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1 UVOD

Me¢nici se klimatické podminky mély a maji vyrazny vliv na mnoho organismt (Hewitt
1996; Schmitt 2007). Distribuce druhi se svlivem Klimatickych zmén ménila jak
v minulosti v disledku glacialnich cyklu, tak v soucasnosti, kdy dochazi ke zvySovani teplot
(Hill et al. 2002; Parmesan et al. 1999; Thomas et al. 2004). Klimatické zmény vedou
organismy bud’ k adaptacim na nové ekologické podminky, nebo k Gstupu do refugii, coz
vede K disjunktnimu rozSifeni nékterych taxonid. V tomto kontextu, druhy nalezici do
riznych ekologickych a biogeografickych skupin reaguji odlisné na abiotické zmény (Habel
et al. 2010; Schmitt 2007). V obdobi ¢tvrtohor se diky klimatickym vykyvim vyvinuly dveé
velké skupiny odlisné adaptovanych Zzivoc€ichl: (1) temperdtni druhy - Siroce rozsifené
Vv interglacialech a naopak za neptiznivych podminek glacialti tlaené k tstupu do jiznich
refugii (Hewitt 1999; Seddon et al. 2001; Schmitt & Seitz 2002); (2) chladnomilné druhy —
s opa¢nym paternem (Dalen et al. 2007; Mardulyn et al. 2009; Ronikier et al. 2012).

U chladnomilnych organismu se tedy piedpoklada, ze byly v pribéhu posledniho
glacialu Siroce rozsifeny a naopak na oteplovani zptisobené nastupem interglacialu reagovaly
posunem populaci na sever nebo v pfipadé¢ jiznich populaci Ustupem do vysSich
nadmoiskych vysek (Holdhaus 1954; de Lattin 1967; Varga & Schmitt 2008). Boreo-
montanni druhy reprezentuji kombinaci vlastnosti kontinentalnich, arktickych a alpinskych
druhti (Habel et al. 2010). Typické pro né je, Ze maji disjunktni distribuci. Alpské a severské
populace jsou nyni oddéleny a tudiz byl genovy tok mezi t€émito populacemi v poslednich
10 000 letech zastaven. Také genovy tok mezi Eurasii a Severni Amerikou, ktery byl
umoznén piedevsim diky pevninskému mostu v Beringové uZiné, byl pferuSen a to
nejpozdé€ji pii nastupu posledniho interglacialu (Mutanen et al. 2012).

Ve srovnani s cévnatymi rostlinami a obratlovci je studii tykajicich se hmyzu
s holarktickym rozSifenim podstatné¢ méné. Motyli jsou diky svému atraktivnimu vzhledu
zkoumani jiZ po staleti a naSe znalosti jejich morfologie, ekologickych naroki, taxonomie a
rozsiteni jsou ziejmé lepsi, nez by se dalo fict o jakékoliv jiné skupiné hmyzu (Vila et al.
2011). Fylogeografie druhi s mediterannim, kontinentalnim ¢i arkticko-alpinskym
roz$itenim je relativné dobie prozkoumana, av$ak o druzich s boreo-montannim rozsifenim
se toho zatim moc nevi (Habel et al. 2010; Varga & Schmitt 2008). Otazkami distribuce
druht v Holarktickém regionu se zabyvali védci jiz v minulém stoleti (de Lattin 1967,
Nabokov 1945), avsak fylogeografické studie motyli s takovymto rozsifenim jsou stale

netplné, zaméiené pouze na malé geografické oblasti ¢i s velice malym mnozstvim



pouzitych vzorki. Jsou vétSinou pouze vedlejsim produktem studii fylogeneze vysSich
taxonomickych skupin (Kodandaramaiah et al. 2010; Simonsen et al. 2010). Proto jsem se
ve své diplomové praci rozhodla zabyvat srovnanim fylogeografie dvou druhti motyla
s holarktickym rozsifenim, obyvajicich ruzné habitaty — perletovec moktadni (Boloria

eunomia) a perletovec dvanactitecny (Boloria selene).

1.1 Biogeografie Holarktického regionu

SoucCasnd eurasijskd a severoamerickd fauna je vysledkem dlouhodobého plisobeni
kontinentalnich pohybt, klimatickych cykld a biotickych interakei. Utvareni Palearktického
regionu do podoby jak ho zname dnes, zacalo v obdobi eocénu zhruba pted 53-49 miliony let
kolizi Eurasie s africkou a indickou tektonickou deskou. Vysledkem narazu Indie do Asie
bylo postupné zvedani Himalaji. Pohofi nasledné zacalo branit piisunu vlhkosti ze zapadni
Asie do vnitrozemi, coz bylo jednou z pfic¢in zvysujici se kontinentality na vét§in€ Gzemi
Eurasie (Ramstein et al. 1997; Ruddiman & Kurzbach 1989). Soucasné doslo ke zmensovani
puvodniho moie Thetys, které dalo vzniknout dnesnimu Stfedozemnimu mofi (Dercourt et
al. 1986; Dewey et al. 1973). Od eocénu tedy dochazi na Zemi Kk ochlazovani. K zalednéni
Antarktidy do$lo zhruba pfed 35 miliony let a arkticky ledovec poprvé vznikl pied 3 miliony
let. Ochlazovani vyvrcholilo v obdobi pleistocénu (2,5Mya — 12Ky) charakteristickém
dobami ledovymi, které vedly k opakovanému poklesu teplot a postupu ledovci (Hewitt
2000; Malicky 2000; Zachos et al. 2001). Ke klimatickym oscilacim dochazi kazdych 100,
41 a 21 tisic let a jsou zplsobeny periodicky se opakujicimi vykyvy v ob&ézné draze Zemé
kolem Slunce. Obrovské plochy ledovcl obklopené permafrostem, nizsi globalni teplota a
zhor$ena dostupnost vody mély vliv na rozsifeni druhi (Bennett 1997; Hewitt 2004,
Williams et al. 1998). To, jak doby ledové ptisobi na jednotlivé druhy, se 1isi se zemépisnou
Sitkou a topografii izemi, ktera obyvaji.

Obdobi glaciali, mimo jiné i posledni glacialni maximum (LGM), byla kli¢ovymi
udélostmi V historii rozsifeni vétSiny druhii a reprezentuji opacny klimaticky extrém
k dnesnimu interglacialnimu klimatu (Hewitt 2004). Pouze pted 21-18 tisici let byly krajina
a klima na severni polokouli dramaticky odli$né ve srovnani s dneskem. Arktické ledovce
pokryvaly velké tizemi Evropy a Severni Ameriky. Velkd evropska pohoii jako Alpy,
Pyreneje a Karpaty byla také zalednéna. Soucasné velké oblasti severovychodni Asie a

severozapadni Ameriky byly pokryty permafrostem, nikoliv ledem.



Diky tomu, ze klimatické podminky byly podstatn¢ sussi a chladnéjsi, doslo ke
snizeni hladiny svétovych mofi zhruba o 120 m, coz mélo na severni polokouli za nésledek
vytvoifeni pevninského mostu v oblasti Beringovy Gziny (Hewitt 2004).

Ke wvzniku pevninského mostu v Beringové uziné doslo v prabéhu ctvrtohor
nékolikrat, coz umoznilo druhim umoznéna migraci ¢i disperzi mezi Eurasii a Severni
Amerikou (Hopkins et al. 1982; Sanmartin et al. 2001). Velka c¢ast Beringie nebyla
v glacialech zalednéna (Dyke 2004) a oblast neslouzila pouze jako migra¢ni koridor
(Zigouris et al. 2013). Fosilni zaznamy a vétsi geneticka diverzita nékterych zde zijicich
druhti naznacuji, Ze se V této oblasti nachazela refugia a doslo odtud k expanzi druht
s cirkumpolarnim rozsitenim (Hewitt 2004; Eidesen et al. 2013). Distribuce druhti v prib&hu
LGM, ale také ptedchozich glacialt, byla tedy velmi odli$na od té dnesni. Zmény v rozsifeni
se projevovaly nejen v zemépisné Sifce a nadmoiské vySce, ale také longitudinalné, diky
otevieni novych migracnich cest (Hewitt 2004).

Nasledkem klesajici teploty a Sifeni ledovel velkd cast druhl zazila vyrazné
zmenSeni a fragmentaci aredlu rozSifeni, diky c¢emuz vznikaly vice ¢i méné izolované
refugialni populace (Hewitt 1996, 2004). V prabéhu tohoto chladného obdobi byly druhy
donuceny k tstupu na jih smérem k rovniku. Borealni druhy v Severni Americe a Evropé
ptezily na jih od ledovce a na severovychod¢ Palearktického regionu, kde ledovec nebyl. Jak
ukazuji fosilni zdznamy z Evropy a Severni Ameriky, vétSina temperatnich druht se stahla
do refugii v jiznich zemépisnych §itkach. V Evrop¢ to byly Ibersky, Apeninsky a Balkansky
poloostrov, v Severni Americe byla pro pieziti druhd vyznamna oblast okolo Ctyficaté
rovnobézky (Hewitt 2004; Schmitt et al. 2010; Taberlet et al. 1998). Pro populace
v refugiich je typicka vétsi genetické diverzita v porovnani s nedavno vzniklymi populacemi
(Hewitt 2000). Na zaklad¢ demografickych zmén, distribuce gentl a genotypt v krajiné je, za
vyuziti vnitrodruhovych molekularné fylogeografickych analyz, mozné udélat si obrazek,
kde se takovato refugia nachazela (Avise 2000).

Po ustupu ledovcl v obdobi zhruba pied 10 000 let se severné polozené oblasti opét
staly obyvatelnymi a druhy rekolonizovaly tyto oblasti z jednoho nebo vice refugii (Avise
2000; Hewitt 2000). Tyto rekoloniza¢ni udélosti byly casto ovlivilovany migracnimi
bariérami, v piipadé Evropy to byly Alpy nebo Pyreneje, které prekazely nékterym taxoniim
v disperzi z mediterannich refugii zpét na sever (Taberlet et al. 1998). Nejéastéji zde tedy
dochazelo k rekolonizaci z Balkanského poloostrova (Hewitt 2004).

Posledni oblasti, kde v Evrop¢ ustoupil ledovec, byla Fenoskandie (Lundgvist &
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doba od rekolonizace severu ma za nasledek geneticky vice homogenni populace oproti
populacim v ostatnich temperatnich oblastech (Pamilo & Savolainen 1999). Toto bylo
pozorovano u mnoha druhti v Severni Americe a Evropé (Hewitt 1996; Kutschera et al.
2013; Marr et al. 2013; Michaux et al. 2003; Ronikier et al. 2012; Schmitt et al. 2002;
Winkler et al. 2013). Nicmén¢ i v severné polozenych oblastech se miize vyskytovat vysoky
stupenn genetické diferenciace mezi populacemi a to diky docasnému snizeni velikosti
populace a nasledné vétsi sile pusobeni genetického driftu (Gyllensten 1985; Mikko &
Andersson 1995).

1.1.1 Biogeografie chladnomilnych druhu

Boreo-montanni a arkticko-alpinska oblast je rozsahla a zahrnuje vétSinu severni polokoule
(de Lattin 1967). Soucasna distribuce druhti adaptovanych na vysoké nadmoiské vysky a
Sitky je Casto disjunktni, s kontinudlni distribuci na severu a ostrivkovitym vyskytem ve
vysokych nadmoiskych vyskach jiznich pohoti (de Lattin 1967). Schmitt (2007) uvazuje dva
obecné biografické paterny u chladomilnych druhti: (1) druhy mély nesouvislou distribuci i
v obdobi glaciald, coz by mélo za nasledek podstatné hlubsi/starsi genetické divergence; (2)
druhy byly v pribéhu glacialu kontinualné Siroce rozsitené, k preruseni genového toku doslo
az v prabéhu recentniho oteplovani a divergence mezi populacemi je nedavna.

Ve vysokych nadmotskych vySkdch a ve vysSich zemépisnych Sitkach byl
v minulosti vétsSinou ledovec a tudiz je ziejmé, ze zde muselo dojit k rekolonizaci (Muster &
Berendonk 2006). Na populace ¢lenovcl v jiznim disjunktnim arealu Ize nahlizet jako na
relikty, které vznikaly ve velmi odlisném obdobi (Schmitt et al. 2010). Ostrivkovité
populace jsou mal¢ a siln€ izolované od jejich distribu¢niho centra (Varga & Schmitt 2008).

Druhy adaptované na chlad, jako druhy arkticko-alpinskych a boreo-montannich
oblasti, byly vice tspésné v obdobi glacialli a byly zasazeny bottleneckem a zmenSovanim
aredlu v prib¢hu interglacialti (de Lattin 1967; Hewitt 2004). Hypotézy o refugiich a modely
pro porozumeéni procesii postglacidlni kolonizace jsou vétSinou odvozeny ze studii
temperatnich druhd (Schmitt et al. 2010). Mnohé latitudinalné se posouvajici druhy zazily
rozsahlé postglacialni expanze a velky populacni rist, ktery se datuje na konec posledniho
glacialniho maxima zhruba pted 10 000 let (Galbreath et al. 2009). Nicméné chladomilné
druhy nemusely vzdy na zménu klimatu reagovat pouze latitudinalnimi posuny (Galbreath et
al. 2009). U mnohych druhG naproti tomu pievazovaly v glacialni historii posuny

altitudialniho charakteru, tedy druhy ménily své rozSifeni v souvislosti s nadmoiskou



vyskou. A proto by mély vykazovat populacni expanze souvisejici se vzestupem LGM, které
byly nésledovany populacnim poklesem v pruibéhu Holocénu, kdy oteplovani klimatu
zpusobilo posun do hor (Galbreath et al. 2009).

Nutno vSak podotknout, Zze obdobi glaciali byla fadoveé delsi nez obdobi
interglacial, takze temperatni druhy stravily mnohem delsi dobu v refugiich nez

chladomilné druhy (Stewart 2010).

1.2 Klasifikace

Holarktiéti perletovci rodu Boloria Moore zc¢eledi babockoviti (Nymphalidae) byli
podnétem mnoha systematickych studii po vétsi ¢ast minulého stoleti. Nejvice diskutovany
jsou taxonomické otazky jako celkovy pocet druht versus poddruhti (Higgins 1975; Warren
1944) ¢i zda se jedna u téchto motyld o jeden, dva nebo tfi samostatné rody (Neve 1996;
Warren et al. 1946). Oproti pfedchozim autorim Simonsen (2005) povazuje taxony
Proclossiana Reuss a Clossiana Reuss za podrody Boloria s.l. K tomuto vysledku dospél na
zakladé¢ fylogeneze zalozené na morfologickych znacich samcich a samicich genitalii. Dalsi,
kdo se zabyval touto problematikou, byli Tuzov & Bozano (2006), ktefi taxony Proclossiana
(1 druh), Boloria (17 druhti) a Clossiana (28 druhit) oznacuji jako samostatné rody. Pelham
(2008) se vraci k tvrzeni pfedchozich autorti a vSechny druhy fadi do samostatného rodu
Boloria s.l., vrozporu se Simonsenem (2005) vSak taxon Proclossiana nepovazuje za
samostatny podrod, ale fadi ho do podrodu Boloria s.str. Simonsen (2005) pfipustil, Ze pouze
morfologické znaky genitalii nestaci k vyfeSeni vnitinich vztahii v rdmci podrodi a tak
Vv praci Simonsen et al. (2010) rozsitil fylogenezi o molekularni znaky. Vysledna a zatim

posledni klasifikace se shoduje s klasifikaci Simonsena (2005):

subtribus Boloria Warren, dos Passos and Grey, 1946
rod Boloria Moore, 1900
podrod Boloria Moore, 1900
podrod Proclossiana Reuss, 1921
podrod Clossiana Reuss, 1920

1.2.1 Perletovec mokiadni (B. eunomia)
Zkoumany perletovec mok¥adni (Boloria (Proclossiana) eunomia) (Obrazek 1) je jedinym

zastupcem podrodu Proclossiana Reuss, 1921. Tento druh byl poprvé popsan Esperem roku



1799 jako Papilio eunomia. Hiibner tomuto popisu nevénoval pozornost a roku 1800 druh
popsal pod novym nazvem Argynnis aphirape, pod timto jménem byl druh znamy az do té
doby, kdy Reuss znovu objevil ptivodni Espertv popis a druhové jméno aphirape oznacil
jako mladsi synonymum eunomia a proto je tedy povazovano za nazev neplatny (Mayr &
Ashlock 1991).

© Josef Dvorak © Josef Dvorak

Obrazek 1 Perletovec mokiadni, Boloria eunomia (foto Josef Dvorak)

Bylo popsano mnoho poddruhd:

Stfedni Evropa:

* eunomia (Esper, 1799) - Némecko

* diluta (Heydemann, 1942) - Némecko

* helmina (Fruhstorfer, 1922) - Prusko

« gieysztori (Krzywicki, 1967) - Bialowezsky les, Polsko

Jizni Evropa:
* ceretanensis (Deslandes, 1930) - Pyreneje
* campurrianensis (Gémez-Bustillo et al. 1985) - Kantaberské hory

Fenoskandinavie :

« montana (Petersen, 1947) - Svédsko (Laponsko)

« subargentata (Petersen, 1947) - centralni Svédsko

* ossianus (Herbst, 1800) - Laponsko, severni Rusko a Sibif



1.2.2

Asie:

* asiatica (Staudinger, 1901) - Amursky region, vychodni Sibif

* riamina (Korshunov, 1997) - Novosibirsk

Severni Amerika:

* dawsoni (Barnes & McDunnough, 1916) - Manitoba, Ontario, Michigan a Main
* triclaris (Hiibner, 1821) - Labrador, Aljaska, Atlin, Britska Kolumbie

* denali (Klots, 1940) - Mount McKinley na Aljasce

* nichollae (Barnes & Benjamin, 1926) - Rocky Mountains v provinciich Alberta a
Britskd Kolumbie, Kanada

* laddi (Klots, 1940) - jizni Wyoming

* caelestis (Hemming), 1933 - Colorado

* ursadentis Ferris & Groothuis, 1971 - Beartooth Pass, Park country, Wyoming

Perlet'ovec dvanactite¢ny (B. selene)

Perletovec dvanactitetny (B. selene) (Obrazek 2) je jednim z 28 druhti patiicich dle
nejnovéjsi klasifikace do podrodu Clossiana Reus, 1921 (Simonsen et al. 2010).

© Josef Dvorak

© Josef Dvorak
Obrazek 2 Perletovec dvanactite¢ny, Boloria selene (foto Josef Dvofak)

Bylo popsano nékolik poddruhti:

Euroasie:

selene Schiffermiiller, 1775 - EU, zapadni Sibif, Kazachstan, Altai, Sayan,
Transbaikalia

thalia (Hiibner, 1799) — arkticka Evropa, severni Sibif

dilutior Fixsen, 1887 — vychodni Amur, Ussuri

chibiana (Matsumura, 1927) — Sakhalin, Kunashir

7



Severni Amerika:

e myrina Cramer, 1777 — New Hampshire, New York, Maryland

e nebraskensis Holland, 1928 — Nebraska, Ohio

e sabulocollis Kohler, 1977 — Nebraska, Dakota, Colorado

o tollandensis Barnes & Benjamin, 1925 — Rocky Mountains, British Columbia

e albequina Holland, 1928 — Yukon, Aljaska

e atrocostalis Huard, 1927 — Nova Scotia, Saskatchewan, Quebec, Manitoba, Maine,
Vermont, New Hampshire, New York, Michigan, Wisconsin, Minnesota, Severni
Dakota

e terraenovae Holland, 1928 — Newfoundland

1.3 Rozsiieni a biotop

1.3.1 Perletovec mokiadni (B. eunomia)

Perletovec mokiadni (Boloria eunomia) je holarktickym, boreo-montannim druhem
s disjunktni distribuci typickou pro glacialni relikty (Warnecke 1942). Tento druh je rozsifen
od Evropy, pfes severni Asii az do Severni Ameriky (Néve et al. 2008; Neve et al. 2009;
Tuzov & Bozano 2006) (Obrazek 3). V Evropé se souvisle vyskytuje pouze ve Skandinavii a
Pobalti, v dalSich zemich je rozsifen ostrivkovité (Benes et al. 2002; Kudrna et al. 2011).
Tohoto motyla miizeme tedy nalézt v Ceské republice na Sumavé, dale ve Spanélsku,
Francii, Belgii, Némecku, Alpskych zemich, vychodnim Polsku, izolované se vyskytuje na
Staré Planiné v Bulharsku (Abadjiev 1995; Benes et al. 2002; Kudrna et al. 2011), ale také
v Srbsku (Jaksic et al. 2007). Na vychod dale v Be¢lorusku, na Ukrajing, severnéjSich
oblastech Ruska, Mongolsku (Gorbunov 2001; Tuzov & Bozano 2006), severni Ciné (Lang
2012) a také v Severni Americe (Layberry et al. 1998).

Obrazek 3 Mapa rozsifeni druhu B. eunomia

Typickymi biotopy B. eunomia jsou predevsim horska ptrechodova raselinisté a jejich
lemy a také zamokiené horské ¢i podhorské louky (nejcastéji horské trojstétové louky

Polygono-Trisetion) (Benes et al. 2002).



Habitat B. eunomia v Ardenach je vlhky, bazinaty s pfitomnosti rdesna hadiho kotene
(Polygonum bistorta). Pro pteziti druhu je zapotiebi, aby byly pfitomny stromy a aby
stanovisté bylo v blizkosti lesniho okraje. Trsy bezkolence modrého (Molinia coerulea) ¢i
jinych trav housenky vyuzivaji k odpoc¢inku (Néve 1996).

V okoli Bélovéze v Polsku obyva perletovec mokiadni dvé rlizna stanovisté a to
raSelinist¢ a vlhké louky, coz se projevuje odliSnym fenotypem (Krzywicki 1967).
V Badensku-Wiirttembersku tento druh zije ve stejném typu stanovist’ (Ebert & Rennwald
1991).

V Ceské republice se vyskytuje pouze v jiznich Cechich a to na Sumavé a
v Sumavském podhuii (540 — 1040 m n. m.). Pro tuto oblast byl poprvé popsan roku 1963,
kdy byl objeven v piirodni rezervaci Mrtvy Luh, coZ je asi 1250 ha velky systém raselinist a
podmacenych luk podél horniho toku Vltavy (Neve et al. 2008). Za poslednich nékolik
desetileti motyl znasobil rozsah piivodné obsazeného uzemi a obyva oblast o rozloze zhruba
450 km2. Nejvzdalengjsi kolonie se nachazi cca 25 km od zdrojové populace (Benes et al.
2002; Pavlicko 19964, b). Ceské populace plynule navazuji na vyskyt v Bavorsku (Benes et
al. 2002).

Ve Fenoskandinavii druh obyva raselinné oblasti tajgy (Neve 1996).

V severni Americe druh obyva bazinaté biotopy, vlhkou tundru a vlhké alpské louky
(Layberry et al. 1998).

1.3.2 Perletovec dvanactite¢ny (B. selene)

Perletovec dvandctiteCny je také druh s holarktickym rozsifenim. Vyskytuje se od severni
poloviny Spanélska a Portugalska pfes Francii, Velkou Britanii, stfedni a severni Evropu
(Kudrna et al. 2011), Sibif, Dalny vychod, Koreu, Sachalin a Japonsko (Gorbunov 2001;
Tuzov & Bozano 2006) az do Severni Ameriky (Layberry et al. 1998) (Obrazek 4). Chybi na

vetsing tizemi Italie a Balkanského poloostrova (Kudrna et al. 2011).

Obrazek 4 Mapa roz§ifeni B. selene



V Ceské republice je druh dosud Siroce roziifeny, ubytek lze spiSe zaznamenat v
pocetnosti populaci. Vzacny je vSak v intenzivné zeméd¢€lsky a lesnicky obhospodatovanych
oblastech, zvlast¢ v rozsahlych komplexech smrkovych monokultur. Ustupuje napiiklad v
nize  poloZzenych  Castech  nejsevernéjsi  Moravy (Bene§s et al.  2002).

B. selene obyva dva zakladni typy stanovist’ — jednak rozvolnéné listnaté a smiSené
lesy véetné pasek, tivozi, okoli lesnich cest, lesnich luk atd., véetné mezofilnich pastvin s
kifovinami a rozvolnénymi stromy a pak také na raselinnnych loukach a raselinistich (Benes

et al. 2002).

1.4 Ekologie a chovani

1.4.1 Perletovec mokradni (B. eunomia)

B. eunomia je druh motyla, ktery pfezimuje ve stadiu larvy. Vaji¢ka jsou kladena v ¢ervnu a
larvy se lihnou asi za deset dni poté. Mladé housenky se pfes den ukryvaji v suchych,
svinutych listech hadiho kofene a zir provadéji pouze v noci (Benes et al. 2002). Krmi se po
dobu nékolika tydnu, dvakrat se svlékaji a pak prezimuji (Neve 1996; Waeyenbergh et al.
1996). Na jafe po pfezimovani se larvy pres den vyhtivaji na oslunénych mistech, ¢asto vice
pohromadé, potravu piijimaji opét v noci (Benes et al. 2002). Housenka se pted zakuklenim
jesté n€kolikrat svleka (Neve 1996). U motylh Zijicich v Ardenach bylo pozorovano, Ze tento
druh ve stadiu kukly pietrvava 22 az 29 dni (Mass 1995). Imaga se lihnou na konci kvétna
nebo v ¢ervnu. Nékteti autoti uvadéji, ze housenka prezimuje dvakrat pred zakuklenim, coz
také svéd¢i o tom, Ze se opravdu jedna o glacialni relikt a jeho ptizplisobeni na kratka letni
obdobi (Ebert & Rennwald 1991; Néve 1996).

Ve stfedni Evropé je druh zcela zavisly na jedné hostitelské rostliné housenky —
rdesno hadi kofen (Polygonum bistorta) (Descimon 1976; Ebert & Rennwald 1991; Neéve
1996; Weiss 1967). Také Zivot imaga je spojen s touto rostlinou, ktera slouzi jako potrava.
Za pét let pozorovani v terénu po celou dobu letu B. eunomia v belgickych Ardenach Neve
(1996) zpozoroval jen dvakrat, ze by dospélec pfijimal potravu zjiné rostliny, nez P.
bistorta, a to na vrbovce bahenni (Epilobium palustre), fytocenologicky pied piitomnosti
kvéta P. bistorta, a podruhé na pchaci bahennim (Cirsium palustre) po rozkvétu P. bistorta.
V Némecku bylo jako zivna rostlina také pozorovano rdesno Zzivorodé (Polygonum
viviparum) (Settele 2009) a u nékterych populaci v Polsku klikva bahenni (Vaccinium

oxycoccos) (Sielezniew, osobni sdéleni).
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Ke snusce vajec dochazi v ¢ervnu a jsou kladena ve skupinach po 3-19, obvykle na
spodni listy Zivné rostliny. Obcas jsou vajicka kladena i na jiné druhy rostlin - Stirovnik
bazinny (Lotus uliginosus), rozrazil rezekvitek (Veronica chamaedrys), bolSevnik obecny
(Heracleum sphondilium) a kostifava ¢ervena (Festuca rubra), ale ptesto v blizkosti rdesna
hadiho kotene (Goffart & Waeyenbergh 1994).

Néve (1996) uvadi, ze hostitelskou rostlinou na jihu Norska je P. viviparum.
Distribuce P. bistorta a P. viviparum v Evropé jsou v podstaté komplementarni. Ve Finsku
byly pozorovany jako hostitelské rostliny také Viola palustris a Andromeda polifolia
(Marttila et al. 1990). P. viviparum je hlavni zivnou rostlinou B. eunomia také v USA a
Kanad¢é (Néve 1996). V USA byly jako zivné rostliny dale pozorovany Salix spp. a Viola
spp. (Lotts et al. 2015). V Kanad¢ Layberry et al. (1998) uvadi tyto zivné rostliny - klikva
bahenni (Vaccinium oxycoccos) a libavka Gaultheria hispidula.
propojeny migracemi dospélci pfes nevhodna stanovisté. Obdobi vyskytu a mobilita se
U samctl a samic lisi. Jednd se o protandricky, vyrazné heliofilni druh, ktery je na mistech
svého vyskytu hojny. Samice se rozmnozuji pouze jednou za Zivot a to kratce po vylihnuti,
oproti tomu samci se mohou pafit vicekrat za sezonu (Baguette & Néve 1994; Schtickzelle et
al. 2002). Samci aktivné vyhledavaji samice patrolovanim a snazi se o pafeni pii kazdém
nahodném setkani se samici. Po spafeni se samice snazi vyhybat samclim a vénuji se hledani
vhodného mista ke kladeni (Baguette & Néve 1994).

Rozmnozovaci chovani je tedy hlavnim faktorem ovlivitujicim disperzi dospélct
(Baguette et al. 1998). V ptipad¢ velké hustoty samic je pro samce nevyhodné investovat do
pfesunu mezi jednotlivymi subpopulacemi — v dobé, kdy samci dosdhnou nové populace, je
pravdépodobné, ze jsou samice jiz spafeny (Baguette & Neve 1994). Naopak za vysoké
hustoty samcl disperze samic mezi subpopulacemi vyrazné stoupd, je to zplsobeno
»dorazenim* samcii na jiz oplozené samice, které¢ pak nemaji dostatecny prostor k hledani
vhodného ovipozi¢niho mista (Baguette et al. 1996; Baguette et al. 1998; Petit et al. 2001).
Dalsim moznym divodem je cil najit lepsi kvalitu prostfedi pro krmeni nebo kladeni vajic¢ek
(Baguette & Neve 1994), ptipadné muze zvySend migrace samic SOUViSet S parazitaci.
V pribéhu zivota samice kladou ve sntiSkach po 3 — 19 vajiccich a distribuce potomkl do
riznych subpopulaci mize byt strategii, jak omezit rizika parazitce (Petit et al. 2001). Diky
nékolika studiim se zda, Ze samice maji vétsi sklony k pohybu mezi stanovisti nez samci.

Pohyb samic mezi stanovisti je tedy klicovym faktorem vedoucim k toku gent

11



V metapopulaci a umoziiuje (re)kolonizaci neobsazenych stanovist’ (Baguette & Neve 1994,
Baguette et al. 1996, 1998; Petit et al. 2001).

B. eunomia je tedy druhem s relativné silnou koloniza¢ni schopnosti na mistni
urovni. Nicméné, vzhledem k jeho omezenému poctu a regionalnimu zmenSovani lokalit, je
tento druh v nékolika zemich ohrozeny a je potfeba ho chranit pomoci spravného

managementu krajiny (Baguette & Néve 1994; Benes et al. 2002).

1.4.2 Perletovec dvanactite¢ny (B. selene)
Vyvoj B. selene je v nizsich polohach dvougeneracni (kvéten — Cervenec, srpen — zafi),
V horach jednogeneracni (Cerven — cCervenec). Vajicka motyli kladou jednotlivé nebo
v malych skupinkach na spodni stranu listii violek, ¢asto téZ na okolni suchy a vyhtfevny
opad. Solitérnich larvy se vyhybaji pfimému slunci a po kratkém Zziru na slunci se vzdy
rychle ukryji do opadanky. Housenky casto ptelézaji relativné dlouhé vzdalenosti mezi
jednotlivymi zivnymi rostlinami. Typické zivné rostliny jsou z ¢eledi Violaceae, napf. violka
psi (V. canina), v. Rivinova (V. riviniana), v. srstnata (V. hirta), v. bahenni (V. palustris).
B. selene se kukli v opadance, ¢asto pod sto¢enymi suchymi listy (Bene$ et al. 2002).
Samci vyhledavaji samice patrolovanim. Jedinci jsou v ramci biotopd relativné
mobilni, takze populace nemivaji velkou denzitu. Imaga se nejcastéji zdrzuji na mistech
s velkou nabidkou kvetoucich bylin. Casto je Ize pozorovat pii sani na oslunéné vlihké ptidé

(Benes et al. 2002).

1.5 Fylogenetické vztahy a fylogeografie

Dle Simonsena et al. (2010) je rod Boloria s.I. monofyleticky a vznikl v raném miocénu.
K prvnimu §tépeni v ramci rodu doslo ve stfednim miocénu mezi vétvi zahrnujici sesterské
podrody Proclossiana a Clossiana a vétvi tvofenou monofyletickym podrodem Clossiana.
K rozdéleni mezi Proclossiana a Boloria s.str., stejné jako k divergenci v ramci podrodu
Clossiana, doslo v pozdnim miocénu. VétSina soucasnych druhd vznikla v poslednich
2 milionech let, tedy béhem pozdniho pliocénu a v holocénu (Simonsen et al. 2010).

Boloria eunomia i Boloria selene jsou monofyletickymi druhy. Geneticky rozdil mezi
populacemi z Palearktického a Nearktického regionu je vyrazné vétsi, nez u zastupcu ze
stejného regionu. K divergenci mezi Nearktickymi a Palearktickymi populacemi B. eunomia
doslo zhruba pied 1,7 miliony let a u B. selene zhruba pied 2,5 miliony let (Simonsen et al.
2010). Rozsifeni motyld mezi regiony pravdépodobné probéhlo pies tundru tietiho

pevninského mostu Beringovy uziny, ktery existoval v dobé pied 1,5 miliony let (Sanmartin
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et al. 2001). Také vsak nelze zcela vyloucit moznost, Ze se na americky kontinent dostali
migraci pres Atlantsky nebo Tichy ocean (Simonsen et al. 2010; Vila et al. 2011).
Detailngjsi fylogeograficka studie obou druhti vSak chybi, dosud bylo analyzovano pouze
n¢kolik vzorka z Evropy, jeden z Asie a nékolik ze Severni Ameriky (Mutanen et al. 2012).

Jedinou fylogeografickou studii zamétenou na perletovce moktadniho provedl Néve
(1996). Tato prace byla zalozena na analyze alel riznych evropskych populaci.

Vysledky naznacuji, ze ptvod populaci ve Fenoskandinavii se vyrazné lisi od
populaci ve zbytku Evropy. Toto potvrzuji ziskana data nejen genetického, ale takeé
ekologického charakteru (zivné rostliny). Mistni populace pravdépodobné pochazeji
z orientalniho refugia, coz maji spolecné s dal§imi druhy raselini§t' ve Skandinavii jako
Colias palaeno nebo Boloria aquilonaris a Oenis jutta (Petersen 1956). Tyto druhy ukazuji
kontinudlni rozsifeni v boredlni zoéné palearktického regionu a obvykle se vdZou na lesni
raSelini$té¢ a na kefovitou tundru (Mikkola et al. 1991). Jedna analyza distribuce motyla
¢eledi Nymphaelidae a Noctuidae v borealni zoné ukazuje, ze centrum diverzity borealni
fauny obou skupin je v centralni Asii (Mikkola 1988; Varga 1977) a ne Vv jizni Evrop¢, jak
naznacuje Mani (1968).

Analyza alel populaci z riznych regiont stiedni Evropy naznacuje afinitu ardenskych
a pyrenejskych populaci, které se dale lisi od ostatnich evropskych populaci. Populace
v Ardenach se tedy podle Néva (1996) rozsifila z refugia v jihozapadni Evropé, stejné jako
populace v Pyrenejich. Populace v Ardenach maji nizsi genetickou variabilitu nez pyrenejské
(ziejmé nasledek jevu ,,stepping stone”). Ceské populace se lisi od pyrenejské pouze v jedné
alele, je tedy pravdépodobné, ze sdili ptivod ze stejného refugia, jako populace pyrenejské a
ardenské (Neve 1996). Také pozdé&jsi vyzkum Neéva et al. (2009) ukazuje vysoky stupeni
polymorfismu u Sumavskych populaci a shrnuje, Ze tato oblast byla rekolonizovana spise z
Pyreneji nez z balkanské oblasti. Vysoky stupenn polymorfismu také indikuje kontinualni
prezivani populaci, pravdépodobné od konce posledniho glacialu (pfed 12 000 let) nebo jeste
déle (Neéve et al. 2009; Varga & Schmitt 2008). Polymorfismus zjevné klesa smérem na
sever, populace v Ardenach jsou vyrazné¢ méné polymorfni, nez ty v jiznich pohotich (Néve
et al. 2008). Je to zplsobeno tim, ze v obdobi vrcholu glacialu druhy jako B. eunomia
obyvaly nizinné oblasti dne$ni temperatni Evropy, kdezto mista se souCasnym vyskytem
byla tehdy pokryta ledem. S tGstupem ledovct byly severni oblasti kolonizovany de novo,
coz vedlo ke ztraté genetické variability. Zatimco jizni horské populace urazily podstatné
niz$i vzdalenost posunem z nizsich nadmotskych vysek do vyse polozenych oblasti (Varga

& Schmitt 2008). Dale Néve (1996) objevil, ze populace v Cesku ma jednu stejnou alelu,
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jako populace v Norsku, coz nevylucuje hypotézu, ze by mohla pochazet z refugia na Sibifi,
neni to v§ak moc pravdépodobné.

Na lokalitu Morvan (Francie) byly populace introdukovany z Arden v letech 1970 a
1973 (Descimon 1976; Neve 1996). Kvuli efektu zakladatele ztratily cast genetické
variability ptivodnich populaci. VSechny populace v Morvanu vznikly z piivodnich 18 samic
a neni jisté, zda se vSechny tyto samice rozmnozily. Tyto udaje naznacuji, ze ke ztraté alel
mohlo dojit v ramci koloniza¢nich udalosti (Néve 1996).

Dalsi vysledky této studie naznacuji, Ze zona kontaktu mezi populacemi se sibiiskym
a evropskym puvodem je situovana v Polsku, kde populace v Bélovézském pralese osidluji
dvé rizna stanovisté (raSelinist¢ a vlhké louky) a lisi se fenotypem — tyto odlisné fenotypy
byly popsany jako dva poddruhy P. e. helmina a P. e. gieysztori (Krzywicki 1967).
Piitomnost poddruhu P. e. gieysztori na Ukrajiné naznauje, Ze pochazi z refugia v této
oblasti. Populace v severnim Némecku nemohou byt a priori pfifazeny k tomuto refugiu
(Neve 1996).

2 CILE PRACE

» lzolovat DNA ze vzorki sebranych z celého arealu rozsiteni perletovee mokiadniho
(Boloria eunomia) a druhu s podobnym rozsifenim perletovce dvanactiteného
(Boloria selene)

» Ziskat sekvence mitochondrialnich (COI) i nuklearnich (Wingless, Arginine Kinasa)
markert

* Vypracovat fylogenetické a fylogeografické analyzy a srovnat mezi sebou jak rizné
geny, tak i rizné druhy

* Odatovat biogeografické udalosti (disperze/extinkce) a interpretovat v souvislosti

s tehdejSim klimatem
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3 METODIKA

3.1 Material

Pro studium fylogeografie druhti B. eunomia a B. selene jsem pouzila vzorky zahrnujici
velkou oblast arealu (Pfiloha 1). Veskery material byl shromazdén Skolitelem (Z. Faltynek
Fric) za velké pomoci Gabriela Néva, Jana Ch. Habela, Marcina Sielezniewa, Aloise
Pavlicka a Martina Konvi¢ky. Zkoumané vzorky B. eunomia pochazeji ze Spanélska,
Francie, Belgie, Némecka, Rakouska, Ceské Republiky, Polska, Norska, Svédska, Finska,
Bulharska, Béloruska, Ruska, Kanady a USA (Obrazek 5, 6).

U druhu B. selene jsem pracovala se vzorky z Francie, Némecka, Ceské republiky,
Danska, Béloruska, Rumunska, Polska, Svédska, Ruska, Kanady a USA (Obrazek 8, 9).
Bohuzel u jedinci B. eunomia z Ukrajiny a Mongolska a B. selene z Kazachstanu a

Spanélska se mi nepodafilo vyizolovat DNA.

3.2 lzolace dna

Tkan pro izolaci DNA byla ziskana ze suchych vzorkl a pro analyzu byly pouzity nohy nebo
abdomen dospélcti. DNA byla extrahovana pomoci komeréniho kitu Genomic DNA Mini
Kit (Tissue) od firmy Geneaid. Bylo postupovano dle instrukci od vyrobce.

Do mikrozkumavky byla umisténa zivociSné tkan a néasledné bylo pfidano 200 pl GT
pufru. Material byl homogenizovan pomoci mikropestle a ke vzniklé smési bylo ptidano 20
ul proteindzy K. Potom byla smés zvortexovana a stocena. Takto pfipraveny vzorek se
inkuboval pfi teploté 60 °C po dobu ¢tyf hodin.

Po uplynuti této doby bylo ke smési pfidano 200 pul GBT pufru a posléze byla
umisténa alespon na dvé hodiny zpét do inkubatoru. Poté bylo ptidano 200 pl ¢istého etanolu
a smes byla zvortexovana a sto¢ena. Dale byl do inkubatoru umistén Ellution pufr, ktery je
potieba pouzivat v dalSich krocich postupu zahtaty.

Nasledn¢ byla ptipravena GD kolonka a Collection Tube, do kolonky bylo
napipetovano 620 pl doposud vytvofené smeési. VSe bylo po dobu dvou minut
centrifugovano. Collection Tube s kapalinou byla nahrazena novou ¢istou C. Tube. V dal§im
kroku bylo do kolonky ptidano 400 pl W1 pufru a na tficet sekund byl vzorek centrifugovan.
Z Tube byla vylita tekutina a kolonka, do které se poté napipetovalo 600 ul Wash pufru, byla
vracena zpét. Toto bylo centrifugovano nejprve tiicet sekund a po vyliti kapaliny dalsi tfi

minuty.
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Dale byla pfipravena cistd mikrozkumavka, do které byla umisténa kolonka.
Nasledné bylo ptidano 60 pl Ellution pufru a tficet sekund centrifugovano.

V mikrozkumavce by méla byt izolovana DNA.

3.3 PCR

Fragmenty DNA byly amplifikovany pomoci polymerazové tfetézové reakce — PCR. PCR
byla provedena pro mitochondrialni gen (COI) a dva jaderné geny (Wingless, Arginine
Kinasa). Pro praci jsem pouzila primery bézné pouzivané pro molekularni fylogenezi
motyll, vychazela jsem z praci Wahlberg & Wheat (2008) a Ugelvig et al. (2011a). Pouzité
primery jsou shrnuty v Tabulce 1. Pro prvni ¢ast COI (COla) byly pouzity primery hybLCO-
hybHCO a primery hybRon-hybHCO. Pro nuklearni gen Arginine Kinase byly pouzity
primery ArginineF-ArginineR. A nakonec pro amplifikaci genu Wingless byly pouzity
primery hybLepwgl-hybLepwg?2.

PCR reakce probihala v objemu 25 pl. Jako reakéni prostiedi byla pouzita smés PCR
H20 a PPP Mastermix (Top-Bio). Na jednu reakci bylo pouzito 12,5 ul PPP Mastermix, 8,6 pl
H20, 1 pl reverse primeru, 1 pl forward primeru a 1,9 ul DNA. PCR probihala ve dvou riznych
programech, nastaveni teplot na termocykleru pro amplifikaci DNA je popsano nize. Pro

ovéteni, zda PCR reakce probéhla uspésné, byla pouzita agarézova elektroforéza.

Pribéh PCR programu pro amplifikaci COI a Wingless:

e 95°C po dobu 5 min
e 40 cyklu:
o 94°C po dobu30s
o 50°C po dobu 30 s
o 72°C podobulmin30s
o zavérecna extenze 72°C po dobu 10 min

Pribéh PCR programu pro amplifikaci Arginine Kinasy:

e 95°C po dobu 5 min
e 40 cykli:
o 94°C po dobu30s
o 55°Cpodobu30s
o 72°C po dobulmin30s
o zavérecna extenze 72°C po dobu 10 min
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Tabulka 1 Pouzité primery

Gen Cast | Typ | Nazev Sekvence

COl 1 F HybLCO 5' GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3
1 R HybHCO 5" TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3
1 F HybRon 5'GGAGCYCCWGATATAGCTTTCCC 3
1 R HybHCO 5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3

Arginine |1 F ArginineF 5' TNACYGARKCCCARTAYAAG 3
1 R ArginineR 5'TTGATSAGYTCRGCGATG 3'

Wingless | 1 F | HybLepWGL | 5 GGARTGYAARTGYCAYGGYATGTCTGG 3
1 R HybLepWG2 | 5' ACTICGCARCACCARTGGAATGTRCA 3'

3.4 Elektroforéza

Vysledek PCR reakce byl vizualizovan elektroforézou na 1,5% agarézovém gelu. Gel byl
pfipraven rozpusténim 1,5 g agarézy v 98,5 ml 1x TAE pufru a rozehfatim v mikrovlnné
troubé. Roztok byl nalit do pfipravené formy s hiebinkem a ponechan asi 30 min tuhnout. Na
takto ptipraveny gel se nanaselo 5 ul PCR produktu smichaného s barvivem SYBR Green a
do prvniho otvoru se nanesl marker (ladder). Elektroforéza probihala pfi pokojové teploté pii

napéti 150 V po dobu 25 minut.

3.5 Sekvenace a tvorba alignmentu
Produkty, které se po elektroforéze ukéazaly jako uspésné, byly zaslany pro sekvencovani do
firmy Macrogen (http://www.macrogen.com/eng/index/). Cilené useky DNA byly
sekvenovany pouze v jednom sméru.

Ziskané sekvence byly alignovany a zkontrolovdny ruéné€ v programu BioLign
v4.0.6.2. Zacatek a konec alignmentu byly zkraceny tak, aby vSechny sekvence zaCinaly a

koncily ve stejné pozici.

3.6 Analyzy

3.6.1 BEAST - datovani vzniku

Nejprve bylo nutné zvolit vhodny model substituce nukleotidli, coZz bylo provedeno
Vv programu MrModeltest 2.2 (Nylander 2004), ktery pomoci algoritmu v programu PAUP
srovnava nejriznéj$Si modely a nejvhodnéj$i vybird na zdkladé Akaikeho informacéniho

kriterionu (AIC) a hLRT. Tento model byl pouzit pies grafické rozhrani MrMTgui. Pomoci
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obou kriterii vySel jako nejvhodné&jsi model GTR+I+I" (Generalised time-reversible model
S proporci invariantnich mist a gamma distribuci).

Pro vypocet molekularnich hodin a casu vzniku jednotlivych vétvi byl pouzit
program BEAST v1.8.1 (Drummond et al. 2012). Pro urceni kofene fylogenetického stromu
a kalibra¢nich bodi bylo nutné definovat outgroup. Pro tento ucel byly pouzity sekvence
z databaze NCBI vychazejici z prace Simonsena et al. (2010) (Ptiloha 1): Boloria caucasica
(Lederer, 1852), B. chariclea (Schneider, 1974), B. euphrosyne (Linnaeus, 1758),
B. kriemhild (Strecker,1879) a B. thore (Hiibner, 1903). Ke kalibraci stromu bylo definovano
Sest uzlt. Prvnim bodem bylo §tépeni rodu Boloria na dvé hlavni vétve (12,8 miliond let),
druhym $té€peni mezi vétvemi zahrnujici druhy B. eunomia a B. caucasica (10,1 miliont let),
tietim bodem bylo odstépeni vétve zahrnujici druhy B. chariclea, B. kreimhild, B. selene,
B. euphrosyne a B. thore (9,5 milioni let). Ctvrtym kalibraénim bodem bylo odstépeni vétve
zahrnujici B. chariclea, B. selene, B. euphrosyne a B. thore (9,1 milionu let), patym bodem
bylo Stépeni druhti B. thore a B. selene (5 miliond let) a poslednim Sestym bodem bylo
Stépeni druhti B. euphrosyne a B. chariclea (6,3 miliont let). Ostatni hodnoty zustaly
defaultni. Byl pouZit substitu¢ni model GTR+T, ktery vySel jako druhy nejlepsi a ma méné
parametri nez GTR+I+I, takze spiSe dojde ke konvergenci markovskych fetézci
u paralelnich béhd. Molekularni hodiny byly nastaveny jako log-normal relaxed clock a jako
speciacni model Birth-Death Process. Analyzy probéhly v péti bézich po 60 000 000

generaci a samplingu 5 000 generaci.

3.6.2 Haplotypové sité

Haplotypové sité byly zkonstruovany pouzitim programu TCS verze 1.2.1 (Clement et al.
2000), spojovaci limit byl nastaven standardné na hodnotu 95%. Dale byly sit€¢ upraveny
v programu Adobe Ilustrator a Adobe Photoshop CS2.

3.6.3 DNASP

Pomoci Tajima’s D testu byla nejprve testovana neutralita sekvenci mtDNA pro gen COL.
Statisticka signifikance tohoto testu neutrality byla vypocitaina pomoci koalescentnich
simulaci s 10 000 replikacemi v programu DNASP (Librado & Rozas 2009). Dale byla
V tomto programu vypocitana haplotypova (genova) diverzita (h; pravdépodobnost, ze dva
nahodné vybrané haplotypy ve vzorku se lisi), nukleotidova diverzita (n; pravdépodobnost,
ze dvé ndhodné zvolené homologni nukleotidové pozice se lisi) a pocet polymorfnich mist

(S) vpopulacich (Piiloha 2, 5). Pro zhodnoceni genetické struktury mezi odliSnymi
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geografickymi regiony a pro vyjadfeni stupné divergence mezi jednotlivymi populacemi
bylo rovnéz v programu DNASP vypocitano parové Fsr (Ptiloha 3, 6). Vyssi hodnoty
fixacniho indexu (Fsrt) signalizuji snizeni genového toku mezi populacemi a poukazuji na
vliv genetického driftu, kterym se v subpopulacich fixuji odli$né alely. Do nékterych analyz
byly zahrnuty pouze populace s vice jedinci, pro nékteré testy nebylo mozno pouzit populace

zastoupené pouze jednim vzorkem.

3.6.4 Arlequin

Dale byla v programu Arlequin 3.5 provedena hierarchicka analyza molekularni variance —
AMOVA (Excoffier et al. 2010). Pro tuto analyzu byli jedinci zafazeni do populaci, které
byly nasledné ptifazeny do geografickych skupin. Vysledkem AMOVA by méla byt
identifikace zdroje variability na zakladé haplotypovych frekvenci. Vysledky ukézou, zda je
nejvetsi variabilita mezi geografickymi skupinami, v populacich v rdmci téchto skupin nebo
vramci jednotlivych populaci. U druhu B. eunomia byly populace zatazeny do 8
geografickych skupin: Skandinéavie (pop. 4, 43, 50, 53-55), vychod Evropy (pop. 3, 13-14,
26, 56-63), stfedni Evropa (6-8, 16, 34-40), zapadni Evropa (pop. 44-45, 51-52), jizni
Evropa (pop. 41, 46-49), Bulharsko (pop. 42), Asie (pop. 1, 17-19, 21, 23-24, 28, 32-33) a
SA (pop. 2, 5, 10-12, 15, 25). Pro druh B. selene byly definovany tyto geografické skupiny:
Skandinavie (pop. 16), Dansko (pop. 30-31), sttedni Evropa (pop. 4-15, 20, 26-29, 33-34),
Francie (pop. 36), vychod Evropy (pop. 19, 22), Asie (pop. 1, 23, 32), SA (pop. 2-3, 17-18,
21).

3.6.5 Manteliv test

Mantelovym testem (Mantel 1967) jsem testovala, jestli koreluje geneticka a geograficka
vzdalenost. Pro tento test je tieba dvou matic. Jedna matice zahrnujici genetické diferenciace
populaci byla ziskana z programu DNASP (hodnoty Fsr pro COIl). Druha matice obsahuje
pfirozené logaritmy geografickych vzdéalenosti (Ln vzdalenosti) mezi dvojicemi populaci a
byla vyexportovana z programu ArcView pomoci extenze ,Distance Matrix v.1.1°.
Mantelliv test byl vypocitan v programovém baliku R 1386 3.1.1. v package ,,vegan*
ptikazem ,,mantel” za pouziti 9999 permutaci.. Mantelv test byl proveden pouze pro druh
B. eunomia. U druhu B. selene nebylo dostate¢né mnozstvi populaci pouzitelnych pro tuto

analyzu.
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4 VYSLEDKY

Do analyz byly zahrnuty sekvence prvni ¢asti genu COI mtDNA, ziskané ze 160 jedinct
Boloria eunomia, 69 jedinct Boloria selene a 14 jedincu dalSich druhd pouzitych jako
outgroup (Ptiloha 1). Celkem se podafilo izolovat a amplifikovat DNA u 124 vzorkd B.
eunomia a u 47 jedincu B. selene. Zbylé sekvence byly pouzity z databaze NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Ptiloha 1). Jednotlivé sekvence byly po upravé a sjednoceni

zkraceny na 672 bp. Byly ziskany sekvence pro nuklearni gen Arginine Kinase u 32 jedinci
B. eunomia. Po upravach ¢inila vysledna délka alignmentu 557 bp. Dale se podafilo ziskat
sekvence pro nuklearni gen Wingless u 31 jedincu B. selene, kdy vysledna délka alignmentu
¢inila 336 bp. Bohuzel unékterych vzorkd se nepovedlo DNA amplifikovat, a proto

nemohly byt jejich sekvence zahrnuty v analyzach.

4.1 Haplotypové sit’é (B. eunomia)

Haplotypova sit, doplnénd mapami Holarktického regionu a Evropy, ilustruje
fylogeografické vztahy populaci druhu B. eunomia (Obrazek 5). Sit’ byla zkonstruovana na
zakladeé 136 sekvenci genu pro COI o délce 562 bp. 24 vzorki bylo z analyzy vyfazeno kvili
Spatnym zacatklim a koncim sekvenci. Celkem bylo identifikovano 35 haplotypt (H1-H35).
Kruhy v siti maji riznou velikost, coz ilustruje pocet jedincti v haplotypu. Na siti je patrné
sdruzeni haplotypi do 8 skupin (G1-G8), které se shoduje se St€penim vétvi v kladogramu
(Obrazek 7). Na obrazcich jsou pro lepsi piehlednost tyto skupiny a lokality na mapéach
odliSeny barevné.

Haplotypova sit’ naznacuje, ze centrum vzniku B. eunomia bylo pravdépodobné na
vychodni Sibifi. Populace z Kanady a USA se odstépily od sibifskych a tvofi samostatnou
haplotypovou skupinu. Dale je patrna vysoka piibuznost ruskych populaci s populacemi
z Norska a Svédska. Dochézi zde ke sdileni haplotypti a vypada to tedy, ze Skandinavie byla
kolonizovana ze Sibife, nikoli z jizni a stfedni Evropy. Déle sit' naznacuje, Ze populace
Z Pyreneji a Arden si jsou blize pfibuzné a lisi se od zbylych evropskych populaci. Ze sité je
dale patrna piibuznost populaci z Alp (Rakousko, Némecko) a Sumavy v Ceské republice a
tyto populace byly odvozeny od bulharskych. Vysledky analyzy dale ukazuji pfibuznost
populaci z jizniho Finska, Béloruska, Uralu a ¢asti populaci z Polska. Polsko by mohlo byt

kontaktni zonou, protoze se zde setkava nékolik haplotypt z riznych haplotypovych skupin.
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Druha sit’ pro druh B. eunomia byla zkonstruovana na zakladé 32 sekvenci genu pro
Arginine Kinasu o délce 557 bp (Obrazek 6). Bohuzel pro vice vzorkd se zatim DNA
nepodafilo amplifikovat, 1 pfesto vSak byly do této analyzy zahrnuty vzorky v podstaté
z celého Holarktu. Celkem bylo identifikovano 12 haplotypt (HI1-H12) a byly
charakterizovany 3 haplotypové skupiny (G1-G3). Prvni skupinu tvoii haplotypy populaci
z Ruska (Cukotka, Altaj, Jakutsko), opét je zde patrna piibuznost se skandindvskymi
populacemi z Norska a Finska. Dalsi samostatnou skupinu tvoii vzorky ze Severni Ameriky
(H5). Ze sité je patrna afinita populaci z Némecka, Béloruska, Spanélska a Uralu, které
sdileji spole¢ny haplotyp (H1). Od tohoto centralniho haplotypu jsou odvozeny dalsi — H2,
ukazujici piibuznost populaci z Ceské republiky a Bulharska a haplotyp H4, ktery je
dikazem ptibuznosti populaci z Arden a francouzské lokality Morvan. Celkové haplotypova

sit’ pro Arginine Kinasu nevykazuje takovou strukturovanost jako sit’ pro COL.

4.2 Fylogeneticky strom a molekularni datovani (B. eunomia)

Ziskany strom a molekuldrni datovani byly vytvofeny pomoci Bayesovské analyzy
v programu BEAST 1.8.1. Likelihood modelu byl -4455,45. Jako nejlepsi byl vybran strom
S nejvyssi logaritmickou kredibilitou -840,22.

Na kladogramu jsou znazornény vztahy mezi jednotlivymi vzorky B. eunomia —
celkem 160 sekvenci (Obrazek 7). Fylogeneticky strom naznaluje piitomnost stejnych
haplotypovych skupin (G1-G8) jako haplotypova sit’ (Obrazek 5). Pro lepsi ptehlednost jsou
skupiny barevné rozliSeny a doplnény o lokality, odkud vzorky pochdzeji. Co se tyce
topologie stromu, tak z vybranych outgroups jsou B. eunomia nejblize druhy B. caucasica a
B. kriemhild.

B. eunomia je monofyletickym druhem, ktery pravdépodobné vznikl ped 7,1 miliony
let. V ramci druhu se skupina, zahrnujici zastupce ze Severni Ameriky (G1), jevi jako
sesterska ke vSem ostatnim a k jejimu odstépeni od zbylych palearktickych zastupcti doslo
zhruba pied 3,2 miliony let.

V ramci palearktické vétve se nejprve odstépuje skupina (G2) se zastupci
z vychodniho Ruska (Chabarovsk, Sachalin), Svédska a Norska, které je sesterska ke viem
ostatnim z Palearktu. K této udalosti doslo asi pied 1,7 miliony let. Dale zhruba pted 1,4
miliony let doSlo k rozStépeni zbyvajicich eurasijskych skupin na dvé hlavni vétve. Prvni je
tvofena haplotypovymi skupinami G3, G4 a G5. Skupina G3 je sesterska vic¢i zbyvajicim
dvéma a zahruje vzorky z Ruska (Cukotka, Altaj, Jakutsko), z vychodniho Polska, Svédska

a Norska a k jejimu odstépeni doslo nejspis pred 1,1 miliony let. Pted asi 0,7 miliony let se
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odstépila skupina G4 zahrnujici populace z Arden a skupina G5, tvoiend pievazné vzorky
z Pyreneji (Spanélsko, Francie).

Posledni velkou izolovanou eurasijskou vétev tvoii skupiny na kladogramu, oznacené
jako G6, G7 a G8. Skupina G6 je sesterska zbyvajicim dvéma a oddélila se zhruba pted 0,9
miliony let. Patfi sem vzorky z populaci zijicich v Rusku (Ural), Bélorusku, vychodnim
Polsku a Finsku. A nakonec skupiny G7 (CR, Némecko, Rakousko) a G8 (Bulharsko,

Polsko, Némecko) se diferencovaly asi pred 0,6 miliony let.

22



104

412154 124

\

o
=
B &
114
2
: T
o)
o5

=
S,

H16 ; ¢ H35

5320208 _ 101 . . 27 g t15 {67 o '35 o 137 gt535 g*20 .

H15

/Y
8

L

89 o 91 293 o 104 J112 o 114 137 175 o 523 532 101 H2T

G1

G2

G3

G4

G5 :

G6 Obrazek 5 Haplotypova sit’ a mapy znazornujici distribuci osmi barevné odlisenych haplotypovych skupin (G1-G8)

G7 rekonstruovanych na zaklad¢ analyzy genu COl'u druhu B. eunomia v ramei Holarktického regionu. Jednotlive
haplotypy jsou oznaceny H1-H35. Cerné body mezi nimi znazorfuji pocet samostatnych mutaci, které probehly v ramci

G8 diferenciace piislusnych haplotypt.. Na mapach jsou znazornény lokality s pomérnym zastoupenim jednotlivych

haplotypu.
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Obrazek 6 Haplotypova sit’ a mapy znazornujici distribuci tii barevné odlisenych haplotypovych
skupin rekonstruovanych na zaklad¢ analyzy genu Arginine Kinasa u druhu B. eunomia v rdmci
Holarktického regionu. Jednotlivé haplotypy jsou ozna¢eny H1-H12 Cerné body mezi nimi znazorfiuji
pocet samostatnych mutaci, které prob&hly v ramci diferenciace piislusnych haplotypti. Na mapach jsou
znazornény lokality s pomérnym zastoupenim jednotlivych haplotypu.
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4.3 Populacné genetické analyzy (B. eunomia)

Do popula¢nich analyz pro druh B. eunomia bylo celkem zahrnuto 136 jedinct nalezicich do
57 populaci. Tajima‘s D test nevysel signifikantné: D= -0,941; P-value=0,181. To znamena,
ze se v daném useku neprojevila zadnéd selekce a dataset je vhodny pro dal$i populacni
analyzy.

Celkové¢ bylo detekovano 29 polymorfnich mist, nukleotidova diverzita vysla 0,009 a
halotypova diverzita byla 0,903. Hodnoty pro jednotlivé populace jsou zndzornény v Ptiloze
1. Vysoké hodnoty haplotypové a nukleotidové diverzity mély populace z Ruska (Altaj,
Cukotka, Sachalin, Ural), ale také populace z Némecka, Polska, Svédska a Belgie. U zbylych
populaci vychazely tyto hodnoty nulové.

Pomoci vypoctu Fst byla u populaci zjisténa velmi vysoka geneticka diferenciace
(Ptiloha 3). 64,5% hodnot Fst bylo vyssich nez 0,8, oproti tomu pouhych 12,3% hodnot bylo
niz§ich nez 0,3. Tyto vysledky naznacuji, ze ackoliv je B. eunomia Siroce rozsitfeny druh,
genovy tok mezi populacemi je nizky. Hodnoty Fsr, stejné jako vysledky z haplotypové sité
a Bayesovské analyzy, ukazuji vysokou izolovanost severoamerickych populaci od
euroasijskych. Opét je zde patrné afinita populaci ze severni Evropy a Sibife, dale ptibuznost
polskych, finskych a zapadoruskych populaci. Hodnoty dale ukazuji ptibuznost populaci
rakouskych, némeckych a ceskych. Celkové je zde vidét velkd ptibuznost sibifskych
populaci se vSemi ostatnimi, coZ opét naznacuje, Ze tento druh pochéazi praveé z této oblasti.

Vysledky analyzy molekularni variance (AMOVA) pro B. eunomia ukazuji, zZe
celkova hodnota variance je 0,489 (49%). Mezi geografickymi skupinami vys$la variance
nejvyssi 52,49%, variance mezi populacemi ve skupinach byla 28,3% a variance v ramci
populaci pouze 19,21% (Tabulka 2).

Tabulka 2 Analyza molekularni variance B. eunomia (Weir & Cockerham 1984; Excoffier et al. 1992; Weir
1996)

Zdroj variance d.f. ?uma . Variance . Pro.ce’th’ O statistika
ctverci komponentit  variability

Mezi skupinami 7 33,869 0,25652 Va 52,49 ®cr = 0,52487

Mezi skupinami o 19,648  0,13833Vb 28,3 ®sc = 0,59570

uvnitt skupin

Uvnitt populaci 79 7,417 0,09388 Ve 19,21 st =0,80791

Celkem 135 60,934 0,48873
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Dale byl na zakladé dvou matic proveden Manteltv test. Matice parového Fsr zde
byla porovnavana S matici geografickych vzdalenosti jednotlivych populaci. Test vySel
signifikantni: korelacni koeficient R = 0,147; P-value = 0,0283. Vysledek ukazuje na

korelaci mezi genetickou a geografickou vzdalenosti populaci B. eunomia.

4.4 Haplotypové sité (B. selene)

Haplotypové sité, opét doplnéné mapami holarktického regionu a Evropy, ilustruji
fylogeografické vztahy populaci dal$iho zkoumaného druhu B. selene (Obrazek 8). Sité byly
zkonstruovany na zakladé 55 sekvenci genu pro COI o délce 572 bp. Z celkového datasetu
69 vzorki muselo byt 14 vyfazeno kvuli Spatnym zacatkim a koncim sekvenci. Bylo
identifikovano 29 haplotypt (H1-H29). Velikost kruht v sitich znazoriiuje pocet jedinci
v haplotypu. Haplotypy pro druh B. selene mizeme rozdélit do tii skupin (G1-G3). Tyto
skupiny se ovSem zcela neztotoznuji s vysledky Bayesovské analyzy z BEASTU (Obrazek
10). Na obrazcich, stejné jako u B. eunomia, jsou skupiny a lokality pro lepsi piehlednost na
mapach odliSeny barevné.

Pro Palearkticky region je typicky velky, centralni haplotyp (H1), tvofeny zastupci
populaci z velké ¢asti arealu rozsifeni B. selene, konkrétné z Némecka, Rumunska, Svédska,
Ceské republiky a Ruska (Altaj, Sankt Petérburg). Z centralniho haplotypu jsou odvozeny
diléi z Rumunska, Danska, Ceské republiky, Némecka, Francie Béloruska a dalSich oblasti
Ruska (Ural, Magadan) a také posledni skupina (G2), ktera je tvofena predev§im haplotypy
z Ceské republiky a Déanska. Severoamerické haplotypy B. selene tvoii samostatnou sit,
pfi¢emz neni patrny rozdil mezi haplotypy z Kanady a USA.

Na prvni pohled je tedy patrné, ze haplotypové sité¢ pro druhy B. eunomia a B. selene

maji zcela odliSny charakter.

Druha sit’ pro druh B. selene byla zkonstruovana na zakladé 31 sekvenci genu pro Wingless
o délce 336 bp (Obrazek 9). Bohuzel pro vice vzorki se zatim DNA nepodafilo
amplifikovat, i ptesto vSak byly do této analyzy zahrnuty vzorky z velkého aredlu. Celkem
bylo identifikovano 19 haplotypti (H1-H19), byla charakterizovana pouze jedna haplotypova
skupina (G1). I pro nuklearni marker je typicky centralni haplotyp (H1) s odvozenymi
dil¢imi haplotypy. Do centralniho hapltypu se sdruzuji populace z Ceské republiky, Danska,
Polska a Svédska. Vyssi haplotypova strukturovanost je patrna pouze u &eskych populaci.
Jedinym vyraznym rozdilem oproti mtDNA jsou populace z Kanady, které nejevi velkou

genetickou odliSnost od populaci palearktickych.
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4.5 Fylogeneticky strom a molekularni datovani (B. selene)
Ziskany strom a molekularni datovani byly vytvofeny pomoci stejné analyzy jako pro druh
B. eunomia. Na kladogramu jsou znazornény vztahy mezi jednotlivymi populacemi B. selene
— celkem 69 sekvenci (Obrazek 10). Na rozdil od B. eunomia topologie stromu B. selene
zcela neodpovida rozloZeni haplotypovych skupin v siti. Pro lepsi piehlednost jsou skupiny
opét barevné¢ rozliSeny a doplnény o lokality, odkud vzorky pochazeji. Z vybranych
outgroups je B. selene nejblize druh B. thore. B. selene pravdépodobné vznikl pred 4,8
miliony let. Nejprve doslo k oddéleni severoamerické vétve zhruba pred 3,2 miliony let,
ktera je sesterska vSem jedinciim z Eurasie.

V ramci Palearktického regionu vétsina jedincii z Ceské republiky a Déanska tvoii
samostatné vétve. Nejvetsi vétev, kterd se oddélila asi pred 0,7 miliony let, je tvofena vzorky

ze vSech zminénych zemi a vztahy mezi nimi jsou nejasné.
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Obrazek 8 Haplotypové sité a mapy znazornujici distribuci ti1 barevné odlisenych
haplotypovych skupin rekonstruovanych na zakladé analyzy genu COI u druhu B. selene
v rdmei Holarktického regionu. Jednotlivé haplotypy jsou oznaeny H1-H29. Cerné body
mezi nimi znazornwji pocet samostatnych mutaci, které prob&hly v ramci diferenciace
piislusnych haplotypt. Na mapach jsou znizornény lokality s pomémym zastoupenim
jednotlivich haplotypi.

29




[

Obrazek 9 Haplotypova sit’ a mapy znazornujici distribuci jedné haplotypové skupiny
rekonstruované na zakladé analyzy genu wingless u druhu B. selene v ramci Holarktického
regionu. Jednotlivé haplotypy jsou oznageny H1-H19. Cerné body mezi nimi znazortiuji
pocet samostatnych mutaci, které prob&hly v ramci diferenciace piislusnych haplotyp.

Na mapach jsou znazornény lokality s pomémym zastoupenim jednotlivych haplotypt.
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Obrazek 10 Datovani fylogenetickych udalosti druhu Boloria selene. Osa X udava staii v milionech let, modré
usecky oznacuji 95% HPD interval, c¢isla nad vétvemi oznacuji podporu. Barevné oznaceni odpovida
haplotypovym skupinam (G1-G3), které jsou zobrazeny na Obrazku 8.
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4.6 Populacné genetické analyzy (B. selene)

Pro druh B. selene bylo do analyz zahrnuto 55 jedinct patficich do 33 populaci. Tajima‘s D
test vysel: D= -1,172; P-value=0,116, coz je statisticky nesignifikantni. To znamena, Ze
stejné jako u predchoziho druhu se v daném useku neprojevila zddna selekce a dataset je
vhodny pro dalsi populac¢ni analyzy.

Celkové bylo detekovano 24 polymorfnich mist, nukleotidova diverzita byla 0,015 a
halotypova diverzita byla 0,736. Hodnoty pro jednotlivé populace jsou znazornény v Priloze
5. Pomoci vypoctu Fst byla u populaci zjisténa velmi vysoka geneticka diferenciace mezi
Nearktickym a Palearktickym regionem (Ptiloha 6). V ramci Palearktického regionu vsSak
byla diferenciace nizkd, coz naznacuje, Ze mezi populacemi dochazi k velkému genovému
toku.

Vysledky analyzy molekularni variance (AMOVA) pro B. selene ukazuji, Ze celkova
hodnota variance je 0,483 (48%). Mezi geografickymi skupinami vysla variance velmi nizka
2,36% , variance mezi populacemi ve skupinach byla 19,67% a nejvys$si variance vysla
v ramci populaci 77,97% (Tabulka 3).

Vysledky populaéné genetickych analyz koresponduji s vysledky z haplotypovych

siti a Bayesovské analyzy.

Tabulka 3 Analyza molekularni variance B. eunomia (Weir & Cockerham 1984; Excoffier et al. 1992; Weir
1996)

Suma Variance Procento

N , , L O statistik
¢tvercl komponenti  variability statistia

Zdroj variance d.f.

Mezi skupinami 6 3,608 0,01140Va 2,36 ®cr =0,02359
Mezi skupinami o 13,362  0,09504Vb 19,67 ®se = 0,20143
uvnitf skupin

Uvnitt populaci 23 8,667 0,37681Vc 77,97 ®sr = 0,22026
Celkem 54 25,636 0,48325
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5 DISKUZE

Hlavnim cilem této prace bylo dozvédét se vice o pleistocénni historii glacidlniho reliktu
Boloria eunomia a srovnat jeho fylogeografii s fylogeografii podobn¢ rozsifeného, avsak
podobnou tematikou (Besold et al. 2008, 2015; Kodandaramaiah et al. 2011, 2012;
Theissinger et al. 2011, 2013; Wahlberg & Saccheri 2007), byly v naSich analyzach pouzity
fylogenetické, fylogeografické a populacné genetické piistupy a bylo pracovano

S mitochondridlnimi i nuklearnimi markery.

5.1 Fylogeograficka historie perletovce mokiadniho (Boloria eunomia)
Mitochondrialni markery (COI) v této praci potvrdily monofyleticky puvod druhu Boloria
eunomia a v ramci arealu rozsiteni odhalily vysoky stupen fylogeografické strukturovanosti.
Bylo identifikovano osm geograficky odd€lenych haplotypovych skupin. Podobné vysoka
geneticka diferenciace byla nalezena u dalSich eurasijskych motyla (Gratton 2006;
Vandewoestijne et al. 2004; Wahlberg & Saccheri 2007), coz ukazuje na nizky genovy tok
mezi populacemi. Nejvétsi geneticka variabilita byla zjisténa mezi geografickymi skupinami
(52,49%).

V Bayesovské analyze se na bazi $tépi populace z vychodni a stfedni Asie, centrum
vzniku B. eunomia tedy pravdépodobné bylo nékde v této oblasti. Tento vysledek je
podobny zjisténi Simonsena et al. (2010), ktery uvadi stfedni/vychodni Asii jako puvodni
areal pro cely rod Boloria. Je znamo, ze i mnohé dalsi druhy s holarktickym rozsitenim maji
puvod ve vychodni Asii, odkud expandovaly do zbytku Eurasie a Ameriky (Kodandaramaiah
et al. 2010; Todisco et al. 2010; Ugelvig et al. 2011b; Wahlberg & Rubinoff 2011). Casy
disperze se mohou mezi druhy lisit dle riznych naroka na klimatické podminky (Vila et al.
2011; Todisco et al. 2012).

V piipadé B. eunomia doslo k odd€leni americkych populaci zhruba pted 3,2 miliony
let, toto obdobi vSak neodpovida vysledkim ptedchozi fylogenetické studie Simonsena et al.
(2010), kde vyslo stépeni mezi kontinenty zhruba pied 1,7 miliony let. Je vSak tieba
poznamenat, Ze u motyll i ostatniho hmyzu kalibrace fylogenetického stromu podléha diky
chybé¢jicimu fosilnimu zadznamu velké chybovosti. Ziskand data divergenci lze tedy brat
pouze jako pfiblizné odhady, které nam v historii druhu poskytuji hruby ¢asovy ramec
hlavnich evolu¢nich udalosti (Dinca et al. 2013). Dale z nasich analyz vyplyva, ze se motyl

pravdépodobné dostal na severoamericky kontinent prostfednictvim druhého pevninského
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mostu v Beringové 0zin¢ (Sanmartin et al. 2001). Nikoliv tfetiho, coz by odpovidalo
molekularnimu datovani dle Simonsena et al. (2010). V obou piipadech vsak také nelze
vyloucit migraci pfes ocean (Vila et al. 2011). Zjisténa vysoka geneticka diferenciace mezi
obéma regiony nejspis souvisi s riznymi ekologickymi podminkami, kterym se musel motyl
v prub¢hu casu prizptsobit (Hope et al. 2013). Nejspis to vsak nema nic spolecného s jednou
z zivnych rostlin Polygonum vivipara, u které nebyla zjisténa vyrazna geneticka diferenciace
v ramci celého holarktického arealu rozsifeni (Marr et al. 2013).

V ramci Palearktického regionu se zhruba pied 1,7 miliony let nejprve oddélily
populace ze stiedni a vychodni Asie (Sibif a Dalny Vychod) spole¢né s populacemi ze
severni Evropy (Norsko, Svédsko). Pfibuznost téchto geograficky vzdalenych populaci je
z fylogeografického hlediska velice zajimava. V naSich analyzach je potvrzena
mitochondrialnimi i nuklearnimi markery a odpovida také vysledkim studie Néva (1996). |
u dalSich motyli krom B. eunomia byla popsana rekolonizace této oblasti z vychodu (Sibife);
naptiklad u druhd Colias palaeno, Boloria aquilonaris, Melitaea cinxia a Oeneis jutta
(Mikkola et al. 1991; Wahlberg & Saccheri 2007). Avsak u chladomilnych organismt
muzeme pozorovat rizné fylogeografické paterny tykajici se (re)kolonizace Fenoskandie. Po
ustupu ledovcetl ze Skandinavie slouzila v nékolika ptipadech velka evropska pohoti (Alpy,
Karpaty, balkanské hory) jako zdrojové oblasti pro rekolonizaci severu (Mardulyn et al.
2009; Ronikier et al. 2012; Theissinger et al. 2013). Také u mnohych evropskych motyli je
rekolonizace Fenoskandie z jizni a stfedni Evropy nejcastéji popisovanym fylogegrafickym
paternem (Dennis & Schmitt 2009; Habel et al. 2010). Ze u B. eunomia a dal$ich organismii
doslo k rekolonizaci severni Evropy ze Sibife, mize byt zplsobeno tim, Ze Asie byla oproti
Evropé podstatné méné zasazena dobami ledovymi (Svendsen et al. 2004) a organismy zde
m¢ély pfistup do vice refugii, odkud se mohly nésledné §itit (Tiffney 1985).

K oddéleni vSech ostatnich palearktickych populaci doslo zhruba pied 1 milionem let
a dalSim z fylogeografického hlediska zajimavym vysledkem je, Ze se na uzemi Polska
setkava nekolik haplotypii z rtiznych haplotypovych skupin. CoZz by ukazovalo, ze Polsko
muze byt kontaktni oblasti pro rizné linie B. eunomia. Toto zjisténi opét odpovida
pfedchozim vysledkim studie Neva (1996). Polsko jako kontaktni zéna bylo popséno i u
dalsiho druhu babockovitych Melitea cinxia (Wahlberg & Saccheri 2007) a podporuje to i na
pravé tomto uzemi zjistény vysoky stupen polymorfismu u druhu Plebejus argus (Sielezniew
et al. 2011). Ani Polsko vsak nebylo rekolonizovano z jihozapadni a stfedni Evropy.

Haplotypova sit’ (Obrazek 5) ukazuje, ze polské populace jsou odvozeny od bulharskych a
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sibifskych. Vysledky déle naznacuji vysokou afinitu polskych populaci s finskymi,
béloruskymi a populacemi ze zapadniho Ruska.

Bulharské populace daly pravdépodobné vzniknout i populacim stiedoevropskym
(Ceska republika, Némecko, Rakousko), mezi kterymi je patrna vysokd piibuznost. Tento
vysledek se lisi od zjisténi Néva (1996), podle kterého byly stfedoevropské populace
odvozeny od populaci z jihozapadni Evropy.

Dalé vysledky ukazuji, ze populace ze stiedni Evropy nemaji s polskymi z hlediska
genetického moc spole¢ného. Dalo by se tedy usuzovat, ze k rekolonizaci z Bulharska doslo
nezavisle vicekrat. Stejny latitudinalni posun z Balkanského poloostrova miizeme pozorovat
I U mnohych dalsich organismi (Hewitt 2004; Schmitt 2007).

Co se tyka jizni a zapadni Evropy, tak analyzy ukézaly vysokou piibuznost populaci
ze Spanélska, Francie a Belgie, av§ak pomérné znatelnou diferenciaci téchto populaci od
ostatnich evropskych. Populace z francouzské lokality Morvan jsou vysoce piibuzné
s ardenskymi a je to diky tomu, ze do Morvanu byl motyl pravé z Belgie neddvno
reintrodukovan. V piipadé B. eunomia mutzeme Ibersky poloostrov jako zdrojové misto
rekolonizace zamitnout, v haplotypové siti to naznacuje okrajovd pozice pyrenejskych
populaci.

B. eunomia pievysuje svou haplotypovou strukturovanosti (COI) mnohé doposud
studované eurasijské motyly (Vandewoestijne et al. 2004; Wahlberg et al. 2005;
Weingartner et al. 2006). Ve srovnani s vysoce mobilni Aglais urticae (Vandewoestijne et
al. 2004) tato variabilita naznacuje silny fylogeograficky signal, souvisejici s migraci na
kratkou vzdalenost (Hanski et al. 1994; Hanski 1999) a habitatovou specifitou. NaSe
vysledky naznacuji, ze B. eunomia mohla byt v prubéhu posledniho milionu let kontinualné
roz§ifena, a nasledkem lokalni popula¢ni dynamiky (Hanski 1999; Ehrlich & Hanski 2004) a
mnohonasobné izolaci interglacidlnich refugii, bylo mnoha haplotypim umoznéno pftetrvat
cykly populacnich expanzi a kontrakci. Doby ledové tedy nemusely byt az tak nepfiznivym
obdobim (Stewart 2001, 2010) a mnoh¢ druhy mély populace kontinudln¢ a Siroce rozsifené
1 mnohem dal na jih, neZ je tomu dnes. Toto napiiklad dokazuji studie na dalSich
chladnomilnych organismech (Dalen et al. 2007 — polarni lisky; Svenning et al. 2008 -
stromy; Zigouris et al. 2013 - rosomaci). Druhou hypotézou, vysvétlujici vysokou
diferenciaci mezi populacemi, mize byt, Ze k jejich oddé€leni doslo jiz pfed dlouhou dobou a

ani v prabehu stiidani glacialt a interglaciald nedoslo mezi populacemi ke genovému toku.
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Obriazek 11 Hypotetické postglacialni kolonizaéni cesty perletovce mokfadniho (B. eunomia) zhruba pred 1 milionem let a
diive

5.2 Porovnani mitochondridlnich a nuklearnich markeri

Co se tyka vysledka ziskanych pomoci nuklearniho markeru (Arginine Kinase), neprojevila
se zde tak vysoka fylogeografickd strukturovanost. Obéma markery je vSak podpoiena
vysoka diferenciace mezi Eurasii a Amerikou a piibuznost skandinavskych populaci
s asijskymi populacemi, coz podporuje hypotézu rekolonizace severni Evropy z vychodu
nikoliv z jihu. Rozdilné vysledky mitochondrilnich a nuklearnich markert jsou v podobnych
studiich béznym fenoménem (Forister et al. 2004; Sielezniew et al. 2011). V nasem piipadé
to mize byt zplisobeno podstatné mensim datasetem pro Arginine Kinasu, nicméné 1 pies to
se podafilo do analyzy zahrnout velkou oblast arealu B. eunomia, takze by se zde i tak dala
ocekavat vyssi strukturovanost.

Pfenos mtDNA je pouze po mateiské linii. Odlisné paterny u mitochondrialnich a
nuklearnich markert odrazeji riznou zivotni historii mezi odliSnymi pohlavimi (Forister et
al. 2004). Rozpor mezi haplotypovymi sitémi ziskanymi pomoci mtDNA a nDNA je Casto
vysvétlovan v souvislosti s disperzi vazanou na pohlavi (Goudet et al. 2002). Znamenalo by
to, Ze samci jsou mnohem vice mobilni nez samice. V nasem ptipadé vSak miizeme tuto
hypotézu vyloucit, diky pfedchozim ekologickym studiim bylo zjisténo, ze u B. eunomia je
za migraci na nova stanovisté zodpoveédna samice nikoliv samec (Baguette & Neéve 1994,

Baguette et al. 1996, 1998; Petit et al. 2001).
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DalSim, v nasem pftipadé pravdépodobnéjsim, vysvétlenim je, ze mtDNA dosahuje
pouze Ctvrtinové efektivni velikosti populace nukledrnich autozomalnich sekvenci.
Mitochondrialni linii sta¢i mnohem kratsi doba pro lineage sorting a k ndhodné eliminaci
haplotypt zde muze dojit také mnohem rychleji, nez k vymizeni alel u nuklearni DNA, coz
se projevi vetsi strukturovanosti populaci (Sielezniew et al. 2011). Proto je potieba nahlizet

na vysledky ziskané pouze analyzami mtDNA s obezietnosti (Zhang & Hewitt 2003).

5.3 Fylogeograficka historie perletovce dvanactite¢ného (Boloria selene) a
srovnani s B. eunomia

| vpfiipadé¢ temperatniho druhu B. selene mitochondridlni markery (COI) potvrdily
monofyleticky ptivod druhu. Na rozdil od B. eunomia vsak nebyl v ramci arealu rozsifeni
odhalen vysoky stupenn fylogeografické strukturovanosti. Byly identifikovany pouze tfi
geografické haploskupiny, nejvétsi variabilita byla zjiSténa v ramci jednotlivych populaci
(77,97%). U B. selene, stejné jako u druhu Lopinga achine, byl v ramci Palearktického
regionu pozorovan nizky stupen genetické diferenciace (Kodandaramaiah et al. 2012).
Chyb¢jici genetické rozdily by mohly ukazovat na vyrazny genovy tok mezi populacemi.

U B. selene, stejn¢ jako u B. eunomia, doslo nejprve ke $tépeni mezi eurasijskymi a
severoamerickymi populacemi, zhruba ve stejnou dobu pted 3,2 miliony let. VSechny
analyzy u B. selene potvrzuji nejvyssi genetickou diferenciaci mezi Eurasii a severni
Amerikou. Geneticky rozdil mezi regiony byl tak velky, Ze doSlo k vytvofeni dvou
samostatnych haplotypovych siti. V severni Americe vSak neni patrnd diferenciace mezi
populacemi z Kanady a USA.

V ramci Palearktického regionu doslo u B. selene k oddéleni vétsiny populaci zhruba
pred 0,7 miliony let. Pro tuto oblast je typicky Siroce rozsifeny centralni haplotyp a od ngj
odvozené dil¢i geograficky vymezené haplotypy. Tento patern odpovidd exponencialné
rostouci populaci (Slatkin & Hudson 1991). Centralni haplotyp je Vv ramci arealu druhu
vSudypfitomny a jednotlivé populace nejsou vyrazn€ geneticky diferenciovany. Mala
diferenciace v ramci tak velké geografické oblasti naznaCuje pomérné recentni a rychlou
expanzi mitochondridlniho genomu. Stejny fylogeograficky patern miizeme najit 1 u dalsiho
palearktického druhu Polygonia c-album (Kodandaramaiah et al. 2010). Vétsi diverzifikaci
1ze pozorovat pouze u Ceskych a danskych populaci. Nuklearni marker (Wingless) nam o
struktufe populaci B. selene vypovida témét shodnou informaci. Jediny rozdil je v tom, ze

kanadské populace zde nejsou vyrazné odlisSeny od ostatnich.
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Nizkéd genetickd variabilita mezi populacemi naznacuje, ze tento druh mohl byt
kontinudlné rozsifen i v dobach ledovych. Tento vysledek opét potvrzuje nasi teorii, Ze

glacidly nemusely byt pro mnohé druhy az tak neptiznivé.

6 ZAVER

Ackoliv maji oba druhy podobné holarktické rozsifeni, nesdileji stejnou fylogeografickou
historii. Boloria eunomia projevuje ve srovnani s Boloria selene mnohem vétsi populacni
strukturovanost. Je to pravdépodobné zplsobeno odliSnymi néaroky na prostiedi, zivné
rostliny a klima.

Pokud porovname mitochondrialni a nuklearni markery, tak v pfipadé B. selene
podavaly téméf shodnou informaci. Naopak v pfipadé B. eunomia fylogeograficka
strukturovanost mtDNA vys$la mnohem vyssi nez u nuklearni DNA. Divodem muze byt
odli$nd evoluc¢ni rychlost obou markerd.

Z vysledkt déale vyplyva, Ze nejen latitudindlni, ale také longitudindlni genetické
paterny hraly velkou roli pfi formovani dnesniho rozsifeni mnoha holarktickych druhd. U B.
eunomia mizeme longitudinalni disperzi dolozit na pfikladu (re)kolonizace severni Evropy
ze stiedni a vychodni Asie. U obou zkoumanych druhli na piikladu kolonizace severni
Ameriky ze Sibife pfes Beringovu Gzinu. V obou pfipadech se projevila vyrazna geneticka
diferenciace mezi Palearktickym a Nearktickym regionem.

A konecné, k diferenciaci mezi populacemi dle molekularniho datovani doslo
mnohem dfive, neZ v obdobi posledni doby ledové, coz nas vede k nazoru, Ze glacidly byly
pro mnohé druhy vlastné ptiznivou dobou a klimatické vykyvy nemusely mit na vyvoj téchto

druhti az tak vyrazny vliv.
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8 PRILOHY

Priloha 1 Prehled studovaného materialu s uvedenim druhu, oznaceni vzorku, lokality, soufadnic, populace, haplotypové skupiny (COI),
haplotypu (COl) a vysledku PCR reakce (COI, Wingless, Arginine Kinase)

Hap.

Druh ID Zemé Lokalita Latitude Longitude Pop. skupina Hap. Col WG AK
eunomia AB5-6 Russia Altai, Kosh-Agach district, Pereval to Dzhazator 49,692 87,476 1 G3 H14 X - -
eunomia AB5-9 Canada AB, between Rock Lake and William Switzer PP 53.332 -118.001 2 Gl H20 X - X
eunomia AB5-12 Canada AB, between Rock Lake and William Switzer PP 53.332 -118.001 2 Gl H20 X - X
eunomia AB5-18 Belarus Talka Soucina 53,324 28,358 3 G6 H31 X - X
eunomia AB5-29 Norway Barduftos 69.017 18.667 4 G3 H6 X - -
eunomia AB5-32 Norway Barduftos 69.017 18.667 4 G3 H6 X - -
eunomia 04HBL003073 Canada Manitoba, Churchill Northern Studies Centre 58,730 -93,820 5 Gl H20 GU096680 - -
eunomia 04HBL003068 Canada Manitoba, Churchill Northern Studies Centre 58,730 -93,820 5 Gl H20 GU096678 - -
eunomia 04HBL003063 Canada Manitoba, Churchill Northern Studies Centre 58,730 -93,820 5 Gl H20 GU096676 - -
eunomia 04HBL003065 Canada Manitoba, Churchill Northern Studies Centre 58,730 -93,820 5 Gl H20 GU096674 - -
eunomia 04HBL003071 Canada Manitoba, Churchill Northern Studies Centre 58,730 -93,820 5 - - GU096672 - -
eunomia 04HBL003072 Canada Manitoba, Churchill Northern Studies Centre 58,730 -93,820 5 Gl H20 GU096681 - -
eunomia 04HBL003067 Canada Manitoba, Churchill Northern Studies Centre 58,730 -93,820 5 Gl H20 GU096679 - -
eunomia 04HBL003069 Canada Manitoba, Churchill Northern Studies Centre 58,730 -93,820 5 Gl H20 GU096677 - -
eunomia 04HBL003064 Canada Manitoba, Churchill Northern Studies Centre 58,730 -93,820 5 Gl H20 GU096675 - -
eunomia 04HBL003070 Canada Manitoba, Churchill Northern Studies Centre 58,730 -93,820 5 Gl H20 GU096673 - -
eunomia 04HBL003062 Canada Manitoba, Churchill Northern Studies Centre 58,730 -93,820 5 Gl H20 GU096671 - -
eunomia BC ZSM Lep 25470 Germany Germany: Bavaria, Oberbayern, Landsberg 47,947 10,915 6 G8 H28 GU655024 - -
eunomia BC ZSM Lep 32171 Germany Bad Toelz-Wolfratshausen, Zellwies 47,805 11,464 7 G8 H28 JF415681 - -
eunomia BC ZSM Lep 21543 Germany Koenigsdorf, Weitfilz 47,817 11,450 8 G8 H26 JF415682 - -
eunomia NW151-13 Russia S. Siberia, Altai Mts., Aktash vill. 50,309 87,608 9 G3 H10 HQ161271 - -
eunomia FS-b-4203 USA Oxford Co., ME 44,135 -70,492 10 Gl H19 HQ161248 - -
eunomia FS-b-2456 Canada Dempster Highway, YU 66,249 -137,109 11 G1 H20 HQ161228 - -
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Hap.

Druh ID Zemé Lokalita Latitude Longitude Pop. skupina Hap. COl WG AK
eunomia FS-b-2407 Canada Bragg Creek, AB 50,940 -114,579 12 Gl H20 HQ161226 - -
eunomia  2005-LOWA-292 Russia Russia, Pskovskaya oblast, Sebezh 56,133 28,667 13 G6 H31 FJ664014 - -
eunomia 2005-LOWA-758 Russia Russia, Sankt-Petersburg 59,867 29,517 14 G6 H31 FJ664012 - -
eunomia 2005-LOWA-293 Russia Russia, Pskovskaya oblast, Sebezh 56,133 28,667 13 G6 H31 FJ664013 - -
eunomia TS11 Canada AB, WH. Hawel 53.537 113.492 15 G1 H20 DQ922869 - -
eunomia AB8-1 Ccz Bohemia Mer., Svétlik 48.865 14.247 16 G7 H29 X - -
eunomia AB8-16 Ccz Bohemia Mer., Svétlik 48.865 14.247 16 G7 H29 X - X
eunomia AB8-17 Ccz Bohemia Mer., Svétlik 48.865 14.247 16 - - X - X
eunomia AB8-19 Ccz Bohemia Mer., Svétlik 48.865 14.247 16 G7 H29 X - X
eunomia AB8-23 Ccz Bohemia Mer., Svétlik 48.865 14.247 16 G7 H29 X - -
eunomia AB8-24 Ccz Bohemia Mer., Svétlik 48.865 14.247 16 G7 H29 X - -
eunomia JB00205 Russia Altai, Dzhazator env., Argut valley 49,871 87,353 17 - - X - -
eunomia JB00207 Russia Altai, Dzhazator env., Argut valley 49,871 87,353 17 - - X - -
eunomia JB00208 Russia Altai, Dzhazator env., Argut valley 49,871 87,353 17 G3 H13 X - -
eunomia JB00210 Russia Altai, Dzhazator env., S slopes N of village 49.842 87.542 18 G3 H12 X - -
eunomia JB00211 Russia Altai, Dzhazator env., S slopes N of village 49.842 87.542 18 - - X - -
eunomia AB14-1 Russia W. Sayans Mts., Khakassiya 52,022 89,307 19 G3 H8 X - -
eunomia AB14-2 Russia Yakutia, Ojmiakon Distr. 63,244 143,189 20 - - X - X
eunomia AB14-4 Russia W. Chukotka, Bilibino vill. 68,057 166,451 21 - - X - X
eunomia AB14-5 Russia Polar Ural Mts., Seida st. 67,041 63,099 22 - - X - -
eunomia AB14-7 Russia W. Chukotka, Bilibino vill. 68,057 166,451 21 G3 H15 X - X
eunomia AB14-8 Russia Polar tundra of Yakutia, Upper Olenek river 68,351 112,273 23 - - X - X
eunomia AB14-10 Russia W. Sayans Mts., Khakassiya 52,022 89,307 19 G3 H5 X - -
eunomia AB14-11 Russia C. Sakhalin, Tumovsk distr. 50,889 142,696 24 - - X - -
eunomia AB14-13 Russia Polar tundra of Yakutia, Upper Olenek river 68,351 112,273 23 - - X - -
eunomia AB14-14 Russia Yakutia, Ojmiakon Distr. 63,244 143,190 20 - - X - -
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Hap.

Druh ID Zemé Lokalita Latitude Longitude Pop. skupina Hap. COl WG AK
eunomia AB14-15 Russia W. Chukotka, Bilibino vill. 68,057 166,451 21 G3 H15 X - -
eunomia AB14-16 Russia W. Chukotka, Bilibino vill. 68,057 166,451 21 G5 H1 X - -
eunomia AB14-17 Russia W. Chukotka, Bilibino vill. 68,057 166,451 21 - - X - -
eunomia AB14-19 Russia Polar tundra of Yakutia, Upper Olenek river 68,351 112,273 23 G3 H5 X - -
eunomia AB14-21 Russia W. Sayans Mts., Khakassiya 52,022 89,307 19 - - X - -
eunomia AB14-22 Russia Polar tundra of Yakutia, Upper Olenek river 68,351 112,273 23 G3 H8 X - -
eunomia AB14-23 Russia C. Sakhalin, Tumovsk distr. 50,889 142,695 24 G2 H16 X - -
eunomia AB14-24 Russia C. Sakhalin, Tumovsk distr. 50,889 142,695 24 G2 H17 X - -
eunomia AB14-25 Canada Alberta, Plateaux Mtn. 50,205 -114,521 25 Gl H20 X - X
eunomia AB14-26 Poland Bialowieza 52.839 23.922 26 G6 H31 X - -
eunomia JM-132 Russia South Ural, Tyulyuk village 54,610 58,773 27 - - X - X
eunomia  JM-140 Russia Middle Ural, Kuzino settlement station 57,018 59,440 28 G6 H31 X - X
eunomia JM-141 Russia Magadan Province, Susuman town suburbs 62,783 148,166 29 - - X - -
eunomia JM-149 Russia Sayan Mts., Rep. of Buryatia, Tunkinsky Distr. 51,676 100,992 30 - - X - -
eunomia ZF-LY-002053 Russia Kamchatka, Bistrinskiy distr. 55,931 158,695 31 - - X - -
eunomia ZF-LY-002054 Russia Kamchatka, Bistrinskiy distr. 55,931 158,695 31 - - X - -
eunomia ZF-LY-002070 Russia Middle Ural, Kuzino settlement station 57.139 59.525 28 G6 H34 X - -
eunomia ZF-LY-002071 Russia Middle Ural, Kuzino settlement station 57.139 59.525 28 G6 H35 X - -
eunomia JM-181 Russia Altai, Dzhazator env., Argut valley 49.871 87,353 17 G3 H10 X - X
eunomia JM-188 Russia Altai, South-Chuya ridge, Ik-tu, Dzhazator env. 49.788 87.678 32 G3 H11 X - X
eunomia JM-220 Russia Khabarovsk reg., Verkhnebureinskyi district 49,399 129,553 33 G2 H17 X - -
eunomia JM-221 Russia Khabarovsk reg., Verkhnebureinskyi district 49,399 129,553 33 - - X - -
eunomia JM-229 Russia Khabarovsk reg., Verkhnebureinskyi district 49,399 129,553 33 - - X - -
eunomia JM-230 Russia Khabarovsk reg., Verkhnebureinskyi district 49,399 129,553 33 G2 H18 X - -
eunomia leu_2 cz Blazejovice 48,945 13,942 34 G7 H29 X - -
eunomia 2eu 5 Ccz Frantoly 48,980 14,079 35 G7 H29 X - -
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Hap.

Druh ID Zemé Lokalita Latitude Longitude Pop. skupina Hap. COl WG AK
eunomia 2eu_7 Ccz Frantoly 48,980 14,079 35 G7 H29 X - -
eunomia 2eu_8 cz Frantoly 48,980 14,079 35 G7 H29 X - -
eunomia 2eu_10 cz Otice 48,800 14,088 36 G7 H29 X - -
eunomia 2eu_13 cz Hamr-Zadni Zvonkova 48,739 14,008 37 G7 H29 X - -
eunomia 2eu_14 cz Hamr-Zadni Zvonkova 48,739 14,008 37 G7 H29 X - -
eunomia 3eu_2 Germany Elbsee 47,500 10,300 38 G7 H29 X - -
eunomia 3eu_3 Germany Elbsee 47,500 10,300 38 G8 H27 X - -
eunomia 3eu_5 Germany  Konigsdorf 47,490 11,290 39 G7 H29 X - X
eunomia 3eu_6 Germany  Konigsdorf 47,490 11,290 39 G7 H30 X - X
eunomia 3eu_8 Germany  Konigsdorf 47,490 11,290 39 - - - - X
eunomia 3eu_9 Austria Mauterndorf 47,800 13,400 40 G7 H29 X - -
eunomia 3eu_10 Austria Mauterndorf 47,800 13,400 40 G7 H29 X - -
eunomia 3eu_11 Austria Mauterndorf 47,800 13,400 40 G7 H29 X - -
eunomia 3eu_12 Austria Mauterndorf 47,800 13,400 40 G7 H29 X - -
eunomia 4eu_l1 France Porté-Puymorens 42,549 1,837 41 G5 H4 X - -
eunomia 4eu_2 France Porté-Puymorens 42,549 1,837 41 G5 H4 X - -
eunomia 4eu_3 France Porté-Puymorens 42,549 1,837 41 G5 H4 X - -
eunomia 4eu_4 France Porté-Puymorens 42,549 1,837 41 G5 H3 X - -
eunomia 5eu_1 Bulgaria  Levsky top 42,720 24,782 42 - - X - X
eunomia 5eu_2 Bulgaria  Levsky top 42,720 24,782 42 G8 H23 X - X
eunomia 5eu_3 Bulgaria  Levsky top 42,720 24,782 42 G8 H23 X - X
eunomia 5eu_4 Finland Lammi 64,060 29,112 43 G6 H31 X - -
eunomia 5eu_5 Bulgaria Levsky top 42,720 24,782 42 G8 H23 X - -
eunomia 5eu_6 Belgium Ardennes, Hockai 50,483 5,977 44 G4 H22 X - X
eunomia 5eu_7 Belgium Ardennes, Hockai 50,483 5,977 44 G4 H22 X - X
eunomia 5eu_8 Finland Lammi 64,060 29,112 43 G6 H31 X - X
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Hap.

Druh ID Zemé Lokalita Latitude Longitude Pop. skupina Hap. COl WG AK
eunomia 5eu_9 Finland Lammi 64,060 29,112 43 G6 H31 X - -
eunomia 5eu_10 Belgium Ardennes, Hockai 50,483 5,977 44 G4 H22 X - X
eunomia 5eu_11 Finland Lammi 64,060 29,112 43 G6 H31 X - -
eunomia 5eu_12 Belgium Ardennes, Elsenborn 50,483 6,251 45 G4 H22 X - -
eunomia 5eu_13 Belgium Ardennes, Elsenborn 50,483 6,251 45 G4 H22 X - -
eunomia 5eu_14 Belgium Ardennes, Elsenborn 50,483 6,251 45 G4 H21 X - -
eunomia 5eu_15 Belgium Ardennes, Elsenborn 50,483 6,251 45 G4 H21 X - -
eunomia 5eu_16 Spain Asturias, Salcedillo 42,956 -4,010 46 G5 H2 X - X
eunomia 5eu_17 Spain Asturias, Salcedillo 42,956 -4,010 46 G5 H2 X - X
eunomia 5eu_18 Spain Asturias, Salcedillo 42,956 -4,010 46 G5 H2 X - X
eunomia 5eu_19 Spain Pyrenees, Barrage de Matemale 42,559 2,098 a7 G5 H4 X - -
eunomia 5eu_20 Spain Pyrenees, Barrage de Matemale 42,559 2,098 47 G5 H4 X - -
eunomia 5eu_21 Spain Pyrenees, Barrage de Matemale 42,559 2,098 a7 G5 H4 X - -
eunomia 5eu_22 Spain Pyrenees, Barrage de Matemale 42,559 2,098 47 G5 H4 X - -
eunomia 5eu_23 Spain Asturias, Celada 42,950 -4,036 48 G5 H2 X - -
eunomia 5eu_24 Spain Asturias, Celada 42,950 -4,036 48 G5 H2 X - -
eunomia 5eu_25 Spain Asturias, Celada 42,950 -4,036 48 G5 H2 X - -
eunomia 5eu_26 Spain Asturias, Celada 42,950 -4,036 48 G5 H2 X - -
eunomia 5eu_27 Spain Pyrenees, Porta Haut 42,517 1,799 49 G5 H3 X - -
eunomia 5eu_28 Spain Pyrenees, Porta Haut 42,517 1,799 49 G5 H4 X - -
eunomia 5eu_29 Spain Pyrenees, Porta Haut 42,517 1,799 49 G5 H4 X - -
eunomia 5eu_30 Spain Pyrenees, Porta Haut 42,517 1,799 49 G5 H4 X - -
eunomia 5eu_31 Norway Engerdal 61,753 11,956 50 G2 H17 X - X
eunomia 5eu_32 Norway Engerdal 61,753 11,956 50 G2 H17 X - X
eunomia 5eu_33 Norway Engerdal 61,753 11,956 50 G2 H17 X - X
eunomia 5eu_35 France Morvan, Ferme du Lyonnais 47,183 4,100 51 G4 H22 X - -
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Hap.

Druh ID Zemé Lokalita Latitude Longitude Pop. skupina Hap. COl WG AK
eunomia 5eu_36 France Morvan, Ferme du Lyonnais 47,183 4,100 51 - - X - X
eunomia 5eu_37 France Morvan, Ferme du Lyonnais 47,183 4,100 51 G4 H22 X - -
eunomia 5eu_38 France Morvan, Ferme du Lyonnais 47,183 4,100 51 G4 H22 X - -
eunomia 6eu_1 France Nievre, Gien-sur-Cure 47,139 4,094 52 G4 H22 X - -
eunomia 6eu_2 France Nievre, Gien-sur-Cure 47,139 4,094 52 - - X - -
eunomia 6eu_3 France Nievre, Gien-sur-Cure 47,139 4,094 52 G4 H22 X - -
eunomia 6eu_4 France Nievre, Gien-sur-Cure 47,139 4,094 52 G4 H22 X - -
eunomia 6eu_8 Sweden S to Jukkasjarvi 67,828 20,594 53 G2 H17 X - -
eunomia 6eu_9 Sweden S to Jukkasjarvi 67,828 20,594 53 G3 H7 X - -
eunomia 6eu_10 Sweden Tol Abisko, Slaktatjokko 68,351 18,675 54 G3 H7 X - -
eunomia 6eu_11 Sweden S. Hr. Mittadalen 62,696 12,688 55 G2 H17 X - -
eunomia 6eu_12 Sweden S. Hr. Mittadalen 62,696 12,688 55 G2 H17 X - -
eunomia 6eu_13 Sweden S. Hr. Mittadalen 62,696 12,688 55 G2 H17 X - -
eunomia 6eu_14 Sweden S. Hr. Mittadalen 62,696 12,688 55 G2 H17 X - -
eunomia EN1 Poland Skieblewo 53.767 23.400 56 G6 H31 X - -
eunomia EN5 Poland Skieblewo 53.767 23.400 56 G6 H32 X - -
eunomia EN31 Poland Sokale 53.067 23.533 57 G8 H25 X - -
eunomia EN35 Poland Sokale 53.067 23.533 57 G8 H24 X - -
eunomia EN40 Poland Sokale 53.067 23.533 57 G8 H25 X - -
eunomia EN45 Poland Sokale 53.067 23.533 57 G8 H25 X - -
eunomia EN61 Poland Pogorzelec 52.717 23.817 58 G8 H25 X - -
eunomia ENG65 Poland Pogorzelec 52.717 23.817 58 G8 H25 X - -
eunomia EN91 Poland Moskal 53.300 23.150 59 G3 H9 X - -
eunomia EN95 Poland Moskal 53.300 23.150 59 G3 H9 X - -
eunomia EN100 Poland Moskal 53.300 23.150 59 G6 H32 X - -
eunomia  EN105 Poland Moskal 53.300 23.150 59 G6 H31 X - -
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Druh ID Zemé Lokalita Latitude Longitude Pop. skupina Hap. COl WG AK
eunomia EN123 Poland Imielty Lug 50.667 22.250 60 G6 H31 X - -
eunomia EN124 Poland Imielty fug 50.667 22.250 60 G6 H31 X - -
eunomia EN153 Poland Papiernia 50.200 23.367 61 G6 H33 X - -
eunomia EN154 Poland Papiernia 50.200 23.367 61 G6 H33 X - -
eunomia EN190 Poland Czemernik 51.333 23.283 62 G6 H33 X - -
eunomia EN195 Poland Czemernik 51.333 23.283 62 G6 H33 X - -
eunomia EN213 Poland Gazwa 53.883 21.233 63 G6 H31 X - -
eunomia EN214 Poland Gazwa 53.883 21.233 63 G6 H31 X - -
selene AB5-10 Russia Altai, Kosh-Agach district, Dzhazator Argut 49,871 87,353 1 G3 H1 X X -
selene AB5-11 Canada Elk island 53,551 112,867 2 G1 H26 X X -
selene 04HBL003066 Canada Manitoba, Churchill Northern Studies Centre 58,730 -93,820 3 G1 H26 GU096684 - -
selene 04HBL003489 Canada Manitoba, Churchill Northern Studies Centre 58,730 -93,820 3 - - GU096682 - -
selene 04HBL003488 Canada Manitoba, Churchill Northern Studies Centre 58,730 -93,820 3 - - GU096683 - -
selene BC ZSM Lep 32163  Germany  Munich, Garching-Hochbrueck 48,235 11,615 4 G3 H8 JF415686 - -
selene BC ZSM Lep 21544  Germany  Koenigsdorf, Weitfilz 47,817 11,450 5 G3 H1 JF415687 - -
selene BC ZSM Lep 32164 Germany Bad Toelz-Wolfratshausen, Babenstuben 47,830 11,480 6 G3 H1 JF415685 - -
selene BC ZSM Lep 30706  Germany Niederbayern, Straubing-Bogen, Grandsberg 48,946 12,855 7 G3 H1 HM393213 - -
selene BC ZSM Lep 27121  Germany Traunstein, Traunstein, Pechschnait 47,847 12,708 8 G3 H1 HM391821 - -
selene RVcoll.08-M344 Romania  Transylvania, Harghita, 1 Km E of Gheorgheni 46,740 25,660 9 G3 H6 HQO004104 - -
selene RV-07-D973 Romania  Muntenia, Dambovita, |.L. Caragiale 44,900 25,630 10 G3 H15 HQO004102 - -
selene RV-06-K635 Romania  Transylvania, Cluj, Baciu forest (Cluj-Napoca) 46,800 23,500 11 G3 H9 HQ004100 - -
selene RV-07-C336 Romania  Moldavia, Suceava, Radauti 47,780 25,900 12 G3 H2 HQO004098 - -
selene RVcoll.08-M223 Romania  Muntenia, Dambovita, 2 Km E of Moreni 44,970 25,690 13 G3 H1 HQO004105 - -
selene RV-07-C902 Romania  Banat, Caras-Severin, Teregova 45,170 22,300 14 G3 H9 HQ004103 - -
selene RV-06-K642 Romania  Transylvania, Cluj, Baciu forest (Cluj-Napoca) 46,800 23,500 11 G3 H2 HQ004101 - -
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Druh ID Zemé Lokalita Latitude  Longitude Pop. stEbma Hap. col WG
selene RV-07-C421 Romania  Muntenia, Dambovita, |.L. Caragiale 44,900 25,630 10 G3 H15 HQO004099 -
selene RV-07-D313 Romania  Transylvania, Brasov, Racos 46,030 25,370 15 G3 H1 HQ004097 -
selene NW76-13 Sweden Vallentuna, Stockholmslan 59.550 18.317 16 G3 H1 AY090201 AY090134
selene FS-b-4204 USA Deer Lodge Co., MT 46,398 -112,736 17 G1 H27 HQ161249 -
selene FS-b-2402 Canada Itaska, AB 53,441 -113,525 18 G1 H26 HQ161222 HQ161167
selene 2005-LOWA-756 Russia Russia, Sankt-Petersburg 59,867 29,517 19 G3 H1 FJ663335 -
selene AB5-24 Sweden Norden 66,010 19,550 37 - - - X
selene AB5-26 Poland Podczerwone 49.417 19.817 38 - - - X
selene AB8-10 cz Bohemia Mer, Vys$si Brod, Mt. Hvézdna 48.605 14.349 20 G3 H1 X X
selene AB8-18 Ccz Bohemia Mer, Vys$si Brod, Mt. Hvézdna 48.605 14.349 20 G3 H1 X X
selene AB8-20 cz Bohemia Mer, Vys$si Brod, Mt. Hvézdna 48.605 14.349 20 G3 H1 X -
selene AB8-21 Ccz Bohemia Mer, Vys$si Brod, Mt. Hvézdna 48.605 14.349 20 G3 H1 X X
selene AB15-5 USA Wisconsin, Wildcat Rd., Black River Falls 44,343 -90,783 21 G1 H29 X -
selene AB15-6 USA Wisconsin, Wildcat Rd., Black River Falls 44,343 -90,783 21 G1 H28 X -
selene AB15-9 Belarus Grodno region, Izva river valley, Ruda envir. 53,671 25,466 22 G3 H5 X -
selene AB15-12 USA Wisconsin, Wildcat Rd., Black River Falls 44,343 -90,783 21 G1 H29 X -
selene JM-143 Russia Middle Ural, Sverdlovsk P., Shabrovski village 56,650 60,560 23 G3 H14 X -
selene JM-146 Russia South Ural, Chelyabinsk P., Plastovsky district 54,365 60,818 24 - - X -
selene JIM-147 Russia Middle Ural, Sverdlovsk P., Shabrovski village 56,650 60,560 23 G3 H12 X -
selene JM-195 cz N. Ves u Sokolova, PR Raselinisté u Myslivny 50,082 12,776 25 - - X X
selene JM-196 Ccz N. Ves u Sokolova, u PP Dominova skalka 50,082 12,776 26 G3 H4 X X
selene JM-197 Cz N. Ves u Sokolova, u PP Dominova skalka 50,082 12,776 26 G3 H3 X X
selene JM-198 Ccz TFidomi u Horniho Slavkova 50,145 12,750 27 G3 H3 X -
selene JM-199 Ccz Hradisté u Kaplice 48,736 14,539 28 G3 H10 X -
selene JM-200 Romania  Ciurila nr. Cluj 46,644 23,544 29 G3 H9 X X
selene JM-201 Romania  Ciurila nr. Cluj 46,644 23,544 29 G3 H1l X X
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Hap.

Druh ID Zemé Lokalita Latitude Longitude Pop. skupina Hap. Col WG AK
selene JM-202 Denmark  Bornholm, Ekkodalen 55,108 14,900 30 G2 H18 X - -
selene JM-203 Denmark  Bornholm, Almidingen 55,115 14,900 31 - - X - -
selene JM-204 Denmark  Bornholm, Ekkodalen 55,108 14,900 30 G3 H13 X X -
selene JM-205 Denmark  Bornholm, Almidingen 55,115 14,900 31 G3 H7 X X -
selene JM-206 Denmark  Bornholm, Almidingen 55,115 14,900 31 - - X X -
selene JM-207 Denmark  Bornholm, Ekkodalen 55,108 14,900 30 - - X X -
selene JM-208 Denmark  Bornholm, Ekkodalen 55,108 14,900 30 G2 H16 X X -
selene JM-213 Russia Magadan reg., Tenkinsky dist., Gusakov pass. 60,435 150,973 32 G3 H11 X - -
selene JM-232 Russia Middle Ural Mts., Sverdlovsk Province 57,000 59,450 23 - - X - -
selene JM-233 Russia Middle Ural, Sverdlovsk P., Shabrovski village 56,617 60,600 23 G2 H24 X - -
selene hrlbs0001 Ccz Hréanky 48,908 17,675 33 G2 H19 X - -
selene hrlbs0002 cz Hréanky 48,908 17,675 33 - - X X -
selene hrlbs0003 Ccz Hréanky 48,908 17,675 33 G2 H17 X X -
selene sibs631 cz Bile Karpaty, Sidonie 49,051 18,081 34 G3 H2 X - -
selene sibs637 Ccz Bile Karpaty, Sidonie 49,051 18,081 34 - - X X -
selene sibs638 cz Bile Karpaty, Sidonie 49,051 18,081 34 G3 H1 X X -
selene sibs639 Ccz Bile Karpaty, Sidonie 49,051 18,081 34 G3 H9 X X -
selene sibs640 cz Bile Karpaty, Sidonie 49,051 18,081 34 G2 H20 X - -
selene sibs641 Ccz Bile Karpaty, Sidonie 49,051 18,081 34 G2 H23 X X -
selene sibs642 cz Bile Karpaty, Sidonie 49,051 18,081 34 - - X X -
selene sibs643 Ccz Bile Karpaty, Sidonie 49,051 18,081 34 G2 H25 X X -
selene sibs644 cz Bile Karpaty, Sidonie 49,051 18,081 34 G2 H21 X X -
selene sibs645 cz Bile Karpaty, Sidonie 49,051 18,081 34 G2 H22 X - -
selene sibs646 cz Bile Karpaty, Sidonie 49,051 18,081 34 - - X X -
selene sibs647 cz Bile Karpaty, Sidonie 49,051 18,081 34 - - X X -
selene sibs648 Ccz Bile Karpaty, Sidonie 49,051 18,081 34 G2 H20 X X -
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Druh ID Zemé Lokalita Latitude Longitude H Col
selene JM-253 cz Dolni Cervena - - X
selene TS_6 France Porte 42,548528 1,836578 DQ922868
caucasica FS_b_4215 Russia Albga Mts., Sochi distr. - - HQ266647
chariclea AB8-15 USA San Isabel National Forest, Monarch Mt. 38,512 -106,339 X
euphrosyne AB5-8 Finland Konhencoi 62,616 26,346 X
euphrosyne AB5-27 Finland Portikostko - - X
euphrosyne ZF-LY-001769 Russia Altai Republic, Altai Mts., Dzhazator env., Argut valley 49.871 87.353 X
euphrosyne JM-134 Russia E. Siberia, Republic of Buryatia, near Ulan-Ude city 51,814 107,575 X
Altai Republic, South-Chuya ridge, Ik-tu, Dzhazator

euphrosyne JM-191 Russia env. 49.788 87.678 X
euphrosyne JM-209 Greece Pindos Mts. 39,901 21,118 X
euphrosyne JM-218 Kazakhstan S. Altai, Narymsky Mt. rng., Novoberezovskoe v. 49,917 84,867 X
euphrosyne NW156_23 France Pradelles, Aude 44.771 3.884 HQ161286
euphrosyne NW163_2 France Languedoc - - HQ161289
euphrosyne JL5 11 Spain Villanua, Aragon 42.677 -0.542 HQ161261
kriemhild TJS_07_237 USA Caribou Co., ID - - HQ161292
thore NW151 22 Russia Polar Ural Mts. - - HQ161278
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Piiloha 2 Geneticka diverzita a haplotypy v ramci populaci B. eunomia (COI) (N=pocet jedincti; S=pocet polymorfnich mist; h=haplotypova
diverzita; © = nukleotidova diverzita; ¢isla haplotypti odpovidaji haplotyptim na Obrazku 5)

Pop. Zemé Lokalita N S h m Haplotypy
H1 H2 H3 H4 HS5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 H18 H19 H20 H21 H22 H23 H24 H25 H26 H27 H28 H29 H30 H31 H32 H33 H34 H35
1 Russia Altai, Kosh-Agach 1 - - - 1
2 Canada AB, Rock Lake 2 0 0 0 2
3 Belarus Talka Soucina 1 - - - 1
4 Norway Barduftos 2 0 0 0 2
5 Canada Manitoba, Churchill 10 0 0 0 10
6 Germany Vilgertshofener Forst 1 - - - 1
7 Germany  Zellwies 1 - - - 1
8 Germany  Weitfilz 1 - - - 1
9 Russia Altai, Aktash vill. 1 - - - 1
10 USA Oxford Co., ME 1 - - - 1
11 Canada :'%r?v‘j;;‘/psm 1 - - 1
12 Canada AB, Bragg Creek 1 - - - 1
13  Russia Pskovskaya oblast 2 0 0 0 2
14  Russia Sankt-Petersburg 1 - - - 1
15 Canada AB, WH. Hawel 1 - - - 1
16 cz Svétlik 5 0 0 0 5
17  Russia Altai, -Argut valley 2 5 1 0,01094 1 1
18 Russia Altai, N of village 1 - - - 1
19 Russia Sayans, Khakassiya 2 0 0 0 1 1
21  Russia Chukotka, Bilibino vill. 3 1 066667 0,00146 1 2
23  Russia Yakutia, Olenek river 2 0 0 0 1 1
24 Russia  Saknalin Tumovsk 2 1 1000219 11
25 Canada  AB, Plateaux Mtn. 1 - - - 1
26  Poland Bialowieza 1 - - - 1
28 Russia Middle Ural 3 2 1 0,00292 1 1 1
32  Russia Altai, South-Chuyar. 1 - - - 1
33  Russia Nature res. Bureinsky 2 6 1 0,01313 1 1
34 cCz Blazejovice 1 - - - 1
35 Cz Frantoly 3 0 0 0 3
36 Cz Otice 1 - - - 1
37 Cz Hamr-Zadni Zvonkova 2 0 0 0 2
38 Germany Elbsee 2 4 1 0,00875 1 1
39 Germany Konigsdorf 2 1 1 0,00219 1 1
40  Austria Mauterndorf 4 0 0 0 4
41  France Porté-Puymorens 4 0 0 0 1 3
42 Bulgaria  Levsky top 3 0 0 0 3
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Pop. Zemé Lokalita N S h m Haplotypy
H1 H2 H3 H4 HS5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 H18 H19 H20 H21 H22 H23 H24 H25 H26 H27 H28 H29 H30 H31 H32 H33 H34 H35
43  Finland Lammi 4 0 0 0 4
44  Belgium  Ardennes, Hockai 3 0 0 0 3
45 Belgium Ardennes, Elsenborn 4 1 0,66667 0,00146 2 2
46  Spain Asturias, Salcedillo 3 0 0 0 3
47  Spain Barrage de Matemale 4 0 0 0 4
48  Spain Asturias, Celada 4 0 0 0 4
49  Spain Porta Haut 4 0 0 0 1 3
50  Norway Engerdal 3 0 0 0 3
51  France Morvan 3 0 0 0 3
52 France g{i‘ge’ Gien-sur- 3 0 0 0 3
53 Sweden S to Jukkasjarvi 2 5 1 0,01094 1 1
54  Sweden ;?al\lﬁ:tijsoﬁ(’o 1 - - - 1
55  Sweden S. Hr. Mittadalen 4 0 0 0 4
56  Poland Skieblewo 2 0 0 0 1 1
57  Poland Sokale 4 1 0,5 0,00109 1 3
58  Poland Pogorzelec 2 0 0 0 2
59  Poland Moskal 4 3 0,66667 0,00438 2 1 1
60  Poland Imielty tug 2 0 0 0 2
61  Poland Papiernia 2 0 0 0 2
62  Poland Czemernik 2 0 0 0 2
63  Poland Gazwa 2 0 0 0 2
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Piiloha 3 Parové Fst B. eunomia (COIl); ¢iselné oznaceni populaci odpovid
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Piiloha 4 Geografické vzdalenosti (km) mezi jednotlivymi populacemi B. eunomia; ¢iselné oznac¢eni populaci odpovida ¢islim v Piiloze 1
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4573,06

2466,99

3844,22

1999,94

3008,03

505,32

511346

5420,57

5358,57

5206,04

62831

474305

3712,49

5505,26

5488,95

6617,91

6265,73

6619,93

6287,65

461504

5826,45

5829,7

4069,24

454545

4280,07

4300,38

42973

431451

4488,09

4438,38

4391,28

4407,89

pop19

4298,27
219215
3628,41
1994,20
282088
510377
512312
5428
53685
521947
629184
4814,69
363471
5486,79
547111
6608,62
627515
66106
6296,41
454061
5820
582344
3958,61
44656
4277559
430311
4303,03
431488
504,61
44604
440551

4400,67

pop21

2173,78
2306,69
4917,62
2899,43
6821,93
6849,27
7035,25
702344
6960,43
7671,66
7310,21

49616
6757,18
6754,41
7668,02
7668,15
7668,84
767541
5457,49
7139,39
714432
4697,45
5346,58
6152,23
6224,75
6257,01
6206,72
650565
6535,14

64151

6177,74

pop23

2541,52
2868,76

23152
5374,94
5400,91
5653,76
5619,78
5514,09
6439,88
5577,99
3486,93

5508,1
5499,05
6588,77
6429,97
6590,21
6444,27
4246,92
5897,68
5902,29

3467,3
4139,81
4581,61
4641,26
4663,09
4633,94
4913,46
491532
4811,98

4650,52

pop24

5162,2

952,65
7908,88
7934,53
8192,41
8156,82
8047,22
8981,14
8025,61
6028,04
8048,41
8039,50
9119,68
8971,34
9121,05
8985,53
6777.17

84385
844312
5991,09
666853
710313
7159.27
7178,39
7154,36
742568
7420,08
7322.87

717914

pop28

4547,06
3109,52
3128,96
343371
337432
322593
4297,54
2908,17
1817,14
3505,33
3489,03

4620,1
4280,86

46221
4302,12
2685.78
3829,58
3832,92
2284.46
2631,71
2284,68
2308,97
2308,74
232115
2512,82
2471,96
2412,88

2410,02

pop33

748344
750748
778676
7742,25
7616,87
8617,21
7453,67
5674,11
7707,09
769582
8819,49
8604,82
8821,09
8621,74
6498,64
8087,42
8091,75
5738,63
639588
6652,58
6700
67132
670048
6950,52
693151
6846,78

674584

pop3s

2734
32535
265,28
14054
11884

1082,22

1906,11

6072
588,27

1548,57

117148

1560,71

1192,96

142814
769,26
771,28

2130,78

152951
838,37
803,14
800,91
795,23
616,77

6846
7073

7376

pop37

308,46
245,39
11372

1169,75

1071,01
1932,9
61157
592,85

1535,11
11526

1537.26
11743

1454,49
759,26
761,13

2158,07

1566,07
860,65
824,01
820,81
816,86
631,64
697,04
723,82

761,74

pop38

74,61
235,26
863,84

1254,78

217051
458,27
244,66

1229,64
847,25
12318
868,41

1590,02
469,71
470,75

233837

1698,25

1156,74

112558

1125

111581
939,95

1003,34

1032,17

10472

pop39

162,23
924,54
1184,59
214051
511,64
496,58
1300,21
907,20
1302,38
929,09
1568,23
544,26
545,27
2326,03
1695,05
1102,76
1068,41
1065,97
1060,23
874,07
934,97
968,05

998,02

popd0

1078,47
1055,15
2046,6
617,95
600,54
1462,07
1060,57
1464,24
1082,97
1555,88
703,71
704,94
2267,55
1658,93
966,8
926,71
920,96
9215
718,45
775,84
814,87

872,09

popal

1876,32

2957,56

937,15

944,39

480,68

2152

482,73

46

224007

545,14

540,38

3028,08

2351,78

2018,33

1989,17

1988,82

1978,67

1796,83

1852,8

1892,19

1903,39

pop42

2390,99
1672,37
1654,61
2342,43
1854,80
23446
1879,84
2282,07
1699,9
1699,56
2806,22
2359,15
12325
1154,11
111376
1182,54
904,17
838,46
964,2

1268,46

63

pop43

2034,66
2024,05
3147,06
294685
3148,72
2962,01

906,07
2419,38
242386

570,67

832,95
1191,75
1265,65
1299,78
1246,13
1545,52
1580,64

1457,9

12187

popdd

19,43
1130,84

929,42
1132,60

941,38
1307,38

392,01

396,78
2092,62
1419,19
124421
1241,93
1257,33
1219,73
1150,56
1235,45
1218,05

1107,26

pop4s

1144,93

936,28

1146,79

948,66

13028

399,47

404,18

2086,94

141458

1226,46

12237

1238,89

1201,67

1131,29

12161

1198,99

1089.8

popa6

478,11
2342,78
79217
7891
3129,08
2451,16
233834
232166
232836
230552
216506
2232,08
2252,81

22102

popa7

5039

24,98

223374

537,56

532,75

3021,23

234549

2002,46

1972,77

197212

1962,53

1779

1834,47

1874,63

1888,18

popas

480,15
234419

794,23

791,16
3130,43
2452,54
2340,38
232373
2330,44
230757

2167.2
223423
225493

221221

popag

224415
549,38
544,62

3032,22

235586

2022,93

1993,75
19934

198327

1801,34

1857,27

1896,72

1907,99

pops0

1696,97
1701,84
7905
111,82
1117,01
1187,88
123111
1152,44
1386,07
146555
1349,08

103327

pops1

4,93

24838

1808,77

1546,48

152956

1536,7

1513.35

13813

1453,12

1465,67

1419,65

pops2

2488,63

1813,63

1549,69

1532,58

1539,62

1516.46

1383,64

1455,27

14682

1423,04

pops3

679,88

1573,81

1652,17

1692,49

1624.43

1913,89

19696

18434

1554,16

popss

1173,61

1246,98

1290,35

1212,34

1458,49

1534,74

141546

1100,02

pops6

78.41

12012

54,52

353,77

396,86

270,89

143,26

pops7

281,27

319,15

193,63

1777

pops8

78.85

252,49

281,74

158,21

215,67

pops9

299,45

345,24

219,03

142,55

pop60

94,81
103,74

364,58

pop6l

126,21

435,14

pop62

31589

pop63



Piiloha 5 Geneticka diverzita a haplotypy v ramci populaci B. selene (COI) (N=pocet jedinct; S=pocet polymorfnich mist; h=haplotypova
diverzita; © = nukleotidova diverzita; ¢isla haplotypu odpovidaji haplotypim na Obrazku 8)

Pop. Zemé Lokalita N S h m Haplotypy
HLI H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 HI3 H14 H15 HI6 HI7 H18 HI19 H20 H21 H22 H23 H24 H25 H26 H27 H28 H29
1 Russia Altai, Argut 1 - - - 1
2 Canada Elk island 1 - - - 1
3 Canada Manitoba, Churchill 1 - - - 1
4 Germany  Garching-Hochbrueck 1 - - - 1
5 Germany  Weitfilz 1 - - -1
6 Germany Babenstuben 1 - - -1
7 Germany Grandsberg 1 - - -1
8 Germany Pechschnait 1 - - -1
9 Romania Harghita 1 - - - 1
10 Romania Dambovita 2 0 0 0 2
11 Romania  Cluj, Baciu forest 2 2 1 0,00588 1 1
12 Romania Moldavia, Suceava 1 - - - 1
13 Romania Muntenia, Dambovita 1 - - - 1
14 Romania Banat, Caras-Severin 1 - - - 1
15 Romania  Brasov, Racos 1 - - -1
16  Sweden Vallentuna, Stockholmslan 1 - - -1
17 USA MT, Deer Lodge Co. 1 - - - 1
18 Canada  AB, Iltaska 1 - - - 1
19 Russia Sankt-Petersburg 1 - - -1
20 cz Vys8i Brod, Hvézdna 4 0 0 o 4
21 USA Wisconsin, Wildcat Rd. 3 1 0,66667 0,00196 1 2
22 Belarus Izva river valley 1 - - - 1
Middle Ural, Shabrovski
23 Russia vill. 3 13 1 0,02549 1 1 1
26 Ccz N. Ves u Sokolova 2 1 1 0,00294 1 1
Tridomi u Horniho
27 cz Slavkova 1 - - - 1 1
28 cz Hradisté u Kaplice 1 - - -
29 Romania  Ciurila nr. Cluj 2 1 1 000294 1 1
30 Denmark Bornholm, Ekkodalen 3 1 0,66667 0,00196 1 1 1
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Pop. Zemé Lokalita N S h m Haplotypy

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 HI0 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 H18 H19 H20 H21 H22 H23 H24 H25 H26 H27 H28 H29

31 Denmark Bornholm, Almidingen
Tenkinsky dist., Gusakov
32 Russia pass.

1

33 Cz Hr&anky 1 1 0,00294 1 1

34 Cz Bile Karpaty, Sidonie 4 069444 0,00359 1 1 1 2 1 1 1 1

P © N R e

36 France Porte

Piiloha 6 Parové Fst B. selene (COIl); ¢iselné oznaceni populaci odpovida ¢islim v Priloze 1

pop2 popl0 popll pop20 pop2l pop23 pop26 pop29 pop30 pop33  pop34

pop2 -

popl0 1,000 -

popll 0,923 0,000 -

pop20 1,000 0,000 0,000 -

pop21 0,889 0,979 0,917 0,979 -

pop23 0,740 0,000 NA 0,000 0,754 -

pop26 0,966 0,667 0,000 0,667 0,952 0,065 -

pop29 0,960 0,000 NA 0,000 0,946 NA 0,500 -

pop30 0,975 0,000 0,000 0,000 0,959 0,000 0,545 0,000 -

pop33 0,963 0,000 NA 0,000 0,949 NA 0,000 0,000 0,000 -
pop34 0,954 0,083 NA 0,083 0,942 NA 0,355 NA 0,056 NA -
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