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ABSTRAKT

Okac skalni (Chazara briseis) je motyl z Celedi babockovitych (Nymphalidae), obyvajici pie-
vazné kratkostébelné suché stepi. Ve stfedni Evropé je kriticky ohrozeny. V soucasnosti je
proto pfedmétem mnoha ochranaiskych aktivit, a to véetné reintrodukci. Pti takovych translo-
kacich jedinct je dulezité, aby plivodni a zdrojova populace byly sobé ve vSech ohledech co
nejptribuznéjsi. V této praci proto byli chovani jedinci dvou forem tohoto druhu, Ch. briseis
pannonica (rakouskd populace) a Ch. briseis bataia (Ceské populace), a byly zaznamenavany
jejich reprodukéni charakteristiky a sledovany rozdily mezi témito dvéma formami. Béhem
dvou sezon se podaftilo uspésné rozmnozit 5 rakouskych a 8 ¢eskych samic. Rakouska a ¢eska
populace se mezi sebou lisily hlavné v naasovani lihnuti dospélcti a zacatku kladeni samic —
rakousti jedinci jsou fenologicky posunuti o tyden az 14 dni dfive. Jednotlivé populace stejného
druhu se mezi sebou mohou lisit také pritomnosti wolbachie (Wolbachia pipientis). Tato bak-
terie mize ovlivilovat pomér pohlavi v populaci a také reprodukéni chovani jedinci. U Ceské
populace existovalo podezieni na jeji pitomnost. Cést &eské populace v chovu proto byla 1¢-
¢ena antibiotiky, a reprodukcni parametry byly nasledné porovnavany mezi lé€enou (n = §) a
nelécenou (n = 7) ¢asti populace. Dospélci z chovu okace skalniho z obou populaci poté byli
na pritomnost wolbachie oscreenovani. Ackoliv u ¢eské populace byly amplifikovany urcité
produkty, po jejich sekvenaci se ukazalo, Ze se o wolbachii nejednd. LéCeni antibiotiky vSak na
jedince mélo vliv a snizovalo lihnivost vaji¢ek. U okace skalniho byla také potvrzena ptitom-
nost chromozomu W, vhodny marker pro urovani pohlavi prvnich instart larev se v§ak nepo-

darilo nalézt.

Kli¢ova slova: motyli, Nymphalidae, Chazara briseis, reprodukce, chov, popula¢ni ekologie,

ochranatsky management, wolbachie



ABSTRACT

The Hermit butterfly Chazara briseis is a species from the family Nymphalidae, inhabiting
mostly short-stemmed dry steppes. In Central Europe, it is critically endangered. It is therefore
currently the subject of many conservation activities, including reintroductions. In such trans-
locations of individuals, it is important that the native and source populations be as closely
related as possible in all respects. Therefore, individuals of two forms of this species, Ch. briseis
pannonica (Austrian population) and Ch. briseis bataia (Czech population) were bred and their
reproductive characteristics were recorded and the differences between the two forms were ob-
served. During two seasons 5 Austrian and 8 Czech females were successfully bred. The Aus-
trian and Czech populations differed mainly in the timing of adult hatching and the beginning
of the laying of eggs by females — Austrian individuals are phenologically shifted to one week
to 14 days earlier. Individual populations of the same species may also differ from each other
in the presence of Wolbachia pipientis. This bacterium can affect the sex ratio in a population
as well as the reproduction behavior of individuals. There was a suspicion of its presence in the
Czech population. Therefore, a part of the Czech population was treated with antibiotics, and
reproductive parameters were subsequently compared between the treated (n = 8) and untreated
(n =7) parts of the population. Adults of Ch. briseis from both populations were then screened
for the presence of Wolbachia. Although certain products were amplified in the Czech popula-
tion, after their sequencing it turned out that it is not Wolbachia. However, antibiotic treatment
affected the individuals and reduced egg hatching. The presence of the W chromosome was
also confirmed in Ch. briseis but a suitable marker for determining the sex of the first instar of

the larvae was not found.

Keywords: butterflies, Nymphalidae, Chazara briseis, reproduction, breeding, population ecol-

ogy, conservation management, Wolbachia
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1 Uvop

Motyli jsou jednou z nejprominentnéjSich skupin hmyzu. Dileziti jsou jak svoji pocetnosti —
v Ceské republice se s cca 3 500 druhy jedna o étvrty nejpocetngjsi fad (Cizek et al., 2019) —,
tak 1 vyznamem. Krom¢ jejich klasickych funkci v ekosystémech, jako je opylovani nebo zdroj
potravy pro ostatni zivoc¢ichy, jsou motyli — a zvlasté¢ denni motyli — podstatni i pro ochranu
ptirody. Jsou totiz nejvice prozkoumanou skupinou hmyzu (Lewis & Senior, 2011) a zaroveinl

také dobrymi bioindikatory zmén v krajin€ (Thomas et al., 2004).

Motyli z dnes$ni krajiny, alesponi co se ty¢e Evropy, ubyvaji. To dokladuji mnohé studie —
z Ceské republiky vymizelo 11 % druht dennich motyla (Cizek et al., 2019; Konvicka et al.,
2010) a u mnohych druhii se po celé Evropé snizuji pocetnosti (Cizek et al., 2019; Habel &
Schmitt, 2018; Konvicka et al., 2010; Thomas et al., 2004). Divodi je hned n¢kolik, a vSechny
souvisi s ¢innosti clovéka. Prevazné jde o degradaci a fragmentaci biotopli, mechanizaci a in-
tenzifikaci zemédélstvi, a také nevhodné nastavenou péci o chranéna izemi (Konvicka et al.,
2010; Schmitt & Rakosy, 2007; Thomas, 2016; Van Dyck et al., 2009). Motyli jsou na zmény
v krajin€ nachylni, protoze ke svému pteziti potfebuji mozaiku vice riznych stanovist’ blizko u
sebe, navic v naprosté vétsiné pripadl jsou to druhy rané sukcesnich stanovist’, takze jsou za-

visli na opakovanych zésazich do krajiny (Konvicka et al., 2010).

V ramci snah o zachranu mnoha mizejicich druhtt motyll a s nimi i celych jejich stanovist’ se
praktikuji rozsdhlé managementové zasahy, mnohdy je vSak na zachranu konkrétniho druhu na
daném misté jiZ pozd¢ a je tak potfeba populaci pomoct umélou translokaci z jiného stanoviste.
Vzhledem k tomu, ze z vySe uvedenych divodi mohou byt motyli dobrymi deStnikovymi
druhy, je pak podafend zachrana populace urcitého druhu motyla dobrym znamenim pro cely
biotop. Zarucit uspéch takové akce je vSak Casto velmi naro¢né, nebot’ je potfeba dopodrobna
znat ekologii zajmového druhu (Thomas et al., 2009), navic se od sebe jednotlivé populace
téhoz druhu mohou podstatné¢ odliSovat, a stiet dvou riiznych genetickych linii na jednom misté

by danému druhu mohl naopak uskodit (Dinca et al., 2018).

Tato prace se tedy zabyva jednim z takovych ohrozenych druhti motyld, jejichz zachrana pii-
sp&je 1 k zachovani celého jejich biotopu — okacem skalnim (Chazara briseis). Tento motyl ma
ve svém aredlu mnoho riznych linii, které se od sebe navzajem odliSuji. Pro jeho zachranu
v Ceské republice bylo potieba jednak ditkladné zjistit jeho konkrétni ekologické naroky, ale
také odhalit skute¢né rozdily mezi jeho sttedoevropskymi liniemi. Tato prace se podrobné za-

byva dvéma z nich — jedinci z ¢eskych Loun a rakouského Hundsheimu.
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1.1 OKAC SKALNi (CHAZARA BRISEIS) — EKOLOGIE, ROZSIRENI A OCHRANA

1.1.1 RozSifeni a ekologie
Okac skalni (Chazara briseis, Linnaeus, 1764) je pomérné velky motyl z ¢eledi babockovitych

(Nymphalidae) — rozpéti kiidel se pohybuje mezi 52—66 mm (Macek et al., 2015, viz obr. 1).
Jedna se o dlouhovéky, jednogeneracni druh, dospélci ziji nékolik tydnt, a to béhem cervence
az zaii (Kadlec et al., 2010). Zaznamenano bylo doziti samice i 60 dnii (Baranovska & Moravec,
2020). Motyl se vyskytuje v severni Africe, jizni a sttedni Evropé, a dale na vychod pfies jizni
Rusko, Turecko a Iran az do stiedni Asie (Benes et al., 2002; Suchackova Bartonova et al.,
2021a). V ramci aredlu se historicky rozliSuje nékolik poddruhti ¢i barevnych forem okace skal-
niho. Na uzemi Ceské republiky se pak tyto poddruhy (&i formy) nachazely dva: Ch. briseis
bataia (Fruhstorfer, 1909) v Cechach, Ch. briseis pannonica (Moucha & Varin, 1959) na Mo-
ravé (John et al., 2018). Forma pannonica se dale vyskytuje v podunajské nizin€ od Bavorska,
pfes Rakousko az po Rumunsko, forma bataia se nachazi pouze v Cechich a Sasku. Kromé
toho se ve stfedni Evropé rozlisuje jesté tfeti forma nebo poddruh, Chazara briseis briseis, kte-
rou je mozné nalézt v zapadni ¢asti Némecka a Francii (John et al., 2018). Tyto formy se od
sebe 1i8i zbarvenim (Moucha & Prochazka, 1962), zarovein existuje podezieni, ze na rozdil od
ostatnich je populace vyskytujici se v Cechach nakazena wolbachii (Faltynek Fric, nepubliko-
vana data). Geneticky, dle sekvenace cytochrom c oxidazy I (COI), vSak ne vSechny tyto formy
maji presvéd¢ivou podporu. Vsechny stiedoevropské populace se na zakladé COI daji zaradit
do stejné skupiny (Suchackova Bartonova et al., 2021a), je tedy otdzkou, zda oznaceni pod-
druhy je pro tyto formy spravné. Zcela zietelné se vSak druh da rozdélit do tii skupin — severni
Afrika, vychodni ¢ast regionu a evropské populace (Suchackova Bartoniova et al., 2021a, viz

obr. 2).

Obrdzek 1: Okdc skalni (Chazara briseis): a) samice (Foto: A. Stochlova), b) samec (Foto: O. Sedldacek).
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Obrazek 2: Fylogeograficka analyza pro populace okdace skalniho: a) aredl distribuce, barevné jsou zvyraznény vzorkované
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Okac skalni ve svém aredlu obyva tepl€, suché travniky s obnazenym podlozim, kratkostébelné
stepi s jizni expozici a fidkym porostem kiovin, a také slunné skaly ¢i staré lomy nebo vaté
pisky (Baranovska & Moravec, 2020; Benes et al., 2002; Kadlec et al., 2010; Seufert & Grosser,

1996). V Ceské republice ho v soudasnosti najdeme pievazné na stepich Ceského stiedohoii



v okoli Loun, a to v suchém a teplém prostiedi na svazich vulkanickych ¢ediCovych kopcii
(Kadlec et al., 2010; Vrba et al., 2009, 2021). Zivnymi rostlinami pro housenky tohoto druhu
jsou riizné druhy trav — pievazné kostrav, jako jsou naptiklad kostrava walliska (Festuca vale-
siaca) nebo kostrava ov¢i (Festuca ovina), ale zivit se mohou i na jinych rodech trav, jako je
svetep vzpiimeny (Bromus erectus) (Baranovska & Moravec, 2020; Benes et al., 2002; Macek
et al., 2015). Dilezitou podminkou vhodného habitatu pro okace skalniho jsou pak obnazené
plochy holé zemé¢ ¢i kamenita mista tak, aby vegetace byla rozvolnéna a nevytvarela zapojeny
porost (Dolek & Geyer, 2002; Seufert & Grosser, 1996). Dospélci dale vyuzivaji vyssi, kvétnaté
porosty jako zdroj nektaru, kde hojné saji na nektarodarnych rostlinach jako jsou hlavac (Scabi-
osa spp.), bodlak (Carduus spp.) nebo hvozdik (Dianthus spp.) (Vrba et al., 2021). Motyli také
uzivaji kfoviny jako mista k odpocinku, pfedevsim v polednich hodinach a sam¢i ¢ast populace

pak vyhledava vyvysSena mista k hajeni teritorii (Benes et al., 2002; Macek et al., 2015).

K pteziti motyl potfebuje rozsédhla izemi, na kterych vytvaii pocetné populace — pokud je lo-
kalita mensi nez 1 ha, jedinci jiz povazuji biotop za suboptimalni a vyhleddvaji jina stanovisté
(Kadlec et al., 2010; Seufert & Grosser, 1996). Vzhledem k tomu, Ze se vSak jedna o pomérné
mobilni druh motyla, populace mize byt zachovana, pokud je vytvofena sit’ ploch o rozloze
alespoil 1 ha v relativni blizkosti tak, aby mezi nimi mohlo dochazet k vyméné jedinci — ma-
zeme tak mluvit o metapopulaéni struktufe (Benes et al., 2002; Johannesen et al., 1997). Nej-
vy$s§i namétené doletové vzdalenosti jedinct se pohybuji okolo 7 km (Kadlec et al., 2010; Vrba
et al., 2009), nicméné takto dlouhé pielety jsou vzacné — zac€astni se jich pouze jednotky procent

jedinct (Seufert & Grosser, 1996; Vrba et al., 2009).

Dospélci okace skalniho se lihnou v prabéhu Cervence, nejprve samci, poté samice — jedna se
o protandricky druh (Baranovska & Moravec, 2020; Kadlec et al., 2009, obr. 3). Thned po vy-
lihnuti se motyli pafi. Z pozorovani na lokalitdch vyplyva, Ze samice zacinaji klast vajicka az
cca tfi tydny po spateni (Benes et al., 2002; Kadlec et al., 2009, 2010). Je to chovani znamé i u
jinych druhti okéacl, které vzniklo jako adaptace na dlouhd sucha v pribéhu 1éta. Pokud jsou
brzkém podzimu vice potravy (Garcia-Barros, 1988). V umélém odchovu toto chovani bylo
také pozorovano (Garcia-Barros, 2000), jindy se vSak naopak neprojevilo a samice zacinaly

klast jiz n€kolik dni po oplozeni (Andres, 2018).
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Obrazek 3: Graf znazoriujici odhady poctu jedincii okace skalniho na vrchu Rana ziskané pomoci demografickych modelii
v priibéhu sezony v porovnadni s pocty pozorovanych kopulaci a kladent vajicek. Prevzato dle Vrba et al. (2009)

Vajicka jsou kladena jednotlivé na mistech s rozvolnénou vegetaci, a to bud’ pfimo na listy,
nebo na kameny v okoli zivné rostliny (Benes et al., 2002; Seufert & Grosser, 1996). Larvy se
lihnou po cca dvou tydnech a piezimuji v 1. az 3. instaru (Andres, 2018; Kadlec et al., 2010;
Seufert & Grosser, 1996; Suchackova Bartoniova et al., 2021a). Kukleni probihé pfevazné bé-
hem cervna (Andres et al., 2019, 2020; Seufert & Grosser, 1996), a to pod zemi ¢i v drnu trav,
v komtirce vystlané hedvabim (Andres, 2018; Seufert & Grosser, 1996). Stadium kukly trva tfi
az Ctyfi tydny, béhem Cervence se pak zacinaji lihnout dospé€lci (Andres, 2018; Seufert &

Grosser, 1996).

Vzhledem k tomu, Ze okaci skalni potiebuji ke svému preZziti rozsdhla izemi s mozaikou riz-
nych biotopl, jsou tedy idedlnimi bioindikatory kratkostébelnych stepi (Baranovskd &
Moravec, 2020; Vrba et al., 2021). Pokud se na lokalité¢ dafi tomuto motylovi, bude se zde
pravdépodobné nachdzet vhodné prostiedi 1 pro mnoh¢ jiné druhy — od rostlin az po obratlovce

(Baranovska & Moravec, 2020).

1.1.2 OhroZeni a ochrana
Ackoliv ma okac¢ skalni pomé&rné rozsahly aredl a ve znacné jeho €asti je stdle pomérné béznym

druhem (van Swaay et al., 2010; van Swaay & Warren, 1999; Zarikian & Kalashian, 2016), na
mnoha mistech naopak ubyva. Pokles pocetnosti je hlaSen pievazné ze stredni Evropy, ale
ubytky jsou hlaseny i odjinud, naptiklad z chorvatskych ostrovii (Suchackova Bartonova et al.,
2021a; Vrba et al., 2009; Withrington & Verovnik, 2008). Ze statl stfedni Evropy motyl prav-
dépodobné jiz vyhynul na Slovensku a v Polsku, v ostatnich zemich (pfevazné na sever od Alp)

je kriticky ohrozen (Suchackova Bartoniova et al., 2021a; Vrba et al., 2009).



V Ceské republice je vyvoj pocetnosti populaci okade skalniho podobny — v minulosti se jed-
nalo o pomérné bézného motyla (Moucha & Prochdzka, 1962), ale v pribéhu druhé poloviny
20. stoleti postupné ubyval, a to i z chranénych uzemi (Benes et al., 2002; Hrabdk & Povolny,
1996, viz obr. 4). Na ptelomu tisicileti vyhynul na Moravé, kde jeho posledni lokality byly na
Palavé (Benes et al., 2002). Motyl vymizel 1 z okoli Prahy, kde diive byval béznym, dokonce
typickym druhem (Kadlec et al., 2008). Kolem roku 2010 pak vymfel i na své predposledni
lokalité v Ceském krasu (Vrba et al., 2009), a tak se jeho posledni Zivotaschopna metapopulace
zachovala na nékolika lokalitach lounské &asti Ceského stiedohoti (Macek et al., 2015; Vrba et
al., 2009). V roce 2009 zde byla metapopulace odhadovana na 1900 jedinct (Vrba et al., 2009),
ubytek motyla vSak pokracoval, a v roce 2017 zlstala jedina lokalita na vrchu Rané s populaci

ptiblizné 400-500 jedinct (Baranovska & Moravec, 2020; Vrba et al., 2021).
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Obrazek 4: Vyskyt okdce skalniho v Ceské republice. Prevzato z Nélezové databéze ochrany prirody AOPK CR.
Kolaps vétSiny populaci diive takto bézného druhu byl pro védeckou spolec¢nost nejprve pie-
kvapenim (Habel & Schmitt, 2012). Genetické studie, které se oka¢em skalnim zabyvaly, ne-
odhalily v populacich zadné problémy (Johannesen et al., 1997; Kadlec et al., 2010) a motyl
mizel 1 ze stanovist, kde se dfive vyskytoval v hojném poctu (Kadlec et al., 2010). Vzhledem
k tomu, Ze se jedna o druh ptizpiisobeny na sucho, by mu klimatickd zména neméla vadit, ba

naopak (Suchéckova Bartoniova et al., 2021a). Faktord, které v takto masivnim ubytku tohoto



druhu hraly roli, je vSak hned nékolik. NejzasadnéjSim problémem byly ztraty vhodného habi-
tatu — zartistani dané poklesem pastvy, degradace stanovist' invazemi neptivodnich druht, ¢i
dokonce nevhodna péce o chranéna uzemi (Baranovska & Moravec, 2020; Kadlec et al., 2009;
Konvicka et al., 2010; Withrington & Verovnik, 2008). To, Ze byl doposud néjaky druh bézny,
neni zarukou toho, Ze se s takovymi zménami v krajin¢ bude schopen dobfe vyrovnat, naopak
na n¢ mize byt stejné citlivy jako druhy vzacné (Gaston & Fuller, 2007). Vzhledem k casté
fluktuaci v pocetnostech hmyzich populaci je navic potieba, aby lokalita nebyla izolovana, ale
v doletové vzdalenosti se nachazely dalsi vhodné biotopy — i pokud je obyvana lokalita roz-

sahla, nemusi se na ni druh dlouhodob¢ udrzet (Fagan et al., 2001).

U okéce skalniho mtze byt problémem také zminiovana prodleva mezi oplozenim a zacatkem
kladeni. Mnoho samic totiz kviili tomu zahyne jesté diive, nez za¢nou klast vajicka, a efektivni
velikost populace se tim padem snizuje (Kadlec et al., 2010). Dalsim faktorem je potieba vel-
kého tizemi — motyl je pfizpisobeny na fungovani ve velkych metapopulacich a jedna se tedy
o pomérné dobfe mobilni druh. Takové stfedn€ mobilni druhy jsou ale pravé nejvice nachylné
k vymirani ve fragmentované krajin€, protoze vice vyhledavaji nova stanovisté, jejich odliv
z vhodnych lokalit je vétsi nez u sedentarnich druhd a mortalita pfi migraci na novy biotop je
tak pfili§ vysoké (Thomas, 2000). Zaroven zde velkou roli mize hrat inbredni deprese (Habel
& Schmitt, 2018). Diky své mobilité si druh za pfiznivych podminek udrzuje vysokou genetic-
kou variabilitu. V. momenté, kdy migrace mezi lokalitami jiZ neni mozna a populace prochazi
bottleneckem, maji moznost se projevit Skodlivé recesivni alely. Na rozdil od toho jsou seden-
tarni druhy zvyklé na ptezivani v malych, geneticky malo diverzifikovanych populacich, a tedy
pfi izolaci lokality a zmenSovani populaci timto efektem tolik netrpi (Habel & Schmitt, 2012).
Okac skalni ma navic pouze jednu generaci za sezonu a neni tedy schopen dostate¢né plasticky

reagovat na rychle se ménici prostiedi, jako druhy vicegeneracni (Van Dyck et al., 2009).

Okac skalni je v evropském Cerveném seznamu motylii veden jako téméf ohroZeny (van Swaay
et al., 2010), v &eském Cerveném seznamu bezobratlych je vSak zaznamenan jako ohroZeny
kriticky (Bene§ & Konvicka, 2017) a siln€ ohroZeny je i dle vyhlasky ¢. 395/1992 Sb. Protoze
i jeho posledni populace na izemi CR byla na pokraji vymfeni, byl pro okace skalniho v roce
2018 schvalen Regionalni akéni plan (RAP) (John et al., 2018). V ném bylo naplanovéano po-
kraCovani managementovych zasahil na lokalité¢ Rana a dalSich mistech, kde se motyl v minu-
losti vyskytoval, z nichZ nékteré probihaly i pfed zavedenim RAP a mély na populaci druhu

pozitivni efekt (John et al., 2020).
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vyvijel v dob¢ glacialnich cykld pod tlakem velkych kopytniki, a je tak na jejich pastvu vy-
born¢ adaptovan (Baranovska & Moravec, 2020; Suchackova Bartoniova et al., 2021a). Hou-
senky pii jakémkoliv vyruSeni padaji z listli trav k zemi, maji navic nocni aktivitu (Kadlec et
al., 2009). Jediné mozné poskozeni kopyty tak mize nastat v dob¢ kukleni, kdy jedinec n¢kolik
dni setrvava ve fazi nepohyblivé prepupy (Baranovska & Moravec, 2020). Dilezité vsak je, aby
pastva nebyla pfili$ intenzivni a na lokalité byla ponechana i mista s vys$si, nektaronosnou ve-
getaci. Zaroven je vhodné zvifata na noc odvadét z lokality, aby velka ¢ast vyméSovani pro-
béhla mimo stanovisté¢ a nedochazelo tak k obohaceni lokality nutrienty (John et al., 2018).
Pastvu je idedlni provadét brzy zjara, ptipadné celoro¢né s nizsi intenzitou (John et al., 2018).
Tam, kde pastva nestaci nebo neni mozn4, je na misté provadét sec, a to véetné vyhrabani sta-
finy, a dale rizné disturbance terénu (Cremene et al., 2005; John et al., 2018; Seufert & Grosser,
1996; Suchackova Bartoniova et al., 2021a). Rozvoliiovani vegetace kopyty €1 jinymi zasahy je
pritom pro okace skalniho zésadni - i na Rané motyl ptezil pravdépodobné jen diky seslapové

aktivité rogalistl a paraglidistt, ktefi kopec vyuzivaji jako startovaci plochu (Vrba et al., 2009).

Kromé péce o lokality a rozSifovani uzemi s vhodnym biotopem pro motyla RAP dale také

pocita se zdchrannym chovem a reintrodukcemi (viz déle).

1.2 REINTRODUKCE A ZACHRANNE CHOVY V OCHRANE MOTYLU
Reintrodukce je zdmérné prevezeni a vypusténi druhu ¢lovékem na misté, ze kterého diive vy-

hynul, a to za uc¢elem ochrany druhu. Jedna se o techniku aktivniho managementu v ochrané
muize jit o metodu kontroverzni, nebot’ neodborné provedena reintrodukce mtize ptirodé naopak
uSkodit — naptiklad tim, Ze se zasahem ohrozi zdrojova populace druhu (Armstrong & Seddon,
2008). Z toho divodu byly vytvoteny pokyny, kterych je tieba se pii provadéni reintrodukei
drzet (IUCN/SSC, 2013). Z nich nejdiilezitéjsi jsou, aby reintrodukce méla opodstatnéni — tedy
74dné ostatni moznosti ochrany druhu jiz nebyly efektivni, dale aby zdrojova populace druhu
nebyla ohroZena, ekologie druhu byla dostatecné znama, a tak se zvysila Sance na uspéch rein-
trodukce, a ochrana druhu byla na lokalité zaji$téna i do budoucna. Dtlezité také je, aby zdro-
jova populace byla geneticky a ekologicky co nejptibuznéjsi plivodni, vyhynulé populaci da-

ného druhu (Sedlacek & Kadlec, 2019; Stochlova, 201 8).

Z motyli byl reintrodukovan naptiklad ohnivacek Cernoc¢arny (Lycaena dispar), a to na pocatku

20. stoleti do Velke Britanie (Duffey, 1977). Jedna se tak o nejstarsi znamy pokus reintrodukce



motyla (Mattoni et al., 2003). Pravdépodobné nejznaméjsi a nejuspesnéjsi je pak reintrodukce
modraska ¢ernoskvrnného (Phengaris arion), taktéz na Britské ostrovy (Thomas et al., 2009).
V Ceské republice byl usp&sné reintrodukovan na nékolik lokalit napiiklad modrasek hofcovy
(Phengaris alcon f. alcon), v Praze pak napt. modrasek vicencovy (Polyommatus thersites)

(Sedlacek & Kadlec, 2019).

V ramci snahy omezit ohrozeni donorské populace a zaroven mit dostatecny pocet jedincti pro
vypusténi na nové lokalité¢ se béhem procesu piipravy na reintrodukce Casto pfistupuje k za-
chrannym choviim. Tato strategie je ¢asto uspésna a diky eliminaci predace a dohledu nad pa-
fenim jedinct se v mnohych piipadech chovu dafi a jedinci mohou byt posléze vypousténi zpét
do ptirody (Porter & Ellis, 2011; Robert, 2009). Chovy vSak pfinaseji 1 svoje rizika. Nékteré
druhy nelze chovat viibec nebo jen velmi tézko — jedinci se nechtéji parit, vznikaji vyvojové
vady apod. (Mattoni et al., 2003; Wagner et al., 1997). Jindy sice dany druh chovat Ize, kviili
relaxaci selekce vSak maji chovani jedinci mensi fitness nez motyli divoci (Robert, 2009). Na-
ptiklad pii dlouhodobém chovu bélaska zelného (Pieris brassicae) se projevily rozdily v poctu
nakladenych vajic¢ek a také hmotnosti dospélcii a rozpéti jejich kiidel (Lewis & Thomas, 2001).
Komerc¢né chovani monarchové st¢hovavi (Danaus plexippus) zase neprojevovali migraéni
chovani, které je pro tyto motyly jinak typické (Oberhauser, 2019). Pfi zaloZeni chovu pouze
z n€kolika malo jedincii a nasledném piibuzenském kiizeni se pak u jedinci mohou objevit
projevy inbredni deprese. Chované inbredni populace druhu Bicyclus anynana mély vice ste-
rilnich vaji¢ek a nizs§i miru ptezivani jednotlivych stadii (van Oosterhout et al., 2000), inbredni
samci t€hoz druhu byli také oproti outbrednim jedincim méné€ uspésni v pareni (Joron &
Brakefield, 2003). Je proto Zadouci motyly chovat v podminkéch, které budou co nejpodobné;jsi
jejich pfirozenému prostiedi, a zachovévat pfitom co nejvyssi genetickou diverzitu (Schultz et

al., 2009).

1.2.1 Zachranny chov a reintrodukce okace skalniho
Pro okéce skalniho byl zachranny chov zaloZen v roce 2014, a to dvéma odchycenymi pary

(John et al., 2018). Zpocatku chov provazely problémy — okac skalni se ukazal jako druh na
chov velmi naro¢ny (Andres, 2018), navic se objevily vyvojové defekty pti prechodech house-
nek mezi jednotlivymi instary, dané pravdépodobné ptibuzenskym kiizenim (John et al., 2018).
Ptesto se podafilo asi 30 jedinct dochovat do dalSiho roku, a od roku 2015 probihalo umist'o-
vani prebytecnych vajicek na lokality v okoli Rané, ptfevdazné na Dlouhou horu (John et al.,
2018). Postupem casu se podafilo metodiku chovu zvladnout a od roku 2017 jsou do chovu

kazdoro¢né dovazeni novi dva jedinci odchyceni v pfirodé, ¢imZ se podafilo zabranit
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inbreedingu a odstranit vyvojové vady (Andres et al., 2019; Suchackova Bartonova et al.,
2021a). Krom¢ populace z Rané byli chovéni také jedinci z populace rakouskych Hainbur-

gskych vrchti (Hundsheim) (Suchackova Bartoniova et al., 2021a).

Po zavedeni RAP v roce 2018 se pfistoupilo k systematickym reintrodukcim okace skalniho na
piedem vytipovanych mistech s aktivnim managementem. Na rtiznych lokalitach, predevsim
v Ceském stiedohoii, ale i v Ceském krase, se v nékolika fazich vypoustély jak housenky, tak i
dospélci motyla (Andres et al., 2019, 2020; Baranovska & Moravec, 2020). Ne na vsech loka-
litach byly reintrodukce uspésné — naptiklad na Kiizovych vrscich a Pise¢ném vrchu se popu-
laci nepodafilo obnovit, divodem byla nejspis piili§ mala rozloha vhodného uzemi (Andres et
al., 2019, 2020). Neuspésny byl 1 pokus o reintrodukci rakouské populace ok&¢ti na NPR Mo-
helenska hadcova step (Suchackova Bartonova et al., 2021a). Naopak jinde se okacovi zacalo
dafit. V roce 2020 byla ptivodni populace na Rané odhadovana na 700-1000 jedinct, z popu-
laci reintrodukovanych v minulych letech pak ta na Dlouhé hote ¢inila zhruba 400-500 do-
spélct, na Ci¢ové 300-400 imag (Andres et al., 2020). Reintrodukce pak probihala dale i na
vrchu Radobyl, kde bylo vypusténo 50 jedincti z chovu a dalsich 30 se zde vylihlo z dovezenych
housenek (Andres et al., 2020). Mimo Ceské stiedohoii se v sou¢asné chvili oka¢ skalni vysky-
tuje také v Ceském krasu na lokalité Tiesina, kde byla v 1ét& 2020 odhadnuta poéetnost na 80-
100 dospélct, a v prazském Radotinském doli s pocetnosti 50-60 imag (Andres et al., 2020,

viz obr. 4).

1.3 PUSOBENi WOLBACHIE NA JEJI HOSTITELE
Wolbachie (Wolbachia pipientis, Hertig, 1936) je gram-negativni bakterie z tfidy Alphaprote-

obacteria, fad Rickettsiales. Jedna se o endosymbionta pfenaSeného z matky na potomky, ktery
se vyskytuje pouze u bezobratlych (Werren et al., 2008). Prvné byla wolbachie objevena v roce
1924 u komara pisklavého (Culex pipiens) (Hertig & Wolbach, 1924). Vyskytuje se u mnoha
riznych taxont z fad ¢lenovct a hlistic ¢eledi Filariidae (Bandi et al., 1998; Taylor & Hoerauf,
1999). Z ¢lenovcl se nachazi u stejnonozci (Bouchon et al., 2009), pavouki (Werren &
Windsor, 2000), stirkti (Lefoulon et al., 2020), roztoc¢t (Ros et al., 2009) a ptredev§im hmyzu
(Werren et al., 1995). Ac¢koliv rozeznavame pouze jediny druh wolbachie, jedna se o druh velmi
diverzifikovany. V soucasnosti se wolbachie d€li na 17 tzv. superskupin, tedy geneticky odlis-
nych monofyletickych linii, ozna¢enych pismeny (A-F, H-Q, S) (Kaur et al., 2021; Lefoulon et
al., 2020; Ros et al., 2009). Mezi superskupinami ovSem muze dochazet k rekombinacim
(Werren et al., 2008). Néekteré ze superskupin jsou Siroce rozsifeny, jiné se vyskytuji pouze

v jednom omezeném taxonu hostitelskych druh (obr. 5). V kazdé superskupiné se pak
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Obrazek 5: Schematicka reprezentace a) fylogenetickych vztahit wolbachie v ramci skupiny Anaplasmataceae, a b) fylogene-
ticky strom hlavnich a dobre rozeznatelnych Wolbachia superskupin. Prevzato dle Kaur et al. (2021)

vyskytuje mnoho riznych kment této bakterie, pficemz jeden hostitelsky druh, ¢i dokonce sa-

motny jedinec, muze byt nakazen vice kmeny (Werren et al., 1995, 2008).

Wolbachie je schopna svym hostitelem manipulovat, a to hned nékolika zpiisoby. Pravdépo-
dobné nejrozsitenéjsi je cytoplazmatickd inkompatibilita (CI) (Hiroki et al., 2004). V takovém
ptipadé nejsou schopni se rozmnozit nakazeni samci s neinfikovanymi samicemi — vzhledem
k tomu, ze wolbachie se §ifi na potomky pouze z matky, toto spafeni by ji nepiineslo Zadnou
vyhodu. Cytoplazmaticka inkompatibilita miiZe byt jednocestna nebo dvoucestna. Ve druhé si-
tuaci dochazi k tomu, ze se mezi sebou u jednoho druhu potkaji dva rizné kmeny wolbachie,

které jsou vzajemne nekompatibilni — a tak se spolu nemohou spéfit ani dva jedinci, ktefi jsou

sice oba wolbachia pozitivni, ale kazdy je nakaZen jinym kmenem (Werren et al., 2008).

~rw ,

DalSim rozsitenym jevem je zabijeni samct (male-killing, MK). Toto chovani bakterii pomtize
v ptipad€, ze mezi sebou larvy kompetuji o potravu nebo dochdzi ke kanibalismu (Jiggins et
al., 1998). Pokud samci nepieZiji, zvysi se fitness infikovanych samic, které tak wolbachii mo-
hou sifit dale (Charlat et al., 2007). Proto k zabijeni samcti dochéazi nejcastéji béhem embryo-
geneze (Hurst et al., 1999; Werren et al., 2008), ovSem v ptipad¢, Ze je bakterie v tomto neu-
spesna, miize dojit ke smrti samcii 1 pozd€ji béhem vyvoje larev (Charlat et al., 2007,

Mitsuhashi et al., 2004).

Wolbachie dale také umi feminizovat genetické samce. Feminizace neni tak rozsifend jako cy-

toplazmatické inkompatibilita nebo male-killing, ale vyskytuje se naptiklad u korysi, pavoukd,
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polokiidlych a motyla (Kaur et al., 2021). Pti feminizaci 1 male-killingu se tedy v potomstvu
lihnou pouze samice, rozdil je v tom, Ze v pfipadé¢ MK lihnivost dosahuje pouze okolo 50 %,
zatimco pii feminizaci je lihnivost téméer 100% (Jiggins et al., 1998). Zaroven, pokud se wol-
bachie v hostiteli odstrani za pomoci antibiotik, pomér pohlavi potomstva se vrati k proporci
1:1, jde-li o male-killing; pokud se vSak jedna o feminizaci, budou se po pteléceni lihnout pouze
samci (Hiroki et al., 2002). Roli zde vSak mohou hrat i jiné faktory. Naptiklad u dvou ptibuz-
nych druhl zaviject — Ostrinia furnacalis a O. scapulalis — byla prevaha samic pfipisovana
puvodné feminizaci (Kageyama et al., 1998, 2002, 2003), pozdé&ji se vSak ukazalo, ze wolbachie

cey

zabiji samce, samice ale naopak nepieziji bez ni (Kageyama & Traut, 2004).

Dal$im méné castym projevem nakazy je partenogeneze, kterou wolbachie umi vyvolat u bez-
obratlych s haplodiploidnim zptisobem uréeni pohlavi (Salunkhe et al., 2014). V neoplozenych
vajickach ma bakterie totiz vliv na zdvojeni chromozomd, takze nakazené samice produkuji

dvakrat tolik dcer (Charlat et al., 2003).

Kromeé toho vSak v mnoha ptipadech wolbachie miize byt svym hostiteliim i prospésna, a jejich
vztah se tak méni z parazitického na mutualisticky. Napftiklad octomilku obecnou (Drosophila
melanogaster) wolbachie chrani proti infekcim béznych RNA virtt (Brownlie & Johnson,
2009). Dale jsou znamé ptipady, kdy wolbachie zlepSuje plodnost hostitele, zvysuje fitness a
délku zivota (Kaur et al., 2021; Narita et al., 2009). U hlistic jsou dokonce zaznamenany pouze
mutualistické vztahy, vétSinou obligatni, ve kterych wolbachie sama neumi vytvafet nekteré
vitaminy a kofaktory, zatimco u hostitelskych hlistic bez wolbachie nedochazi ke spravnému

rozmnozovani (Kaur et al., 2021; Werren et al., 2008).

Rizné kmeny wolbachie mohou na stejného hostitele piisobit riznymi zptisoby, a to bez ohledu
na jejich ptibuznost — 1 velmi blizké kmeny mohou hostitelem manipulovat rozdilné, a naopak
(Kageyama et al., 2003). Jak jiz bylo zminéno, jeden druh ¢i jedinec miize byt soucasné nakazen
vice kmeny. Ty se mohou vz4jemné ovliviiovat a vytlatovat (Narita et al., 2007a; Werren et al.,

2008), ovsem nemusi to tak byt vzdy (Narita et al., 2007b).

Vsechny tyto interakce vyvolavaji reakce v hostitelskych druzich. Napiiklad, pokud je ¢ast po-
pulace nakazena kmenem wolbachie zpisobujicim cytoplazmatickou inkompatibilitu, mize se
vytvorit reprodukéni bariéra a wolbachie tak pfispéje k odd€leni a evoluci novych druht
(Charlat et al., 2003). To plati hlavné v ptipad¢, Ze se jedné o dvoucestnou CI, infekce wolbachii
je nicmén¢ pravdépodobné pouze jednim z faktort, ktery k takové evoluci ptispivd — pouze

samotna nakaza k oddéleni druht nestac¢i (Herndndez-Roldéan et al., 2016; Kaur et al., 2021).
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Mozna zajimavéjsi jsou vSak evolu¢ni odpovédi v ramci jednoho druhu. U babockovitych mo-
tyll Acraea encedon a A. encedana doslo po masivnim rozsifeni male-killing kmenu wolbachie
ke zmén€ ndmluvniho chovani — samice se zacaly shromazd’ovat na viditelnych mistech tak,
aby k nim samci méli lepsi ptistup, a byly ihned piistupné k paieni (Jiggins et al., 2000b). Samci
si z nich naopak vybirali pifednostné ty, které nebyly wolbachii infikované (Jiggins et al.,
2000b). Tim mohlo dojit ke stabilizaci a zachovani populace (Randerson et al., 2000). Evoluce
proti nakaze je patrnd i geneticky — naptiklad n¢které populace motyla Hypolimnas bolina z ¢e-
ledi babockovitych si béhem nékolika desetileti vyvinuly rezistenci vii¢i zabijeni samct indu-
kovanému wolbachii (Mitsuhashi et al., 2011), u jinych populaci stejného druhu vsak tato rezi-
stence pozorovana nebyla (Dyson & Hurst, 2004). Po potlaceni MK vSak wolbachie zacala
s hostitelem manipulovat jinak — projevila se zde cytoplazmaticka inkompatibilita (Hornett et

al., 2008).

O tom, jak moc je wolbachie rozsifend, se vedou diskuze — tradi€né se uvadi, Ze nakazeno je
kolem 20 % hmyzu a alesponi 16 % vSech clenovci (Brownlie & Johnson, 2009; Werren &
Windsor, 2000). Tato ¢isla jsou nicméné pravdépodobné podhodnocena, nebot’ ve studiich bylo
pouzito pouze nékolik jedincti od kazdého zkoumaného druhu, a tedy infekce s nizkou preva-
lenci nebyly zachyceny (Jiggins et al., 2001). Jiné analyzy udavaji ¢isla vySsi — nakazeno by
mélo byt 66 % hmyzich druht, prevalence u kazdého z nich je v§ak bud’ velmi vysokd, nebo
velmi nizkd (Hilgenboecker et al., 2008). V kazdém ptipad€ se jedna o Siroce rozsifeného sym-
bionta. Vertikalni pfenos na potomky je ¢asto velmi uc¢inny, témét 100% (Hiroki et al., 2005;
Jiggins et al., 1998; Narita et al., 2009), ale nemusi tomu tak byt vzdy (Jiggins et al., 2000a;
Narita et al., 2007b). Méné& ti¢inny pienos miiZze byt zpisoben podminkami prostfedi nebo na-
ptiklad interakci s dal$imi symbionty (Kaur et al., 2021). Rozsifeni wolbachie vSak pfispiva
také prenos horizontalni — a to 1 mezi zcela neptibuznymi druhy. Wolbachie se mezi nimi pie-
nasi pomoci spole¢né Zivné rostliny nebo skrz parazitaci a predaci (Li et al., 2017; Sintupachee
et al., 2006; Vavre et al., 1999; Werren et al., 1995). Je mozné, Ze wolbachie miize vice expan-

dovat také kvuli ¢lovéku (Werren, 1997).

Co se ty¢e motyll, i v této skupin€ je nakazeno velké mnozstvi druhli. Ahmed et al. (2015)
nakazu potvrdili u 43 % zkoumanych druht, kdyZ ale zapocitali pravdépodobnosti neodhaleni
infekci s nizkou prevalenci, odhadli, Ze by nakaZzeno mohlo realné byt az kolem 80 % motylich
druhti. Ilinsky & Kosterin (2017) pak wolbachii odhalili u téméet 60 % zkoumanych druht.
Z dennich motylii je wolbachie potvrzena u vSech Celedi kromé Riodinidae, pficemz nejveétsi

diverzita kmeni je znama u modraskovitych (Lycaenidae) (Salunkhe et al., 2014).
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Wolbachie byla u nékolika druhi motylii zkouména velmi intenzivn€. Acraea encedon byl
prvni druh, u kterého se prokazalo wolbachii indukované zabijeni samcti (spole¢né se slunéc-
kem dvojtecnym (Adalia bipunctata), (Hurst et al., 1999)). Krom¢ vyse zminénych druhd mo-
tylt se rozsahly vyzkum dé¢lal naptiklad také na zlutaskovi Eurema hecabe, u kterého se vy-
skytuji dva rtizné kmeny wolbachie — jeden zpusobujici cytoplazmatickou inkompatibilitu,

druhy feminizaci (Hiroki et al., 2004; Narita et al., 2007b).

U okéce skalniho se wolbachii nepodatilo detekovat (Ilinsky & Kosterin, 2017), a to ani ve

studii, kterd provedla screening nékolika desitek jedinct (Suchackova Bartoiiova et al., 2021a).

1.4 CiLE PRACE
Vzhledem k tomu, Ze oka¢ skalni je v poslednich letech v Ceské republice cilem mnoha ochra-

narskych aktivit, z nichZ zna¢na ¢ast spociva v reintrodukcich, je potfeba, aby jeho ekologie
byla dopodrobna zndma, a to vcetné rozdili mezi jednotlivymi formami (nebo tradicné pod-
druhy). Ackoliv mé posledni ¢eskd metapopulace tohoto motyla jeden unikatni haplotyp, ptesto
je geneticky rakouskym populacim pomérmné piibuzna (Suchackova Bartonova et al., 2021a).
Neni vSak zndmo, zda a jak se od sebe formy bataia a pannonica lisi ekologicky a v reprodukci.
Rizné populace stejného druhu motyla se mezi sebou mohou lisit napiiklad poctem generaci
za sezonu (Blau, 1981), délkou zivota dospélcii (Gotthard et al., 1994), nebo intervaly mezi
kladenim (Duplouy et al., 2013). Pfi reintrodukcich ¢i posilovani stavajicich populaci druhi
jedinci odjinud je potieba, aby zdrojova populace byla co nejptibuznéjsi populaci piivodni ge-
neticky, ekologicky 1 fenologicky. Proto je hlavnim cilem této prace zvladnout chov dvou po-
pulaci okace skalniho — rakouské z Hundsheimu a ¢eské z Loun — a kvantifikovat jejich repro-
dukéni charakteristiky, konkrétné nac¢asovani lihnuti jedincti, délku doziti jedinct, délku inter-
valu kladeni samic, poCty nakladenych vaji¢ek za den a za sezonu, lihnivost housenek apod., a

tyto parametry nasledné mezi témito dvéma populacemi porovnat.

Jednotlivé populace se mezi sebou mohou lisit 1 pfitomnosti wolbachie (Herndndez-Roldan et
al., 2016; Suchackova Bartonova et al., 2021b). Ta miize ovliviiovat rizné reprodukéni charak-
teristiky (Dyson & Hurst, 2004). Infikovani jedinci mohou naptiklad produkovat vice (Mains
et al., 2013) ¢i naopak mén¢ vajicek (Marifio et al., 2017). Dal§im cilem prace je tedy potvrdit,
zda je Ceska populace okace skalniho wolbachii infikovéana, a zjistit, jak wolbachie se svym
hostitelem v tomto pfipadé manipuluje. Proto je zdmérem cast Ceské populace v chovu vylécit
antibiotiky na bazi tetracyklinu a porovnat reprodukéni charakteristiky téchto jedinct s jedinci

z téze populace, ktefi jsou ovSem wolbachia pozitivni. Protoze jednim z nejcastéjSich vliva
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wolbachie je ovliviiovani pohlavi hostitele (Werren et al., 2008), je cilem také molekularnimi
metodami rozpoznat pohlavi prvnich instarti housenek a porovnat jejich poméry jak u ceské

populace a ptelécenych jedinci, tak i u rakouské populace.
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2 METODIKA

2.1 CHOV OKACE SKALNIHO
Jedinci, chovani pro ucely této diplomové prace, pochéazeli z vyse popsané¢ho zachranného

chovu okace skalniho (Andres, 2018). Byli chovani po tfi sezony, a to v letech 2018, 2019 a
2020. Chov probihal v obci Kamenny Ujezd, okres Rokycany, nadmoiska vyska 378 m. n. m.,
pramérnd teplota v Cervenci 16—17 °C, pocet dnii se srazkami 1 mm a vice 100-120
(www.edpp.cz, 2021). V prvnich dvou letech byly ve stejnych podminkach chovany rakouska

populace (forma pannonica) a Ceska populace (forma bataia), a to nasledovné:

- vroce 2018 se jednalo o 12 samic a 14 samct z rakouské populace, 11 samic a 11 samcti
z Ceské populace
- vroce 2019 8lo o 3 samice a 5 samct z rakouské populace, 11 samic a 11 samcti z ¢eské

populace.

V roce 2020 pak jiz byli chovani pouze ¢esti jedinci, nicméné populace byla rozdélena na dvé
poloviny, pficemz jedna znich byla léCena antibiotiky dle Mitsuhashi et al. (2004)
s nasledujicimi Upravami. V chovu tedy bylo 11 1écenych samic, 11 léCenych samct, 10
nelécenych samic a 20 nelécenych samct. Lééenym jedinctim byl pred zac¢atkem ovipozice
podavan 3 dny roztok s monohydratem doxycyklinu s koncentraci 1 mg na 1 ml roztoku, po
ttech dnech byl vyménén za tetracyklin hydrochlorid téZ koncentrace z divodu lepsi

rozpustnosti, a 1é€ba probihala dalsi 3 dny.

2.1.1 Pribéh chovu
Chov probihal na zakladé doporuceni MiloSe Andrese, ktery ma na starosti zachranny chov

okéce skalniho pro reintrodukce (Andres, 2018).

Jedinci byli chovani v plastovych krabicich po dvou, ptipadné tfech, vZdy s jednou samici a
jednim ¢i dvéma samci. Dno krabic bylo pokryto pisCitym substratem a stébly trav, déle se zde
nachézelo polystyrenové piistfesi poskytujici stin a nadobka s vodou. Cast substratu nachazejici
se pod polystyrenem byla udrZzovana vlhka. Kazda krabice byla ptekryta tylovou latkou, pies
niZ bylo polozeno viko krabice s vyfiznutym otvorem (viz obrazek 6a). VSechny krabice byly
umistény ve foliovniku (obr. 6b). Motyli byli do chovného zatizeni umistovani vZdy rano pied
9. hod, vecer po ukonceni aktivity byli hromadné piemisténi do chovnych kleci, a to z divodu

vybirani nakladenych vajic¢ek z krabic a krmeni jedinct.
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Obrazek 6: Krabice v chovném zafizeni; a) pohled shora, b) rozmisténi krabic ve foliovniku. (Foto: T. Stochlovd)

Dospélci byli krmeni ruéné€, vzdy rano pied pfesunem do chovného zafizeni. Jedinec byl
uchopen u baze prednich kiidel, a to pomoucenymi prsty z divodu co nejmensiho otéru
kiidelnich Supinek. Pomoci preparacni jehly byl pak jedinci rozvinut sosak, ktery byl nasledné
ponofen do krmného roztoku (viz obrazek 7). Krmici se motyl byl pfiklopen prihlednym
plastovym kelimkem. Po dokonc¢eni krmeni dospélec odstoupil od nadobky s roztokem a mohl
tak byt premistén zpét do klicky. V pfipade, ze si motyl namocil kiidla ¢i zadecek v roztoku,
byl na okamzik rychle ponotfen do vody. Pokud se jedinec vzpiral krmeni, byl nejprve nechan
odpocinut a krmeni bylo vyzkouSeno znovu za n€kolik minut, pokud byla snaha i piesto
neuspésnd, byl sosak motyla pridrzen v roztoku preparacni jehlou po dobu cca ptl minuty.
Krmny roztok tvoftila voda (0,7 1), sachar6za (cukr krystal, 5 1zi¢ek), fruktéza nebo glukoza (3
1zicky), med (3—4 1zi€ky) a multivitaminova Sumiva tableta. Roztok byl uchovavén v lednici a
vyndavan pouze 1-2 hodiny pfed krmenim. Kazdé tii dny byla umichana nové vérka. Rucni
krmeni zajistilo kontrolu nad pfijmem energie vSech jedinci a zaroven zabranilo moznému
poskozeni jedincti vlivem ulpivani roztoku na kiidlech, Sifeni plisni v krabicich, a také omezilo

vnik mravencu do krabic.

Ptes den byli jedinci ponechavani v zafizeni v klidu tak, aby mohlo probihat pafeni a kladeni

vajicek, pouze za velmi horkych dnti byl vzduch ve foliovniku ochlazovan vodou. Samice
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Obrazek 7: Krmeni dospélcii; a) rozvinuti sosdku jedince preparacni jehlou, b) krmici se jedinci (Foto: A. Stochlovd).

kladly vajicka na tyl, stébla travy, ale i kameny ¢i stény krabice (obrazek 8). Vajicka byla
z krabic vybirana kazdy den a skladovana v Petriho miskach spole¢né¢ s n¢kolika stébly trav
(obrazek 9a). Pro spravné sejmuti vajicka z tylu tak, aby nedoslo k jeho poSkozeni, bylo tfeba
vajicko podebrat zespodu v misté pfichyceni a tyl protdhnout mezi prsty. Vajicko tak ulpélo na
prstu (viz obrazek 9b). Kdyz byla vajicka nakladena na stény krabice, byla podebrana zespodu
navlhé¢enym prstem. Samice kladly vajicka i v ptipadé, ze nebyla oplozena. To se dalo poznat
zvlasté po nekolika dnech, protoze vajicko postupné ztracelo sviij rovnomérny soudeckovity

tvar.

5

Obrizek 8: Vajicka nakladend na a) tylu, b) sténé krabice, c) kameni, d) ¢asti rostliny. (Foto: A. Stochlova)
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Obrazek 9: a) Uskladnéni vajicek v Petriho miskach (Foto: T. Stochlovd), b) proces snimani vajicka z tylu (Foto: A. Nagy).

Poté, co se z oplozenych vajicek zacaly lihnout housenky, byly jejich pocty zaznamenavany
kazdy den. Jedna polovina larev byla vzdy zamraZena v tekutém dusiku pro potieby naslednych
laboratornich analyz. Kazda housenka byla pfemisténa do samostatné zkumavky pro zabranéni
potenciadlni kontaminace DNA jedince jinym ze vzorkl. Druha polovina byla premisténa do
kvétindct s zivnymi rostlinami, konkrétn€ nékolika druhy kosttav (Festuca spp.). Mensi trsy
kostfav byly nasazeny v pis€itém substratu, ktery byl vespod podlozen nékolikacentimetrovou
vrstvou hrubého stérku. Kvétinace byly pripraveny s piedstihem tak, aby kostravy stihly dobie
zakoftenit. Kvétinace byly zalévany jednou za nékolik dni, a to pouze lehce, doprostted nadoby
tak, aby zivné rostliny mély jak zelend, tak i sucha stébla (viz obrazek 10). Nadoby byly

piekryty prasvitnou monofilovou tkaninou, kterd byla upevnéna k okraji kvétindce gumickou

Obrizek 10: Housenky a) tésné po vylihnuti v Petriho misce (Foto: A. Stochlova), b) v kvétindacich na polosuchych kostiavach
(Foto: T. Stochlova).
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tak, aby bylo zabranéno vniku predatora k larvam. Do kazdého kvétinace bylo umisténo

ptiblizné 50 housenek.

Takto byly larvy uchovavany od léta az do nasledujiciho jara. Pfes zimu nebylo s kvétinaci
ptilis manipulovano, pouze bylo dohlédnuto na to, aby drny kosttav zcela nevyschly. V pribéhu
kvétna, kdy byla vétSina zivnych rostlin jiz zkonzumovana, byly pfezivsi housenky pfemistény
do novych kvétinaci. Tento proces byl zopakovén a larvy takto byly dochovany az do
alternativou je odebrani housenek z kvétinact a jejich dochovani na pis¢itém substratu, do
kterého jsou kazdy den pifiddvana Cerstva stébla Zivné rostliny v jakémsi umélém drnu (viz
obrazek 11a) (Andres, 2018). Pisek je po zacatku kukleni tfeba kazdé tfi dny prochazet a kukly
dochovat v Petriho miskach na vlhkych ubrouscich (obr. 11b). Tésné pted vykuklenim (tzn. po

ztmavnuti kukel) se pak kukly umisti do krabice s piskem a fidkou vrstvou sena (Andres, 2018).

Obrazek 11: a) Umélé drny s housenkami poslednich instari, b) skladovani kukel na vihkém ubrousku v Petriho misce (Foto:
T. Stochlova).

Vykukleni dospélci byli odebrani piiblizné po 3 hodinach — tedy po vyrovnani kiidel. Motyli
byli oznaceni na kiidlo a ponechdni v klickach dva dny ve tmé pfed prvnim krmenim. Poté byli

znovu pareni v chovném zafizeni popsaném vyse.

2.1.2 Problémy béhem chovu
V priabehu chovu se vyskytlo mnoho riznych problémi. Nasleduje vycet téch nejpodstatnejSich

a jejich mozna feseni.

Prili§ vysoka teplota v chovném zarizeni. Zpocatku se nedaftilo drzet teplotu ve foliovniku na
unosné hodnoté pod 40 °C, pfedev§sim v extrémné horkém 1ét¢ v r. 2018, coz se projevilo

dehydrataci a thynem nékterych jedinct. Bylo proto zavedeno nékolik opatieni: stfecha
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zafizeni byla pokryta stfibrnou odrazivou folii, a zaroven podlozena netkanou textilii tak, aby
se mezi stfechou foliovniku a touto textilii tvofily vzduchové kapsy; v horni ¢asti zafizeni také
byly vytiznuty dopliikové vétraci otvory. Béhem extrémné horkych letnich dni bylo doplnéno

jeste chlazeni vodou, jednak rozprasovacem uvniti foliovniku, a jednak hadici shora.

Zanéty zadeCku dospélci. U nékterych jedinct se vyskytlo nepiirozené nafouknuti zadecku.
To znacilo pravdépodobny zanét ¢i bakterialni infekci. V dob¢ tohoto projevu jiz neni mozné
jedince efektivné 1écit, pokud je nakazend samice, tato prestava klast. Pro prevenci téchto
zanétl je tfeba dusledné pravidelné pfipravovat novy krmny roztok a Cistit nadobky pouzivané
ke krmeni. Zanét miize také vzniknout ¢astym ponechavanim jedince na vlhkém substratu pres

noc (M. Andres, os. kom.).

Samice klade pouze prazdné vajecné obaly. Pred uspéSnym spafenim samice kladou vajicka
neoplozena. V nékterych ptipadech se objevilo kladeni neoplozenych vajicek, nebo dokonce
prazdnych, potrhanych vajecnych obalil i poté, co byly pozorovany pokusy o pafeni. Z¢asti
pomohla vyména samctl, nékteré samice vsak i piesto oplozeny nebyly. Pro zlepSeni kondice
samic je mozné motyly nechat vzdy obden odpocivat ve tm¢ mimo chovné zatizeni (M. Andres,
os. kom.). Nékteti jedinci také mohou mit problém, pokud je v krmném roztoku a pro vlhéeni

substratu pouzivana chlorovanéa voda (Andres, 2018).

Predace vajicek a housenek. I pies to, ze byly jak krabice pro kladeni, tak i kvétinace pro chov
housenek zabezpeceny sitkami, v obou byl pozorovan vyskyt predatort, a to zejména riznych
druhti pavoukii. Napadany byly jak vajicka, tak housenky riznych instarti (viz obrazek 12).
Predatofi byli ze zafizeni odstrafiovani a zvlasté u kvétinaci probehly pokusy o lepsi utésnéni,
problém vsak nebyl stoprocentné vyieSen. Moznosti je lepsi pfiprava chovného zatizeni pied
zapocetim chovu. Krabice ve foliovniku je mozné polozit na dievéné podlazky, které je pak
tieba potfit vrstvou piipravku proti hmyzu — v zachranném chovu okace se osvédc¢il Chemstop
Ecofix (Andres, 2018). Kvétinace s Zivnymi rostlinami je pak mozné pfipravit tak, ze se do nich
zasadi drny kostiav, nechaji se projit periodou vyschnuti (drny budou tak z poloviny suché¢), a
pak se na 24 hodin ponofi do sudu s vodou. Tim se odstrani vSichni $ktdci, ktefi se do té doby

mohli usidlit v substratu (Andres, 2018).
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Vajicka také mohou byt parazitovana drobnénkami (7richogramma spp.) (Andres, 2018), tento
problém vsak v tomto chovu nebyl pozorovan. Drobnénky totiz nejsou aktivni za sucha a tepla,

proto se nevyskytuji v prostiedi foliovniku (Andres, 2018).

Obrizek 12: Predace housenky pavoukem. (Foto: T. Stochlova)

Uhyn housenek. Velkym problémem pro dostate¢né rozmnoZeni chovu je znaény thyn
housenek béhem roku, ktery neni zplisoben predaci. Dlivodem je ptevazné piiliSna zalivka
kvétinacla. Je opravdu nutné kostfavy udrzovat v polosuchém stavu a substrat nechavat
dostate¢né vyschnout. Housenky jsou schopny piezit, pokud se nechaji rostliny v kvétinaci

mirné preschnout, naopak pfi pfiliSné vlhkosti casto hynou.

Nevykukleni dospéleii. Mnoho jedinct bylo dochovano az do stadia kukly, znacna ¢ast z nich
se ovSem nevykuklila. Pfi¢inou bylo pravdépodobné poskozeni kukel pii manipulaci
s kvétinaci. Tomuto problému se da predejit chovem poslednich instarti housenek na umélych

drnech a nasledné prechovavani kukel v Petriho miskach zplisobem popsanym vyse.

Deformace vylihnutych dospélci. Nékteti jedinci méli po vykukleni deformovana kiidla,

pfipadné rozdvojeny sosak. Pfi¢iny nejsou znamé.

2.2 LABORATORNI ANALYZA
Pro cely laboratornich analyz byli dva dospéli jedinci Ch. briseis zamraZeni v tekutém dusiku

a poslani na sekvenaci (viz dale). VSichni ostatni dospélci byli uchovani v 96% ethanolu. Larvy

byly zamraZeny v tekutém dusiku a uchovavany v -20 °C.

2.2.1 Izolace genomové DNA (gDNA)
Izolace gDNA ze vzorkt probéhla n€kolika zptsoby, v zavislosti na typu vzorku.
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Pro ucely Illumina sekvenovani genomu samce a samice Ch. briseis byla gDNA izolovana
z hrudi dospélcti pomoci soupravy MagAttract HMW DNA Kit (Qiagen, Hilden, Némecko) dle
navodu vyrobce. Pro sekvenovani dlouhych ¢teni pomoci technologie Oxford Nanopore byla
gDNA izolovana ze zadecku stejné samice pomoci soupravy Nanobind Tissue Big DNA Kit
(Circulomics Inc, Baltimore, MD, USA) dle vyrobcem optimalizovaného protokolu pro izolaci

gDNA z hmyzu.

U parentalni generace byla gDNA extrahovéana z abdomend a koncetin dosp€lcti pomoci
cetyltrimethylamoniumbromidu (CTAB), a to podle protokolu Winnepenninckx et al. (1993)
s nasledujicimi Upravami. Tkan byla homogenizovéana tlouckem a inkubovana pfes noc ve
37 °C v 750 pl extrakéniho pufru, ktery se skladal z 2% CTAB, 100 mM Tris-HCI (pH = 8),
40 mM EDTA (pH = 8), 0,2% B-mercaptoethanolu, 1,4 M NaCl a 0,1 mg/ml proteinazy K. Po
inkubaci byl kroztoku pfidan stejny objem chloroformu, roztok byl promichan a
zcentrifugovan po dobu 10 min pti 14000 otdckach za minutu (rpm) ve 4 °C. Do nové
zkumavky byla pfenesena vodna faze roztoku, k niz byla pfiddna RNaza A tak, aby vysledna
koncentrace byla 0,1 mg/ml extrakéniho pufru. Po zahtati byl ke smési ptidan isopropanol ve
2/3 poméru k objemu roztoku a promichany roztok byl ponechan 30 min pii pokojové teploté.
Poté byla smés zcentrifugovana po dobu 15 min pti 14000 rpm a teploté 4 °C. Na dn€ zkumavek
se tak vytvoftily pelety vysraZzené DNA, které byly dvakrat promyty 70% ethanolem a mezitim
vzdy zcentrifugovany pii 14000 rpm po dobu 10 min. Nakonec byla DNA dle velikosti peletu

rozpusSténa v = 30 ul ultracisté vody.

K izolaci gDNA z prvnich instard housenek F1 generace byly vyzkouSeny dvé komeréni
soupravy — QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen, Hilden, Némecko) a NucleoSpin Tissue XS Kit
(Macherey-Nagel, Diiren, Némecko). V obou ptipadech byly dodrzeny protokoly od vyrobce.
Tkan byla nejprve homogenizovana tlou¢kem v mens$im mnozstvi pufru, pak byl ke vzorku
pfidan zbyvajici objem pufru a proteinaza K, smés byla zvortexovana a inkubovana pies noc
v 56 °C. Dalsi den byl ke vzorku piidan lyzaéni pufr a 100% ethanol a vzorek byl napipetovan
na kolonku, na niz se DNA navazala a vzorek byl zcentrifugovan. Membrana s navazanou DNA
byla dvakrat promyta a posléze eluovana do nové zkumavky elu¢nim pufrem. Ob¢ soupravy se
ukazaly jako G¢inné a pro potieby této prace dostacujici (viz obr. 13). Pro nasledujici izolace

housenek byla pouZzivana uz jen souprava Macherey-Nagel z diivodu lepsi cenové dostupnosti.
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Koncentrace DNA a jeji kvalita byla zméfena pomoci spektrofotometrického pfistroje

NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

500 bp
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Obrazek 13: Vysledky riznych zpiisobu izolace gDNA, a) cista vyizolovana gDNA, b) cytochrom ¢ oxidaza 1. DNA bylo
izolovano: 1 — metodou CTAB z abdomenu, 2 — soupravou Macherey-Nagel z koncetin dospelce, 3 — soupravou Macherey-
Nagel z larvy prvntho instaru, 4 — soupravou Qiagen z larvy prvniho instaru. + — pozitivni kontrola, - — negativni kontrola

2.2.2 Sekvenace a skladani genomu
Ptiprava na sekvenaci a nésledné sklddani genomu probéhlo v Laboratofi chromozomiky

Ptirodovédecké fakulty JihoCeské Univerzity (PiF JU), a to RNDr. Petrem Nguyenem, Ph.D. a

jeho tymem.

Ptiprava a sekvenace Illumina sekvena¢nich knihoven byla provedena firmou Novogene (HK)
Co., Ltd. (Hong Kong, Cina). Genomova DNA byla ndhodné& fragmentovana a fragmenty o
velikosti 350 para bazi (bp) byly pouzity k pfipravé knihoven pomoci soupravy NEBNext®
DNA Library Prep Kit dle doporuceni vyrobce. Knihovny byly sekvenovany na platformé
NovaSeq. Celkem bylo ziskano 82,8 milionti parovych ¢teni o délce 150 bp pro samici a 96,1

miliont parovych ¢teni pro samce.

Pro sekvenovani na platformé Oxford Nanopore byla gDNA obohacena o fragmenty del$i nez
10 Kbp pomoci soupravy Short Read Eliminator XS Kit (Circulomics Inc). Knihovna byla
pfipravena pomoci soupravy SQK-LSK109 (Oxford Nanopore Technologies, Oxford, UK) dle
doporuceni vyrobce a sekvenovana na pratokové komirce R9.4.1 a plarform¢ MinlON Mk1B
(Oxford Nanopore Technologies). Baze byly z primarnich dat vyvolany pomoci guppy 4.4.1.

s pouzitim ,,flip-flop* algoritmu (Oxford Nanopore Technologies).
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Sekvenovanim pomoci technologie Oxford Nanopore bylo ziskano cca 5 Gbp dlouhych ¢teni
(primérnd kvalita ¢teni 13,3, prim. délka 7545 bp), ktera byla pouzita k sestaveni draftu
samiciho genomu. Data byla bez dalsiho filtrovani poskladana pomoci néstroje Flye (verze 2.8;
Kolmogorov et al., 2019) s parametrem ‘“--nano-raw” s vyuzitim vypocetnich zdrojt narodni
gridové infrastruktury MetaCentrum podporované projektem e-Infrastruktura CZ (e-INFRA
LM2018140). Vysledna sekvence genomu obsahujici oba haplotypy méla délku 822.4 Mbp a
sestavala z 15330 fragmentl (statistika N50 cca 98 kbp). Kompletnost genomu byla ovéiena
pomoci nastroje BUSCO (verze 3.0.2; Seppey et al., 2019) s ortolognim setem pro skupinu
Insecta. Vysledné hodnoty BUSCO skoére, kompletnich ortologii 62.8 % [unikatnich 56.8 %,
duplikovanych 6.0 %], fragmentovanych 16.6 % a chybé&jicich 20.6 %, ukazuji, Ze je genomova

sekvence zna¢né fragmentovana a chybi v ni pétina ortologi konzervovanych u hmyzu.

2.2.3 Detekce chromozomu W
Pro detekci samiciho pohlavniho chromozomu W byla pouzita metoda genomové in situ

hybridizace (GISH) (Mediouni et al., 2004). Vté se pouzivd fluorescenéné¢ znacena

celogenomova sonda nanesend na chromozomalni preparaty.

Preparaty meiotickych chromozomt byly pfipraveny tzv. spreading metodou (Mediouni et al.,
2004). I1zolace genomové DNA pro potteby GISH byla provedena metodou CTAB (viz vyse) a
tato DNA byla posléze naznafena tzv. nick translaci fluorochromem Cy3-dUTP (Jenna
Bioscience, Jenna, Némecko) dle protokolu z prace Hejni¢kova et al. (2019). Pro tuto préci byly

pouzity preparaty a sonda, které byly pfedem ptipraveny v Laboratofi chromozomiky PiF JU.

Pfed nanesenim sondy byly preparaty nejprve inkubovany s RNézou A (100 pg/ml) ve 37 °C
po dobu 1 hod. Poté byly 30 min blokovany v 5x Denhardtovo reagens ve vodni l4zni o teploté
37 °C. Nasledné¢ byly preparaty denaturovany 70% formamidem ve 2x SSC pfi teploté 68 °C,
a to po dobu 3,5 min a poté odvodnény ¢astecné vychlazenou ethanolovou fadou. Hybridizac¢ni
smés na kazdy preparat obsahovala 250 ng znacené samici sondy, sam¢i kompetitorovou DNA
vnadbytku (3 pg) a 25 npg sonikované DNA zlososich spermii (Sigma-Aldrich).
Kompetitorova DNA byla pfedem fragmentovana inkubaci v 99 °C po dobu 20 min. Do
hybridizacni smési byl pfidin 3M octan sodny a vychlazeny 100% ethanol v objemu
2,5nasobek smési. Roztok byl zcentrifugovéan po dobu 20 min pii 14000 rpm a 4 °C. Vysrazena
DNA byla promyta 70% ethanolem a znovu zcentrifugovana po dobu 10 min pii 14000 rpm.

Po odpipetovani ethanolu a mirném oschnuti peletu pii pokojové teploté byla sonda rozpusténa
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v 50% deionizovaném formamidu a 10% dextran sulfatu ve 2x SSC pii 37 °C po dobu cca 35

min. Poté byla smés denaturovéna 5 min pii 90 °C, a pak ihned zchlazena vlozenim na led.

Na kazdy chromozomalni preparat byla nanesena hybridiza¢ni smes v objemu 10 pl a preparat
byl néasledné prekryt krycim sklem a pretfen kau¢ukovym lepidlem Fixogum Rubber Cement
(Marabu GmbH, Tamm, Némecko). Nasledn¢ byly preparaty 3 dny hybridizovany pii 37 °C.
Poté bylo lepidlo odstranéno a preparaty byly ponoteny do 1% tritonu X-100 v 0,1x SSC.
Nasledovalo promyti 1% tritonem X-100 v 0,1x SSC o teploté 62 °C po dobu 5 min a poté 1%
Ilfotolem (ILFORD Imaging Europe GmbH, Bergisch Gladbach, Némecko) po dobu 2 min. Po
mirném oschnuti preparatli na né¢ bylo napipetovano fluorescen¢ni barvivo chromatinu DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindol) rozpusténé v ¢inidle proti vyhasindni fluorescence DABCO
(1,4-diazabicyclo[2.2.2]octan) v koncentraci 0,5 pg/ml. Preparat byl piekryt novym krycim
sklem, které bylo zafixovano lakem na nehty. Chromozomy s navazanou sondou byly nafoceny
pomoci fluorescenéniho mikroskopu Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss, Jena, Némecko) a fotografie

nasledné upraveny v programu Adobe Photoshop Elements 2020.

2.2.4 Detekce bakterie rodu Wolbachia
Na ptitomnost Wolbachia sp. ve vzorcich byly pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR)

screenovany vsechny samice, které béhem chovu mély potomky. Byla tedy namichana PCR
reakce o finalnim objemu 10 pl/vzorek, ktera kromé 1 pl templatu (5-10 ng/ul DNA)
obsahovala 2 pl 5x OneTaq Quick-Load Buffer (New England Biolabs, Ipswitch, MA, USA),
0,8 ul 2,5 mM dNTPs, 0,05 pl OneTaq Quick-Load DNA Polymerase (New England Biolabs),
5,35 ul H20O a po 0,2 pl forward a reverse primerd v duplexu. Amplifikovany byly dva geny:
Wolbachia surface protein gen (wsp) (Braig et al., 1998) a bakterialni gen ucastnici se
bunécného cyklu Filamenting temperature-sensitive mutant Z (ftsZ) (Werren & Jaenike, 1995).
Pro amplifikaci téchto gent byly pouZity primery: pro wsp gen F: 5'-
TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC-3" aR: 5'-AAAAATTAAACGCTACTCCA-3"; pro
ftsZ gen F: 5'-GTTGTCGCAAATACCGATGC-3" a R: 5'-CTTAAGTAAGCTGGTATATC-
3.

V termocykleru probihala reakce nasledovné: nejprve probéhla pocatecni denaturace pii 94 °C
po dobu tii minut, poté se 30x opakovala denaturace pii stejné teploté po dobu 30 sekund,
nasedani primerd ptfi 52 °C po dobu 30 sekund a syntéza po dobu jedné minuty pii 68 °C.

Reakce byla zakoncena syntézou pii 68 °C po dobu 5 min.
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Pro zobrazeni amplifikovanych produkti na gelu bylo napipetovano 5 pl vzorku na 1% gel a
elektroforéza se nechala bézet 35 min pfi 135 V. Jako pozitivni i negativni kontrola pfitomnosti
wolbachie byly pouzity vzorky zavijeCe moucného (Ephestia kuehniella), jako negativni
kontrola kontaminace reakce byl pouzit vzorek, do kterého byla misto templatu piidana voda.

Gel byl nabarven pomoci ethidium bromidu (1 mg/ml) a zobrazen pod UV svétlem.

Pro vzorky, u kterych byly na gelu viditelné produkty, byla PCR reakce zopakovéana ve
dvojnésobném objemu, tentokrat ovSem pouze pro wsp gen. 12 ul vzorku se posléze
napipetovalo na 1,5% gel a nechalo se bézet pti 70 V cca 1 hod tak, aby se od sebe vSechny
produkty dobie odseparovaly. Z nabarveného gelu poté byly pod UV svétlem vytiznuty
produkty spole¢né vétSin€ vzorkl. Tyto prouzky byly piecistény pomoci soupravy Wizard SV
Gel a PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA) dle protokolu od vyrobce
s nasledujicimi Gpravami. K vyfiznutému gelu se pridal roztok pro navazani na membranu,
smés se zahfdla a napipetovala na kolonku. Vzorky byly zcentrifugovany. Pro lep$i navazani
byl tento krok zopakovan, kolonka byla poté¢ dvakrat promyta a DNA eluovadna do elu¢niho
pufru. Koncentrace vysledného produktu byla zméiena pomoci Qubit 3.0 fluorometru (Thermo

Fisher Scientific).

Vzhledem k tomu, ze koncentrace vzorkl byla pro dalsi postup pfili§ nizka, byla DNA znovu
amplifikovana polymerazovou fetézovou reakci (viz vyse) a posléze opét piecisténa pomoci
Wizard SV Gel a PCR Clean-Up System kitu. Vzorky byly znovu pfeméfeny na Qubit

fluorometru.

Takto pfipravené vzorky byly pomoci kitu pGEM-T and pGEM-T Easy Vector Systems
(Promega) vloZeny do vektoru prostfednictvim ligacni reakce, ktera kromé& PCR produktu
obsahovala liga¢ni pufr (5 pl), vektor (1 pl s konc. 50 ng/ul), T4 DNA ligazu (1 ul) a vodu.
Mnozstvi PCR produktu a vody se dopocitavalo dle velikosti insertu tak, aby pomé&r poctu
molekul byl 1 dil vektoru ku 3 dilim insertu. Celkovy objem reakce byl 10 ul. Bylo
postupovano dle protokolu od vyrobce. Reakce byla ponechana ptes noc ve 4 °C. Poté se vektor
vnesl do DHS5a kmenu bunék Escherichia coli, a to pomoci tzv. heatshock metody. 50 pl bunék
s 2,5 pul ligacni reakce bylo ponechdno 30 minut na ledu, pak se vzorky vlozily pfesn¢ na 90
sekund do 42 °C a ihned poté na 90 sekund zpét na led. Ke vzorklim bylo ptidano 800 ul LB
média se soli (10 g peptonu, 5 g kvasni¢niho extraktu a 10 g NaCl na 1 1 média) a nasledn¢ byly
inkubovany 60 min pii 37 °C tak, aby prob¢hlo zotaveni bunék.
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Po vyndani z termostatu byly zkumavky zcentrifugovany po dobu 3 min na 4000 x g tak, aby
se bunky usadily na dné. Ze zkumavek bylo odpipetovano 700 pl média. Bunky byly
promichanim pipetou resuspendovany a zbylych 150 ul média s buitkami bylo vyseto na plotny
s LB médiem, do kterého byl ptidan 1,5% agar, 70 pl ampicilinu (konc. 100 pg/ml), 250uM
IPTG a X-Gal s konc. 40 pg/ml. Médium s buikkami bylo rozetieno ockovaci hokejkou do
sucha. Plotny byly inkubovany ptes noc ve 37 °C.

Nékolik kolonii bun¢k, do kterych se dle bilého zbarveni kolonie podafilo zaklonovat
pozadovany insert, bylo pfeockovano na nové plotny a inkubovdno 3—6 hodin ve 37 °C.
Zaroven byl proveden klontest. PCR reakce obsahovala 12,2 ul H>O s templatem, 4 pl 5x
OneTaq Quick-Load Buffer (New England Biolabs), 1,6 pl 2,5 mM dNTPs, 0,2 pul OneTaq
Quick-Load DNA Polymerase (New England Biolabs), 1 ul 10uM M13 F primerua 1 pl 10puM
MI13 R primeru. V termocykleru byla nastavena pocatecni denaturace na 94 °C po dobu tii
minut, poté se 35x opakovala denaturace pti 94 °C po dobu 30 sekund, nasedani primera pti
57 °C po dobu 30 sekund a syntéza po dobu 1 min a 30 sek pii 68 °C. Nakonec opét probchla
syntéza pii 68 °C po dobu 5 min. 3 pl produktu bylo vizualizovéno na 1,5% gelu, ktery bézel
35 min pfi 135 V.

Koloniemi, které se v klontestu prokazaly jako vhodné — tedy mély o¢ekavanou délku produktu
— bylo naockovano 3 ml tekutého LB média s ampicilinem s konc. 100 pg/ml. Zkumavky byly
titepany pies noc v 37 °C. Réano byl obsah zkumavek zcentrifugovan 1 min pii 10000 x g tak,
aby se na dné vytvofil pelet bun€k. Médium bylo odpipetovano a plazmidy dale byly ocistény
pomoci kitu NucleoSpin Plasmid DNA Purification (Macherey-Nagel, Diiren, Némecko),
postup dle protokolu od vyrobce. Buiikky byly zlyzovany a DNA navédzdna na kolonku.
Membrana kolonky poté byla dvakrat promyta a DNA eluovana do elu¢niho pufru. Koncentrace

a Cistota DNA byla zmétena pomoci pfistroje NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

5 ul kazdého vzorku s koncentraci cca 500 ng/ul bylo odeslano na sekvenaci Sangerovou
metodou do spolecnosti SEQme s.r.o. (Dobiis, Ceska republika). Dodané sekvence byly
ofezany od vektoru a primeri pomoci programu BioEdit (verze 7.2.5; Hall, 1999) a porovnany
s nukleotidovou databazi (nt; NCBI Resource Coordinators, 2018) pomoci Basic Local

Alignment Search Tool algoritmu (BLAST; Altschul et al., 1990).
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2.2.5 Urcovani pohlavi larev
Pro ptipravu primert k uréovani pohlavi prvnich instara larev Ch. briseis byly identifikovany

kandidatni pohlavné vazané sekvence. Tento proces probéhl opét v Laboratofi chromozomiky

Ptirodovédecké fakulty JihoCeské Univerzity RNDr. Petrem Nguyenem, Ph.D. a jeho tymem.

K identifikaci sekvenci z chromozomu W bylo pouzito srovnani hloubky ¢teni (,,coverage®) a
k-merti mezi samcem a samici. Srovnani hloubky cteni bylo provedeno podle Mongue et al.,
(2017). Sam¢i a samici Illumina ¢teni byla filtrovana pomoci nastroje cutadapt (verze 1.15;

Martin, 2011) s parametry:

»J0-b
GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACATCACGATCTCGTATGCCGTCT
TCTGCTTG -b
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGA
TCT -B
GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACATCACGATCTCGTATGCCGTCT
TCTGCTTG -B
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGA
TCT --nextseq-trim=20 --minimum-length=100.

Filtrovana ¢teni byla mapovana k sloZenému sami¢imu genomu pomoci bowtie2 (verze 2.2.9;
Langmead & Salzberg, 2012) s parametry ,,--very-sensitive-local --no-discordant --no-mixed*.
Hloubka ¢teni na bazi byla spoctena pomoci nastroje bedtools genomecov s parametrem ,,-d*
ze softwarového balicku BEDTools (verze 2.25, Quinlan & Hall, 2010). Z datasetti byly pomoci
bedtools subtract odstranény repetitivni sekvence identifikované pomoci nastroje
RepeatMasker (verze 4.0.7; Smit et al., 2013) a nasledné byla pro kazdé pohlavi spoctena
hodnota medianu pro kazdy fragment pomoci bedtools groupby. Na zavér byl pro kazdy
fragment spoc¢ten log, poméru sami¢iho a samé¢iho medianu hloubky é&teni [loga (2/3)]. Ten je
na obr. 14 vynesen proti logio délky fragmentu. Jako kandidatni sekvence vazané na

chromozom W byly vybrany fragmenty s logs (9/3) > 5 (viz Tabulka 1).
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Obrazek 14: Srovnani medianu normalizované hloubky cteni na fragment mezi samici a samcem Ch. briseis. Cervena preru-
. ., .. o /2 , 5
Sovand cara oznacuje hranicni hodnotu log2 (Q/3) > 5, L — délka fragmentu.

Srovnéani k-mer mezi samcem a samici bylo provedeno podle Carvalho & Clark (2013). K-
mery dlouhé 15 b byly generovany z konkatenovanych parovych ¢teni a filtrovany na zaklade
kvality pomoci jellyfish count (verze 1.1.11; Margais & Kingsford, 2011) s parametry ,,-m 15
-c 4 --both-strands --quality-start=33 --min-quality=20%. Dale byly s pomoci jellyfish dump
odstranény k-mery s Cetnosti < 3, tj. ,,--lower-count=3*“. Nasledné porovnani samcich a
samicich k-mert bylo provedeno skriptem YGS.pl (Carvalho & Clark, 2013). Pro kandidatni
sekvence identifikované analyzou hloubky cteni byl zjistén pocet validovanych unikatnich k-
mert a procento validovanych unikatnich k-merti chybéjicich v samcich datech (viz Tabulka
1). Na zéklad¢ téchto hodnot byly pro ovéfeni pomoci PCR vybrany tfi fragmenty, jmenovité
contig 163, contig 707 a contig 6775, na které byly navrZzeny primery pomoci nastroje

Primer3 (Untergasser et al., 2012).

Tabulka 1: Kandidatni sekvence vazané na chromozom W Ch. briseis

Fragment log2 (?/3) VSC K P_VSC K
contig_163 5.805 2180 57,8
contig_707 5.408 2403 56,7
contig_6629 7.714 70 60.0
contig_608 8.270 35 60,0
contig_ 6775 5.068 1877 68,9
contig 1446 5.291 0 -
contig_4603 9.792 61 59,0

VSC K - validované unikatni k-mery; P VSC K - % validovanych unikatnich k-meri

chybéjicich v samcich datech; tu¢né zvyraznény fragmenty byly déle ovétované pomoci PCR.
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Vsechny nové navrzené primery byly nasledné vyzkousSeny vzdy nejprve na Ctyiech vzorcich
DNA: zjedné Ceské samice, jedné¢ rakouské samice, jednoho Ceského samce a jednoho
rakouského samce. Byla namichdna 10 pl PCR reakce, ktera obsahovala 5,75 ul H20, 2 pl 5x
OneTaq Quick-Load Buffer (New England Biolabs), 0,8 ul 2,5 mM dNTPs, 0,05 ul OneTaq
Quick-Load DNA Polymerase (New England Biolabs), 0,2 ul forward primeru, 0,2 pul reverse
primeru a 1 pl templatu. Termocykler byl nastaven na 3 min na 94 °C pro pocatecni denaturaci,
a pak se 35x opakoval cyklus 30 sek 94 °C pro denaturaci, 30 sek 60 °C pro nasedani primert
a 45 sek 68 °C pro syntézu. Zavérecna syntéza trvala 5 min pti 68 °C. Amplifikované produkty
byly v mnozstvi 7,5 pl naloadovany na 1% gel a pustény pii 135 V na 40 min. Gel byl obarven

ethidium bromidem a zobrazen pod UV svétlem.

Pro ty dvojice primert, u kterych vysledky prvotnich testt naznacovaly rozdil mezi pohlavimi,
byla reakce zopakovana. Byla vyzkouSena optimalizace teploty nasedani primerd,
prostfednictvim gradientu teplot od 56 do 64 °C, v rozestupech po 1 nebo 2 °C. Nasledn¢ byly
primery testovany na $ir§im vzorku jedinct. Pro kontrolu spravného nasedéni také byly vybrané
produkty vyfezany z gelu, naklonovany a poslany na sekvenaci Sangerovou metodou (pro
postup viz kap 2.2.4). Dodané sekvence byly nasledné v programu Geneious (verze R11;
https://www.geneious.com/)  srovnany s nukleotidovou  databazi a  sekvencemi

z osekvenovanovaného genomu okace skalniho.

2.3 SROVNANI POPULACNICH DAT
Béhem chovu byla zaznamenéavana tato data: denni pocet nakladenych vajicek, denni pocet

vylihnutych housenek, doba zivota, doba kladeni, priibéh kladeni, pribéh lihnuti housenek,

pocet dni od nakladeni vajicek po vylihnuti housenek.

Data byla zpracovana v programu RStudio (verze 1.4.1717, RStudio Team, 2019). Pro
porovnani populaci mezi sebou byla pouzita analyza variance (ANOVA). Vzhledem k malému
poctu pozorovani byly statistické testy pouzity pouze pro vétsi soubory jedincti. Pro porovnani

mediant byl pouzit Mood’s median test.
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3 VYSLEDKY

3.1 REPRODUKCNI PARAMETRY POPULACH
Ne vSechny samice se podafilo uspésné sparit. V roce 2018 kladly oplozena vajicka 4 samice

z rakouské populace a 5 samic z ¢eské populace. Jedna z oplozenych rakouskych samic uhynula
pfedcasné vlivem zranéni sosdku. V roce 2019 byla oplozena pouze 1 rakouska samice a 3

ceské. V roce 2020 se housenky lihly od 8 nelécenych a 7 1é¢enych samic.

V roce 2018 zacaly prvni samice klast vajicka 21. 7., posledni kladeni pak probéhlo 6. 9. V roce
2019 kladeni probihalo od 23. 7. do 16. 9. V obou letech byl patrny fenologicky posun mezi
jednotlivymi populacemi — rakouskd populace zacinala klast pfiblizné o tyden dfive nez
populace ¢eska (Mood’s median test, p < 0,001, X?14r = 29,64, viz obr. 15 a P¥ilohu 2). Tento
probihalo kladeni ¢eskou populaci od 28. 7. do 23. 9. Mezi 1é€enymi a nelécenymi jedinci

v tomto ohledu nebyl patrny vyrazny rozdil.
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Obrazek 15: Priumérny pocet nakladenych vajicek oplozenou samici za den v priibéhu sezony. Svislé cary znaci median pro
kazdou populaci.

32



Populace

B Rakousko
O Cesko

i

10.07. 13.07. 16.07. 19.07. 22.07. 25.07. 28.07. 31.07. 03.08. 06.08. 09.08. 12.08.

Poéet vylihnutych dospélcl
2
|

Datum

Obrdzek 16: Lihnuti dospélcii béhem sezény 2019.

Nejdelsi pozorovana doba doziti jedincti okéace skalniho byla 93 dni. Primérné doba Zivota pro
rakouskou populaci za oba roky dosahovala 41,7 (+ 19,2) dni (n = 15), pro ¢eskou populaci pak
44,1 (£ 19,0) dni (n = 22). Jedinci z obou populaci se dozivali stejné doby (ANOVA, p =0,72,
F =0,13). Pti srovnani dat z roku 2020 byla primérné doba zivota pro nelécené jedince 45,1 (£
17,9) dni (n = 10), pro 1éCenou ¢ast populace 56,1 (= 11,6) dni (n = 10). Doba Zivota se pro
1é¢ené a nelécené jedince neliSila (ANOVA, p=0,12, F =2,65).

Vajicka kladly 1 ty samice, které nebyly uspéSné spateny. Nejdelsi doba od zacatku do konce
kladeni jedné samice byla 57 dni; pokud jsou zapocitany jen oplozené samice, pak je to 53 dni.
Primér pro rakouskou populaci za rok 2018 a 2019 byl 24,1 (+ 14,4) dni pii zapoc€itani vSech
samic (n = 15) a 25,8 (£ 6,7) dni pfi zapocitani pouze oplozenych samic (n = 4). Pro ¢eskou
populaci tento pramér ¢inil 27,7 (£ 11,8) dni pro vSechny samice (n =22) a 30,9 (+ 5,5) dni pro
oplozené samice (n = 8). Doba kladeni se mezi populacemi neliSila (ANOVA, p = 0,40, F =
0,74), signifikantni vliv na dobu kladeni nemé¢la ani dana sezona (ANOVA, p =0,09, F =3,12;
obr. 17). U nelécenych jedinct z roku 2020 byla primérné délka kladeni 35,0 (£ 15,1) dni pro
vSechny (n=10) a 33,1 (£ 14,6) pro oplozené samice (n = 8). Pro 1é€ené jedince se jedna o 34,3
(£ 10,1) dni u vSech (n=10) a 35,4 (= 8,9) u oplozenych samic (n = 7). Doba kladeni byla pro
vSechny jedince stejnd (ANOVA, p=0,91, F=0,01).
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Obrdazek 17: Doba kladeni vsech samic obou populaci v sezondach 2018 a 2019.

Doba od vylihnuti dospélé samice po zacatek kladeni se pohybovala od 3 do 13 dnti. Pii
srovnani rakouské a ¢eské populace mezi nimi nebyl patrny vyrazny rozdil (Mood’s median

test, p =1, X?14r < 0,001; viz. obr. 18).

Papulace

B Gesko

q Il Rakousko

Primérry podet nakiadenych vajiéek na samici

:_ ___lﬂﬁ CHEUN BB PR & ﬂ&ddumullLL_

12 3 4 65 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34 35 3G 37 38 30 40 41 42 43 44 45

Den od wylihnuti samice

Obrazek 18: Preovipozicni doba oplozenych samic obou populaci v obou sezondach.

Maximalni pocet vajicek nakladeny jednou samici béhem jednoho dne byl 77. Primérné jedna
rakouskd samice za den nakladla 5,3 (0-77) vajicek, jedna cCeskd 6,0 (0—45) vajicek. Pti

zapocitani pouze téch samic, které kladly oplozena vajicka, jsou ¢isla 11,0 (0-77) pro rakouské
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(n=4)a9,7 (0-45) pro Ceské (n = 8) samice. Pro rok 2020 byl primérny pocet vajicek na
nelécenou samici a den 10,0 (0-75, n = 8), na lé€enou samici 7,8 (0-53, n = 7). Nejvice vajicek
samice kladly tyden az dva po zacatku kladeni, poté jejich produkce zacala postupné klesat.
Posledni ptiblizné tyden pied koncem kladeni jiz kazda samice nekladla denné vice, nez 5

vajicek (viz obr. 18).

Maximalni pocet nakladenych vaji¢ek jednou samici ¢inil 716 kusi. Pfi srovnani Ceské a
rakouské populace za roky 2018 a 2019 c¢inil primémy pocet vajicek nakladenych jednou
samici za oba roky z rakouské populace 203,8 (£ 152,0) (n = 15), u ¢eské populace byl primér
237,0 (= 137,7) vajicek (n = 22). Pocty nakladenych vajicek se mezi populacemi tedy nelisi
(ANOVA, p=0,49, F=0,49, viz obr. 19). V téchto ¢islech jsou vSak zapocitany i samice, které
nekladly dobfe. Pfi srovnani pouze téch samic, od kterych byli potomci, jsou praméry
nakladenych vaji¢ek na samici nésledujici: 360,3 (£ 146,2) pro rakouskou populaci (n = 4) a

361,9 (£ 102,8) pro ceskou populaci (n = 8) (obr. 20).
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Obrazek 19: Celkovy pocet nakladenych vajicek pro vSechny samice.
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Obrazek 20: Celkovy pocet nakladenych vajicek pro oplozené samice.
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Zarok 2020 byl praimérny pocet vajicek na samici 454,7 (= 173,7) pro neléCené (n=10) a 356,3
(= 174,1) pro lécené jedince (n = 10). Pfi zapocitani pouze oplozenych samic se priméry
posunou na 439,3 (£ 189,0) pro nelécené (n = 8) a 371,6 (£ 171,4) pro 1écenou ¢ast populace
(n = 7). Mezi 1éCenymi a neléCenymi jedinci se poCty nakladenych vajicek neliSily (ANOVA,
p=0,22, F=1,60, obr. 21).
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Obrazek 21: Celkovy pocet nakladenych vajicek pro vsechny lécené a nelécené samice v sezéné 2020.

Maximalni celkovy pocet vylihnutych housenek od jedné samice €inil 538 jedinct. Primér na
jednu oplozenou samici za roky 2018 a 2019 byl 193,0 (+ 94,9) pro Rakousko (n =4) a 213,6
(= 39,1) pro Cesko (n = 8) (obr. 22). V roce 2020 byl pramér vylihnutych housenek na samici
pro nelécenou ¢ast populace 289,6 (= 165,9) (n = 8), pro l1écenou ¢ast populace to bylo 138,0
(= 117,0) (n = 7). Od jedincii, kteti nebyli léCeni, se lihlo signifikantné vice housenek, nez od

1écené casti samic (ANOVA, p =0,03, F =5,62; obr. 23).
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Obrazek 22: Celkovy pocet vylihnutych housenek pro rakouskou a ceskou populaci.
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Obrazek 23: Celkovy pocet vylihnutych housenek v sezonée 2020 po lécenou a nelécenou cast populace.

Maximalni pocet vylihnutych housenek od jedné samice za jeden den byl 49. Primérny pocet
vylihnutych housenek na samici a den u rakouské populace €inil 5,65 (0—43) housenek (n = 4),
u ¢eské populace byl tento primér téméf stejny: 5,62 (0-30) housenek (n = 8). Pro nelécené

jedince z roku 2020 7,28 (0—49) housenek (n = 8), pro 1écené 2,88 (0—35) housenek (n = 7).

Celkova lihnivost danych populaci byla za roky 2018 a 2019 pro rakouskou populaci 53,87 %
(n=4), pro ¢eskou 60,67 % (n = 8) (obr. 24). Nelécena ¢ast jedinc méla v roce 2020 lihnivost
65,63 % (n = 8), 1écend Cast jedinch pak 34,35 % (n= 7). LéCeni jedinci méli signifikantné nizsi

lihnivost nez jedinci neléCeni (ANOVA, p = 0,01, F = 8,83; viz obr. 25).
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Obrazek 24: Lihnivost housenek pro ceskou a rakouskou populaci.

37



(=]
2
- Populace D
i
B Neléceng !
o B | écené
[ea]
£ 8
®
o
=
C
i (=
a =~
(=
™
o 4

Populace

Obrazek 25: Lihnivost housenek lécené a nelécené casti populace.

Housenky se lihly 820 dni po dni nakladeni, ovS§em naprost4 vétSina lihnuti probihala 10.—13.
den po nakladeni. Nejvetsi podil housenek od rakouskych samic se lihl 11. den od nakladeni
(n=5), od ¢eskych samic 12. den od nakladeni (n = 8, Mood’s median test, p < 0,001, X?14r =

29,89). Housenky od ceskych samic se lihly po vétsi mnozstvi dnli, nez housenky samic
rakouskych (obr. 26).
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Obrazek 26: Lihnuti housenek ceské a rakouské populace v case. Svislé cary znaci median pro kazdou populaci.
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Shrnuti reprodukc¢nich dat je v Tabulce €. 2, podrobnéa data je pak mozné nalézt v Ptiloze 1.

Tabulka 2: Shrnuti reprodukcnich dat z chovu okace skalniho.
Rakousko Cesko
Doba zivota (dny) 41,7 (£ 19,2) 44,1 (£ 19,0)
Doba kladeni (dny) 25,8 (£ 6,7) 30,9 (+5,5)
Celkovy poéet vajicek 360,3 (& 146,2) 361,9 (= 102,8)

Celkovy pocet housenek

193,0 (& 94,9)

213,6 (= 39,1)

Lihnivost (%) 53,87 60,67
Neléceni Léceni
Doba Zivota (dny) 45,1 (£ 17,9) 56,1 (= 11,6)
Doba kladeni (dny) 33,1 (£ 14,6) 35,4 (£8.,9)
Celkovy pocet vajicek 439,3 (£ 189,0) 371,6 (£ 171,4)

Celkovy pocet housenek

289,6 (& 165,9)

138,0 (= 117,0)

Lihnivost (%)

65,63

34,35

3.2 DETEKCE WOLBACHIE

V prvotnim screeningu vSech samic u nékterych vzorkli ¢eské populace byly amplifikované
produkty, které¢ délkou zhruba odpovidaly délce ocekavané pro wsp gen (viz obr. 27). Stejné
tomu bylo 1 v plivodnim testovani okace skalniho na wolbachii, na jehoz vysledcich byla
zaloZena plivodni teze pro tuto praci (Faltynek Fric, nepublikovana data). Poté, co byly nékteré
ze vzorkl pustény na gel znovu, pomaleji a zvlast jak pro gen wsp, tak i fisZ, se vSak ukazalo,

Ze primery se vazou na vice mist a vysledné produkty jsou o = 200 bp kratsi, nebo naopak delsi
(obr. 28).

V plivodnim testovani okace skalniho produkty na sekvenaci zaslané nebyly (Faltynek Fric, os.
kom.). Po srovnani dodanych sekvenci vzorkii ztéto prace s databazi se ukazalo, Ze
amplifikované produkty nejsou wsp gen wolbachie, ale odpovidaji LINE RTE repetitivnim
sekvencim pfitomnych v genomu riznych druhti motylti ¢eledi Nymphalidae (pro konkrétni

sekvence viz Ptilohu 3).
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Obrazek 27: Prvni vysledky screeningu samic na wolbachii, pouzity primery pro geny wsp a ftsZ. Rakouské samice jsou ozna-
Ceny pismenem R. + — pozitivni kontrola, - — negativni kontroly

wsp ftsZ

I 2 3 + = == L 2 3 ¥ = ==

500 bp

Obrazek 28: Amplifikované produkty riiznych samic okace skalniho (1-3) pri pouziti primerii pro gen wsp a ftsZ. + — pozitivni
kontrola, - — negativni kontroly
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3.3 DETEKCE CHROMOZOMU W A URCOVANi POHLAVI LAREV
Chromozom W byl u samice okace skalniho detekovan, navdzana sonda zde byla dobie

viditelna (obr. 29).

Obrazek 29: Chromozomy okace skalniho ve fazi pachytene s navazanou sondou na chromozomu W (oznaceno Sipkou). Meéritko
10 um.

I ptesto, ze bylo navrzeno a vyzkouseno velké mnozstvi (22) part primert, ani jeden z nich
nebyl pro ur¢ovani pohlavi spolehlivy. V prvnich pokusech se primery vazaly na DNA vSech
jedincti (obr. 30b). Nékteré z primert pak amplifikovaly jiné produkty v zdvislosti na dané
populaci, ovSem ne rozdily mezi pohlavimi (obr. 30a). Po navrZeni novych primeri a jejich

optimalizaci se produkty amplifikovaly u vSech samic, ale stale i u nékterych samct (obr. 31).

a) b)

500 bp

PRRRIIIRE trttm—

Obrazek 30: Amplifikované produkty pri pouziti riznych primerii urcenych k sexingu larev, v poradi a) cesky samec, rakousky
samec, ceska samice, rakouska samice, negativni kontrola; b) cesky samec, rakouska samice, negativni kontrola.
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Po srovnani osekvenovanych produkti s genomem okace skalniho bylo zjisténo, ze se tyto
primery vazou nejen na pozadovanou ¢ast W chromozomu, ale i na satelitni sekvence v jinych

mistech genomu.

500 bp

Obrazek 31: Amplifikované produkty pri pouziti poslednich navrzenych primerii k sexingu larev. Samci jsou oznaceni symbo-
lem 3.
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4 DISKUZE

4.1 REPRODUKCNI CHARAKTERISTIKY A CHOV OKACE SKALNIHO
Chov okéce skalniho se podafilo zvladnout a bylo tak mozné pozorovat rozdily mezi

jednotlivymi populacemi a odchovat jedince do dalSich let. Chov nicméné provéazelo mnoho
problémii. Ukazalo se totiz, ze tento druh motyla je pomérné naro¢ny na dikladnou péci a
zadnou z fazi chovu neni mozné podcenit (viz kap. 2.1.2). K GispéSnému rozmnozeni vétSiny
jedinct tak byla potfeba urcitd praxe — v roce 2020 jiz chov fungoval 1épe nez v predchozich
dvou letech. Vzhledem k ¢asové naro¢nosti navic nebylo technicky mozné pokusit se do chovu
zatadit vice jedinct. VSechny tyto problémy ovlivnily mnozstvi sesbiranych dat. Proto nebylo
mozné provést rozsahlejsi statistické analyzy, nebot’ sila testu by pii tomto mnozstvi pozorovani

nebyla dostatecna. I pies to jsou nékteré zasadni jevy z tohoto odchovu zfetelné patrné.

Ceska a rakouska populace, respektive poddruhy & formy bataia a pannonica, se mezi sebou
1181 hlavné ve fenologickém posunu lihnuti dospélcti, a tedy 1 jejich nasledném zacatku kladeni
v pribéhu sezony. Rakousti jedinci se za¢inaji lihnout o cca tyden az 14 dni dfive nez jedinci
z Ceské populace a tento rozdil je pak ziejmy i v zacatku kladeni. Vysledky také naznacuji, ze
¢eska populace ma o néco delsi dobu kladeni, statisticky vSak tento rozdil nebyl prokazan a pro
potvrzeni tohoto zavéru by bylo potieba vice dat. Stejna je situace i co se ty¢e doby od nakladeni
vajicek po lihnuti housenek — forma bataia ji ma opét o néco delsi, nicméné tento vysledek takeé
nelze spolehlivé dolozit. V parametrech, jako jsou doba Zivota, po¢ty nakladenych vajicek a

pocty vylihnutych housenek, nebyl mezi populacemi patrny rozdil.

Maximalni doba doZiti jedince byla 93 dni. To je 0 32 dni vice, nez byla maximalni doba Zivota
Nicméné je tfeba poznamenat, Ze v pfirodnich podminkach by se vzhledem k opotiebovanosti
kiidel takovéto doby Zadny jedinec dozit pravdépodobné nemohl. Nejniz§i doba doziti bez
2010). Primérna doba dozZiti v chovu se pak pohybovala okolo 40 dni, coZ je vice, nez bylo
diive pozorovano v chovu okace skalniho ve Spanélsku (Garcia-Barros, 2000). Tam se chované

samice doZivaly 2142 dnt.

Pti srovnani doby kladeni se stejnym Spanélskym chovem byla tato doba v chovu této prace
opét delsi: 25,8 a 30,9 dni pro rakouské a ¢eské samice oproti 14,7 dniim pro Spanélské samice
okéce skalniho (Garcia-Barros, 2000). Naopak pramérny pocet vajicek na samici a den byl u

Spanélské populace vyssi a ¢isla méné varirovala (Garcia-Barros, 2000). Otazkou zlstava, zda
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jsou tyto rozdily dany rozdily v technice chovu motyla, nebo se jedné o ekologicky rozdil mezi
jednotlivymi formami druhu. V zachranném chovu okace skalniho M. Andrese se denni pocet
vajicek na samici pohybuje také o néco vyse — odhadem 20-50 vajicek za den, poté nastava
snizovani poctu ke konci sezony (Andres, 2018). To miize byt zptisobeno tim, ze v tomto chovu
jsou samice do chovného zafizeni umistovany obden, druhy den jsou vzdy ponechavany
v klidu, v chladu a tmé. Po zavedeni tohoto opatieni bylo pozorovano zlepSeni kondice samic

a rovnomérngjsi kladeni (Andres, os. kom.).

Motyli formy pannonica se zacali lihnout zacatkem cervence, formy bataia v pllce Cervence,
etal., 2009, 2010; Seufert & Grosser, 1996), zaroven se shoduji s pribehem zachranného chovu
okace skalniho v danych letech (Andres et al., 2019, 2020).

Celkovy pocet nakladenych vaji¢ek (= 350) jednou samici byl u vSech populaci, a to véetné
populace chované ve Spanélsku, podobny (Garcia-Barros, 2000). V zachranném chovu okace
skalniho Milose Andrese byl pak celkovy pocet nakladenych vajicek jednou samici vyssi, a to
400-500 kust (Suchackova Bartoniova et al., 2021a). To je pravdépodobné dano lepSim

zvladnutim chovu, pocty nakladenych vajicek byly vyssi i v posledni sezoné chovu této préce.

U okace skalniho, stejné jako u jinych druhii velkych okacl, byla pozorovéna dlouha
preovipozi¢ni doba, a to jak v prirod¢ (Kadlec et al., 2010), tak i v chovu (Garcia-Barros, 2000).
Kadlec et al. (2010) odhadovali preovipozi¢ni dobu na 12-27 dni, tomu odpovidaji 1 pozorovani
Garcia-Barros (2000), kde tato doba trvala 12-30 dni. V chovu této prace se vSak toto chovéani
neprojevilo, nékteré samice zacinaly klast oplozena vajicka jiz 4 dny po vylihnuti, nejdéle bylo
kladeni vaji¢ek pozorovano 13 dni po vylihnuti samice. Udaje ze zachranného chovu jsou
podobné — Andres (2018) uvadi, Ze samice se pafi ¢tvrty den po vylihnuti, dalSich pét dni po
spafeni za¢inaji klast. Zajimavé také je, Ze bylo moZné pozorovat urcity rozdil mezi sezonami.
V roce 2019 preovipozi¢ni doba ani v jednom piipad€ neptesdhla 10 dni (viz Ptiloha 1). To
bylo pravdépodobné dano tim, Ze v prvnim roce chovu byly samice pted jeho zacatkem delsi
dobu uchovavané v chladu a tm¢. Zda je kratka preovipozicni doba v chovu dana napftiklad tim,
ze v umélém prostredi je staly prisun nektaru a jedna se tedy o plastickou behavioralni reakci
na souc¢asné podminky prostfedi, nebo se tento druh ptizplsobil na vlh¢i klima sttedni Evropy,

by bylo zahodno ovéfit dal§im vyzkumem ve volné piirode.

Lihnivost byla pomérné nizkd, primérné 53,9 % pro rakouskou a 60,7 % pro ¢eskou populaci.

To bylo zptisobeno pravdépodobné dvéma faktory. Jednim z diivodli byla zminiovana predace
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vajicek — vysati vajicka pavouky nebylo na prvni pohled patrné, a i napadena vajicka byla do
celkové sumy zapocitavana. Nelze vyloucit ani poskozeni vajicek pii jejich sbéru. Vajicka jsou
na stébla nebo tyl ptilepena, a pifi neopatrné manipulaci se vajicko mize poskodit vznikem
podtlaku a mikroprasklinami. Pfesto je v lihnivosti jednotlivych samic urcita variabilita (viz
Priloha 1), kterou se nepodafilo vysvétlit — vSechna vajicka byla skladovana ve stejnych
podminkach. Pozd¢jsi spafeni samic, kdy by samice nejprve kladly pouze neoplozena vajicka
a to zpétné zapficinilo bias ve vypoctu lihnivosti, vSak v prvnich dvou letech roli nejspis

nehralo, nebot’ se housenky lihly vétSinou jiz z prvnich nakladenych vajicek.

Lihnuti housenek probihalo hlavné 10.—13. den od nakladeni vajicek. Velmi ziidka se housenky
vSak lihly uz 8., nebo naopak az 20. den po nakladeni. Je otdzka, zda takto vybocujici zdznamy
nebyly zptisobeny chybou pfi s¢itani jedincti (prehlédnutim nakladeného vajicka v krabici nebo
prehlédnutim jiz vylihnuté housenky). V kazdém ptipad¢ se jedna o zlomky procent, hlavni ¢ast
lihnuti 10.—13. den je vSak krats$i doba inkubace, nez tomu bylo u zachranné¢ho chovu, kde se
teplotou, i v ramci daného chovu se inkubacni doba snizovala se zvySujici se teplotou (Andres,
2018). To by odpovidalo i klasické koncepci sumy efektivnich teplot v ontogenetickém vyvoji

hmyzu (Ratte, 1985).

Pii analyze vSech dat vyvstala otazka, které samice do datového souboru zahrnout — zda
vSechny, veetné téch, které napt. nekladly dobie, nebo pouze nckteré, u nichz se zdalo, ze
reprodukéni chovani probihd normélné. Misto arbitrarniho vybéru pouze dobie kladoucich
samic byly zvoleny dvé varianty — jednak zahrnuti kompletné vSech jedincii, a poté tataz
analyza pouze téch samic, od kterych bylo potomstvo. Pfi srovnani téchto dvou postupti se
ukdézalo, ze to vysledky pfili§ neovlivnilo. Napiiklad primér nakladenych vaji¢ek byl pouze pro
oplozené samice vyssi, nicméné rozdily mezi jednotlivymi populacemi ziistaly v zadsad¢ stejné.
Naopak bylo patrné, ze je ve vSech sledovanych parametrech ¢asto velka variabilita na Grovni

jednotlivych samic, jez nebyla vysvétlena zadnym z kontrolovanych faktort.

Chov pro tuto praci byl realizovan v Kamenném Ujezdé v okresu Rokycany, kde panuji
studenéjsi a vlhéi podminky, nez je tomu na pivodnich stanovistich obou populaci. To by vSak
pro vysledky této prace nemélo hrat roli, protoZe ob& dvé populace byly chovany vii¢i sobé ve
stejnych podminkéch, v prosttedi féliovniku bylo sucho a teplo, a navic v letech 2018 a 2019

panovalo na celém uzemi CR horké a suché I¢éto.
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Pro dalsi vyzkum reproduk¢nich charakteristik okace skalniho a rozdilti mezi jeho jednotlivymi
formami je nutné pocitat s tim, ze chov tohoto druhu je pomérné¢ Casové i technicky narocny.
Zaroven vysledky z chovu nemusi plné odpovidat situaci v ptirod¢, a tak by veskera data bylo

tteba dale porovnat s pozorovanimi z terénu.

4.2 WOLBACHIE U OKACE SKALNIHO
Bylo prokazano, ze wolbachie se u jedincti okace skalniho z chovu nevyskytovala. Produkty,

které se u jedinct Ceské populace amplifikovaly pii pouziti primert pro wsp gen wolbachie,
jsou repetitivni sekvence genomu tohoto motyla. Je mozné tedy potvrdit vysledky ptedchozich
praci (Ilinsky & Kosterin, 2017; Suchackova Bartoniova et al., 2021a), které¢ wolbachii u okéace
skalniho také neobjevily. Z toho vyplyva, zZe predbézné vysledky zaCinajicich vyzkumt mohou
byt zcela mylné a je potteba je dikkladné ovéfovat pted vyvozovanim zavéri. Vzhledem k tomu,
ze wolbachie tedy nijak neovliviiuje reprodukéni chovani ani pomér pohlavi stfedoevropskych
populaci okace skalniho, neni v tomto ptipadé v ochranaiské praxi nutné se tohoto faktoru

obavat.

Ptesto, ze wolbachie nemohla reprodukéni charakteristiky jedinct v chovu nijak ovliviiovat,
m¢él pokus o 1é€eni jedincii antibiotiky signifikantni vliv na celkovy pocet a lihnivost housenek.
Nizsi byl i poCet nakladenych vajicek, ackoliv ten nebyl statisticky prukazny. Je proto
pravdépodobné, ze antibiotika oslabila dané jedince a ti poté méli problémy s reprodukci. To
mohlo byt zpisobeno bud’ odstranénim jinych endosymbionti, nebo sniZenim pifijmu potravy
behem podavani antibiotik (Dale & Welburn, 2001; Srivastava & Auclair, 1976). Vliv byl
ovSem i tak individualni, néktefi jedinci se s antibiotiky vyrovnali Iépe a housenky se od nich
lihly po celou dobu kladeni, od jinych jedincii se pak housenky zacaly lihnout az pozdéji, anebo

sice celou dobu, ale velmi malo (viz Ptiloha 1).

Pokusy o urovani pohlavi prvnich instarti housenek nebyly tspésné. Ackoliv ptitomnost W
chromozomu zde byla potvrzena a mélo by tak byt mozné nalézt sekvenci unikatni pouze pro
samice, chromozom W u motylli obsahuje mnoho repetitivnich sekvenci a ¢asto prochazi fuzi
s autozomy, takze je slozité n¢jakou unikatni sekvenci nalézt (Sahara et al., 2012; Traut et al.,
2008). Cil urcovat pohlavi housenek byl do prace zahrnut na zdkladé¢ podezieni infekce
wolbachii — vzhledem ktomu, Ze wolbachie u okace skalniho potvrzena nebyla,

pravdépodobnost, Ze pomér pohlavi housenek je vychylen, zna¢né klesa.

V zéchranném chovu okace skalniho vSak ptesto bylo ze zacatku pozorovano vyssi mnoZzstvi

samic, poté se pomér pohlavi vyrovnal (Andres, os. kom.). Pokud tomu tak opravdu bylo, je
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mozné, Ze to bylo zplisobeno inbredni depresi, ktera mtize mit na jedince jednoho pohlavi vétsi
vliv nez na jedince pohlavi opaéného. Tak je tomu napiiklad u druhu Bicyclus anynana, kde
vlivem variability genu urcujicitho pohlavi na chromozomu Z inbredni homozygotni samci
hynou béhem embryonalniho vyvoje (Van't Hof, os. kom.). Tato prace jiz polozila zaklad pro
piipadné budouci pokusy o urovani pohlavi housenek okace skalniho. Pokud by tedy bylo
potfeba v budoucnu na tomto zakladu stavét, bylo by pravdépodobné nutné osekvenovat jesté
alespoil jednu nebo dvé dalsi samice, nebot’ mezi jedinci existuje i vnitrodruhové variabilita,
kterou nebylo snadné odlisit od rozdilit mezi pohlavimi. Dalsi moznosti je také pohlavi uréovat
pomoci kvantitativni polymerdzové ftetézové reakce (qPCR) a sledovat mnozstvi daného
markeru na chromozomu Z — tato varianta v praci nebyla pouzita z diivodu vétsi financni
naroc¢nosti. Zda vychyleni poméru pohlavi zpiisobuje inbreeding, nebo ptipadné jiny druh
endosymbionta nez je wolbachie, v§ak uz nebylo otazkou, kterd by byla soucasti této prace, a
proto byly snahy o determinaci pohlavi vzhledem k problémuim s nalezenim vhodného markeru

ukonceny pted jeho GspéSnym vymezenim.
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5 ZAVER

V této praci se v umelém chovu podafilo rozmnozit jedince okace skalniho a popsat jeho
reprodukéni charakteristiky. Podrobnéd znalost téchto zakladnich parametrii je dilezitd pro
planovani ochranafskych aktivit od propocti velikosti zivotaschopnych populaci, pies
provadéni reintrodukénich pokusti aZ po planovani managementu. Ceska a rakouské populace,
tedy formy bataia a pannonica, jsou si geneticky pomérné piibuzné a v mnoha smeérech, jako
je doba zivota, pribéh kladeni a celkové pocty nakladenych vajic¢ek, jsou si velmi podobné.
Mozna infekce wolbachii ¢eské populace byla vyvracena, jednotlivé formy se tedy mezi sebou
nelis$i ani v tomto ohledu. Pfesto je mezi nimi znatelny rozdil ve fenologii — dospélci formy
pannonica se lihnou diive a také diive zacinaji klast vajicka. Nacasovani letu imag a reprodukce
muze mit pro jednotlivé populace obyvajici rizné ekologické podminky adaptivni vyznam.
Tato prace také vyznamné pokrocila v metodice urovani pohlavi tohoto druhu genetickou
cestou, byt dalsi kroky bude jesté potieba doladit. Zvladnuti této metody muze mit dilezité

implikace pro poznani evolu¢ni ekologie nejen tohoto konkrétniho druhu motyla.

Okac skalni je v soucasné dobé v Ceské republice diilezitym druhem pro ochranu ptirody, pro-
toze snahy o jeho zachranu ptispivaji k celkové biologické rozmanitosti ekosystémd, jako jsou
suché stepi a jiné kratkostébelné travniky. Vzhledem k tomu, ze okac skalni byl, a stale do jisté
miry je, na naSem Uzemi na pokraji vymfeni, byl jeho chov a nasledné reintrodukce jedinou
moznosti, jak tento druh a jeho ¢eskou formu zachranit. Je mozné, ba dokonce pravdépodobné,
ze se v podobné situaci tento a jiné druhy motylti budou nachdzet na riznych mistech znovu.
Vysledky této prace ukazuji, s jakymi problémy se pokusy o navraceni druhli na opusténa sta-
novisté mohou potykat a na co si dat pozor — jaké piekazky mohou vyvstat béhem zachrannych
chovll, a jak dopodrobna je potieba porovnat mezi sebou piivodni a potencialni zdrojovou po-

pulaci pied tim, nez dojde k findlnimu rozhodnuti o transferu jedinci.
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Priloha 3: Sekvence genomu okace skalniho (Chazara briseis) amplifikované pti pouziti wsp
primerd

>sekvence 1
GCATTTTTTCAGTTTACACTGAGATAGTGAATTTATCATGTACGGACCTAATATCG
ATGAGATACCTATTATAGCGTTGGAAAATTGACAATGTGGATAGAGATAGACAC
AAGCAGTAAAAGA

>sekvence 2
GCATCTTGGGACCCCAACGACCATCAGCTCTTCGAAATATGCGCCCCGCCCATTT
CCACATTAGTTTTGCGACTCGCCGAGCTATGTCGGTGACTTTGGTTCTCCTACGG

>sekvence 3
CCTACCATCAGCTCTTCGAACTATGTGCCCCTGCTCATTTCCACTTCAGTTTCGCG
ACTCGCTGGGCTATGTCGGTGACTTGGTTCTCCTATGGATATCCTCATTTTTATTTC
ATCTCGCAAGGATATTCCGAGCTCTCTCCATCGCCCGCTAGTGACCCCGAGCCTTC
TTATGTTAGTGACTACGTCTCGGATCCGTAATTCATCACTGGTAACCATAGACGTA
TGAAATTTCTGATAACACACACTGGTTCGAAGACTTTAGTCTTCAGGCACTAAGG
GATTTTGAATAGCCCCACACTACTAGGTTCAAAAACCTTCTAAATAATCTTTAAG
CGGATTTGCACTT

>sekvence 4
TTGTATCGAAGGTGTGTAATGTAAGTCTGCCAAGCCACACTTTGCCAGTGTGGTG
GACTATGAACATAGCCCTTCCCCTTAATTAGAGACCTATGCCTATTAGCGGAAGT
GGAAATGGGTGGGGCACGAAGTTCGAAGAGCTGTTGGTCATTGGTGTGCCAAGG
TGC

>sekvence 5
CAACCGCGGAATCCAACTCGACTGGACAGCGTTCGGGAAGCTCCGAGATGTTTTC
TCGTCCATAATACCTCAGTGCCTGAAGACTAAAGTCGTCGAACAGTACGTGTTGT
CAGTGATGATTGACGGATCTGAGACATGGTCGCTAACTATGGACCTCATAAGAAG
GCTCAGGATCACTTAGTGGGCGATGGAGAGAGGTATGCTCGGAGTATCCCTGCGA
GATCAGAAATGGGGAGATCCGTAGGAGAACCAAAGTCACCGACATAGCTCGGCG
AGTCGCGGAACTGAAGTGAAAAAGAATGAGGCAATTAGTTTGAAGAGCTGATGG
TCATTGAGGTCCCAAGGTGT

>sekvence 6
ACACCTTGGGACCTCAATGACCATCAGCTCTTCAAACTAATTGCCTCGTTCTTTTT
CACTTCAGTTCCGCGACTCGCCGGGCTATGTCGGTGACTTTGGTTCTCCTACGGAT
CTCCCCATTTCTGATCTCGCAGGGATACTCCGAGCATAGCTCTCTCCATCGCCCGC
TGAGTGATCCTGAGCCTTCTTATGAGGTCCATAGTTAGCGACCATGTCTCAGATCC
GTCAATCATCACTGACAACACGTACTGTTCGACGACTTTAGTCTTCAGGCACTGA
GGTATTTTGGACGAGAAAACATCTCGGAGCTTCCCGAACGCTGTCCAGTCGAGTT
GGATTCCGCGGTTG

>sekvence 7

CAACCGCGGAATCCAACTCGACTGGACAGCGTTCGGGAAGCTCCGAGATGTTTTC
TCGTCCAGAATACCTCAGTGCCTGAAGACTAAAGTCGTCGAACAGTACGTGTTGT
CAGTGATGATTGACGGATCTGAGACATGGTCGCTAACTATGGACCTCATAAGAAG
GCTCAGGATCACTCAGCGGGCGATGGAGAGAGCTATGCTCGGAGTATCCCTGCG
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AGATCAGAAATGGGGAGATCCGTAGGAGAACCAAAGTCACAGACATAGCTCGGC
GAGTCGCGGAACTGAAGTGAAAAAGAACGAGGCAATTAGTTTGAAGAGCTGATG
GTCATTGAGGTCCCAAGGTGT

>sekvence 8
ACACCTTGGGACTCCAACGACATCAGCTCTTCGTACTATGTACTCTCCTATTGCCA
CTTCAGTTTCGCAAGTCGCTGAGCTATACGGGTCTCCTCATTTCTGATTTCACCAG
GGATACTCCGAGCATAGCTGTCTCCATCACCCGCTGAGTGACTCTGAACCTTCTTT
CTATTCTTCTTTGTTGCCATCCCTTCACCTTGTATATCGTTGGACATAGATTTCCTC
ATGTGCACGTCATCCTATCGATATTGCCGGTCTCATCCAATTCTTCCCCAAAAGCA
TGACGATATCGCTGGACCAGCGAGATGGTTACCTTTCTACAA
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