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Anotace:

V mé bakalarské praci jsem se zaméfila na u nas kriticky ohroZzeny druh z jinak
kosmopolitné rozsitené celedi hnédaskl (Melitaeinae), hnédaska kvételového
(Melitaea didyma). Na vétSiné uzemi byl tento druh povaZovan za vyhynuly,
aviak objevily se nové populace na nékterych lokalitach Ceské republiky. Cilem
mé prace bylo zjistit, zda jsou tyto populace autochtonni a zaradit ¢eské populace

z pohledu poddruhu.
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Melitaea didyma, Melitaeinae, populacni genetika, molekuldrni fylogeneze,

kriticky ohrozené druhy, Ceska republika, Stfedni Evropa



Annotation:

In my bachelor thesis | focused on a critically endangered species from the
cosmopolitan family of Melitaeinae, the spotted fritillary (Melitaea didyma). In
the Czech Republic, this species was considered as extinct from majority of its
original distribution sites, but but new populations appeared in some Czech
localities. The aim of my work was to find out if these populations are indigenous

and to classify the Czech population as a subspecies.
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Melitaea didyma, Melitaeinae, population genetics, molecular phylogeny,

critically endangered species, Czech Republic, Central Europe
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1. Uvod

Hnédasci (Melitaeinae) jsou jednou zmnoha podcéeledi babockovitych
(Nymphalidae). Tato celed je jednou z druhové nejbohatSich ¢eledi nadceledi
Papilionoidea, kterd zahrnuje dalsi tfi Celedi dennich motyl(: Lycaenidae
(modraskoviti), Pieridae (bélaskoviti) a Papilionidae (otakarkoviti) (Ehrlich,
1958a, Kristensen, 1976, Scoble, 1992). Podle tradi¢niho déleni se zbyvajici ¢eled’
dennich motyll, Hesperiidae (soumracnikoviti), fadi jako samostatna nadceled
Hesperioidea. AvSak nejnovéjsi genetické prace tento tradi¢ni systém nepotvrzuji

(Espeland et al., 2018).

Celed Nymphalidae je charakteristickd velmi redukovanymi prednimi
koncetinami a Uplnym vymizenim nezmensenych tarzalnich drapk(, které se
jinak nachdazeji u vsech tfi pard nohou témér veskerého hmyzu (Ehrlich a Hanski,
2004). Babocky tedy vidy pouZivaji pouze dva pary kracivych koncetin. Jsou

stfedni velikosti se zbarvenim, kde dominuje oranzov4, ¢ervend a ¢erna ¢i hnéda.

Hnédasci jsou monofyletickou skupinou obsahujici pfiblizné 270 druht
motylG. Tato podceled ma témér globalni rozsiteni. Vyskytuji se na vSech
kontinentech kromé Australie, do Afriky a Orientalni oblasti vSak z celé podceledi
zasahuje pouze po jediném druhu (Ehrlich a Hanski, 2004). U nas bylo z této
skupiny zaznamenano 8 druhl (Benes et. al.,, 2002), znichZ jsou vsak
v soudasnosti 2 druhy v Ceské republice vyhynulé a dalsi 3 druhy jsou na pokraji
vymreni (Hejda et. al., 2017). OhroZeni jsou predevsSim kvali cilenému
zalesfiovani a postupnému zarGstani lokalit, které tak cini jednotlivé populace
hnédaskli od sebe izolované. Této situaci se da zabranit hlavné aktivnim
managementem jako napftiklad zahajenim extenzivni pastvy koz, mozaikovitym
vyzindnim vysokostébelné vegetace, branénim sukcesi dfevin a obcéasnym

vypalovanim ¢asti prerUstajicich ploch v zimnim obdobi.

Jednim z kriticky ohroZenych druh@ v Ceské republice je i hnédasek
kvételovy (Melitaea didyma (Esper, 1779)). Tento druh byl az do leto$niho léta

povazovan za vyhynuly v Cechach a na Moravé preZival jen na hrstce lokalit na



jihu. V roce 2017 se vsak objevila fada nalez( z okoli Brna, Vysociny a dokonce
i Ceského Krasu (osobni sdéleni Pavel Skala a Pavel Vrba). Cilem této prace bylo
zjistit, zda jsou tyto nové nalezené populace opravdu autochtonni. A to
porovndanim zdstupce noveé nalezené populace se zastupci populaci z jinych zemi,
aby pfipadné mohly byt nastoleny pro tento druh vhodné podminky na dané
lokalité. Dil¢im cilem bylo zjistit, kam vlastné patfi ¢eska populace hnéddska
kvételového z pohledu poddruhové urovné. Ukolem tedy bylo vyizolovat
DNA hnédaskd kvételovych z zemi Ceské republiky, a i jinych mist v Evropé,
osekvenovat alespori jeden marker (mitochondridlni gen pro cytochrom
c oxidazu |, tzv. barcode), a nakonec pomoci populaéné genetickych
a fylogenetickych metod porovnat material z rdzného Uzemi a zjistit miru
pfibuznosti mezi jednotlivymi populacemi (haplotypové sité, fylogenetické

stromy).



2. Literdrni reSerse

Higgins (1978, 1981) rozlisil podcéeled hnédaskd na tfi podtriby, Euphydryina,
Melitacina a Phyciodina, které byly pozdéji potvrzeny Wahlbergem
a Zimmermannem (shrnuto v Ehrlich a Hanski, 2004). Tato skupina se stala
vyznamnou pfi vyzkumu Paula Ehrlicha v 60. letech, ktery pracoval s americkym
druhem Euphydryas editha (Boisduval, 1852) v souvislosti s populacni biologii
hmyzu (Ehrlich a Hanski, 2004). DalSim vyznacnym modelovym druhem je
hnédasek kostkovany (Melitaea cinxia (L., 1758)), zejména pro vyzkum
genetickych a  demografickych  procesli  souvisejicich s prostorovou

metapopulacni strukturou.

Pouzivani hnédaskd jako modelovych organism0 vyvolalo nejen
mimoradné rychly pokrok v populaéni biologii, ale také byly polozeny zaklady
ekologie, populacni genetiky a s tim byly i potvrzeny hypotézy o metapopulaéni
dynamice (Ehrlich a Hanski, 2004). Pfredmétem zkoumani se stali predevsim pro
jejich Zivotni strategii. Hnédasci totiz tvori velmi sedentdrni populace, vétsSinou
s vysokou lokalni denzitou a omezenou moznosti preletl mezi koloniemi (Benes
et. al., 2002). Zvlastnosti je i jejich vyvoj, kdy samice klade snisku o poctu 100-
200 vajicek, to umoznuje snazsi dohledani a pozorovani vsech stadii hnédaska.
Snusky jsou vsak zranitelnéjsi a nachylnéjsi k lokalni extinkci (Ehrlich a Hanski,
2004) a ziejmé to bude i divodem, proc¢ fada druhl hnéddsk( zaznamendva
ustup (Benes et al., 2002).

Jednim z druhd, které v Ceské republice zaznamenaly silny Ubytek je
hnédasek kvételovy (Melitaea didyma). Tento druh ma zapadopalearkticky aredl
s rozSifenim v severni Africe, celé jizni a stfedni Evropé, Pobalti, Balkanu, jizni
poloviné vychodni Evropy, Kavkazu, na vychodé pres Stfedni Asii az po stfedni
Sibif, Altaj a Mongolsko. Na tak velkém aredlu tvori nékolik poddruh, ve stiedni
Evropé by se mély stfetdvat poddruhy dva, Melitaea didyma didyma (Esper,
1778) ze zapadni ¢asti a Melitaea didyma neeri (Fischer von Réslerstamm, 1840)
v ¢asti vychodni (Pazhenkova a Lukhtanov, 2016). Pfislusnost ktémto
poddruhiim nebyla u ceské populace zjistovana. V minulosti byl hnédasek

kvételovy rozsifen po téméF celé Ceské republice, zejména v teplejsich



oblastech. V druhé poloviné 20. stoleti zaznamenal drasticky ubytek populaci,
vCechdch je nyni povaZovdn za nezvéstny (v roce 2010 vymizela
i doneddvna pocetnd populace v Ceském krasu). Vizolovanych a nékde
i poCetnych populacich preziva nadale na zapadni, stfedni a jizni Moravé (Macek
et. al., 2015). V Cerveném seznamu je uveden jako kriticky ohroZeny, vymiel v 9
krajich, pfeziva pouze v 5 krajich (Hejda et. al., 2017). Na druhé strané se situace
v roce 2017 velmi zlepSila. Kromé svych obvyklych lokalit byl hnédasek kvételovy
zaznamendn na rfadé mist, kde uz nebyl dlouho pozorovan, jako je okoli Brna,
v jihlavské ¢asti Ceskomoravské vrchoviny, a dokonce byl zaznamendan i na
Tresiné v Ceském krasu (Ustni sdéleni Pavel Skala, Pavel Vrba, diskusni férum
Motyli klenoty na www.facebook.com).

Muze se vyskytovat od niZin do hor, je xermotermofilem 1. stupné. Vazan
je predevsim na oteviené kvétnaté xerotermni travniky, skalni stepi a lesostepi
se solitérnimi drevinami, suché extenzivni pastviny, hlavné na vapencovém
podkladu a vaté pisky. Také na nékteré typy antropogennich stanovist (vyslunné
hraze a navigace podél vodnich tokd, zarUstajici vinohrady nebo Zelezni¢ni naspy
malo frekventovanych lokalnich trati). Vzdy se jednd o biotopy v pozdéjsim stadiu
sukcese (spiSe travniky nez obnaZené biotopy), kde se vyskytuji i mista bez
vegetace nebo s fidkym vegetacnim krytem (Benes et al., 2002, Macek et al.,
2015). Zde tvofi velmi sedentdrni populace o vysoké lokalni hustoté, ale
s omezenou schopnosti preletl mezi populacemi. Jde o protandricky druh. Samci
vyhledavaji samice aktivnim patrolovanim. Zfetelny je i pohlavni dimorfismus,
kdy samice je vyrazné vétsi a Sedava oproti mensimu a Zivé zbarvenému samci
(Bene$ et al., 2002). Populace v Ceské republice jsou monovoltinni, letova
perioda zacind pocatkem cCervence a konéi pocatkem srpna. Z vajicek, kterd jsou
kladena v hromadnych sntskach na spodni stranu listl Zivné rostliny, se lihnou
housenky vyskytujici se od srpna do kvétna. Zajimavosti housenek je, Ze ackoli
jako druh vyuzivaji Sirokou paletu Zivnych rostlin, tak se jako jedinci adaptuji na
urcity druh Zivné rostliny, kterou az do zakukleni jiz neméni, proto si v chovech
jen tézice zvykaji na jiny druh Zivné rostliny. AvSak u zdpadni severoamerické
populace druhu Euphydryas editha bylo pozorovano 2 i vice larvalnich hostiteld,

tim si populace i metapopulace zajistovaly celkovou stabilitu (Bouhgton and

4



Singer, 2004). Pfedpokladd se, Ze odolnost populace extinkci zavisi nejen na
dostupnosti Zivné rostliny, ale také na tom, jak dlouho zUstane na jare
pozivatelna a jeji odolnosti pripadnému suchu ¢i vysokym teplotam (Singer,
1972, Hellmann, 2002a). KdyZ se v habitatu vyskytuje vice Zivnych rostlin, mGze
se snUska na téchto druzich mezi sebou rok od roku dramaticky ménit v poctu
vaji¢ek, a to predevsim kvuli zménam kvality a kvantity rostlin. Obcas jsou tyto
zmény Cisté ekologické a nékdy maji za nasledek rychlou evoluci v tom, co motyli
preferuji. Rozvijejici se zavislost na dané Zivné rostliné je pak Cini vice zranitelné
vuci lidskym zasahim. Jako pfiklad si mGZzeme uvést evropské druhy Zivici se
jitrocelem kopinatym. Jitrocel kopinaty se stal vzacnym ¢i nevyhovujicim potom,
co bylo nahrazeno lehké spdsani a tradi¢ni zplsoby sece, to se stalo osudnym
mnoha evropskym druhim hnéddaskd. Také je to jednim z dlvod( lokalni
extinkce hnédaska kostkovaného (Melitaea cinxia) na Alandech (Ehrlich a Hanski,
2004).

Housenky od zacdatku Ziji jednotlivé, jednotlivé také zimuji, a to ve
zhotovenych zapredcich v opadance ¢i rostlinném stelivu, ve stfedni Evropé
zpravidla ve 2. instaru. Po prezimovani se sluni na listech rdznych bylin, sviékaji
se 6x, coz je velmi atypické u dennich motyl{. Ke kukleni si vybiraji hlavné suchou
vegetaci ¢i kmeny (Macek et al., 2015).

Ve stredni Evropé se potravou housenek i dospélcl stdvaji napfriklad
rostliny z rodu divizna (Verbascum L. spp.), rozrazil (Veronica L. spp.), ¢ernys rolni
(Melampyrum arvense L.) a Inice kvétel (Linaria vulgaris Mill.), nejvice
vyuzivanymi rostlinami jsou vSak Cistec pfimy (Stachys recta L.) a jitrocel kopinaty
(Plantago lanceolata L.) (Bene$ et al., 2002). Rostliny celedi jitrocelovitych,
kozlikovitych ¢i krtiénikovitych obsahuji iridoidni glykosidy, ty pravdépodobné
¢ini hnédaska kvételového nepozZivatelnym pro preddatory, vyznacuji se

neprijemnou horkou chuti (Macek et al., 2015).

Pazhenkova & Lukhtanov (2016) a Pazhenkova et. al. (2016) se zabyvali
mitochondridlni diverzitou hnédaska kvételového na uUrovni témér celého aredlu
rozsireni, vzorky ze stfedni Evropy vsak v jejich pracich chybi. V obou pracich

zjistili obrovskou vnitrodruhovou variabilitu obzvlasté v zapadni ¢asti Evropy.



3. Metodika

3.1 Material

Vzorky sestdvaly z dospélych jedinc(i nasbiranych ve volné pfirodé v rlznych
zemich, mezi nimiz byla Ceskd republika, Francie, Chorvatsko, Iran, Italie,
Rakousko a Svycarsko (Obr. 1, Tab. 1). Vzorky byly konzervovany vysu$enim. Pro
izolaci DNA z téchto vzorku byly primarné pouzity koncetiny jedinc(l. Pro ujasnéni
pfibuzenskych vztah( téchto jedincd jsem ddle pouzila 141 sekvenci hnédask
rodu Melitaea ziskanych z databazi National Center For Biotechnology
Information, tzn. GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a BARCODE OF LIFE
DATA SYSTEM v.4., tzv. BOLD (http://www.boldsystems.org/) (Pfiloha 1).

IR

— 4;5

Obrazek 1 Pavod vzork( pouzitych do analyz. Modré trojuhelniky oznacuji vlastni vzorky,
oranzové Ctverecky data ziskana z vefejnych databazi.



Tabulka 1 Seznam jedincl hnédask(l sekvenovanych v této diplomové praci.

Kod Druh Stat Lokalita Latituda | Longituda Usp&snost
sekvenace
PS-01 “gf(!;;za Svjcarsko | Umgebung Morel | 46.358632 | 8.041402 ne
Melitaea Ceska . 49.720297
PS-02 didyma republika Pé&cikov—Draty 5 16.7897506 | pseudogen
ps.03 | Melitaea | Ceskd Mohelno 49107637 1 16 1841078 | e
didyma republika 2
ps-o4 | Melitaea | Ceska Mohelno 49107637 | 161841078 | ne
didyma republika 2
Melitaea Ceska , 48.806388
PS-05 didyma republika Havraniky 9 15.99 ne
Melitaea Ceska . 48.844166
PS-06 didyma republika Masovice 7 15.9727778 | pseudogen
PS-07 Mfelltaea Cesk_a H@vran}?kve 48.806388 15.99 ano
didyma republika viesovisté 9
Melitaea 5
PS-08 didyma Chorvatsko Stikovo 43.9019 16.308246 | pseudogen
Melitaea
PS-09 interposit Gruzie NP Vashlovani 41.14456 46.57831 ano
a
PS-10 '\é'f(;;r";‘]ga Svycarsko | Umgebung Morel | 46.358632 | 8.041402 | pseudogen
PsS-11 Mglltaea Rakousko Hundsheim ne
didyma
PS-12 Mglltaea Cesk_a szlvran}gkve 48.806388 15.99 ne
didyma republika viesovi§té 9
ps-13 | Melitaea ) Ceskd Kras Tresina | 0904253 | 141332319 | e
didyma republika 6
PS-14 Mfelltaea Cesk_a Kras_Tiesina 49.964253 14.1332319 kontamina
didyma republika 6 ce
Melitaea Ceska . 49.720297
PS-15 didyma republika Pécikov-Draty 2 16.7897506 | pseudogen
PS-16 M_elltaea Francie Provence, Col de Vence ne
didyma
Melitaea Ceska C. kras, 49.937910
Ps-17 didyma republika Komarkova step 8 14.1602769 ne
ps-18 | Melitaea | g0 ensko Chrimec, 48.274885 | 20170721 ne
didyma Vinohrady
PS-19 Mglltaea Chorvatsko Knin 44.0506 16.149596 | pseudogen
didyma
PS-20 '\é'le(;;fr?]ga Chorvatsko Stikovo 439019 | 16.308246 | pseudogen
Melitaea Sov .
PS-21 didyma Svycarsko Umgebung Morel | 46.358632 8.041402 pseudogen
Melitaea ) Isfahan, Kashan-
PS-22 s Iran Maymeh Road, E 33.75076 51.47275 ano
P- of Ghamsar
Melitaea ) Isfahan, Kashan-
PS-23 s Iran Maymeh Road, E 33.75076 51.47275 ano
P- of Ghamsar
ps-24 | Melitaea | Ceska Magovice 48834160 | 159727778 | e
didyma republika 7




3.2 lzolace dna

Pomoci kitu Genomic DNA Mini Kit (Tissue) od firmy Geneaid se extrahovala DNA,
dle pokynil vyrobce. Zivocina tkar byla vlozena do eppendorfky, k ni se pfidalo
200 pl GT pufru. K homogenizaci materialu poslouZzila mikropestle, k takto vzniklé
smési bylo odméreno 20 ul proteindzy K. Smés byla poté odstfedéna a stocena.

Vznikly vzorek byl vioZzen do inkubdatoru na 4 hodiny o 60 °C.

Po vyjmuti z inkubatoru a pfidani 200 pl GBT pufru, byla smés vloZzena do
inkubatoru zpét alespon na 2 hodiny. Po uplynuti této doby bylo ke smési pfidano
200 pl ¢istého ethanolu, poté byla opét zvortexovana a stocena. V tuto chvili bylo
dilezité vloZit Elution pufr do inkubatoru, aby byl v dalSich postupech pouZit

zahraty.

Dalsim krokem byla ptiprava GD kolonky a Collection Tube. Pomoci pipety
bylo do kolonky pfidano 620 pl vyrobené smési, a to celé nadale umisténo do
centrifugy na 20 minut. Po uplynuti doby byla smés z Collection Tube vyjmuta
a pridana do nové Ccisté kolonky. Do kolonky bylo pfidano 400 pl W1 pufru
a znovu vse vlozeno do centrifugy po dobu 30 vtefin. Z Collection Tube byla poté
vylita kapalina a do kolonky se napipetovalo 600 ul Wash pufru, kolonka se vlozila
zpét do centrifugy, kde setrvala nejdfive 30 vtefin, pak byla odstranéna tekutina,

déle po dobu 3 minut.

Obsah kolonky byl umistén do predpfipravené cisté eppendorfky. Do
smési bylo pridano 60 pl zahratého Elution pufru, opét celé centrifugovédno po

dobu 30 vtefin. Vysledkem byla vyizolovana DNA.

3.3 PCR

PCR byla provedena pro prvni polovinu mitochondrialniho genu pro cytochrom
c oxidazu podjednotka |, nazyvany jako ,barcode region“. PlOvodné jsem
pldnovala vyuzit nej¢astéji vyuzivany primerovy par HybLCO a HybHCO, ale kvdli
problémuidm s amplifikaci vzork(, jsem byla nucena vyuzit kratSi usek s primery
RON a HybHCO, ktery se u vétsSiny vzorkll amplifikovat povedlo. Primery mély
jednodussimu sekvenovani k sobé pfipojeny univerzalni promotory, u ,forward”
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primerd to byl T7 promotor, u ,,reverse” primer( pak T3 promotor. Celé sekvence
primery véetné promotorl byly tedy nasledujici: RON: 5" TAA TAC GAC TCA CTA
TAG GG GGA GCY CCW GAT ATA GCT TTC CC 3/, HybHCO: 5" ATT AAC CCT CAC
TAA AGG GT AAA CTT CAG GGT GAC CAA AAA ATC A 3’. Reakce byla namichdna
do 25 pl mixu, ktery obsahoval 12,5 ul PPP Master Mixu, 8,5 pl PCR vody, 1 ul
forward primer, 1 pl reverse primer a 2 ul DNA. PCR reakce probéhla

v termocycleru dle protokolu z pradce Wahlberg & Wheat (2008).

3.4 Elektroforéza
Jako podklad pro elektroforézu byl pouzit 1,5% agardzovy gel, ktery byl pfipraven
rozpusténim 1,5 g agardzy v 100 ml 1x TAE pufru a nasledném 3 minutovym
rozehfatim v mikrovinné troubé. Gel byl po naliti do pfipravené formy
s hfebinkem nechan asi 30 minut tuhnout. Poté na néj bylo naneseno 5 ul PCR
produktu smichaného s barvivem (Cyber Green) do prvniho otvoru byl dan
marker (ladder). Elektroforéza probihala pfi pokojové teploté a napéti 150 V po

dobu 25 minut.

3.5 Sekvenace a tvorba alignmentu

Uspééné produkty elektroforézy byly zaslany do firmy Macrogen. Produkt PCR

byl sekvenovan pouze v jednom sméru.

Srovnani homologickych usekd, tzv. alignment, jsem provadéla pomoci
programu Geneious v. 7.1.9, kdy jsem zaroven odstranila pocatec¢ni a koneéné

useky primer0Q a sekvence jsem zkratila na stejnou délku.

3.6 Anylyzy
3.6.1 Substitu¢ni modely

Vysledny dataset sekvenci se srovnanymi homologickymi Useky jsem rozdélila na

3 potencionalni ¢asti podle pozic nukleotidll. Vhodnost rozdéleni na tyto tfi ¢asti



a také vhodnost prislusného substituéniho modelu jsem testovala programu
Partition Finder 1.1.1. Model byl vybiran podle hodnoty BIC (Bayesidanské

informacni kritérium), kde nizsi hodnota znamend vhodné;jsi model.

3.6.2 Bayesovska analyza
Fylogeneticky strom jsem pocitala pomoci Bayesovské analyzy v programu
MrBayes 3.2.64b. Vypocet jsem provadéla ve Ctyfech paralelnich bézich, kazdy
se ¢tyfmi Markovovymi fetézci a ,,teploté” 0,2. Analyza béZela v deseti milionech
generacich, prvnich 30 % generaci, které slouzily jako testovaci data, bylo po

kontrole na konvergenci paralelnich béhd odstranéno (tzn. burnin).

3.6.3 Haplotypové sité
Vztahy na nizsi nez druhové Urovni, tedy pfibuzenské vztahy mezi jedinci i
populacemi, nebyvaji ovliviiovany pouze oddélovanim jednotlivych vétvi, jako je
tomu u fylogenetickych metod. Proto jsou na tuto Uroven vhodnéjsi jiné metody,
zobrazujici sitové vztahy mezi studovanymi jedinci. Pro vypocet jsem poufZila
program TCS v. 1.21 (Clement et. al., 2000), ktery vyuzivd metodu tzv. statistické
parsimonie. Tento program funguje v prostfedi JAVA, dokaze tak pracovat na
raznych pocitacovych platformach. Vysledky z vypoctl jsem zobrazila v TCS
Beautifer (tcsBU) (Santos et. al., 2015), volné pristupném na webovém rozhrani

(http://cibio.up.pt/software/tcsBU/).
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4. Vysledky

Srovnavani rlznych substitu¢nich modell a potencionalniho rozdéleni datasetu
metodou implementovanou v programu PartitionFinder upfednostfiovalo
rozdéleni datasetu zvlast pro kazdy kodon (InL=-4618.0206, BIC = 12097.27, 440

parametrd) (Tab. 2).

Tabulka 2 Substituéni modely pouzité k vypoctim fylogenetickych vztahu.

Pozice Druhy nejlepsi model

kodonu Nejlepsi model (BIC) (BIC) Pouzity model
1. TIM+G (6075.13) GTR+G (6076.53) GTR+G
2. TrNef+G (2131.67) TrN+G (2135.76) TrNef+G
3. TrN (1110.32) TIM (1112.59) TrN

Pti sekvenovani vzorkd hnédaska kvételového (Melitaea didyma), doslo
u vétsiny vzorkd k osekvenovéani jaderné kopie mitochondridlniho genu, tzv.
pseudogenu, oznacovanému také jako NUMT (viz Tab. 1). Na rozdil od
mitochondridlniho genu COl mély sekvence téchto pseudogent velkou
variabilitu, a protoZe pseudogen nekdduje Zadny protein, obsahovaly nékolik
inzerci Ci deleci, které se normalné vtomto mitochondridlnim genu u motylQ
nevyskytuji. Pouze jediného vzorku z Havranického viesovisté (PS7) byla
sekvenace mitochondridlniho genu Uspésna.

Fylogeneticky strom (Obr. 2) ukazuje, Ze vzorky jediného Uspésné
osekvenovaného vzorku spadaji do blizkosti rumunskym populacim ¢ili do
poddruhu Melitaea didyma neera. Pseudogeny vytvofily na fylogenetickém
stromu samostatnou vétev sesterskou dvéma vzorkim z Kazachstanu
(BPAL2556-14 a BPAL2768-15, oznacenych v databazi GenBank jako COI), kterd
byla sesterska sjinymi druhy hnédaskl jako je Melitaea trivia (Denis
and Schiffermdller, 1775), M. casta (Kollar, 1849) ¢i M. persea (Kollar, 1849). Na
druhé strané pseudogeny také obsahovaly geografickou informaci. Zatimco
jedinci z populaci pochazejici jizné od Alp (Chorvatsko, Svycarsko) byli identicti,
ceské vzorky se od sebe lisily, ale v rdmci lokality byly stejné, coz by napovidalo

genetickému driftu.
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Obrazek 2 Fylogeneticky strom ukazujici piibuznost mezi jednotlivymi vzorky. Cervené je
oznacen jediny Uspésné osekvenovany vzorek z Havranického viesovisté. Modre naopak
pseudogeny (vCetné 2 vzorkd z Kazachstanu z GenBanku), které vytvofily samostatnou

vétev.



Vysledky z analyz TCS ukazuji nékolik separatnich haplotypovych siti (Obr.
3). Podobné jako u fylogenetického stromu patfi vzorek PS7 do stejné
haplotypové sité jako M. d. neera, pseudogeny tvofi samostatnou haplotypovou

sit.

Groups
CZ

l:l Croatia
l:l WE urope
- Romania
- EEurope
Central Asia
l:l Midde East
l:l Austria
l:l Gemany
Caucasus
NAfica

Obrazek 3 Haplotypovd sit ukazujici pfibuznost mezi vzorky. Sipkou je oznacen Uspéiné
osekvenovany vzorek z Havranického viesovisté (Znojemsko).
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5. Diskuze

5.1 Prfislusnost Ceské populace k poddruhu M. d. neera
Podle Pazhenkové et. al. (2015) a Pazhenkové a Lukhtanova (2016) komplex
Melitaea didyma predstavuje bud jeden velice diverzifikovany polyfyleticky druh
nebo fadu monofyletickych taxond. Problém vsak je, Ze tyto druhy nemohou byt
dobfe morfologicky definovany a jejich stanoveni pouze na rozdilech

v mitochondridlnim genu neni dostatecné.

Melitaea didyma a Melitaea didyma neera jsou morfologicky odliSnymi
druhy, které byly povaZovany za oddélené poddruhy (Higgins, 1941, Larsen,
1974, Benyamini, 2002, Tshikolovets, 2011). Podle COI genu nejsou
monofyletické, to potvrzuje zavér, Ze jsou nezavislymi rodovymi liniemi evoluce.
Proto Pazhenkova et. al. (2015) nastolili hypotézu, Ze komplex Melitaea didyma
je tvofen z 12 druh(. Kdy 5 druht (M. liliputana, M. occidentalis, M. didyma, M.
neera, M. mauretanica) mize byt rozpoznano fylogenetickym konceptem druh(
a zbyvajicich 7 druhl (M. interrupta Colenati, M. turkestanica, M. mixta Evans,
M. chitralensis Moore, M. latonigena Eversmann, M. didymoides, M. sutschana)
pomoci fylogenetického a biologického konceptu druht. Predmétem predlozené
prace vsak neni taxonomickd revize, a tak mohu jen konstatovat, Zze Ceska

populace patfi k taxonu Melitaea (didyma) neera.

5.2 Plvod ceské populace
Pavod ceské populace hnédaska kvételového z vychodni vétve tohoto druhu, coz
naznacuji topologie stromil a siti ziskanych ze sekvenci COIl i pseudogenu,
koresponduje s podobnym plvodem i u dalSich luénich motyll, jako je okac
rosickovy (Erebia medusa (Denis and Schiffermdiller, 1775)) (Schmitt and Mdller,
2007) ¢i modrasek vikvicovy (Polyommatus coridon (Poda, 1761)) (Kosuch et al.,
2017). Podle téchto fylogeografickych analyz je to dlsledkem postglacidlniho
Siteni z refugii v jihovychodni Evropé ¢i v Panonii, kdy cesta do ¢eskych koncin
byla ze zapadni strany blokovana pohofimi Sumavy, Ceského lesa a Kru$nych hor.

V dobdch ledovych v obdobi Pleistocénu, byly druhy mirného pasu omezeny
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vyskytem do nizSich geografickych Sifek, coz vedlo k jejich izolaci. K zméndm
v distribuci téchto druht dochazelo béhem glacialnich cykld, coZ pfispélo k tomu,
Ze v evoluci téchto refugii se odlisné rodové linie chovaly jako odliSna centra. Po
skonceni doby ledové se odliSné rodové linie znovu setkaly a doslo tak

k hybridizaci (Schmitt and Miiller, 2007)

5.3 Geneticky drift u ¢eskych populaci viditelny na pseudogenu
Wright (1931, 1932) poukazal na to, Ze by ndhodny geneticky drift, ktery se
vyskytuje kvlli omezené velikosti populace, mohl byt vyznamnym faktorem
v evoluci. Geneticky drift zplsobuje ndhodné zmény ve frekvenci gen(, to mlze
vyvolat u populace prechod zadaptivni zény proti gradientu selekce
a prilezitostné vstoupit do nové adaptivni zény, kterd mlze obsahovat vyssi
stupné adaptace. Geneticky drift si také mlzZeme predstavit jako proces
nahodného zkoumani adaptivnich zén, pomoci doc¢asné Spatné se adaptujiciho
zplsobu, kdy stale existuje moznost, Ze mGZeme najit fenotyp, ktery umozni
snazsi adaptaci. Adaptivni zény se mohou lisit prostiedim, v ¢ase i prostoru,
proto izolované populace ¢asto cestuji z jedné adaptivni zény do druhé v hlavnim
rozsahu. Poté mohou znovu obsadit hlavni rozsah a tim nahradit plvodni typ,
kdyz se zde nachdzi dostacujici reprodukéni izolace. Evoluce ovladand
genetickym driftem neni zavisla na vztahu mezi adaptivnimi zénami v rliznych
prostredich. Proto geneticky drift maze hrat dlleZitou roli oteviranim novych
vyvojovych cest, které by jinak sama pfirozena selekce neumoznila.

Ve vyzkumech, které jsou zalozeny na metodé PCR, jsou mitochondrialni
pseudogeny zaclenéné v nukledrnich genomech (numts) casto nechténymi
slozkami. Jejich hojnost se lisi v riznych eukaryotickych druzich. Mohou byt
odvozeny od vSech typd mitochondridlnich sekvenci, liSicich se velikosti, také
mohou nést rdzné stupné podobnosti k jejich mitochondridlnim duplikatlm.
KdyZz jsou pak mitochondridlni sekvence transferovany do jadra, stavaji se

nefunkénimi pseudogeny.
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Mira mutace v jadru je nizsi nez mutace mitochondrie, proto kdyz jsou
pseudogeny vysledkem starsi translokace do jadra, davaji informace o plivodnich
sekvencich mitochondridlniho genu. Studium téchto pseudogen(i nam poskytuje
informace o jejich plvodu, evolucni historii a fylogenetickém vztahu druhu,
reprezentuji tedy fosilni rodovou linii, ktera se vyvinula soubéiné s jejich

mitochondridlnimi duplikaty (Pérez et. al., 2017).

Ceské vzorky se vtomto pseudogenu od sebe lisily v ramci populaci,
a zaroven byly stejné v ramci lokality, coz bylo ale ukazano jen na pfipadu dvou
populaci, z nichZ pouze jedna zahrnovala vice jedinca. Platnost tvrzeni, Ze Ceské
populace postihl geneticky drift by bylo tfeba ovéfit na vice jedincich z kazdé

populace.

5.4 Doporudeni pro ochranu

Vysledky této prace bohuzel nedovedou rozlisit, zda se nové objevené populace
Ci ty, které zaznamenaly vysoky narlst jedincl, néjak lisi od pavodnich ¢eskych
populaci, ani odkud se tam popfipadé dostaly. Bylo by vhodné zkoumat druh
z genetického hlediska vice, protoZe navrat druhu je zajimavy fenomén,
generalizovat a vztahnout k odpovédi druhll zménu klimatu. Mnou pouzity
marker (COIl) bohuzel nevykazoval dostatecnou variabilitu a nepodafilo se ho
naamplifikovat u dostatecného mnozstvi vzorkd, aby se dalo rozlisit, které
populace jsou nejpribuznéjsi k ¢eskym vzorkiim. Bylo by vhodné pridat dalsi
markery, jak mitochondridlni, tak jaderné, popf. provést analyzu mikrosatelitd.
Nejvétsi vhled by do véci samoziejmé vnesly populacné genomické metody
(napf. RAD sekvenovani), které je ale zatim ovSem financné ndrocné a také
narocné na kvalitu vzork(. Dalsi potfebnou véci by byl kvalitni sbér vzorkl v celé
Evropé (hlavné okoli Ceské republiky) a osekvenovani muzejnich vzork(
vymizelych ¢eskych populaci, aby se daly srovnat s populacemi sou¢asnymi. Tim
bychom pak zjistili, zda se druh zpétné Siti z jihu, ¢i pouze ze zbyvajicich ¢eskych

populaci a ve stavajicich populacich doslo pouze ke zlepseni situace. Vzhledem
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k tomu, Ze se jedna o zajimavy a ohroZzeny druh, navrhuji, aby se jeho populace
chranily v novych oblastech vyskytu, a to at se jedna o nové populace Sifici se do

Ceské republiky odjinud, nebo vznikly ze zbylych populaci.

Pfi ochrané druhi je velmi dullezité udrZovat nejen velké mnozstvi
raznych mikrostanovist, sukcesnich stadii vegetace, ale i prechodné zény. Tak,
aby se krajina nestala jen fadou homogennich chranénych usekd, na kterych se
vyskytuje pouze minimum cilenych druhl na ukor druh( ostatnich. Druhové
sloZzeni vegetace je nutnou podminkou, stejné jako jeji povrchova struktura.
Vegetace totiz poskytuje nejen potravu, ale i Ukryt, nocovisté, zimovisté, misto
pro teritoridlni chovani a v neposledni fadé i orientacni body. Proto je dllezita
rdzna vyska vegetace, rlizné svételné pomeéry Ci zapoj kiovin a struktura drnu. Je
potfeba si uvédomit, Ze kazdé vyvojové stadium ma jiné ndroky na zdroje
vegetace, z toho vyplyva, Ze je nutné zajistit bohatou nabidku zdrojd, a to nejlépe
v tésném sousedstvi. Velice dlleZitym faktorem, aby mohla populace preiit, je
mikroklimaticka diverzita. Ta zahrnuje stin, zavétrné plosky ¢i obnazend mista
podloZi, které poskytuji rlzné podminky napomahajici pfi zménach pocasi.
Pfedeviim je dlllezité, aby byla chranéna celd populace. Cim pocetnéjsi populace,
tim vétsi je pravdépodobnost jejiho preziti, a to kvlli genetickym problémam,
fluktuacim pocetnosti a enviromentalni nepfedvidatelnosti. Populace maji
omezenou disperzi a vyskytuji se v prostorové ohrani¢enych koloniich, to vede
k popula¢ni dynamice. Proto je povinnosti chranit sité nedalekych stanovist,

i kdyZ jsou doCasné neobyvané.

K vytvoreni ,idedlnich” biotopl je nutna jejich fizena péce, ta zahrnuje
seCe, pastvy, vyfezy krfovin, mechanické narusovani drnu a fizené vypalovani.
Veskeré kroky je nutno mit promyslené, protoze kazdy zasah zvySuje mortalitu
a mlze mit pro populaci fatalni nasledek. Proto je vhodné zasahy rozélenit v case,
idedlné i podle typu péce. UdrZzujeme tedy rliznorodou mozaiku, kde se nachazi
mista docCasné vynaté ze zasahu. Tato mista zaujimaji vétsi plochu v mensich

biotopech nez v rozsahlejsich (Konvicka et. al., 2005).
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6. Zaver
Hlavnim cilem prace bylo zjistit, plivod ¢eské populace hnédaska kvételového

z pohledu poddruhu. Kdy:

1. Kvli vyskytu pseudogent u vétsiny vzork(, byl plvod zjistén pouze
vzorku jediného. A to u vzorku z Havranického viesovisté (NP Podyjiji),
kde sekvenace mitochondridlniho genu probéhla Uspésné a ukdzala,
Ze tento vzorek spada do poddruhu Melitaea didyma neera a zaroven
do blizkosti k rumunskym populacim.

2. Diky wvyskytu pseudogenli bylo umoZnéno zjistit geografickou
informaci. Jedinci z populaci vyskytujicich se jizné od Alp (Chorvatsko,
Svycarsko) byli identicti, ¢eské vzorky byly stejné pouze
v ramci lokality, to midze poukazovat na geneticky drift. Ceské vzorky
byly na fylogenetickém stromu umistény na bazi vzorkd ze Svycarska
a Chorvatska. VSechny evropské sekvence pseudogeni byly sesterské
ke dvéma sekvencim z Kazachstanu, v databdazi GenBank oznacenych
jako COI. Tato topologie by mohla ukazovat na historické rozsiteni
druhu do Evropy z vychodu. Cela tato vétev pak byla pfibuzna jinym

druhim hnédaskd, a to k Melitaea trivia, M. casta a M. persea.
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8. Prilohy

Pfiloha 1 Seznam hnédaskli rodu Melitaea z publikovanych zdrojl, vyuZitych pro
srovnani s predloZenou bakalafskou praci. Sloupedek ,group” oznacuje, do které
zemépisné oblasti v haplotypové siti (Obr. 3) byl vzorek od Melitaea didyma zarazen.

<o GenBank
vzorku Druh Group Pivod Accession Publikovano v
Number

Bpf_liilg Melitaea acentria KY777529 Lukhtanov 2017
BP:EZB Melitaea acentria KY777528 Lukhtanov 2017
BP;IiZs75 Melitaea acentria KY777527 Lukhtanov 2017
Bpﬁli?;lg Melitaea acentria KY777576 Lukhtanov 2017
BPQ;?;lQ Melitaea acentria KY777546 Lukhtanov 2017
BP:_IiBGlQ Melitaea acentria KY777539 Lukhtanov 2017
Bpﬁzlg Melitaea acentria KY777540 | Lukhtanov 2017
BP;A_IiaGZS Melitaea acentria KY777541 Lukhtanov 2017
BP;;?S Melitaea acentria KY777544 Lukhtanov 2017
BP:;?G Melitaea acentria KY777543 Lukhtanov 2017
BPiA-IiBGBG Melitaea acentria KY777542 Lukhtanov 2017
BP:_;IZIZ Melitaea acentria KY777535 Lukhtanov 2017
BPSA_IiIZIZ Melitaea acentria KY777531 Lukhtanov 2017
BP;EIiIZlZ Melitaea acentria KY777530 Lukhtanov 2017
BPQ;IZlZ Melitaea acentria KY777574 Lukhtanov 2017
BP;E';ZlZ Melitaea acentria KY777532 Lukhtanov 2017
BP:_;IZB Melitaea acentria KY777536 Lukhtanov 2017
BPiIiIZB Melitaea acentria KY777534 Lukhtanov 2017
BP?_':ZB Melitaea acentria KY777538 Lukhtanov 2017
BP:_TZB Melitaea acentria KY777533 Lukhtanov 2017
BP:_':ZB Melitaea acentria KY777545 Lukhtanov 2017
BP:_'::M Melitaea acentria KY777537 Lukhtanov 2017
BPlA-IiIZIS Melitaea acentria KY777575 Lukhtanov 2017
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BPAL230

2-14 Melitaea casta KY777549 Lukhtanov 2017
BP:-IiiBO Melitaea casta KY777550 Lukhtanov 2017
BP:IiiBO Melitaea casta KY777553 Lukhtanov 2017
BP:IiiBO Melitaea casta KY777554 Lukhtanov 2017
BP;\IifO Melitaea casta KY777552 Lukhtanov 2017
BP;\Iii30 Melitaea casta KY777551 Lukhtanov 2017
casta-M8 Melitaea casta KY867399 Lukhtanov 2017
casta-M9 Melitaea casta KY867400 Lukhtanov 2017
BPAL258 Melitaea KY777572 | Lukhtanov 2017

5-14 deserticola
BPAL258 Melitaea KY777571 | Lukhtanov 2017

6-14 deserticola
BPAL268 Melitaea KY777565 | Lukhtanov 2017

6-14 deserticola
BPAL270 Melitaea

4-14 deserticola KY777564 Lukhtanov 2017
BPAL285 Melitaea KY777566 | Lukhtanov 2017

7-15 deserticola
BPAL286 Melitaea KY777569 | Lukhtanov 2017

0-15 deserticola
BPAL288 Melitaea KY777568 | Lukhtanov 2017

5-15 deserticola
BPAL288 Melitaea KY777567 | Lukhtanov 2017

6-15 deserticola
BPAL289 Melitaea KY777570 | Lukhtanov 2017

8-15 deserticola

Wahlberg &
1-7 Melitaea didyma ZEvropa AF187763 Zimmermann
2000
. . Pazhenkova et
188031 Melitaea didyma VEvropa KT792899
al. 2015
2005-
LOWA- | Melitaeadidyma | Centralni Asie FI663788 Lukhtanov et al.
2009
822
2005-
LOWA- | Melitaea didyma | Centralni Asie FI663787 Lukhtanov et al.
2009
823
2005- Lukhtanov et al
LOWA- Melitaea didyma Centrélni Asie F1663786 )
2009
824
224011 Melitaea didyma VEvropa KT792900 Pazhenkova et
al. 2015
. . Pazhenkova et
225015 Melitaea didyma VEvropa Rusko KT792901
al. 2015
. . Pazhenkova et
226015 Melitaea didyma VEvropa Rusko KT792902
al. 2015
. . Pazhenkova et
227015 Melitaea didyma VEvropa Rusko KT792903 al. 2015
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Pazhenkova et

228015 Melitaea didyma VEvropa Rusko KT792904 al. 2015
. . Pazhenkova et
229016 Melitaea didyma VEvropa Rusko KT792905
al. 2015
. . Pazhenkova et
92015 Melitaea didyma VEvropa Rusko KT792898
al. 2015
AC6-7 Melitaea didyma ZEvropa Spanélsko Fl462251 Lene;/ggget al.
AC7-8 Melitaea didyma ZEvropa Francie FJ462252 Lene;/ggget al.
BCZSM Hausmann et al
Lep Melitaea didyma Némecko Némecko JF415717 ’
2011
21547
BPAL250 . . e A .y Pazhenkova &
714 Melitaea didyma Centralni Asie Uzbekistan KY086109 Lukhtanov 2016
BPAL255 . . e A . Pazhenkova &
6-14 Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KY086110 Lukhtanov 2016
BP;“iin Melitaea didyma | Stfedni vychod Izrael KY777573 Lukhtanov 2017
BPAL276 . . e . Pazhenkova &
6-15 Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KY086111 Lukhtanov 2016
BPAL276 . . I . Pazhenkova &
715 Melitaea didyma Centralni Asie Kazachstan KY086112 Lukhtanov 2016
BPAL276 i ) o A , Pazhenkova &
8-15 Melitaea didyma Centralni Asie Kazachstan KY086113 Lukhtanov 2016
BPAL276 i ) o A , Pazhenkova &
9-15 Melitaea didyma Centralni Asie Kazachstan KY086114 Lukhtanov 2016
BPAL277 . . e . Pazhenkova &
0-15 Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KY086115 Lukhtanov 2016
BPAL277 . . e . Pazhenkova &
1-15 Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KY086116 Lukhtanov 2016
BPAL277 . . P . Pazhenkova &
215 Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KY086117 Lukhtanov 2016
BPAL294 . i o A , Pazhenkova &
6-15 Melitaea didyma Centralni Asie Kazachstan KY086121 Lukhtanov 2016
BPAL294 . i o A , Pazhenkova &
715 Melitaea didyma Centralni Asie Kazachstan KY086122 Lukhtanov 2016
BPAL296 . . Pazhenkova &
9-15 Melitaea didyma VEvropa Bulharsko KY086126 Lukhtanov 2016
BPAL299 . . P . Pazhenkova &
1-15 Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KY086130 Lukhtanov 2016
BPAL299 . . P . Pazhenkova &
215 Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KY086131 Lukhtanov 2016
BPAL299 . i o A , Pazhenkova &
515 Melitaea didyma Centralni Asie Kazachstan KY086132 Lukhtanov 2016
BPAL299 . . VI . Pazhenkova &
715 Melitaea didyma Centralni Asie Kazachstan KY086133 Lukhtanov 2016
BPAL299 . . VI . Pazhenkova &
8-15 Melitaea didyma Centralni Asie Kazachstan KY086134 Lukhtanov 2016
BPAL299 . . e , Pazhenkova &
9-15 Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KY086135 Lukhtanov 2016
BPAL302 . . Pazhenkova &
315 Melitaea didyma VEvropa Rusko KY086141 Lukhtanov 2016
BPAL303 . . Pazhenkova &
515 Melitaea didyma VEvropa Rusko KY086142 Lukhtanov 2016
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BP: ;3503 Melitaea didyma VEvropa Rusko KY086143 inms:z:\%i
BP£;3504 Melitaea didyma VEvropa Rusko KY086144 in:':aezz(\jvzaoi
BP:_ ;3504 Melitaea didyma VEvropa Rusko KY086145 in:':aezz(\jvzaoi
BP?_ ;3508 Melitaea didyma VEvropa Recko KY086153 L:i;r;ae:l:\jvzaoi
BP;EIi3508 Melitaea didyma VEvropa Bulharsko KY086154 L:i?:::lc(n(\jvzaoi
BP;:Ii3508 Melitaea didyma Chorvatsko Slovinsko KY086155 L:i:}:::gs\;aoi
BP:-IiSSOQ Melitaea didyma Chorvatsko Slovinsko KY086156 in:':aezz(\jvzaoi
BP:Ii.ZlG Melitaea didyma VEvropa Recko KY086158 inﬂ;::zsvzaoi
BP5A- ;3616 Melitaea didyma VEvropa Recko KY086159 L:i:wl::rr:l:\:vzaoi(G
Bpgli?;ls Melitaea didyma VEvropa Recko KY086160 L:i:wr;::lc()(\jvzaoi
Bp;tli?;ls Melitaea didyma VEvropa Recko KY086161 L:i:wr;::lc()(\jvzaoi
BP;;?;lG Melitaea didyma VEvropa Rusko KY086162 inm::l:\jvzaoi
BP:_IiBGlG Melitaea didyma VEvropa Rusko KY086163 in;[':::l;(\jvzaoi
BP:_ ;3617 Melitaea didyma VEvropa Rusko KY086164 L:i:wl::rr:l:\:vzaoi(G
BPQ;?;U Melitaea didyma VEvropa Rusko KY086165 L:i:wr;::lc()(\jvzaoi
BPQIi?;M Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KY086172 in:;::lxvzaoi_)
BP;E;?;M Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KY086173 inﬂ;::lgsvzaoi
BP:-IiBG48 Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KY086174 inﬂ;::l;svzaoi;
BP£;3648 Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KY086175 inﬂ;::l;svzaoi;
BPQIi?;48 Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KY086176 in:;::l;:vzaoi
BPéli?;49 Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KY086179 in:;::l;:vzaoi
BPgﬁli?;SO Melitaea didyma Centrdlni Asie Kyrgyzstan KY086180 inﬂ;::gsvzaoi
BP:-Iis;SO Melitaea didyma Centralni Asie Kyrgyzstan KY086181 L:i:}?::gs\;aoi
BP:;E;SO Melitaea didyma Centrélni Asie Kyrgyzstan KY086182 L:i:}?::gs\;aoi
BP;;ZH Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KY086183 in:;::l:\jvzaoi
Bp:_li3651 Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KY086184 sz:::zsvzaoi
BP:-Ii3651 Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KY086185 LZiE:aesI;SVzaoile
BP:-IiI;lB Melitaea didyma Centralni Asie Rusko KY086194 LEi:}:::ESVZaOTG
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BPALB18 . . VI Pazhenkova &
7-16 Melitaea didyma Centralni Asie Rusko KY086195 Lukhtanov 2016
BPALB18 . . ot A Pazhenkova &
9-16 Melitaea didyma Centralni Asie Rusko KY086197 Lukhtanov 2016
BPALB19 . . ot A Pazhenkova &
0-16 Melitaea didyma Centralni Asie Rusko KY086196 Lukhtanov 2016
CCDB- Pazhenkova et
03033 Melitaea didyma Kavkaz Rusko KT874713
al. 2015
G03
CCDB- Pazhenkova et
03033 Melitaea didyma Kavkaz Rusko KT874716
al. 2015
HO8
Ccos- Pazhenkova et
17951 Melitaea didyma Centralni Asie Cina KT874698
al. 2015
Al10
CCDB- Pazhenkova et
17951 Melitaea didyma Centralni Asie Cina KT874725
al. 2015
All
Ccoe- Pazhenkova et
17951 Melitaea didyma | Stfedni vychod Syrie KT874738
al. 2015
B04
ccoe- Pazhenkova et
17951 Melitaea didyma SAfrika Maroko KT874712
al. 2015
BO5
ccbe- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma Centrdlni Asie | Tadzikistan KT874700
al. 2015
B0O5
Ccoe- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma Rakousko Rakousko KT874733
al. 2015
C0o1
ccoe- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma | Centralni Asie Kazachstan KT874695
al. 2015
C02
ccoe- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KT874737
al. 2015
co3
Ccoe- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KT874735
al. 2015
co4
ccoe- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma | Centralni Asie Kazachstan KT874709
al. 2015
C05
ccoe- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KT874703
al. 2015
C06
Ccoe- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma Kavkaz Arménie KT874748
al. 2015
co7
ccoe- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma Centrdlni Asie Kazachstan KT874718
al. 2015
C08
ccoe- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma Centralni Asie Kazachstan KT874707
09 al. 2015
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CCDB-

Pazhenkova et

17966 Melitaea didyma Centralni Asie Kyrgyzstan KT874710
al. 2015
C10
Ccos- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma Centralni Asie Kyrgyzstan KT874742
al. 2015
C11
ccoe- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma Centralni Asie Uzbekistan KT874726
al. 2015
C12
¢coe- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma Centrdlni Asie Uzbekistan KT874745
al. 2015
D01
Ccos- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma Centralni Asie | Tadzikistan KT874722
al. 2015
D03
ccoe- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma Centrdlni Asie | Tadzikistan KT874694
al. 2015
D04
¢coe- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma Centrdlni Asie | Tadzikistan KT874715
al. 2015
D05
ccoe- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma VEvropa Rusko KT874720
al. 2015
G12
Ccoe- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma VEvropa Rusko KT874730
al. 2015
HO1
Ccoe- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma Centralni Asie Kyrgyzstan KT874746
al. 2015
HO3
ccoe- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma Rakousko Rakousko KT874743
al. 2015
HO4
Ccoe- Pazhenkova et
17966 Melitaea didyma Rakousko Rakousko KT874721
al. 2015
HO5
ccoe- Pazhenkova et
17968 Melitaea didyma | Stfedni vychod Izrael KT874744
al. 2015
E10
LOWABO . . -~ Lukhtanov et al.
15-07 Melitaea didyma Kavkaz Arménie KY118818 2016
LOWABO . . -~ Lukhtanov et al.
16-07 Melitaea didyma Kavkaz Arménie KY118819 2016
LOWABO . . -~ Lukhtanov et al.
63-07 Melitaea didyma Kavkaz Arménie KY118820 5016
. . Pazhenkova &
m27 Melitaea didyma VEvropa Bulharsko KY086212 Lukhtanov 2016
MD11 Melitaea didyma VEvropa Bulharsko KT792908 Pazhenkova et
al. 2015
NW107-5 | Melitaea didyma Maroko Fl462253 Lene;/ggget al.
NW99-12 | Melitaea didyma |  VEvropa Rusko F1462249 Le"e;’ggget al
RV-06- . . o .
G478 Melitaea didyma ZEvropa Spanélsko KP870836 Dinca et al. 2015
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RV-06-

M962 Melitaea didyma Rumunsko Rumunsko HQ004792 Dinca et al. 2011
RV-06- . : i
M973 Melitaea didyma Rumunsko Rumunsko HQ004793 Dinca et al. 2011
RV-06- . : i
M995 Melitaea didyma Rumunsko Rumunsko HQ004791 Dinca et al. 2011
Rvcoll.
090111X | Melitaea didyma ZEvropa Spanélsko KP870744 | Dinca et al. 2015
200
RVI\(/:IC;HG.SS Melitaea didyma Rumunsko Rumunsko HQ004789 Dinca et al. 2011
RY&‘::)’SS Melitaea didyma Rumunsko Rumunsko HQ004790 Dinca et al. 2011
R\-l(c:zg.llo Melitaea didyma Rumunsko Rumunsko KP870704 Dinca et al. 2015
RVcoll.11 < N .
-;:02 Melitaea didyma ZEvropa Spanélsko KP870593 Dinca et al. 2015
RVcoll.11 . . < .
_;:09 Melitaea didyma ZEvropa Spanélsko KP870659 Dinca et al. 2015
R\ﬁ:;:&.;ll Melitaea didyma Rumunsko Rumunsko KP870749 Dinca et al. 2015
TLMF Huemer &
Lep Melitaea didyma Rakousko Rakousko KP253180
Hebert 2015
08290
BP:;?G Melitaea higginsi KY777548 Lukhtanov 2017
BP;Iii48 Melitaea higginsi KY777547 Lukhtanov 2017
BPAL254 'Me"taea KY777514 Lukhtanov 2017
2-14 interrupta
NA Melitaea persea KY777510 Lukhtanov 2017
BP:IileS Melitaea persea KY777517 Lukhtanov 2017
BP:;1269 Melitaea persea KY777513 Lukhtanov 2017
BP:-Ii:;70 Melitaea persea KY777511 Lukhtanov 2017
BP;A-IiiZ9 Melitaea persea KY777507 Lukhtanov 2017
BP:IiiZ9 Melitaea persea KY777509 Lukhtanov 2017
BPQIiiZQ Melitaea persea | Centrélni Asie | Kazachstan KY777508 Lukhtanov 2017
BPQA_IiiM Melitaea persea KY777522 Lukhtanov 2017
BP:\-Iii35 Melitaea persea KY777524 Lukhtanov 2017
BP;;iss Melitaea persea KY777523 Lukhtanov 2017
Bp:_lii% Melitaea persea KY777505 Lukhtanov 2017
Bpf_lii% Melitaea persea KY777506 Lukhtanov 2017
BPSA_Ii2594 Melitaea persea KY777525 Lukhtanov 2017
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BPAL295

9-15 Melitaea persea KY777526 Lukhtanov 2017
BP:_IiZSW Melitaea persea KY777518 Lukhtanov 2017
BP:_IiZSW Melitaea persea KY777519 Lukhtanov 2017
BPiliZsW Melitaea persea KY777515 Lukhtanov 2017
BP;liiW Melitaea persea KY777521 Lukhtanov 2017
BP:Iii% Melitaea persea KY777520 Lukhtanov 2017
BP:-IiZS% Melitaea persea KY777512 Lukhtanov 2017
BP:Ii2598 Melitaea persea KY777516 Lukhtanov 2017
NW43-10 | Melitaea persea KY867397 Lukhtanov 2017
NW43-9 Melitaea persea KY867398 Lukhtanov 2017

AC3-3 p'\:'eeJEZZTa CentrélniAsie | Kyrgyzstan |  F1462250 Lene;'ggget ol
BP;:;Z:S Melitaea trivia KY777561 | Lukhtanov 2017
BP;A-IiiSS Melitaea trivia KY777562 Lukhtanov 2017
BPQIiE;O9 Melitaea trivia KY777555 Lukhtanov 2017
BPQIiiH Melitaea trivia KY777560 Lukhtanov 2017
BP:-Iiill Melitaea trivia KY777559 Lukhtanov 2017
BPiA-IiiIZ Melitaea trivia KY777558 Lukhtanov 2017
BP;-IiBSlZ Melitaea trivia KY777557 Lukhtanov 2017
BP£;3512 Melitaea trivia KY777556 Lukhtanov 2017
BPZA_IiIle Melitaea trivia KY777563 Lukhtanov 2017
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