obr. 3: Nacrt aktualnich znalosti o stavu rozsiteni 4. niobe v Evrop€. Tmavé zelena
— pocetné populace; svétle zelena — soucasné zaznamy tidké a/nebo nepotvrzené; Cervend —
prokazatelny historicky vyskyt, v sou€asnosti vyhynuly; oranZovéa — pravdépodobné

vyhynuly, ale historické a/nebo soucasné informace nejisté.
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Analyza existujicich genetickych dat

Celkem se mi podafilo stahnout sekvence COI z 147 unikatnich jedinct podrodu Fabriciana
z mnoha oblasti jejich vyskytu, viz Tab. I. VSechny byly k dispozici v BOLD a 85 z nich i

v GenBanku. Z nich bylo 39 oznacenych jako A. adippe, 3 jako A. kamala, 3 jako
A. nerippe (syn. A. coreana), 36 jako A. niobe a 65 bylo ureno pouze do tadu jako
Lepidoptera. Podle ptilozenych fotografii se ndm podaftilo pfesné identifikovat 56 z nich.

Pfi analyze vSech stazenych sekvenci jsem ziskal alignment o 147 sekvencich dlouhy
523 bazi, ktery neobsahoval Zadné mezery ani chybéjici data. TCS s 95 % limitem propojeni
sekvence rozdelil do ti siti (Obr. 4). Jedna mala sit’ o tfech haplotypech odpovida A. kamala,
druhd stejné velkd A. nerippe. Zbylé sekvence, odpovidajici 4. adippe, A. auresiana, A. elisa
a A. niobe byly shrnuty do jedné sité.

Vysledky jednotlivych metod se v detailech lisily, a to i vysledky programu TCS
1.21 a metody TCS implementované v programu PopART. Tyto odli$nosti ale nikdy
nemély vliv na interpretaci vysledk.

Sekvence A. adippe a vétSiny morfologicky neurcenych jedincii tvoii v ramei velké
sit¢ jednu jasn¢ definovanou skupinu haplotypti. V ramci ni je jen slaba geograficka
struktura, pouze nékteré haplotypy maji omezeny vyskyt a i jedinci z velmi vzdalenych mist
Casto maji stejné haplotypy; vyjimkou jsou jen jedinci z vétSiny Pyrenejského ostrova (jizné
od samotnych Pyreneji), kteti se odliSuji osmi bodovymi mutacemi (geograficky pivod
vzorktl zde graficky neznazornén).

Sekvence s genbankovym c¢islem DQ922851, ktera je v puvodni publikaci (Simonsen
et al. 2006) popsana jako A. miobe pochazejici z Danska, nalezi jednomu z b&éZnych
haplotypt 4. adippe. Jedna se zfejmé o zaménu vzorkl ze strany autorti, protoZe na

strankach jejich vyzkumné skupiny (http://www.nymphalidae.net/story.php?

code=TS-13&search=57442) je motyl popsan jako A. adippe ze Spanélskych

Pyreneji, ¢emuz odpovida i ptiloZena fotografie.

A. auresiana, A. elisa a A. niobe tvoti druhou skupinu. A. auresiana sdili nékteré
mutace i s A. adippe, proto se v siti zobrazuje mezi 4. adippe a A. niobe. A. elisa zapada
piimo mezi sekvence 4. niobe, ale je od nich oddélena sedmi mutacemi. VSech 69 sekvenci

z A. niobe kromé vyse popsané¢ho DQ922851 tvoii jednu kompaktni podskupinu.
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. O Argynnis adippe
O A.auresiana
O O A.elisa
O A.kamala
O A.nerippe
O A.niobe
1ek (O bez druhového urcent

Obr. 4: TCS sit’ 148 sekvenci podr. Fabriciana.
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Do nového alignmentu bylo vybrano 65 z nich, coZ mi umoznilo dosahnout délky
612 bazi a tim lepSiho rozlisSeni pfi konstrukei haplotypové sité. Vysledné grafy se opét lisily
v detailech, pro ilustraci uvadim dvojici nejrozdilngjsich, tj. graf podle metody TCS 1.21
(Obr. 4) a podle IntNJ (Pfiloha 5). Obé TCS analyzy daly vtomto ptipadé identicky
vysledek.

Geograficka struktura neni v téchto sitich pfili§ vyraznd, ale mizeme pozorovat, ze
nékteré haplotypy se vyskytuji jen v omezeném uzemi, napt. italsky, finsky nebo alpsky.
Nejvyraznéjsi rozdil od zbytku sekvenci maji sekvence z Arménie a z Izraele, které se 1isi
Sesti mutacemi od finského haplotypu (Obr. 5), a sedmi mutacemi od italského haplotypu,
jednoho ze Spanélskych haplotyptli a jednoho velmi rozsiteného haplotypu (Ptiloha 5). Dva
arménské a jeden izraelsky haplotyp se naopak znac¢né lisi od jediné sekvence z Gruzie v této
analyze. Druhé nejvyraznéjs$i oddéleni je rozdil ¢tyf mutaci mezi italskym haplotypem a
nekolika dal$imi. Italsky haplotyp, spolecné sjednou sekvenci z Ruska, je neblize

k sekvencim A. elisa v Obr. 4.

O Arménie
O Finsko

O Francie
O Gruzie

QO Italie

O Izrael

@ Kazachstan
O Korea

O Némecko
O Rakousko

. Rumunsko
O O Rusko
R @ Spanéisko

Obr. 5: TCS sit’ 65 sekvenci 4. niobe.
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Analyza mikrosatelitil

7 845 vzorkl se mi u 828 podafilo urcit genotyp na alespon 4 z 6 lokust, u 703 vzorkd jsem
uréil genotyp na vSech 6 lokusech. Zakladni charakteristiky pro jednotlivé populace jsem
shrnul do Tab. 1. Z dobie zastoupenych populaci maji nejmensi genetickou diverzitu (4z a
H,) populace z Némecka, pficemz ta zrezervace Schlangenberg u Stolbergu v Severnim
Poryni-Vestfalsku méla v obou ptipadech nizsi hodnoty (4z = 2,82 a H, = 0,33). Ostatni
populace dosdhly znaén¢ vysSich hodnot, vzajemné relativné podobnych (4 mezi 4,65 a
6,88; H, mezi 0,46 a 0,57). Vétsina populaci nebyla v H-W rovnovéze.

AMOVA v obou ptipadech ukézala na siln¢ prikazné, ale relativné malé rozdily
mezi populacemi uvniti skupin (4,54 % variability; Fi. = 0,05; p < 0,001 v prvnim datasetu a
1,48 % variability; Fy. = 0,02; p < 0,001 v druhém datasetu), a na vétsi rozdily mezi
jednotlivymi skupinami lokalit (5,49 % variability; Fi, = 0,10; p < 0,001 v prvnim datasetu a
5,09 % variability; Fy, = 0,06; p <0,001 v druhém datasetu).

Mantelav test ukazal na silné prikaznou IBD (p < 0,0001), a to v obou piipadech
(péarové F, mezi populacemi na datasetu véetné némeckych vzorki i bez nich), viz Obr. 6.

Vysledné uspotfddani klastrii odhadnutych programem STRUCTURE
naznacovalo hierarchické usporadani populaci. Jako prvni odd¢lila analyza vzorky z Balkanu
a Asie, nasledn& dvé némecké populace, poté vzorky z Ceska a Slovenska; p¥i vyssich k byly
rozpoznatelné jako oddélené jednotky napt. arménskd, afganskd, estonskd, rumunskéd nebo
stolberska populace (Obr. 7 a Piiloha 7).

Metoda ur¢eni nejvhodnéj§iho kdle Evanna et al. (2012) v obou piipadech
ukazala na k = 2, tedy rozde€leni vzorkd na severni a jizni skupinu (Ptiloha 6). Druhé nejvyssi
skore bylo pro k£ = 4 u datasetu s velkymi populacemi a pro k£ = 5 u datasetu se vSemi vzorky.
Hodnoty neupraveného likelihoodu byly podobné u n€kolika po sobé jdoucich ka mély
velké smérodatné odchylky, takze nebylo mozné spolehlivé urcit, kde se nachazi jejich peak
(ptivodni metoda uréeni nejvhodnéjsiho k&, (Pritchard ef al. 2000)). Nejvyssi byly v rozpéti 4
az 8 a4 az 10 (Priloha 6).
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Tab. I: Zakladni genetické charakteristiky populaci vypoctené v programu SPAGeDI. N, pocet vzorki
zahrnutych do analyzy; chyb¢jici data vyjadiena v procentu chybéjicich genovych kopii (napf. plné
genotypovany jedinec ma pro 6 lokust celkem 12 genovych kopii); N4, primérny pocet alel na jeden
lokus; Az mezilokusovy primér rarefrektovanych pocti alel pro 30 genovych kopii (tzn. predpokladany
pocet alel, pokud by bylo analyzovano 15 pln¢ genotypovanych jedincti; mira alelické diverzity); H.,
ocekavana heterozygosita pii H-W rovnovaze, ¢ili genova diverzita; H,, pozorovana heteroygosita; Fj,
koeficient inbreedingu; P, signifikance permuta¢niho testu H-W rovnovahy. Sedé jsou zvyraznény hlavni

skupiny lokalit, jejich souc¢asti jsou na bilém pozadi.

Chybéjici
Analyzovany soubor N Na Ar H. H, F; P
data
VsSechny vzorky 828 2,9% 22,83 6,82 0,55 0,38 0,30 <0,001
Afghanistan 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
Svycarsko 6 2,8% 3,67
Itélie (Lombardie) 1 0,0% 1,50
Italie (Trentino) 1 0,0% 1,17
Bosna a Hercegovina 1 0,0% 1,83
Bulharska Dobrudza 1 0,0% 1,33
Bulharsko (jih zemé) 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, Karadzali 7 0,0% 3,83
Hvoyna 1 0,0% 1,83
Trigrad 1 16,7%
Bulharsko (Zemen) 1 0,0% 1,50
Cesko (Valassko) 211 2,1% 13,50 6,35 0,52 0,38 0,27 <0,001
Brezita 9 0,0% 3,67
Bzové 32 2,1% 6,50 5,53 0,55 0,45 0,19 <0,001
Cerné 9 1,9% 4,33
Dinotice 22 1,5% 6,83 6,03 0,51 0,35 0,33 <0,001
Kobylska 22 4,5% 6,83 6,31 0,52 0,42 0,21 <0,001
Losovy 30 1,1% 7,00 5,88 0,52 0,34 0,36 <0,001
Lu$ova 27 0,0% 7,50 5,94 0,48 0,43 0,11 <0,05
Podtaté 17 2,9% 6,17
Vranca 25 4,0% 6,33 561 0,51 0,35 0,32 <0,001
Severni Valassko 14 1,2% 4,83
Sidonie 4 4,2% 3,50
Cesko (historické vz,) 34 9,8% 6,67 5,80 0,50 0,36 0,30 <0,001
Jihocesky kr, 13 14,1% 4,17
Jihomoravsky kr, 4 12,5% 2,00
Kralovehradecky kr, 5 10,0% 2,83
Moravskoslezsky kr, 3 0,0% 2,67
Olomoucky kr, 1 0,0% 1,50
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Chybsjici

Analyzovany soubor N data Na Ar He H, F; P
Stredocesky kr, 6 8,3% 3,17
Ustecky kr, 1 0,0% 1,33
Vysocina 1 0,0% 1,33

Isere 1 0,0% 1,17
Jjihovychod 19 0,9% 6,50 5,83 0,55 0,35 0,36 <0,001

Lakonie 2 0,0% 2,17

Chelmos 4 0,0% 2,50

Recko (Epirus) 0,0%
Recko (Zapadni Makedonie) 26 0,0% 7,33 579 0,50 0,41 0,18 <0,001
Makedonie 15 0,0% 533 533 0,49 0,32 0,35 <0,001

Kluz 2 0,0% 2,33

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

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

Rumunsko (Mehedinti) 8 2,1% 3,83
Srbsko (Hora Stol) 31 1,1% 7,50 5,84 0,49 0,41 0,16 <0,01
Srbsko (Zagubica) 31 1,6% 7,83 597 0,52 0,39 0,24 <0,001

Madarsko (Teresztenye) 0,0% 1,50
Slovensko (Banskobystricky kr,) 36 0,0% 9,67 6,70 0,57 0,44 0,23 <0,001
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Chybgjici

Analyzovany soubor data A Ar H. H, Fi P
Slovensko (KoSicky kr,) 6 27,8%
Slovensko (PreSovsky kr,) 13 23,1% 4,50
Slovensko (Trenciansky kr,) 5 6,7% 3,67
Slovensko (Zilinsky kr,) 20 3,3% 5,50 5,34 0,48 0,32 0,34 <0,001
Slovensko (Vihorlat) 1 16,7%
Slovensko (zapad) 18 4,6% 5,17 5,08 0,55 0,35 0,38 <0,001
Slovensko (Bratislavsky kr,) 13 3,8% 4,33
Slovensko (Tranvsky kr,) 5 6,7% 3,00
Jugoslavie 1 33,3%
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Obr. 6: Zavislost genetické vzdalenosti vyjadiené jako linearizované Fy; na geografické
vzdalenosti, logaritmicky transformované. m vzdalenosti mezi populaci u Stolbergu a
Friskymi ostrovy; o vzdélenosti mezi Stolbergem a ostatnimi populacemi; X vzdalenosti
mezi Friskymi ostrovy a ostatnimi; © vzajemné vzdalenosti ostatnich populaci. PIna ¢ara —
ilustra¢ni piimka linearni regrese pro cely dataset; pierusovana ¢ara — ilustraéni piimka
linearni regrese pro dataset bez obou némeckych populaci (priseciky s osou y nastaven na
0).
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Obr. 7 Vysledky analyzy Structure pro velké populace. a — Alpy, b — Arménie, ¢ —
Bulharsko, d — Bzové, e — Dinotice, f — Kobylskd, g — Losovy, h - LuSova , i — Podtaté, j —
Vranca, k — Frisko, 1 — Stolberg, m — Bornholm, n — Aarhus, o — Estonsko, p — Francie, q —
Recko, r — Makedonie, s — Rumunsko, t — Povlen, u — Stol, v — Zagubica, w - Stf. Slovensko,
x - Zép. Slovensko
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Diskuse
Syntéza udaju o rozsireni

Druh je rozsifen od Pyrenejského poloostrova az po Koreu a Japonsko. Zatimco
autorim z vychodni Asie je tento druh dobfe zndmy (Fujioka 2002, Tuzov 2003, Lang &
Wang 2010, Han et al. 2014), evropsti autoii kladou Casto vychodni hranici rozsiteni do
oblasti Altaje (cf. Tuzov 2000, Benes & Konvicka 2002, Tuzov 2003, Tolman 2008,
Eliasson 2012). Mozna se jedna ze strany evropskych védcti o konzervativni odhad,
nezahrnujici vychodné&jsi populace vzhledem k pfedpokladané slozité taxonomické situaci a
zéroven dosavadni absenci genetickych dat. Moje analyza korejskych sekvenci ale ukazuje,
7e A. niobe tvoii kompaktni genetickou jednotku v celém Palearktu a dava asijskym autorim
za pravdu.

V Evropé motyl pravdépodobné vyhynul ve velké vétsin€ vnitrozemskych nizinnych
oblasti na sever a zdpad od Alp a na jih od pobtezi Severniho a Baltského mote. Tento
alarmujici stav nebyl dosud v literatufe shrnut, pfestoze mistnim entomologim je situace
v mnoha regionech znama. Casova osa tohoto vymirani je v riiznych oblastech rizna a
zpravidla jen obtizné z dat odvoditelnd. Napt. zatimco v severskych zemich se uz od pocatku
20. stol. d& zliteratury usuzovat na jeho ubytek (Eliasson 2012), v hlavnich oblastech
vyskytu v Cechach byl pravideln& nalézan jesté na prelomu 20. a 21. stol. (Entomologicky
tistav BC AV CR 2015).

Vymizeni z vnitrozemskych nizin by mohlo naznacovat, Ze druh napf. vlivem
globalniho oteplovani ustupuje do vyssich nadmotskych vysek. Tomu ale odporuje nékolik
faktt. Pfedné, i v teplé jihovychodni Evropé se da nalézt na relativné nizko polozenych
lokalitach (Makedonie, severni Recko, Bulharsko). Dale mj. ve Skandinavii ustupuje od
severu k jihu, pozorujeme tedy celkovou kontrakci aredlu, nikoli jeho posun. Také na
regionalni $kale je vidét, Ze Gistup nesouvisi piimo s primérnou teplotou, napi. v Cechach
mezi tradi¢ni mista vyskytu patfila Sumava a okoli, kde uZ vyhynul, zatimco v podhorskych
xerotermnich lokalitach na JV Moravé se vyskytuje dodnes. Stejné tak v Némecku vyhynul
v hercynskych pohotich, ale ptezil v okoli Cach a na nékolika dal$ich nizko poloZenych
mistech. Ani mikro- a mesohabitatové naroky druhu tomu neodpovidaji — v krajing
vyhledava vzdy ta nejteplejsi mista.

Ze soucasného pohledu méa druh v Evropé dvé zdanliva ,.ekologicka optima‘“.
Ptimotské, kde se vyskytuje predevSim v pisecnych oblastech (viz napf. nizozemsky

druhovy nédzev Duinparelmoervlinder, odkazujici na jeho zivot na pise¢nych dunich) a
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horské ve vysokych pohofich. Zajimava jsou mista ve vnitrozemi, kde dodnes ptezil i pod
400 m n. m.: mimo Balkansky poloostrov se jedna bez vyjimky o mista silné pfipominajici
pobiezni duny (dilni krajina v Némecku a vaté pisky v Némecku a na Slovensku).

To by se dalo vysvétlit tim, Ze by dosud byla piehlizena diferenciace na niZinnou a
horskou genetickou linii, pfi¢emz nizinna by byla silné pfizpisobena Zivotu na pohyblivém
pisku nebo podobnych substratech. Vymizeni tohoto biotopu z moderni krajiny, které je
dobie zdokumentované (napf. Tropek & Rehounek 2012), by zpiisobilo omezeni jejiho
vyskytu. Horska linie by tim zistala nedotcena. Vysledky genetickych analyz (Obr. 8.
Pfiloha 4) tomu ovSem neodpovidaji. Nizinné populace v Dansku, v Estonsku a na
Slovensku netvoti oddélenou skupinu od stfedoevropskych pohofi.

V jihovychodni Evropé se v nizinach vyskytuje i v zemedélské krajiné, ale na vSech
potvrzenych lokalitach i v jejich Sirokém okoli je velky podil obnaZzené pidy mimo pole
(pesiny, snosy kameni, vypasena mista) v porovnani se souc¢asnou situaci v Némecku nebo
Cesku. Historické letecké snimky lokalit, kde byly odchyceni motyli ziskani z ¢eskych
muzei (dostupné na kontaminace.cenia.cz), stejn¢ jako dalsi historické fotografie a malby,
ukazuji, Ze jeSté pied nckolika desetiletimi byla ceskd krajina v tomto aspektu totozna
Evropé.

A. niobe byl sice ziejmé jiz od vymizeni pfirozenych Ciniteld blokujicich nebo
dynamicky obnovujicich sukcesi (velci byloZravei, rozsahlé pozary, klimatické extrémy
zabranujici ristu stromi v glacialech) do zna¢né miry zavisly na ¢innosti ¢lovéka, zejména
na pastevectvi. Je ale zajimavé, Ze v dnesni stfedni, zapadni a severni Evropé prezil ¢asto na
lokalitach, které jsou clovékem ovlivnéna velmi intenzivné, zejména ve vojenskych
vycvikovych prostorech (napt. zdpadni Slovensko, vychodni Némecko, nékolik v Déansku,
Svédsku, Nizozemsku; také posledni populace v jiznich Cechach a na stfedni Moravé, které

ale jiz ob¢ zanikly), a v dilni krajiné (okoli Stolbergu a Boxbergu, Némecko).

Analyza sekvenci — mezidruhovda tiroven
Haplotypova sit’ (Obr. 4) ukazuje, Ze sekvence jednotlivych druhi tvoii kompaktni genetické
jednotky, ale soucasn¢ odhaluje n€kolik nesouladil s tradi¢ni taxonomii a morfologickymi
daty.

Himalajsky A. kamala a vychodoasijsky A. nerippe jsou relativné vzdaleni ostatnim

druhim v analyze. Zda se to logické z hlediska biogeografie, naznatovalo by to ptvod
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podrodu ve stfedni nebo vychodni Asii, kde je také nejvétsi druhova diverzita, a nasledné
roz§ifeni do Evropy a severni Afriky.

Tomu by odpovidal ,,polyfyleticky* plivod severoafrického 4. auresiana, naznaeny
suritou podporou ve fylogenetickém stromé (Pfiloha 8) a kruhovym uspofadanim
v haplotypové siti (Obr. 4), ktery by se dal vysvétlit zachovanim uréitého ancestralniho
polymorfismu, ktery by byl pii tomto scénafi pravdépodobny. Mnohem spi$ je ale tento jev
zpusoben nedostate¢nou délku tuseku pouzitého v analyze, kvili které i jedna bodova
mutace, kterd se nahodou vyskytla nezdvisle u A. auresiana a A. adippe, méla vliv na
vysledky. Neni mozné odvodit vic, nez Ze A. auresiana je geneticky velmi blizky 4. adippe,
A. niobe a A. elisa.

Druhym nesouladem s tradi¢ni taxonomii je, Ze sekvence korsicko-sardinského
A. elisa (tvorici jeden haplotyp) ve vSech analyzach zapadaji mezi sekvence A. niobe. Zde se
nabizi srovnani s novou studii komplexu sttedomoiskych okacu r. Maniola (Kreuzinger et
al. 2015), u kterych vyslo najevo, ze mnoho ostrovnich druhti ve skute¢nosti spada do
variability bézného M. jurtina a jejich druhovy status tim byl zpochybnén.

Na takto konkrétni zadvéry neobsahuji databaze dostatek dat, navic mitochondridlni
DNA mize mit zna¢né¢ odlisné chovani od zbytku genomu (napt. Kodandaramaiah et al.
2013), ale z moji analyzy jasné¢ vyplyva, Ze tato skupina druhli vyzaduje taxonomicko-
fylogenetickou revizi. Simonsenova (2006) morfometrickd analyza se navic s mymi
genetickymi daty navic neshoduje v téméf zaddném z popsanych detailii. Podle jeho dat tvoii
zde zastoupené druhy hiebenovy strom, ve kterém se nejdiive odvétvuje A. kamala,
nasledovany postupné A. auresiana, A. niobe, A. elisa a A. adippe, ktery by mél byt
a priori nijak vyloucena.

Shrnuti sekvenci ¢tyf druht do jedné TCS sité neni neobvyklé, protoze se jedna o
znaén¢ konzervativni metodu detekce diferenciace, ktera piiblizné v poloviné ptipadi
nedokéze blizce ptibuzné druhy oddélit (Hart & Sunday 2007), coz ptesn¢ odpovidd mym

vysledkim.

Analyza sekvenci — vnitrodruhova vroven
(pomineme-li jeho mozny parafyleticky status vzhledem k 4. elisa), na rozdil od az 28%
ostatnich tradi¢né¢ uznavanych evropskych druhi motyli, u kterych COI naznacuje

vnitrodruhové rozstépeni na dvé nebo vice linii (Dinca et al. 2015). Je dokonce
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homogenngjsi, nez velkd vétSina motyld. Podobné haplotypové sité pies cely kontinent
najdeme jen u taznych, ekologicky nespecializovanych motyli, jako jsou babocky Aglais
urticae (Vandewoestijne et al. 2004), Polygonia c-album (Kodandaramaiah et al. 2011) a
Polygonia faunus (Kodandaramaiah et al. 2012b), modrasek Lampides boeticus (Lohman et
al. 2008), nebo u nékterych americkych motyld z ruderalnich stanovist (Runquist et al.
2012). Z habitatovych specialistli jsou znamy podobné vysledky — haplotypy COI promisené
v rdmci celé Eurasie — u vysokohorského jasoné Parnassius phoebus (Todisco ef al. 2012).
OhroZeny okac¢ svétlych lesti Lopinga achine ma sice v Eurasii také jen nékolik malo blizce
ptibuznych haplotypti, jejich geograficka struktura je ale vyraznéjsi, nez u A. niobe
(Kodandaramaiah et al. 2012a).

Naopak ostatni habitatovi specialisté vétSinou tvofi mnohem strukturovanéjsi
genetické sit€. Dobrymi piiklady jsou okd¢ Erebia medusa (Hammouti et al. 2010),
ohnivaéek Lycaena dispar (Lai & Pullin 2004) a hnédasek Melitea cinxia (Wahlberg &
Saccheri 2007), ktery se casto s A. niobe vyskytuje na stejnych lokalitaich a jehoz
mitochodnrialni haplotypy jsou i v ramci Evropy extrémné diferencované.

V geologicky nedavné minulosti tedy musel 4. niobe mit spojitou populaci ptes cely
Palearkt, nebo se do celé oblasti rychle rozsifit, a to pravdépodobné z Evropy smérem na
vychod (vSechny asijské sekvence se lisi maximalné jednou mutaci od nejéastéjsiho
haplotypu, rozsifeného od Spanélska po Koreu). Stranou tohoto scénéfe stoji Apeninsky
poloostrov a Blizky vychod, kde podle by mozna mohly byt unikétni linie; pro podpoteni
této hypotézy by ale bylo potfeba vice genetickych dat z téchto oblasti.

U jasoné Paranssius apollo, ktery je také specialistou na ranné sukcesni biotopy,
spekuluji Todisco ef al. (2010), Ze se §ifil na vétsi tzemi v glacidlech, kdy by pro néj mohlo
prostiedi byt paradoxné ptiznivéjsi. Poslednimu galcialu pfisuzuji vznik ptiblizné podobné
variability, jakou vidime u 4. niobe (s tim rozdilem, Ze neni rozlozena do celého arealu, ale
vznikd v n€kolika regionech nezavisle). Vzhledem k tomu, Ze tzv. mamuti stepi by mohly
narokiim A. niobe také odpovidat, je tedy mozné uvazovat o Siteni na vychod spole¢né se
stepnimi biotopy pravé v poslednim glacidlu, nebo pfti jeho néstupu.

Bylo by vhodné do palety znalosti doplnit sekvence dalSich gent, fylogenetické
inference zaloZené na jednom kratkém useku, navic s popsanymi specifickymi problémy
s interpretaci, nemohou byt 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 analyza ale mtze poslouzit jako vice nez dostate¢ny zaklad k informovanému
naplanovani rozsahlejsi fylogeografické studie.
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Analyza mikrosatelitii

Geneticka diverzita byla az na vyjimky relativné velka ve vSech populacich. Populace na
hranici souvislého rozsifeni (Cesko, zapadni Slovensko) maji podobné ukazatele diverzity
jako populace dale na jihovychod, nezdé se tedy, ze by problémy, kterym druh v posledni
dobg &eli, byly zpisobeny obecnym nedostatkem genetické variability. Ceské a slovenské
populace také nijak nevybocuji hodnotami genetické diferenciace, nejsou dlouhodobé
izolovany od ostatnich.

Vyjimkami jsou obé zkoumané populace ze zdpadniho Némecka, které jsou znacné
geneticky ochuzené (Tab. I) a (patné diky tomu) vykazovaly nejvétsi hodnoty diferenciace
od ostatnich z celého datasetu (Ptiloha 3). Dosavadni pfezivani i v izolaci na obou mistech
ziejm¢ umoznuje mimoiadné piizniva kombinace vlastnosti mistnich habitata.

Rezervace Schlangenberg u Stolbergu, kde je diverzita vibec nejmensi, je
pozistatkem po starych dolech na zinek a méd’, kvili kterym je ptda natolik nasycena
tézkymi kovy, ze zde vétSina béznych rostlin nemuize rast. Disledkem jsou Castd mista bez
vegetacniho pokryvu, idedlni pro vyvoj housenek A. niobe. Ta jsou navic obklopena jeho
mistni zZivnou rostlinou, t€Zké kovy tolerujici, mistn¢ endemickou Viola calaminaria. Salz &
Fartmann (2012) uvadi pokryvnost violek na mistech vyhledavanych A. niobe na pramérné
10 %, coz zhruba odpovida mému pozorovani na misté. Na zadné z ostatnich lokalit, které
jsem navstivil, nebyly violky na prvni pohled ve vegetaci viibec patrné, a blizSim prizkumu
provedeném na nékolika lokalitdich nikdy zdaleka nedosahovaly 1 % pokryvnosti (data
neukazana).

Druhou ztéchto populaci jsou Vychodofriské ostrovy. Moje vzorky pochazi
z n€kolika riznych ostrovii, coZ pro populacné geneticky vyzkum neni idealni, protoze hrozi,
ze bych vnitropopulacni diverzitu nadhodnotil zahrnutim vice oddélenych populaci.
Populace se ale naopak ukazuje jako druha geneticky nejchudsi. Také se zd4, Ze motska
hladina neni pro A. niobe nepiekonatelna bariéra, viz hodnoty diferenciace Bornholmu od
ostatnich lokalit (Ptiloha 3) a zminky o dalkovych vysadcich na dal§i ostrovy v Baltu
(Eliasson 2012). I na Vychodofriskych ostrovech je velké mnozstvi odhalené¢ho substratu
(pisku) a vysoka pokryvnost violek, primérné¢ 5 % na mistech vyskytu A. niobe (Salz &
Fartmann 2009; pozn.: tuto oblast jsem nenavstivil, vzorky v analyzach pochazi od C.
Heineckeho z dolnosaské pobocky NABU).

Interpretace odchylek od H-W rovnovadhy je obtizna, protoze se v markerech
vyskytuji nulové alely (podrobnosti viz Zima et al. 2013). Stejné¢ tak ukazatele genetické

diverzity mohou byt nulovymi alelami ovlivnény, ale je-li jejich frekvence v populacich
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podobna, nebude zkresleno porovnani mezi nimi, ale pouze na mezidruhové Grovni. Ostani
zaveéry by nulovymi alelami nemély byt piili§ ovlivnény (Pritchard et al. 2000, Chapuis &
Estoup 2007, CHAPUIS et al. 2008, cf. Chapuis et al. 2009, Excoffier & Lischer 2010).

Prestoze AMOVA odhalila vysoce priikaznou populaéni strukturu v celoevropském
pohledu, drtiva vétSina variability v datasetu se nachazi uvnité populaci. Mezipopula¢ni
rozdily jsou mens$i, neZ napf. u modraska P. arion na urovni pouze Polska nebo Italie
(Rutkowski et al. 2009, Sielezniew & Rutkowski 2012, Sielezniew et al 2015) a
mnohonasobné mensi, nezZ u modraska Phengaris rebeli v Polsku (Rutkowski et al. 2009),
dale nez u okace Erebia medusa ve studiich pokryvajicich rtzné ¢asti  stiedni Evropy
(Schmitt & Seitz 2001, Schmitt & Muller 2007, Schmitt e al. 2007, Besold & Schmitt
2015), ¢i u okaca Erebia euryale v Alpach (Schmitt & Haubrich 2008), Erebia ottomana a
E. cassoides na Balkané (Louy et al. 2014), u perletovce Boloria aquilonaris v Ardenach
(Turlure et al. 2014) a mnohem mens$i nez u ohnivacka Lycaena helle na evropské Skale
(Habel ef al. 2010, Habel et al. 20114d).

Tento vysledek souhlasi se sice slabou, ale silné prikaznou IBD (geneticka
diferenciace mezi dvojici lokalit tedy zavisi na jejich geografické vzdéalenosti). AMOVA i
IBD podporuji tezi o slabém, ale existujicim genovém toku mezi jednotlivymi oblastmi
v Evropé. Popiipadé jedna-li se o pocinajici diferenciaci nékterych znich, musi byt jen
nedavného data.

I na zakladé¢ vysledkti programu STRUCTURE lze dojit k podobnym zavértim.
Lokality nachazejici se blizko od sebe STRUCTURE neodd¢€luje ani pii vysokych k (viz
balkansky nebo c¢esko-slovensky klastr) a ukazuje tak na jejich Uplnou genetickou
homogenitu. Vzdalenéjsi lokality (Némecko, Rumunsko, Dansko, Estonsko) se oddéluji
postupné, coz miize znamenat bud’ omezeny genovy tok mezi nimi, nebo relativné nedavnou
izolaci.

Zatimco metoda Evanno ef al. (2005) ukazuje, ze nejvhodné&jsi je pouziti £ = 2, ¢ili
nejniz§i mozné, hierarchickd struktura klastri a geograficky omezeny vyskyt vétSiny z nich
ukazuji na konzistentni signal v datech i pro vyssi k. Navic pii zméné parametrii vypoctu,
napf. jiném sdruzeni jedincti do populaci, vypnuti lokalit jako priors apod., se hierarchie

klastri nezmeénila, ale vypocetné odvozena hodnota nejvhodné&jsiho & ano (data neukazana).
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Zavery, souvislosti a mozné praktické diisledky

A. niobe se béhem posledniho stoleti v Evropé proménil z plo$né rozsiteného motyla bézné
venkovské krajiny na zdanlivé striktniho specialistu na dva druhy biotopu. Pravdépodobné
se ale v takto kratké dobé nezménil motyl, ale samotnd evropska krajina (cf. Wells et al.
2015). Je to tedy svého druhu ,,uprchlicky druh®, refugee species (Kerley ef al. 2012).

Kwvili konfliktu narokti na larvalni mikrohabitat a zaroven na zasobu nektaru pro
dospélce prakticky nemiize dokoncit sviij vyvoj na jednolité ploSe jednoho biotopu, coz
vyluCuje dlouhodobé pieziti v moderni intenzivné zemédélsky nebo lesnicky obdélavané
krajin€. Lokality, kde pfeziva, jsou vzdy zna¢n¢ heterogenni a na $kale metrti, max. desitek
metrd, se nachdzi jak zivna rostlina v teplém mikrohabitatu (zpravidla na obnazené pude),
tak 1 velké mnozstvi zdrojii nektaru, a také kefe, stromy nebo jiné moznosti tkrytu pred
nepiiznivymi povétrnostnimi podminkami (Salz & Fartmann 2009, Spitzer ef al. 2009b, Salz
& Fartmann 2012, Lestina ef al. in prep., vlastni pozorovani pfi sbéru materialu). To ho
predurcuje k obyvani pouze téch biologicky nejhodnotnéjsich mist v dnesni Evropé.

Pokud bychom proto uvazovali nad jeho pouzitim jakoZto deStnikového druhu,
nabizelo by se srovnani s druhem, ktery je takto jiz vyuzivan, modraskem Cernoskvrnnym,
Phengaris arion (Spitzer et al. 2009a, Casacci et al. 2011). Vyzkum v Ceské republice
ukazal, ze na lokalitach, kde se P. arion vyskytuje, se naléza biologicky hodnotné&jsi
spoleCenstvo motylad i rostlin (Spitzer et al. 2009a); v rdmci této studie se ale také na témer
vSech lokalitach, kde byl nalezen P. arion, vyskytoval i A. niobe a naopak. Doporuceni
P. arion jako destnikového druhu lze tedy pfimo vztahnout i na A. niobe. Tyto druhy se lisi
pfedev§im svymi disperznimi schopnostmi a od nich odvozenymi makrohabitatovymi
naroky; zatimco P. arion je schopen piezivat v izolovanych populacich po dlouhou dobu,
A. niobe obyva Sirsi krajinu jako celek. Ve své roli v ochran¢ biotopt by se tak mohli dobie
doplrniovat.

Prestoze byl odborniky povazovan za motyla spise sedentarniho, vytvarejictho mistni
kolonie (Bink 1992, Eliasson 2012), tvoii A. niobe jednu kompaktni genetickou jednotku
napti¢ celou Eurasii, a vzdjemna diferenciace populaci v Evropé odpovida tomu, co u jinych
dosud zkoumanych ohrozenych motyli nalézame na mnohem mensi, zpravidla regionalni
Skale. V ramci napf. jednotlivych pohofi je pak populaéni struktura prakticky nepfitomna a
zpravidla nalézame tzv. oteviené populace, které si zachovavaji velmi daleko dosahujici
genetické spojeni s ostatnimi, a tim zfejme i stabilni genetickou diverzitu. (snad s vyjimkou
okace skalniho, se kterym sdili fadu dal$ich znakti; Johannesen et al. 1997, Kadlec et al.

2010).
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Pro jeho pieziti ma jen maly vyznam zfizovani izolovanych maloploSnych
chranénych uzemi. MoZnou vyjimku lze uznat u stanovist’ s extrémné vhodnou kombinaci
ekologickych a environmentalnich faktorG (napi. lokalita u Stolbergu, kterd se ale také
ukdzala jako nedostatecné velkd). Na druhou stranu, zachovani jednotlivych regionalnich
metapopulaci, napf. na urovni jednotlivych statii nebo pohoii, je velmi zadouci. Mélo by byt
mozné v nich druh udrzovat dlouhodobé a je pravdépodobné, Ze by se tim ochranil urcity

unikatni geneticky material.
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P¥ilohy
Priloha 1 — Zdroje informaci o rozsireni
Razeno dle zemi od zapadu, dale dle typu a dileZitosti zdroji.

Pers. comm. uvadim i v pfipadech, kdy se expert nevyjadfoval piimo k situaci v celém statu,

ale vzdy, kdyz mi né&jaka informace od n¢j napomohla k vytvoreni nacrtu rozsiteni.

Portugalsko
Maravalhas (2003)

Garcia-Barros ef al. (2013)

v

Spanélsko

E. Garcia-Barros, pers. comm.
Stefanescu (2015) http://www.catalanbms.org/
Garcia-Barros ef al. (2013)

Vlastni sbirka vzorku

Francie

T. Lafranchis, pers. comm. a nepublikovana data

R. Levesque, pers. comm. (Poitou-Charentes, skrze pers. comm. s N. Wildingem)

N. Wilding, pers. comm. (ptedev§im Poitou-Charentes a Correze)

D. Cheesman, pers. comm. (Lot)

D. Simpson, pers. comm. (Dordogne)

I'Atlas des Libellules et des Papillons de jour du Languedoc-Roussillon (2015)
http://atlas.libellules-et-papillons-Ir.org/ (Languedoc-Roussillon a okoli)

Levesque (1984) (Poitou-Charentes)
Essayan & Jugan (2007) (Bourgogne a Franche-Comt¢)

Vlastni sbirka vzorku

Belgie
Maes & Van Dyck (1999)

Bos et al. (2006)

Nizozemi
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Vlinderfaunistiek (2015) http://www.vlindernet.nl/
Bos et al. (2006)
Wallis de Vries (2009)

W
4

Svycarsko
CSCF (2015) http://www.cscf.ch/

Némecko

A. Salz, pers. comm. (Severni Poryni-Westfalsko)

G. Kuna, pers. comm. (Durynsko)

Bamann (2015) http://bemann.alfahosting.org/Argynnisniobe.htm (Badensko-Wiirtenbersko)
Pollrich (2015) www.tagfalter-sachsen.de (Sasko)

Salz & Fartmann (2009)

Salz & Fartmann (2012)

Reinhardt ez al. (2007) (Sasko)

Tagfalter-Monitoring Deutschland (2015) http://vmapp.scienced4you.org/platform/tmd/tmd-

top/home/index.do

Wagner (2003) (Badensko-Wiirtenbersko)

Vlastni sbirka vzorkt

Itilie

E. Balletto, pers. comm. a nepublikovana data ze sitového mapovani

Norsko
Artsdatabanken (2015) http://artskart.artsdatabanken.no/
Eliasson (2012) http://www.artfakta.se/Artfaktablad/Argynnis_Niobe 100977.pdf

Dansko
A. Eskildsen, pers. comm.
T. T. Hoye, A. Eskildsen ef al.,, [eds.]: Databaze zaznamt o vyskytu motyld v Dansku, NHM

Aarhus. Nepublikovana data (¢astecné dostupna z www.fugleognatur.dk)

Vlastni sbirka vzorkt

Rakousko
56



Kudrna et al. (2015)

Vlastni pozorovani a sbirka vzorka

Svédsko

Eliasson (2012) http://www.artfakta.se/Artfaktablad/Argynnis_Niobe 100977.pdf

Artdatabanken (2015) www.artportalen.se

Ceska republika

J. Benes, pers. comm.

M. Konvic¢ka, pers. comm.

D. Breiter, pers. comm. (Podorlicko)
Entomologicky tistav BC AV CR (2015)

Vlastni pozorovani a sbirka vzorka

Slovinsko

Verovnik et al. (2012)

Polsko

M. Sielezniew, pers. comm. na zaklad¢ nepublikované databaze vSech dostupnych zdznami

Sielezniew & Dziekanska (2010)

Chorvatsko

Koren & Leti¢ (2014)
Mihoci et al. (2007)
Tvrtkovic et al. (2012)
Sasic & Mihoci (2011)
Kudrna ef al. (2015)

Bosna a Hercegovina, Cerna hora, Litva, LotySsko

Kudrna et al. (2015)

Slovensko
H. Kalivoda, pers. comm. a nepublikované udaje

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

Estonsko, f{ecko, Bulharsko
Kudrna ef al. (2015)

Vlastni sbirka vzorku

Mad’arsko
S. Safian, pers. comm.

Kudrna ef al. (2015)

Finsko
Eliasson (2012)

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

Srbsko, Kosovo

M. Djuric, pers. comm.

Miljevi¢ & Popovié (2015) http://www.habiprot.org.rs/Alciphron

Vlastni pozorovani a sbirka vzorku

Albanie
Sasi¢ et al. (2015)
Kudrna ef al. (2015)

Makedonie
N. Micevski, pers. comm.
Kudrna ef al. (2015)

Vlastni sbirka vzorkt

Rumunsko
L. Rakosy, pers. comm
Kudrna ef al. (2015)

Vlastni pozorovani a sbirka vzorkt
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Priloha 2 — Sekvence COI

Tab. II: Seznam vs$ech pouzitych sekvenci COI stazenych z BOLD a GenBanku. * -
sekvence z jiného vzorku, nez je v databazich uvedeno. Je uvadéna jako 4. niobe z Dénska,
se skute¢nosti se jednd o 4. adippe ze Spanélska. ** - pravdépodobné $patna identifikace
puvodnich autort, sekvence COI i fotografie jedince odpovida A. aglaja. Tento vzorek byl

vylou¢en ze vSech analyz.
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Pouzito

Nase - - < v Pouzito
GenBank . . . Uréeni « Nizsi c. .
BOLD Process . Puavodni uréeni < Datum Zemé . Zem. Zem. analyze v
ID BOLD BIN Accensswn uréeni podle pgglle Shératel odchytu odchytu s:;':: : Lokalita Sirka délka h;pl:— podr. analyze
: fotografie P Fabricia A. niobe
na

02. 08.
2009

Karelia lagodensis,

LEFIJ538-10 BOLD:AAB2344 JF853655 A. adippe - A. adippe T. Mutanen Rautjaervi

Finsko 61,293 29,052 n36 ano ne

24.07.
2008

479,37

GBLAD463-14 BOLD:AAB2344 A. adippe - A. adippe P. Stamer Némecko Bavaria  Oberbayern, Diessen 110,874 n36 ano ne

H

WMB4321-14  BOLD:AAB2344 Lepidoptera - A. adippe L. Dapporto Italie 44,101 10,242 n38 ano ne

06. 09.
1999

399,91

GWORZ026-10 BOLD:AAB2344 HM913940  Lepidoptera - A. adippe A. Hausmann Italie Basilicata 157,931 n31 ano ne

H

LEATGO61-14 BOLD:AAB2344 Lepidoptera - A. adippe A. Otter 1 fégg' Rakousko Tirol 47,261 10,366 n32 ano ne

10. 07.

EZHBA095-07 BOLD:AAB2344 Lepidoptera - A. adippe Y. Chevnin 2003

Rusko Irkutsk 51,7 103,7 n36 ano ne

M. Mutanen, N. 05. 07
LEFIG384-10 BOLD:AAB2344 HM876061 A. adippe A. adippe A. adippe Mutanen & A. 2609' Finsko Regio Aboensis, Vihti 60,284 24,252 n36 ano ne
Mutanen

10. 07. Kazachsta East Zyryanovsk distr.,

LOWA713-06 BOLD:AAB2344 FJ663288 A. adippe A. adippe A. adippe V. Lukhtanov 1984 n Kazakhstan Borodino

49,483 84,1 n5 ano ne

22.07.

GBLAD449-14  BOLD:AAB2344 A adippe A adippe  A. adippe P. Stamer o8 Nemecko  Bavaria  Oberbayem, Diessen *'3°7 110874  n3s ano ne



Pouzito

GenBank NaSe Uréeni Nizsi ¢ v Pouzito
BOLD Process . Puavodni uréeni " Datum Zemé . Zem. Zem. ' analyze v
ID BOLDBIN Accenssmn uréeni podle pgglle Sbératel odchytu odchytu s::?:; ) Lokalita Sirka délka htapI:- podr. analyze
: fotografie yp Fabricia A. niobe
na
. . ) ) 01. 07. « ) Oberbayern, 480,85
FBLMU446-09 BOLD:AAB2344 GU707091 A. adippe A. adippe A. adippe W. Schacht 2009 Némecko Bavaria Martinsberg b. Inning 2 111,697 n35 ano ne
26. 07 Oberbayern, 482 57
GWORO720-09 BOLD:AAB2344 JF415669 A. adippe A. adippe A. adippe A. Hausmann 2(.)06. Némecko Bavaria Oberschleissheim, 2’ 11,545 n34 ano ne
MW 20
. . . . 16. 07. M . Oberpfalz, Laaber, 490,76
FBLMU403-09 BOLD:AAB2344 GU707127 A. adippe A. adippe A. adippe A. H. Segerer 2009 Némecko Bavaria Endorfmuehle 9 11,865 n36 ano ne
26. 07 Parumel Tras-os-Montes,
EZSPN582-09 BOLD:ACE8778 GU676561 A. adippe A. adippe A. adippe Maravalhas 2(.)08. og Ponte Pedrinha, 41,682 -7,71 n30 ano ne
Beca, Boticas
LEATC622-13 BOLD:AAB2344 KM573714 A. adippe A. adippe A. adippe U. Hiermann 2210103 Rakousko Vorarlberg Silbertal, Mittleres 47,06 10,02 n32 ano ne
EZROM026-08 BOLD:AAB2344  HQO004013  A.adippe A adippe  A. adippe V. Dinca 2506 pumunsko  Buzau e, BRI e o i n35 ano ne
’ ’ ' ’ ’ 2006 Istrita, Breaza ’ ’
. . . . V. Dinca & R. 06. 06. Caras- Banat, Baile
EZROMO027-08 BOLD:AAB2344 HQO004014 A. adippe A. adippe A. adippe Vila 2007 Rumunsko Severin  Herculane (Pecinisca) 44,867 22,4 n35 ano ne
EZROM776-08 BOLD:AAB2344  HQ004011 A adippe A adippe A adippe V' D'{‘/‘;Z Al ogdg;s. Rumunsko s?:vr:ﬁn Banat, Teregova 45175 22,301 n35 ano ne
29. 06 Cluj-Napoca, dealul
EZROMO025-08 BOLD:AAB2344 HQO004012 A. adippe A. adippe A. adippe V. Dinca 2(.106. Rumunsko Cluj Feleacului, 46,717 23,633 n35 ano ne
Gheorgheni forest
EULEP133-14 BOLD:AAB2344  KP871142  A.adippe  A.adippe  A. adippe R. Voda % Rumunsko  Harghita  |'OnSYYanR FiPea- 457 9541 n35 ano ne
EZROM608-08 BOLD:AAB2344  HQO04009  A.adippe A adippe A adippe V' Di{‘/‘i’lz &R. 02168;3' Rumunsko  Maramures Maramé’;f;ic“e"e 47,321 23,747 n35 ano ne
. . . . 07. 08. Moldavia, Sunatori,
EZROM572-08 BOLD:AAB2344 HQO004010 A. adippe A. adippe A. adippe C. Corduneanu 2007 Rumunsko Suceava velm Callul 47,383 25,483 n37 ano ne
. . . . . 17. 07. & Y . Granada, Sierra de la
EZSPC927-10 BOLD:ACE8778 HM901764 A. adippe A. adippe A. adippe M.L. Munguira 2009 Spanélsko Andalusia Sagra 37,961 -2,558 n30 ano ne
EZSPC1378-10 BOLD:ACES778  HM901512  A.adippe A adippe  A. adippe V. Dinca nggg " &panélsko  Aragon Te“‘e\'/' afl :";HIL“W Bl 40248  -1,582 n30 ano ne
EZSPN1110-11 BOLD:ACE8778 JN272504 A. adippe A. adippe A. adippe V. Dinca 221010(? Spanélsko Aragon Teruel, El Valecillo 40,247 -1,582 n28 ano ne
EZSPM133-09 BOLD:ACES778  GU675705  A.adippe A adippe A adippe  E. Garcia-Barros 022(')(())88. Spanélsko  Asturias  vale (\{_ﬂ'rf,‘;z“rea)' 43,005  -5858 n30 ano ne
. ) . . 23. 08. & « Castilla y
EZSPN621-09 BOLD:ACE8778 GU676527 A. adippe A. adippe A. adippe F. Gonzalez 2008 Spanélsko Leon Leon, Compludo 42,475 -6,462 n27 ano ne
5 ) . . J. Hernandez- 03. 08. & e Castilla-La  Cuenca, Huelamo,
EZSPN468-09 BOLD:ACE8778 GU676874 A. adippe A. adippe A. adippe Roldan 2008 Spanélsko Mancha Rio Jucar 40,316 -1,805 n30 ano ne
. . . . . 24.07. & « Castilla-La  Cuenca, Mogorrita,
EZSPN1060-11 BOLD:ACE8778 JN272496 A. adippe A. adippe A. adippe E. Garcia-Barros 2008 Spanélsko Mancha Tragacete 40,344 -1,768 n30 ano ne




Pouzito

Nase - - < v Pouzito
GenBank . . . Uréeni « Nizsi c. .
BOLD Process . Puavodni uréeni < Datum Zemé . Zem. Zem. analyze v
ID BOLD BIN Accensswn uréeni podle pgglle Shératel odchytu odchytu s:;':: : Lokalita Sirka délka h;pl:— podr. analyze
: fotografie P Fabricia A. niobe
na

19. 07.
2010

Lleida, Boixols, Alt

EZSPN1099-11 BOLD:AAB2344  JN272499  A.adippe  A.adippe  A. adippe R. Vila Urgel

Spanélsko  Catalonia 42,182 1,187 n31 ano ne

; Tarragona, Coll de la
Spanélsko Catalonia Creu, Ports de 40,741 0,196 n30 ano ne
Tortosa

31.07.

EZSPN1108-11 BOLD:ACE8778 JN272503 A. adippe A. adippe A. adippe R. Vila 2010

EZSPC268-09 BOLDACES778  KP870872  A.adippe A adippe  A. adippe R. Vila 027683' Spanélsko  Catalonia 42324 234 n30 ano ne

S. Montagud, A.
EZSPN1047-11 BOLD:ACE8778 JN272495 A. adippe A. adippe A. adippe erez-Onteniente &
J. Herrero-Borgonon

27.07.
2008

Comunidad  Castellon, Font del

Spanéisko Valenciana Regatxal, Vilafranca

40,425 -0,325 n30 ano ne

V. Dinca & R.
Voda

WMB3972-14  BOLD:AAB2344 Lepidoptera  A. adippe A. adippe Francie 43,635 6,556 n38 ano ne

. Provence-
WMB1597-13  BOLD:AAB2344 Lepidoptera  A.adippe A adippe DS &R o> Francie  Alpes-Cote 44201 7,074 n38 ano ne
d'Azur

02. 08.
2011

Rhone-

WMB1835-13  BOLD:AAB2344 Lepidoptera A. adippe A. adippe R. Vila Alpes

Francie 44,559 5,36 n32 ano ne

30. 07.

WMB2062-13 BOLD:AAB2344 Lepidoptera A. adippe A. adippe L. Dapporto 2012

Italie Basilicata 39,93 16,17 n31 ano ne

02. 08.

WMB2082-13 BOLD:AAB2344 Lepidoptera A. adippe A. adippe L. Dapporto 2012

Italie Sicily 37,97 14,77 n33 ano ne



Pouzito

Nase - - < v Pouzito
GenBank . . . Uréeni « Nizsi c. .
BOLD Process . Puavodni uréeni < Datum Zemé . Zem. Zem. analyze v
ID BOLD BIN Accensswn uréeni podle pgglle Shératel odchytu odchytu s:;':: : Lokalita Sirka délka h;pl:— podr. analyze
: fotografie P Fabricia A. niobe
na
WMB2103-13  BOLD:AAB2344 Lepidoptera  A. adippe  A. adippe L. Dapporto 00 Italie Sicily 37,84 14,06 n33 ano ne

19. 06.

EZROM357-08 BOLD:AAB2344 KP870958 Lepidoptera A. adippe A. adippe S. Viader 2007

Spanélsko Catalonia 41,737 2,328 n31 ano ne

10. 07. Kazachsta East Zyryanovsk distr.,

. . . .
LOWA714-06 BOLD:AAB2322 FJ663287 A. adippe A. aglaja A. aglaja V. Lukhtanov 1984 n Kazakhstan Borodino

49,483 84,1 n1 ne ne

A. A. M. Khaldi & Kh. 11.07.

WMB3786-14 BOLD:ABY9182 Lepidoptera auresiana auresiana Rebbas 2012

AlzZirsko Bouira 36,483 4,251 n25 ano ne

] . Meknes-
. . A. A. R. Vila, V. Dinca 02. 07.
4 WMB695-12 BOLD:ABY9182 Lepidoptera auresiana auresiana &R, Voda 2011 Maroko 'I'Raefgil)?]t 33,542 -5,115 n23 ano ne

WMB233-11  BOLD:ABY9182 Lepidoptera A. elisa A elisa L. Dapporto 122(',8; '

(A. niobe) Italie Sardinia 40,06 9,28 n10 ano ne

17.07.
2011

A. elisa

(A. niobe) X. Merit

WMB1897-13  BOLD:ABY9182 Lepidoptera A. elisa Italie Sardinia 40,079 9,355 n10 ano ne

GBLN0825-06 BOLD:AAJ8357 DQ922853 A. kamala - A. kamala Indie n3 ano ne

10. 07.
2012

Azad

Pakistan Kashmir

MABUT279-12 BOLD:AAJ8357 KC158319 A. kamala - A. kamala Q. Abbas Kel 34,82 74,35 n4 ano ne

01.10.

GBLN4506-14 BOLD:ACD2166 KF723549 A. nerippe - A. nerippe 2010

Korea Gg,Paju n7 ano ne




Pouzito

Nase - - < v Pouzito
GenBank . . . Uréeni « Nizsi c. .
BOLD Process . Puavodni uréeni < Datum Zemé . Zem. Zem. analyze v
ID BOLD BIN Accensswn uréeni podle pgglle Shératel odchytu odchytu s:;':: : Lokalita Sirka délka h;pl:— podr. analyze
: fotografie P Fabricia A. niobe
na

GBMIN18203-13 BOLD:ACD2166 JX445988 A. nerippe - A. nerippe Korea n9 ano ne

31.07.

1959 Korea n13 ano ano

GBMIN18185-13 BOLD:ABY9182 JX445971 A. niobe - A. niobe

31.07.

1959 Korea n13 ano ano

GBMIN18211-13 BOLD:ABY9182 JX445972 A. niobe - A. niobe

21.07.

LEFIJ540-10 BOLD:ABY9182 JF853657 A. niobe A. niobe A. niobe T. Mutanen 2001

Finsko Nylandia, Hanko 59,814 23,078 n21 ano ano

M. Mutanen, N. 18.07
LEFIJ280-10 BOLD:ABY9182 JF853517 A. niobe A. niobe A. niobe Mutanen & A. 2610' Finsko Nylandia, Tammisaari 59,904 23,729 n21 ano ano
Mutanen

19. 07. Kazachsta Ust-Kamenogorsk

LOWA212-06 BOLD:ABY9182 FJ663292 A. niobe A. niobe A. niobe V. Lukhtanov 1998 n region

49,117 86,033 n13 ano ano

22.07.
2008

479,37

GBLAD464-14 BOLD:ABY9182 A. niobe A. niobe A. niobe P. Stamer Némecko Bavaria Oberbayern, Diessen 110,874 n20 ano ano

8

PHLAH743-12 BOLD:ABY9182  KM572347  A. niobe A nicbe A niobe P. Huemer 27.06. Rakousko  Vorarlberg B'”djzfé‘é:mg'

2012 47,203 9,747 n18 ano ano

Transylvania, Dealul
EZRMN337-08 BOLD:ABY9182 HQO004026 A. niobe A. niobe A. niobe M. Goia Rumunsko Cluj Sf. Pavel (Cluj- 46,767 23,5 n19 ano ano

20. 06.

2008 Napoca



Pouzito

Nase R o . v Pouzito
GenBank 5 . o Urceni . Nizsi [ .
BOLD Process . Puavodni uréeni < Datum Zemé . Zem. Zem. analyze v
ID BOLD BIN Accensswn uréeni podle pgglle Shératel odchytu odchytu s:;':'f : Lokalita Sirka délka h;pl:— podr. analyze
: fotografie P Fabricia A. niobe
na
EULEP139-14 BOLD:ABY9182  KP870945  A.niobe  A.niobe  A.niobe  G.Ardeleanu 2 e Rumunsko Maramures  Maramures, Tibles 47,5 24,27 n19 ano ano

Dobrogea, 8 Km S of
Rumunsko Tulcea Babadag (Babadag 44,816 28,689 n20 ano ano
forest

V. Dinca & R. 05. 06.

EZROM783-08 BOLD:ABY9182 HQ004030 A. niobe A. niobe A. niobe Vila 2008

30. 06 Dobrogea, Babadag
EZROM782-08 BOLD:ABY9182 HQO004029 A. niobe A. niobe A. niobe V. Dinca 2(.)08. Rumunsko Tulcea forest (10 Km S of 44,816 28,689 n20 ano ano
Babadag)

S. Montagud , J.
EZSPN730-09 BOLD:ABY9182 GU676417 A. niobe A. niobe A.niobe A. Garcia-Alama &
J. Garcia

18. 07.
2008

Granada, Laguna

Spanélsko Andalusia Seca, Hueneja

37,097 -2,97 n13 ano ano

16. 07.
2009

Granada, San Juan

EZSPC1201-10 BOLD:ABY9182 HM901401 A. niobe A. niobe A. niobe M.L. Munguira (Sierra Nevada)

Spanélsko Andalusia 37,094 -3,115 n13 ano ano

12. 06.
2007

Castillay Leon, Vega de

EZSPN528-09 BOLD:ABY9182 GU676930 A. niobe A. niobe A. niobe J. Gonzalez Leon Gordon

Spanélsko 42917 -5,634 n13 ano ano

EZSPC264-09 BOLD:ABY9182  KP870428  A.niobe A nicbe A niobe R. \éii'rf‘cg‘v' 021683' Spanélsko  Catalonia 42776 0,832 né ano ano

EZSPC247-09 BOLD:ABY9182  KP870263  A. niobe A nicbe A niobe R. Vila ogégg. Spanélsko  Catalonia 42354 1,951 né ano ano

10. 07.
2008

Comunidad Puerto de la

EZSPN904-09 BOLD:ABY9182 GU676251 A. niobe A. niobe A. niobe M.L. Munguira de Madrid  Morcuera, Rascafria

Spanélsko 40,876 -3,843 n13 ano ano

LOWAB001-07 BOLD:ABY9182 Lepidoptera A. niobe A. niobe A. Sourakov Arménie 40,083 44,917 n11 ano ano




Pouzito

Nase - - < v Pouzito
GenBank . . . Uréeni « Nizsi c. .
BOLD Process . Puavodni uréeni < Datum Zemé . Zem. Zem. analyze v
ID BOLD BIN Accensswn uréeni podle pgglle Shératel odchytu odchytu s:;':: : Lokalita Sirka délka h;pl:— podr. analyze
: fotografie P Fabricia A. niobe
na

LOWAB053-07 BOLD:ABY9182 Lepidoptera A. niobe A. niobe A. Sourakov Arménie 40,083 44 917 n11 ano ano

13. 08.

WMB3676-14  BOLD:ABY9182 Lepidoptera A. niobe A. niobe R. Vila 2011

Francie 45,637 6,048 n19 ano ano

V. Dinca & R.

WMB3951-14  BOLD:ABY9182 Lepidoptera A. niobe A. niobe Voda

Francie 43,323 5,703 né ano ano

24.07.

EZROM358-08 BOLD:ABY9182 KP870789 Lepidoptera A. niobe A. niobe S. Viader 2007

Francie 42,417 2,017 né ano ano

11.08 Provence-
WMB3513-14  BOLD:ABY9182 Lepidoptera A. niobe A. niobe R. Vila 261 O. Francie Alpes-Cote 44,292 6,594 n17 ano ano
d'Azur

V. Dinca & R 09. 08 Provence-
WMB1617-13  BOLD:ABY9182 Lepidoptera A. niobe A. niobe ’ ' Nao Francie Alpes-Cote 44,198 7,152 n19 ano ano
Voda 2012 dAzur

424,90

GWOTI211-12 BOLD:ABY9182 Lepidoptera A. niobe A. niobe M. Franzen Gruzie 457,142 n15 ano ano

H

29.07.

WMB2022-13 BOLD:ABY9182 Lepidoptera A. niobe A. niobe L. Dapporto 2012

Italie Abruzzi 42 434 13,55 n12 ano ano

02. 07.

WMB2259-13 BOLD:ABY9182 Lepidoptera A. niobe A. niobe L. Dapporto 2009

Italie Calabria 38,388 16,207 n12 ano ano



Pouzito

Nase - - < v Pouzito
GenBank . . . Uréeni « Nizsi c. .
BOLD Process . Puavodni uréeni < Datum Zemé . Zem. Zem. analyze v
ID BOLD BIN Accensswn uréeni podle pgglle Shératel odchytu odchytu s:;':: : Lokalita Sirka délka h;pl:— podr. analyze
: fotografie P Fabricia A. niobe
na
WMB844-13  BOLD:ABY9182 Lepidoptera  A.niobe  A. niobe R. Vila 1097 Italie Calabria 39,903 16,14 n12 ano ano

V.A.Lukhtanov & 22.06. 333,12

BPAL2233-13 BOLD:ABY9182 Lepidoptera A. niobe A. niobe AV Novikova 2013 Izrael

35,795 n11 ano ano

H

LEATGO058-14 BOLD:ABY9182 Lepidoptera  A.niobe  A. niobe S. Erlebach 0256827' Rakousko Tirol n19 47215 11,199 n19 ano ano

EZHBA093-07 BOLD:ABY9182 Lepidoptera  A.niobe  A. niobe Y. Chevnin 1216837 : Rusko Irkutsk n22 516 103,6 n22 ano ano

10. 07.

EZHBA096-07 BOLD:ABY9182 Lepidoptera A. niobe A. niobe Y. Chevnin 2003

Rusko Irkutsk 51,7 103,7 n13 ano ano

H

07.07.

EZHBA098-07 BOLD:ABY9182 Lepidoptera A. niobe A. niobe Y. Chevnin 2003

Rusko Irkutsk 51,7 103,7 n16 ano ano

27.07.
1990

Sakha-

EZHBA297-07 BOLD:ABY9182 Lepidoptera A. niobe A. niobe A. Sakharov Yakutiya

Rusko 61,8 129,7 n13 ano ano




Priloha 3 — Pouzité mikrosatelitové lokusy

Tab. II: Pouzité mikrosatelitové lokusy, sekvence pfislusnych primeri a genetické
charakteristiky lokust (GenAlEx, na zakladé ceskych populaci). Hodnoty pro celkové
populace A. adippe/A.niobe. Set — set primert pro multiplex PCR, N, — primérny pocet alel
na lokus, H. — primérnd ocekavana heterozygosita, H, — pramérna pozorovana
heterozygosita, F;, — koficient inbreedingu. Podrobnosti viz Zima et al. (2013).

Kod Sekvence primert Motiv | Set | N, He H, Fit

An_25 | F: TTAAAAGAGCTTGCTGCGGT tg 1 4 0,59 0,56 0,05
R: TGCATCAAATGTGTTACGTGC

An_26 | F: TGTCGAATCAAGAAATTAGAATGC | atct 1 6 0,41 0,29 0,28
R: CAAGAATTGCTCGTTTAAAAGTATT

An_30 | F: GCCATTATTGTATCCTCCTTGG ttg 1 5 0,40 0,42 -0,02
R: CGTCAAAAGAGCAATCAGTGG

An_20 | F: TAGATCCAGTGGTCGCCTTT tgta 2 33 0,93 0,51 0,45
R: ATATGACAGTCGGGAGACGG

An_24 | R: ATGAATGGAGTTTCGCCAAG ag 2 10 0,66 0,50 0,25
F: GTGCAGGGAAGGAAGAGAAG

An_27 | F: ACCAAGTTCCACCCATCTGA ctt 2 6 0,24 0,27 -0,12

R: CACAGAAGCCACTGCCACTA
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Priloha 4 — Parové Fy

Tab. III: Parové F, a jeho signifikance vypoctené v programu Arlequin.
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Priloha 5 — IntNJ sit

Obr 9. IntNJ sit’ ze sekvenci A. niobe.
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Priloha 6 — Evlauace vysledkit STRUCTURE
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Obr. 10: Sumarizace vysledkti ze STRUCTURE podle Evanno et al. (2005) pro dataset s 24

vybranymi dobfe zastoupenymi populacemi: a) primérny likelihood pro kazdé K vypocteny

z 10 opakovani a jeho smérodatna odchylka; b) AK, primér absolutnich hodnot druhych

derivaci likelihoodu, stadardizovany smérodatnou odchylkou likelihoodu.
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Obr. 11: Sumarizace vysledkti ze STRUCTURE podle Evanno et al. (2005) pro vSech s 828
vzorki: a) pramérny likelihood pro kazdé K vypocteny z 10 opakovani a jeho smérodatna
odchylka; b) AK, pramér absolutnich hodnot druhych derivaci likelihoodu, stadardizovany

smérodatnou odchylkou likelihoodu.
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Priloha 7 — Structure plot pro cely dataset
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lokality viz Obr. 1.
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Priloha 8 — Fylogeneticky strom
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Obr. 13: Fylogeneticky strom vypocteny programme PhyML

66



Alpy Arménie Bulharsko Bzové Dinotice Kobylskd Losovy  LuSova Podtaté Vranéa  Frisko Stolberg Bornholm Aarhus  Estonsko Francie Recko MakedoniRumunskcPovlen  Stol Zagubica Sti. Slover Zap. Slove

Alpy 0

Arménie  0.07897 0

Bulharsko 0.13846 0.03591 0

Bzové 0.03007 0.06722 0.08085 0

Dinotice 0.0213 0.07865 0.12589 0.01271 0

Kobylska 0.05333 0.09188 0.13627 0.02913 0.04671 0

Losovy 0.01743 0.07177 0.11136 0.01016  0.0013 0.02674 0

Ludova 0.02771 0.09712 0.13498 0.02437 0.02211 0.02076 0.00607 0

Podtaté 0.01607 0.05107 0.10008 0.01241 0.00288 0.02478 0.0003 0.02196 0

Vranca 0.02742 0.07772 0.11413 -0.00059 0.01041 0.01301 0.00629 0.0111 0.0128 0

Frisko 0.04716 0.13375  0.1845 0.05847 0.05174 0.07773 0.05533 0.06312 0.04177 0.06817 0

Stolberg  0.15859 0.20637  0.2382  0.1531 0.16284 0.12377 0.14367 0.12826 0.14979 0.16015 0.16751 0

Bornholm 0.02723 0.06521 0.10311 0.03276 0.03496 0.03115 0.02594 0.02945 0.02999 0.03602 0.06997 0.13589 0

Aarhus 0.03162 0.08397 0.13506 0.04249 0.0227 0.04209 0.02591 0.02938 0.02753 0.02998 0.07071 0.15419 0.04363 0

Estonsko  0.04375 0.07908 0.1029 0.01453 0.01277 0.07075 0.01624 0.04509 0.02108 0.02441 0.08728 0.20055 0.05099 0.06292 0

Francie 0.00535 0.06325 0.11006 0.04646 0.05443 0.06937 0.04158 0.06037 0.03726 0.05541 0.09931 0.17967 0.04193 0.06122 0.04386 0

Recko 0.11238 0.02997 0.01608 0.06955 0.10469 0.13874 0.09848 0.12819  0.0897 0.09741 0.18091  0.2629 0.09311 0.11864 0.08299 0.08819 0

Makedoni 0.06919 0.02444 0.03656 0.04777 0.05339 0.09807 0.05343 0.07714 0.04418 0.05678 0.12574 0.23481 0.06051 0.06762 0.05287 0.07891 0.02271 0

Rumunskc 0.03304 0.08482 0.11406 0.03356 0.02588 0.03679 0.01598 0.01467 0.02987 0.02979 0.0709 0.12059 0.02913 0.03067 0.05382 0.05947 0.10924 0.06702 0

Povlen 0.06192 0.00909 0.02569 0.03581 0.05378 0.07875 0.04796 0.07202 0.03434 0.05484 0.10909 0.18522 0.05231 0.05868 0.04965 0.05049 0.01049 0.01435 0.06066 0

Stol 0.10354 0.01578 0.01969 0.07186 0.09173 0.12267 0.07722 0.11161 0.06931  0.0991 0.14423 0.22524 0.07793 0.10134 0.08575 0.08986 0.01522 0.02691  0.0834 0.00462 0

Zagubica  0.08765 0.03086 0.00692 0.04585 0.07623 0.08734 0.06451 0.08328 0.064 0.06779 0.13497 0.18539 0.06069 0.07942 0.07025 0.07303 0.01872 0.02301 0.05592 0.01151 0.01446 0

Stf. Slover  0.02459 0.0674 0.08946 -0.00113 0.00567 0.03482 0.00955 0.02396 0.00533 0.00477 0.0627 0.15177 0.03353 0.02865 0.01441 0.03832 0.06742 0.03869 0.02791 0.03351 0.07363 0.05277 0

Zép. Slove 0.03383 0.03937 0.0647 0.00571 0.0325 0.05511 0.03095 0.05977 0.02064 0.01682 0.08958 0.19053 0.04364 0.06382 0.01859 0.02941 0.03885 0.03903 0.06023 0.02139 0.05776 0.04006 0.00996 0
Alpy Arménie Bulharsko Bzové Dinotice Kobylska Losovy LuSova Podtaté Vranéa  Frisko Stolberg Bornholm Aarhus  Estonsko Francie Recko Makedoni Rumunskc Povlen  Stol Zagubica Stf. Slover Zap. Slove

Alpy *

Arménie 0.00016 *

Bulharsko 0.00000 0.00232 *

Bzové 0.02498 0.00000 0.00000 *

Dinotice 0.13953 0.00000 0.00000 0.15668 *

Kobylskd 0.00106 0.00000 0.00000 0.00778 0.00071 *

Losovy  0.17399 0.00000 0.00000 0.18026 0.77576 0.01955 *

Lusovda  0.02340 0.00000 0.00000 0.00823 0.02686 0.02728 0.35123 *

Podtaté 0.31227 0.00276 0.00000 0.22868 0.71645 0.07384 0.81379 0.05138 *

Vranéa  0.07577 0.00000 0.00000 0.77096 0.32918 0.21553 0.47344 0.18426 0.32504 *

Frisko 0.02679 0.00000 0.00000 0.00069 0.00623 0.00004 0.00079 0.00013 0.04630 0.00104 *

Stolberg 0.00001 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00001 *

Bornholm 0.02849 0.00000 0.00000 0.00207 0.00357 0.00393 0.00899 0.00190 0.01902 0.00323 0.00005 0.00000 *

Aarhus  0.01278 0.00000 0.00000 0.00005 0.02330 0.00026 0.00762 0.00188 0.02616 0.00654 0.00002 0.00000 0.00009 *

Estonsko 0.00509 0.00000 0.00000 0.08390 0.20034 0.00000 0.09580 0.00028 0.09926 0.03417 0.00002 0.00000 0.00004 0.00000 *

Francie 0.57226 0.00026 0.00000 0.00234 0.00166 0.00000 0.00414 0.00001 0.03756 0.00172 0.00000 0.00000 0.00261 0.00004 0.00379 *

Recko 0.00000 0.00679 0.05731 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00002 *

Makedoni0.00325 0.11084 0.00945 0.00230 0.00278 0.00000 0.00134 0.00002 0.02852 0.00222 0.00001 0.00000 0.00035 0.00014 0.00082 0.00077 0.08393 *

Rumunskc0.02920 0.00000 0.00000 0.00158 0.02690 0.00299 0.09199 0.08410 0.03735 0.01204 0.00013 0.00000 0.00564 0.00400 0.00010 0.00026 0.00000 0.00050 *

Povlen 0.00039 0.24184 0.00746 0.00048 0.00008 0.00000 0.00002 0.00000 0.01089 0.00005 0.00000 0.00000 0.00002 0.00001 0.00004 0.00044 0.14589 0.20009 0.00000 *

Stol 0.00000 0.07239 0.02205 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00006 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.05657 0.03694 0.00000 0.36696 *
Zagubica 0.00001 0.00408 0.29730 0.00012 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00040 0.00001 0.00000 0.00000 0.00003 0.00000 0.00000 0.00004 0.03575 0.07233 0.00002 0.11844 0.06459 *
St. Slover 0.03740  0.00000 0.00000 0.78748 0.40508 0.00178 0.17564 0.00598 0.47120 0.43649 0.00006 0.00000 0.00079 0.00114 0.07101 0.00327 0.00000 0.00445 0.00341 0.00046 0.00000 0.00001 *
Zap. Slove 0.07210 0.01246 0.00009 0.48597 0.03011 0.00052 0.02128 0.00009 0.22489 0.22689 0.00008 0.00000 0.00172 0.00001 0.12936 0.08289 0.00544 0.03671 0.00013 0.06742 0.00012 0.00471 0.28504 *



Priloha 5 — IntNJ sit
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Obr 9. IntNJ sit’ ze sekvenci 4. niobe.

62



Priloha 6 — Evlauace vysledkit STRUCTURE
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Obr. 10: Sumarizace vysledkti ze STRUCTURE podle Evanno et al. (2005) pro dataset s 24
vybranymi dobfe zastoupenymi populacemi: a) prumérny likelihood pro kazdé K vypocteny
z 10 opakovani a jeho smérodatna odchylka; b) AK, primér absolutnich hodnot druhych

derivaci likelihoodu, stadardizovany smérodatnou odchylkou likelihoodu.
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Obr. 11: Sumarizace vysledkti ze STRUCTURE podle Evanno et al. (2005) pro vSech s 828
vzorkl: a) pramérny likelihood pro kazdé K vypocteny z 10 opakovani a jeho smérodatna
odchylka; b) AK, pramér absolutnich hodnot druhych derivaci likelihoodu, stadardizovany

smérodatnou odchylkou likelihoodu.
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Priloha 7 — Structure plot pro cely dataset
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Obr. 12: STRUCTURE plot pro cely dataset; lokality viz Obr. 1.
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Priloha 8 — Fylogeneticky strom
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Obr. 13: Fylogeneticky strom vypocteny programme PhyML

66



