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Abstrakt:

V zapadni Palearktidé se vyskytuji t¥i druhy rodu Hypsugo. Druh Hypsugo arabicus se podle dostupnych
zdrojti vyskytuje pouze ve dvou oblastech, na jihu Iranu (provincie Sistdin a Baluéistan) a na
severovychodé Omanu. Areal Hypsugo ariel lemuje zapad Arabského poloostrova a lze ho také nalézt
v Egypt¢ a Stdanu. Posledni druh, Hypsugo savii miZzeme nalézt v Sirokém spektru oblasti od
Kanarskych ostrovi pfes zapadni, stfedni a jizni Evropu, Balkan az po Blizky vychod a Stfedni Asii.
Vnitrodruhové a mezidruhové vztahy téchto tfi druhd nebyly dosud v dostatecné mife zkoumany.
Na zakladé¢ dat ziskanych sekvenci mitochondridlnich a jadernych markeri byla provedena
fylogeneticka analyza, ktera dopliiuje informace o vnitrodruhovych a mezidruhovych vztazich populaci
tohoto rodu v zapadni Palearktidé. Pro molekularni analyzu byly pouzity dva mitochondrialni markery
(Cyt-b a D-loop) a ¢tyfi jaderné markery (Rag2 a introny ACOX, COPS, STAT). Nasledn¢ byly ve
fylogenetické analyze pouzity metody Bayesovské analyzy a metoda Maximum likelihood pro vytvoteni
fylogenetickych stromd. Dale byly vytvofeny haplotypové sit¢ a byly spocitany p-distance mezi

jednotlivymi populacemi.

U druhu H. arabicus byla na zdklad€ analyzy mitochondridlniho genu pro cytochrom b zjisténa znacna
geneticka divergence mezi populacemi Iranu a Oménu. Iranské populace se od omanskych
lisily hodnotami nekorigované p-distance 3,74—4,78 %, coz by mohlo naznaCovat oddé¢leni iranskych
populaci na urovni poddruhu. U druhu H. ariel byla analyzou mitochondridlniho genu pro cytochrom b
zjiSténa vyrazna geneticka diverzita u populaci z Egypta, které se od ostatnich populaci z Jemenu,
Omanu a Jordanska lisily hodnotami nekorigované p-distance 6,07—6,54 %, coz by mohlo naznacCovat
oddéleni egyptskych jedincti na Grovni samostatného taxonu. Tyto dvé hypotézy v ramci analyzy
potvrdil i konkatenovany fylogeneticky strom celé matrix. U druhu H. savii byly analyzou dostupnych
vzorkll ze zapadni Palearktidy vymezeny tfi hlavni linie. Prvni linie zahrnula Spanélské populace
H. savii, &tyfi vzorky ze Svycarska a jeden ze Slovinska. Druh4 linie zahrnula populace z Maroka, Itélie,
Svycarska, Slovinska, Madarska, Rakouska a Ceské republiky. Tieti linie zahrnula populace
Balkanského poloostrova a Blizkého vychodu. Tato linie se nasledné rozdélila na dvé sublinie, které ale
mély mezi sebou rozdil maximalné do 2 %. Tti hlavni linie se od sebe liSily hodnotami nekorigovanych
p-distanci o vice jak 8 %. Tyto tfi linie by mohly na zakladé analyzy zastupovat tii poddruhy H.savii.
Pro objasnéni této hypotézy je ale potieba dikladnéjsi studie, ktera bude zahrnovat zastupce H.savii ze
vSech lokalit zdpadni Palearktidy, kde byl dosud H. savii zaznamenan.

Vsechny tfi zkoumané druhy se jasn¢ odd¢lili v ramci rodu Hypsugo, coz potvrdily analyzy vSech

markeru.

Klic¢ova slova: Chiroptera, Hypsugo, zapadni Palearktida, molekularn€ genetick4 analyza



Abstract:

Three species of the genus Hypsugo occur in the Western Palearctic. According to available sources, the
species Hypsugo arabicus occurs only in the south of Iran (provinces of Sistan and Baluchistan) and in
the northeast of Oman. The range of Hypsugo ariel lines the west of the Arabian Peninsula and can be
also found in Egypt and Sudan. Hypsugo savii can be found in a wide range of areas from the Canary
Islands through Western, Central and Southern Europe, the Balkans to the Middle East and Central Asia.
The intraspecific and interspecific relationships of these three species have not yet been sufficiently
investigated. Based on the data obtained from the sequences of mitochondrial and nuclear markers,
a phylogenetic analysis was performed, which supplements the information on the intraspecific and
interspecific relationships of the populations of this genus in the Western Palearctic. Two mitochondrial
markers (Cyt-b and D-loop) and four nuclear markers (Rag2 and ACOX, COPS, STAT introns) were
used for molecular analysis. Subsequently, Bayesian analysis methods and the Maximum likelihood
method were used in the phylogenetic analysis to create phylogenetic trees. Furthermore, haplotype

networks were created and p-distances between individual populations were calculated.

In the species H. arabicus, significant genetic divergence between the populations of Iran and Oman
was detected based on the analysis of the mitochondrial gene for cytochrome b. The Iranian populations
differed from the Omani ones with uncorrected p-distance values of 3.74—4.78 %, which could indicate
separation of the Iranian populations at the subspecies level. In the species H. ariel, analysis of the
mitochondrial cytochrome b gene revealed significant genetic diversity among populations from Egypt,
which differed from other populations from Yemen, Oman, and Jordan by uncorrected p-distance values
of 6.07-6.54%, which could indicate separation Egyptian individuals at the level of a separate taxon.
These two hypotheses were also confirmed by the concatenated phylogenetic tree of the entire matrix
within the analysis. In the species H. savii, three main lineages were defined by the analysis of the
available samples from the Western Palearctic. The first line included Spanish populations of H.savii,
four samples from Switzerland and one from Slovenia. The second lineage included populations from
Morocco, Italy, Switzerland, Slovenia, Hungary, Austria and the Czech Republic. The third lineage
included the populations of the Balkan Peninsula and Middle East. This line was subsequently divided
into two sublines, which, however, had a maximum difference of 2 % between them. The three main
lines differed from each other in uncorrected p-distance values by more than 8 %. Based on the analysis,
these three lineages could represent three subspecies of H. savii. However, to clarify this hypothesis,
a more thorough study is needed, which will include bats of H. savii from all localities of the Western
Palearctic, where H. savii has been recorded so far. All three examined species were clearly separated

within the genus Hypsugo, which was confirmed by all marker analyses.

Key words: Chiroptera, Hypsugo, Western Paleartic, molecular genetic analysis
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1. Uvod

Molekularné geneticka analyza slouzi k poznani genetické informace a mize napomoci pfi
studiu ptibuzenskych vztahti mezi jednotlivymi organismy, kdy se porovnavaji rizné sekvence
stejnych genti, podobn¢ jako se porovnavaji morfologické znaky ve studiu morfologie.
V soucasné dobé navic plati pravidlo, ze pokud mé mit systematicka studie dostatecnou
vypovidajici hodnotu, je nezbytné, aby kombinovala vysledky jak morfologické,

tak 1 molekularn¢ genetické analyzy.

Rad letounti (Chiroptera) je evoluéné velmi Gsp&$nou skupinou, ktera zahrnuje piiblizné
¢tvrtinu vSech savCich druhi a patii k nejkomplexnéji zkoumanym skupinam savci (Horacek
et al. 2000). Letouni zahrnuji vice nez 1400 znamych druhd netopyrti a jsou tak druhym
nejvét§im fddem savceil po hlodavcich. Letouni jsou v ramci tiidy saved velmi unikatni svou
schopnosti letu, echolokace a také Sirokym spektrem potravnich strategii, které jim umoznily
uspét a rozsifit se témét po celém svéte (Fenton et Simmons 2015). Horacek et al. (2000)

uvedli, ze v Palearktické oblasti miizeme najit celkem 109 druhi netopyra z 25 rodt a 8 celedi.

Rod Hypsugo Kolenati, 1856 je v ramci morfologie jednotlivych druhi popsan celkem
obstojné. Ackoliv byl rod Hypsugo v minulosti ¢asto oznacovan jako podrod rodu Pipistrellus,
dnes je diky datim z vice morfologickych a molekularné genetickych analyz samostatnym

rodem, ktery patii do nejvétsi Celedi letounti s ndzvem Vespertilionidae Gray, 1821.

V minulosti bylo provedeno né€kolik molekularné genetickych studii, ve kterych figuroval rod
Hypsugo. Problém je ale ten, Ze v mnoha ptipadech bylo v téchto studiich zastoupeno malo
jedincti tohoto rodu, nebo byl pouzit pouze jeden molekularni marker. Tato préce si tak dava
za cil podrobit tfi druhy rodu Hypsugo ze zapadni Palearktidy molekularné genetické analyze,
kterd by mohla nasledné pomoci rozsifit znalosti o evoluci, stejn€ jako vyskytu a historii
osidlovani aredlu, coZ by mohlo vést k disledkiim jak v systematice a taxonomii, tak i v ochrané

téchto populaci.



1.1. Celed’ Vespertilionidae

Rad Chiroptera Blumenbach, 1779 (letouni) se v minulosti dé&lil na dva podiady,
Megachiroptera (kaloni) a Microchiroptera (netopyii). Toto rozdéleni bylo zalozeno
na morfologickych znacich, na laryngealnimu typu echolokace u netopyrti (Microchiroptera)

a na zvysené vizualni orientaci u kaloni (Megachiroptera) (Springer et al. 2001).

Dnes se fad Chiroptera déli na podiady, na Yinpterochiroptera Springer, Teeling, Madsen,
Stanhope et de Jong, 2001 a Yangochiroptera Koopman, 1984. Do podiadu Yinpterochiroptera
dnes tadime nadceledi Pteropodoidea Gray, 1821 a Rhinolophoidea Gray, 1825. Podiad
Yangochiroptera zahrnuje celkem tfi nad¢ledi. Prvni nad¢eledi je Noctilionoidea Gray, 1821,
druhd nadceled’ nese nazev Emballuonouroidea Gervais, 1855 a tfeti nadceledi jsou
Vespertilionoidea Gray, 1821, do nichz kromé¢ ¢eledi Cistugidae Lack, Roehrs, Stanley, Ruedi,
Van Den Bussche, 2010, Miniopteridae Dobson, 1875, Molossidae Gervais, 1856, Natalidae
Gray, 1866, fadime i ¢eled’ Vespertilionidae Gray, 1821 (Teeling et al. 2002, Simmons 2005,
Teeling et al. 2005).

Do celedi Vespertilionidae, ktera je nejvétsi Celedi letount, je v soucasné dobé€ fazeno bezmala
500 druhti v 54 rodech. Celed’ Vespertilionidae se rozdéluje do &tyt podéeledi, z nichz nejvétsi
je Vespertilioninae Gray, 1821, kterd zahrnuje celkem 292 druhti ve 47 rodech. DalS§imi tfemi
podceledémi jsou Kerivoulinae Miller, 1907, Murininae, Miller, 1907 a Myotinae Tate, 1942.
Podceled’ Vespertilioninae se také rozdéluje do nékolika tribli. Nejvétsim tribem je s 89 druhy
ve 14 rodech Vespertilionini Gray, 1821, do kterého nalezi i rod Hypsugo Kolenati, 1856
(Moratelli et al. 2019).

Rozsiteni této Celedi je kosmopolitni. Nejen, Ze se objevuje na vSech kontinentech kromeé
Antarktidy (viz obr. 1), rozsifila se i na mnohé oceanské ostrovy, jako jsou Bermudy, Azory,
Galapagy nebo Novy Zéland. Ackoliv je rozmanitost Celedi Vespertilionidae vice patrna
v teplejSich oblastech svéta, dokazala se tato Celed’ udrzet v podstaté vSude tam, kde je dostatek
vegetace pro udrzeni dostatecné hladiny vyskytu hmyzu jako potravy. Jako jedna z méla Celedi
si osvojila schopnost hibernace, kterd je nezbytnd pro pfeziti v temperdtnich oblastech.
Jedinymi oblastmi, kam tato ¢eled’ nedoputovala, jsou polarni oblasti a vétSina tichomotskych

ostrovl (Rosevar 1965, Koopman 1970).
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Obr. 1 Areal rozsifeni ¢eledi Vespertilionidae (pfevzato z Koopman 1970).

Mnoho druhti vyhledava jako ukryt temné jeskyné, priarvy a pukliny, ve kterych je stabilni
prostiedi, jiné druhy vyuZivaji jako sviij tkryt lidska obydli (Koopman 1970, Gaisler 2001,
Reiter et al. 2010a, Jahelkova et al. 2014). Netopyii zrodu Tylonycteris Peters, 1872
pro zménu vyhleddvaji tkryt v bambusovych stvolech (Medway et Marshall 1972)
a Afronycteris nana (Peters, 1852) se ukryvé mezi listy bananovniku (LaVal et LaVal 1977).

V ramci Celedi Vespertilionidae existuje velkd morfologickd variabilita. Obecné se jedna
o men$i netopyry, sprumérnou velikosti hlavy a téla (bez ocasu) 30-130 milimetra
a hmotnosti 4-80 graml v zavislosti na druhu. Hmotnost nejvétSiho zastupce, Scotophilus
nigrita (Schreber, 1774) mize dosahovat 88-91 grami (Moratelli et al. 2019). Nejmensi druhy
pochazeji z roda Pipistrellus Schreber, 1774, Hypsugo Kolenati, 1856 nebo Myotis Kaup, 1829.
Jedna se napftiklad o druh Pipistrellus nanulus Thomas, 1904, ktery ma hmotnost 4—7 graml

nebo Hypsugo musciculus (Thomas, 1913) s hmotnosti 3-8 gramii (Monadjem et al. 2021).

I kdyz je rozpéti velikosti Siroké, jsou tu morfologické aspekty, které vétSina zastupcu této
Celedi sdili. NejCastéji se tito netopyii vyznacuji jednoduchym obli¢ejem, ktery postrada
vyristky na nosu. OCi jsou prevazné malé, stejné jako tragus. VéEtSina druhil této Celedi

ma jednoduché zbarveni, které se pohybuje ve skéle od cerné, po hnédou az svétle Sedou



(Miller 1907, Koopman 1994). V takto velké Celedi najdeme ale i vyjimky, jako naptiklad
zbarveni Lasiurus borealis (Miiller, 1776), ktery méa rezavou az hnédou srst, diky které
se dokdze maskovat na stromech a mast tak predatory (Shump et Shump 1982).
U vétSiny zastupct je také samice vétsi nez samec, coz je, podle mnoha védci, proto, aby
se v samicich mohly plody dobfe vyvijet. Cim vétsi tdlo samice ma, tim vice tuku miize ukladat,
a tim si zajistit dostatek energie na jate, kdy neni jistd dostupnost potravy a blizi se ¢as porodi

(Yalden et Morris 1975, Myers 1978, Williams et Findley 1979).

Reprodukéni biologie této celedi neni nijak vyrazn€ rozmanitd. Obecné se da fict,
Ze po narozeni (zpravidla jednoho, mén¢ Casto dvou mlad’at) jsou mlad’ata krmena mlékem
matky po dobu nékolika tydni. Nékteré druhy s shlukuji v koloniich, aby byla mlad’ata v teple.
Po odstaveni mlad’at uz nedochazi k mateiské péci. Jakmile se mlad’ata nauci 1état a ziskavat si
potravu, jsou v podstaté nezavisla. (Yalden et Morris 1975, Myers 1978). VétSina zastupct této
¢eledi se zivi hmyzem a jinymi malymi ¢lenovci, které lovi nad pevninou. Zajimavou potravni
strategii ale zaujal naptiklad druh Myotis vivesi Ménégaux, 1901, ktery se vyskytuje v oblasti
Kalifornského zalivu v Mexiku. Drtivou vétSinu jidelnicku tohoto druhu tvoii ryby a korysi
a pouze velmi malou ¢ast hmyz (Otarola-Ardila et al. 2013). Dal§im zajimavym druhem

je Nyctalus lasiopterus (Schreber, 1780), ktery lovi malé ptaky (Dondini et Vergari 2000).



1.2. Vymezeni rodu Hypsugo Kolenati, 1856

Hypsugo savii (Bonaparte, 1837) byl popsan vroce 1837 s piivodnim pojmenovanim
Vespertilio savii Bonaparte, 1837 (typova lokalita: Pisa, Italic). Bonaparte jasn¢ oddélil
V. savii od Vespertilio Vispistrellus Bonaparte, 1837 (dnes Pipistrellus Pipistrellus Schreber,
1774) na zakladé zbarveni na bfiSe (Bonaparte 1832—1841). Ve vétSing starsi literatury najdeme
ale H. savii pod jménem Vesperugo maurus Blasius, 1853. Do rodu Vesperugo Keyserling
et Blasius, 1830 byly zafazeny i druhy, které dnes fadime do rodl Pipistrellus Kaup, 1829
a Nyctalus Bowdich, 1825 (Locard 1889). Toto zafazeni mohlo naznacovat jisté vztahy H. savii
s rody Pipistrellus a Nyctalus. Nicméné na zéklad¢ nalezenych rozdilt mezi t€émito netopyiimi

rody umistil Kolenati (1856) tento druh do samostatného rodu Hypsugo.

Vétsina dalSich autord zatazovala druh H. savii do rodu Pipistrellus, jako samostatnou skupinu
v ramci tohoto rodu. Miller (1907) zatadil Hypsugo do rodu Pipistrellus, stejn¢ tak Tate (1942),
ktery nastinil zéklady klasifikace podceledi Vespertilioninae (viz obr. 2), hlavné na zaklad¢
zubniho vzorce. Mnoho druhii bylo tak zahrnuto do tribu Pipistrellini na zaklad¢ neptitomnosti
horniho tfetiho premolaru P? a pfitomnosti horniho druhého fezaku I2. Déle se tento tribus d¢lil
na zéklad¢ piitomnosti druhého horniho premoléru P? na “Pipistrelloid genera” ¢ili skupinu
rodl (véetné Pipistrellus), ktera tento premolar obvykle méla a na “Eptesicoid genera”, skupinu

rodl (vCetné Eptesicus Rafinesque, 1820), u které druhy horni premolar chybél (Tate 1942).

Pipistrelloid Eptesiceid
genera, p2 genera, p?
usually present absent

\ 7

Pipistrellini Nycticeini
i present 1% absent

N

5 Myotini 3 3
PS usually present p* absent p¥ present,
reduced in size discs on thumbs

\ / / Lasiurus  Dasypterus
Relatively unspecialized /
Mammae 1 - 1= 2

Lasiurini
highly specialized, with
greatly shortened face
and reduced dentition.
Mammae 2 - 2 = 4

Kerivoulinae Vespertilioninae
pg rarely reduced pY, when present, reduced
in gize in size; or absent

~

Vespertilionidae

Obr. 2 Rozdéleni Vespertilionidae podle Tate (pfevzato z Tate 1942).




Tato klasifikace méla ale podle nekterych autorti své nedostatky, a to hlavné v podobé zastupcti,
ktefi vykazuji jak znaky rodu Pipistrellus, tak znaky rodu Eptesicus. Jejich typickym zastupcem
byl Hypsugo savii (Bonaparte, 1937), tehdy jesté nazyvan Pipistrellus savii (Hora¢ek et Hanak
1986), ktery byl v minulosti zatazovan jak jako soucast rodu Pipistrellus (Tate 1942, Hill
et Harrison 1987), tak jako soucast podrodu Amblyotus rodu Eptesicus (Ognev 1928). VSem
takto problematickym formam, které sdilely znaky s Pipistrellus 1 Eptesicus bylo navrhnuto

presunuti do rodu Vespertilio (Kuzjakin 1950).

Vyznamnym pokrokem pro uréeni taxonomické pozice H. savii bylo shrnuti dat o karyotypu,
morfologii penisu a bakula (pyjova kost), zubech a kostie. Horacek et Handk (1986) ptinesli
uceleny pohled na charakteristiku znakl rodu Pipistrellus, Eptesicus a druhu Pipistrellus savii,
kdyz porovnali 194 jedinci P. savii a 145 jedinct dalSich druhli z ¢eledi Vespertilionidae,
znichz 52 nélezelo do rodu Pipistrellus nebo Eptesicus. Na zakladé porovnani vSech vyse
se P. savii od rodu Pipistrellus 1i8il typem molaru, ktery byl u P. savii myotodontni, stejné jako
u rodu Eptesicus, ale u Pipistrellus byl nyctalodontni (Horacek et Handk 1986). Dalsi rozdily

jsou znazornény na obr. 3.
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Obr. 3 Rozdily, které definovaly navrh osamostatnéni rodu Hypsugo (pievzato z Horacek et Hanak 1986).



Tato studie demonstrovala odliSnou pozici P. savii a dalSich nékolika forem (arabicus,
alashanicus, pulveratus, affinis) a nékterych jejich poddruhii od Pipistrellus a Eptesicus.
Na zéklad¢ stavu mnoha znaki bylo navrzeno oddéleni samostatného rodu Hypsugo,

do které¢ho by spadal i vySe zminény Pipistrellus savii (Horacek et Handk 1986).

Dalsi analyzou, kterd potvrdila hypotézu oddéleni samostatného rodu Hypsugo, byla analyza
zubl, ktera zaradila P. savii a dv¢ dalsi formy (austentianus, pulveratus) do rodu Hypsugo
(Menu 1987). Dalsi nezavisla zména taxonomie rodu Pipistrellus byla navrzena v roce 1987,
kdy bylo popsano rozdéleni rodu Pipistrellus na sedm podrodi: Pipistrellus, Hypsugo,
Falsistrellus, Perimyotis, Arielulus, Vespadelus a Neoromicia (Hill et Harrison 1987). Dalsi
studie, kterd potvrzovala jasné oddéleni P. savii od rodu Pipistrellus byla zalozena
na biochemické analyze a autofi této analyzy souhlasili s hypotézou Hor4acka et Hanaka (1986)

(Ruedi et Arlettaz 1991).

Dale tuto hypotézu podpofili i Volleth et Heller (1994) na zéklad¢ srovnavaci analyzy
karyotypu padesati druhi netopyri z Celedi Vespertilionidae. VSechny tyto argumenty
pro oddéleni samostatného rodu Hypsugo se také objevily ve shrnujici praci o netopyrech
v Palearktidé, kde se tato hypotéza také jevila jako mozné feSeni taxonomické otazky rodu
Pipistrellus s.1. (Horacek et al. 2000). Jasné odd¢leni rodu Hypsugo, podlozené analyzou
mitochondridlni DNA, a jeho zatazeni do tribu Vespertilionini prob&hlo v ramci velké analyzy

mtDNA celedi Vespertilionidae (Hoofer et Van Den Busche 2003).

Do rodu Hypsugo zatadila Simmons (2005) celkem 18 druhti, Moratelli et al. (2019) zmifiuje
celkem 22 druhil a Hutterer et al. (2019) piSe dokonce o 25 druzich.



1.3. Hypsugo savii (Bonaparte, 1837)

Hypsugo savii je druh s velkym aredlem roz$iteni. V palearktické oblasti je rozsifen od zapadu
Stfedomoti az po stfedni Asii (viz obr. 4). Nicméné centrem jeho evropského arealu je oblast
Stfredomofi. Ackoliv vétSina zdznami o vyskytu tohoto druhu pochazi ze skalnatych oblasti,
vyskytuje se H. savii v podstaté ve vSech nadmotskych vyskach. Zaznamy o pozorovani jsou
od hladiny moie (napi. Jaderské mote) az do vyse 3 300 metrti nad moiem, coz je nejvetsi
nadmoiskd vyska pozorovani jakéhokoliv evropského druhu netopyra (Garrido-Garcia 2000,
Horacek et Benda 2004). V soucasné dobé miizeme v zapadni Palearktidé€ najit H. savii v oblasti
sahajici od Kanarskych ostrovii a Maroka pies zapad Portugalska, Spanélsko, Italii, stfedni
Evropu, Balkansky poloostrov az po Blizky vychod, Ukrajinu a Stfedni Asii (Horacek et al.
2000, Gaisler 2001, Benda et al. 2003, Horacek et Benda 2004, Benda et al. 2012, Uhrin et al.
2016).

V nedavné minulosti doslo k posunu arealu H. savii v Evropé. Pied rokem 1990 zasahovala
nejsevernéjsi ¢ast arealu do rakouskych Alp (Spitzenberger 1997). Postupem Casu se ale severni
hranice arealu zvét§ovala a dnes mizeme najit populace H. savii i v Ceské republice a na
Slovensku (Gaisler 2001, Reiter et al. 2010a, Jahelkova et al. 2014, Uhrin et al. 2016). V Ceské
republice byl dokonce zaznamenan nalez v Dé&Cing, blizko hranic s Némeckem (Bartonicka
et al. 2017). Hypsugo savii je jednim z nejbéznéjsich netopyri, které se vyskytuji v oblasti
Levanty, specialné tedy v Syrii a Libanonu (Benda et al. 2016). Tento druh se objevuje také
v Turecku a predpoklada se, Ze je rozsifen po celé Malé Asii (Benda et Horacek 1998, Karatas
et Sozen 2006, Coraman et al. 2013) V severni Africe se tento druh vyskytuje v Maroku,
Tunisku a Alzirsku a na Kanérskych ostrovech (Puechmaille et al. 2012, Ahmim et al. 2020).



Obr. 4 Mapa rozsifeni tfi analyzovanych druhi rodu Hypsugo. Cerven& podbavené oblasti vymezuji rozsiteni
H. savii, ¢ervené body pak zna¢i mista, odkud pochazeji jedinci pro tuto praci. Modie podbarvené oblasti
a body poté znaci druh H. ariel a zelené oblasti a body znaci druh H. arabicus. Rozsiteni druhti bylo oznaceno na
zéklad¢ dat z publikaci pouzitych v této praci a rozsifeno o lokality sbéru vzorkl pouzitych pro tuto praci.

Na Ukrajiné byly do roku 1990 zaznamenany pouze jednotlivé nalezy na jihu Krymského
poloostrova (Bashta 2009). V Bulharsku byl zaznamenan H. savii v okoli mést Plovdiv
a Stara Zagora (Stoycheva et al. 2009). V Rumunsku byl objeven v oblasti Rosia Montana
(Murariu et Pop 2011) a také v rumunské Dobrudzi (Murariu et al. 2009). Hypsugo savii byl
objeven rumunské Moldavii (Pocora et Pocora 2011). Nové zaznamy o tomto druhu pochézeji
pfevazné z méstskych oblasti a rozsifeni druhu je ¢asto spojeno s jeho synantropnim chovanim
(Uhrin et al. 2016) a vhodnymi mikroklimatickymi podminkami tkrytu (Reiter et al. 2010).
K rozsiteni aredlu v Evropé miize zaroven prispivat i zména klimatu (Rebelo et al. 2010,

Ancillotto et al. 2018).

Hypsugo savii se da povazovat za relativné maly druh. V riznych zdrojich je velikost tohoto
druhu az na malé nepatrné odchylky stejna. Velikost hlavy a téla dosahuje 40—55 milimetra.
Ocas je dlouhy 31-43 milimetri a Spicka ocasu vycnivdA vné ocasni membrany
(3—5 milimetrtr). Délka ptedlokti je 30—37,9 milimetrti. Délka zadni nohy je obvykle mensi nez
8 milimetrd, i kdyZ né&které prameny udéavaji délku az do 9 milimetrd. USi maji délku
11,5-16 milimetrt a jsou Siroce zaoblené (Horacek et Benda 2004, 2016, Moratelli et al. 2019).

Pro predstavu jsou v tab. 1 shrnuta biometricka data H. savii ze tiech oblasti jeho vyskytu.



Tab. 1. Zakladni biometricka data jedincd H. savii v milimetrech (pfevzato z Benda et al. 2016).

Libanon ran Kréta
n M min max n M min max n M min max
LC |40 50 45 58 4 49,8 45 55 12| 49,2 45 53
LCd (40| 38,9 34 45 4 40 37 43 12| 41,2 37 45
LAt |41 33,89 32,1 36,5 |11] 34,61 32,9 36,7 | 12| 33,67 31,2 36,1
LAu (40| 13,73 12 15,8 4 14,2 12,2 152 | 12| 14,33 13,2 15,5
LTr |39 5 3,8 6,1 4 5,5 5,4 5,7 12| 4,97 4,4 5,8
LCr |41 13,49 12,9 14,08 | 6 | 13,13 12,83 13,62 | 12| 13,43 12,71 13,83
LCb (40| 13,13 12,49 13,67 | 7 | 12,68 12,26 13,23 | 10| 13,07 12,38 13,68
LaZ [40| 8,73 8,3 9,27 6 8,59 8,43 8,72 | 10| 8,73 8,49 8,93
Lal |41]| 3,46 3,21 3,65 7 3,36 3,16 3,53 | 10| 3,37 3,17 3,61
Lalnf | 40| 4,46 4,14 4,84 7 4,35 423 4,52 X X X
LaN |41 6,71 6,44 6,98 7 6,61 6,46 6,81 | 10| 6,55 6,21 6,74
LaM (40| 7,37 6,98 7,81 7 7,3 7,08 7,62 10| 7,32 7,07 7,64
ANc |41 | 4,58 42 6,74 6 4,49 4,36 474 | 10| 4,44 428 4,61
LBT |40 3,13 2,88 3,45 7 3,23 2,96 3,42 X X X
CC (41| 4,29 3,98 4,5 7 4,15 3,98 439 (10| 4,38 4,19 4,75
M3M3 |41 | 5,79 5,54 6,13 7 5,61 5,42 591 |10| 5,79 5,61 6,03
CM? 41| 4,62 4,37 4,82 7 4,45 428 461 |10| 4,65 4,43 4,88
LMd (41| 9,49 8,97 9,89 7 9,16 8,83 9,71 | 10| 9,56 9,08 9,97
ACo (41| 2,83 2,58 3,06 7 2,78 2,64 293 (10| 3,08 2,67 4,83
CM: |41| 4,58 4,58 5,13 7 4,76 4,58 489 (10| 4,96 4,74 5,11

Kftidelni blany, obli¢ej a usi maji tmavou az nacernalou barvu. Kfidla jsou stiedné Siroka
a SpiCatd. Plagiopatagium se upina na zakladnu palce nohy, epiblema ocasni membrany,
na rozdil od rodu Pipistrellus, nikdy neobsahuje chrupavcitou lamelu. Penis Hypsugo savii
je charakteristicky svou morfologii. Je ohnuty do pravého thlu a bakulum, umisténé v distalni
poloving penisu (viz obr. 5), je stejné dlouhé jako u rodu Pipistrellus, ale je mnohem Sirsi,

ploché, na fezu stiechovité (na rozdil od rodu Pipistrellus, ktery ho ma zaoblené) s diskovitym

v

rozSifenim na konci, coz je typické a jedinecné pro palearktické zastupce celého rodu Hypsugo

(Horacek et Benda 2004, Benda et al. 2012, Moratelli et al. 2019).

Obr. 5 Penis a bakulum Hypsugo savii. Nalevo je dorsalni pohled na penis a priifez penisu z boku (pismeno
b oznacuje bakulum). Napravo je vidét charakteristicky tvar bakula (pievzato z Horacek et Benda 2004).
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Pazni kost ukazuje podobnosti s pazni kosti stejné velkych druhti zrodi Eptesicus
a Pipistrellus, avsak jeji proximalni epifyza je ponékud uzsi a urcité rozdily jsou 1 ve tvaru jeji
distalni epifyzy. Patet se sklada z 38 obratld, kaudalni ¢ast kiizové kosti neni zkracena, prvni
ocasni obratel je uz$i nez ocasni okraj kiizové kosti a holenni kost je zhruba stejné¢ dlouha jako
stechenni kost. Chrup je robustnéjSi nez u rodu Pipistrellus. Zubni vzorec je
12/3, C1/1, P1-2/2, M3/3, celkem tedy 32 az 34 zubi (viz obr. 6) (Horacek et Handk 1986,
Horacek et Benda 2004, Moratelli et al. 2019).

Obr. 6 Lebka Hypsugo savii (ptevzato z Horacek et Benda 2004).

Ve srovnani s netopyry rodu Pipistrellus se dospéli jedinci H. savii vyznacuji velmi vyraznym
kontrastem ve zbarveni. Maji tmavé hnédé, az ¢erné blany, tlamu a uSni boltce. Naproti tomu
maji velmi jasnou, az bilou srst na bfiSe. Na zadech je srst pfevazné zbarvena do hnéda s az
zlatavymi konecky chlupii. Hypsugo savii ale vykazuje zna¢nou variabilitu ve zbarveni srsti,

ktera mizZe byt na zadech 1 dvoubarevna (DPuli¢ 1978, Benda et Horacek 2004).

Takovéto zbarveni bylo zjisténo u jedincii na Dalmatskych ostrovech, kde bylo nalezeno
celkem Sest riznych typt dorsalniho zbarveni, pficemz nejcastéji se objevovalo zbarveni tmavé
hlavy, tmavé hnédého zakladu srsti a okrového zbarveni koneckl srsti (Puli¢ 1978).
Ve Svycarsku a Francii mélo dokonce vice nez 75 % jedinctt H. savii dvoubarevnou srst
(Arlettaz et al. 1993). Jedinci zoblasti Levanty a Stfedniho vychodu jsou vyhradné
dvoubarevni. (Benda et al. 2006, 2012). Ackoliv je dvoubarevné zbarveni jedinct typické,
existuji 1 jedinci, ktefi maji pouze jednu barvu (viz obr.7). Jejich zastoupenti je ale vyrazné nizsi.
Ve Svycarsku a Francii se tento jednobarevny typ vyskytuje u 19 a 24 % jedinct, pfi¢emz je

ptitomen bez ohledu na vékovou strukturu jedinct (Arlettaz et al. 1993).

11



Obr. 7 Tii rtizné barevné varianty Hypsugo savii chycené jedné noci na jedné lokalité ve Svycarsku (pievzato

z Arleattaz et al. 1993).

Hypsugo savii se mize vyskytovat v Sirokém spektru biotopti od pobieznich mokiadl az po
podhorskeé pastviny. Vyskovy gradient jeho vyskytu saha od hladiny mote po alpinské pasmo
a rekordem je prozatim vyska 3 300 metri nad motem (Garrido-Garcia, 2000). VétSina
zaznaml vyskytu je vSak z podhorskych a horskych oblasti, ackoliv nedavno expandujici

populace kolonizovaly i1 niziny (Ibafiez et al. 1992, Paunovi¢ et al. 2015).

V ptirod¢ je mnohdy slozit¢ H. savii najit, nebot’ se jedinci Casto vyskytuji solitérné, nebo
v malych skupinkdch a shlukuji se v jeskynich. VétSina dostupnych zdrojii o vyskytu H. savii
v urbanizovaném prostfedi ukazuje na tkryty na pidach a stiechach, prasklinach budov a na
balkonech, v opusténych budovach a dalSich mistech (Stojanovski 1994, Vernier 1995, Freitag
1996, Benda et al. 2006, Stoycheva et al. 2009, Uhrin et al. 2016). Pfirozena, Clovékem
nedotcend stanovisté ve skalnich puklinach byla v minulosti hlaSena z Kyrgyzstanu, Syrie,
Libanonu nebo z Balkanského poloostrova. Jednalo se vSak o zdznamy solitérnich jedincti, nebo

malych kolonii (Rybin et al. 1989, Benda et al. 2003, 2006, 2016).
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V roce 2005 byl u H. savii zaznamenan typ stanovisté, které pro netopyry neni, az na vyjimky,
typicky, nebot’ se nachdzi nizko u zemé a poskytuje tak potencionalnim predatorim moznost
na netopyry zatto¢it. V oblasti Pefiadil na severu Spanélska byly spatieny dvé samice H. savii
pod sadrovcovou skalou v nadmoiské vysce 390 metrii nad motem. V této oblasti nejsou zadné
velké skaly a jeskyné, a zda se tedy, ze tyto samice vyuzily trhliny v zemi jako ukryt, ktery jim
suploval skalni trhliny (Alcalde et Gosa 2009).

Hypsugo savii lovi hmyz v letu a typicky ve vySce 2-100 metri nad zemi. Studie, ktera
zjisStovala slozeni potravy evropskych netopyrii na zdklad¢ rozboru jejich trusu zjistila,

ze nejcastéjsi potravou byly motyli, nasledn¢ dvouktidli a blanokfidli (viz obr. 8) (Beck, 1995).

a
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° 2 3 3 5 & |8 2 8 sz |a|lg| =
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& o 3 o = T T = a d | x| € |6
Rhinolophus ferrumequinum | 164] 41 (25)] 129 (78)] 40 (24) 9 (5) 2(1)|47 (29)[20 (12) - - 2 (1)
Rhinolophus hipposideros 880| 671 (76)| 555(63)] 15(2){323(37)] B (1) 23(3) - -| 25 (3) - -
Myotis mystacinus 80| 69 (86)[ 11 (14) 2(3 6(8] 2(3) 3(4) - - -| 21 (26)
[Myotis emarginatus 90| 84 (93) 5(6) 10(11) 2(2 1) - - - - - - -| 50 (56)
[Myotis nattereri a10] 332(81)| 12430) 225 1a@)| 28(7)| 17(a) s(1) 6 (1) T1a@ | ]ise38] -
| Myotis myotis 330 18(5)]  3(1)]330 (100)| 118 2() I e - - 21(6)[4 (1)
Myotis daubentoni 306| 304 (99) 8(3)] 14(5) 44 (14)[65(21)] 8(3)] 20(7) -11(0.5)[ 1(0.5)]5 (2) - -
Pipistrellus pipistrellus 60[ 39(65) 20(33) - 11 18y 20 (33)[ 13 (22) - - - 1 -
Pipistrellus nathusii 105]105 (100) 1(1) 1 2@ s 1] 58 - - -
Pipistrellus kuhli 40 30 (75)| 15(38) 1 1@ sas 1@ 30y 1 1@ 25
Hypsugo savi 60| 20(8)| 32(53)] 23] 18(@0)11 (18|18 30) 1(2) - - -
Nyctalus leisleri 126] 49(39)] 85 (67) 1) 6¢5) | 4 @19 (15) - - e | -
Nyctalus noctula 130] 57(44)] 25(19)] 25(19) 5 (449 (38)| 17 (13)[44 (34) - I ED 0 B EERE
Eptesicus nilssoni 100] 69 (69)] 56 (56) 77| 33@3|18 (18| 44 5(5) - - gyl - -
Eplesicus serotinus 115] 37 (32)| ao(34)] 61(53) 4 @19 (17)]15 (13)[29 (25) - 1 2@ -
Vespertilio murinus 72| 13(18)| 35 (49) 11207 3a) -39 (54) : ;
Barbastella barbastellus 80 7(9) 79(99) - 5 (6) -1 2 (3) - 1 (1) . » : - +
Plecotus auritus as4| 485 (57)] 519(61) 728 34(a) 41(5)] 33(4) -[147 17| 45 (5) Je e 15@l7 (1)
Plecotus austriacus 1113] 482 (43)[1001 (90)] 188 (17)] 40 (4) ] 39 (4) | 4(05) 2 e il =2

Obr. 8 Tabulka rozboru potravy, kde je vyznaéen Hypsugo savii (prevzato z Beck 1995).

Samice rodi vétSinou dvé mlad’ata (Kuzjakin, 1950). Biezost netopyr trva Sest az devét tydn.
Délka btezosti zavisi na druhu a mize byt ovlivnéna klimatem a dostupnosti potravy. Hmotnost
mlad’at H. savii se pohybuje v rozmezi 1,1-1,2 graml. Na zakladé dostupnych dat odchytu
samic, které¢ bud’ vykazovaly znaky laktace (Benda et al. 2006), nebo byly biezi (Puli¢ 1970,
Horacek et Benda 2004, Benda et al. 2006), se da fict, ze H. savii rodi sva mlad’ata v obdobi od

kvétna, do poloviny Cervence.
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V zépadni Palearktidé bylo nalezeno v minulosti nékolik forem druhu H. savii, které byly
povazované za poddruhy (Simmons 2005). Prvnim byl Vespertilio ochromixtus Cabera, 1904
(typova lokalita: Sierra de Guadarrama, Spanélsko), Scotophilus darwini Tomes, 1859 (typova
lokalita: Las Palmas, Kanarské ostrovy), Vesperugo caucasicus Satunin, 1901 (typova lokalita:
Tiblisi, Gruzie) a Amblyotus tauricus Ognev, 1927 (typova lokalita: Karadag, Krym) (Ellerman
et Morrison-Scott 1951). Pravé uz Ellerman et Morrison-Scott (1951) naznacili, Ze by

V. caucasicus a A. tauricus mohly byt stejné formy, coz prohlasili i Pavlinov et Lissovsky

(2012).

Hypsugo savii ma podle Horacka et al. (2000) v Palearktidé celkem ctyti poddruhy. Jedna se
o H. savii savii (Bonaparte, 1837), ktery se vyskytuje hlavné v Evropé (kromé& Iberského
poloostrova a poloostrova Krym), dale pak H. savii austenianus (Dobson, 1871), znamy pouze
z jedné lokality v severovychodni Indii, H. savii caucasicus (Satunin, 1901), vyskytujici se na
Krymu, na Kavkaze, na Blizkém vychodé& v severozapadni Indii a zdpadni Cing&. Poslednim
poddruhem H. savii je H. savii ochromixtus, Cabera, 1904, ktery je typickym zéastupcem
iberského poloostrova a saha az do Svycarska (Horagek et al. 2000, Moratelli et al. 2019).

Vnitrodruhova variabilita H. savii byla v minulosti zkoumana v nékolika studiich. Pestano
et al. (2003) svou studii prokazal velkou divergenci mezi jedinci H. savii ze Spanélska
a Kanarskych ostrovil. Populace na Kanarskych ostrovech se od téch z vnitrozemi Spanélska
liSily u genu pro cytochrom b (Cyt-b) v rozmezi 6,3—7,2 %, pfi¢emz rozdil mezi populacemi
pouze na Kanarskych ostrovech byl 0-0,8 %. Dalsi analyza mezi jedinci z Maroka a jedinci
z Evropy ukdzala divergenci 9,6 % u mitochondridlniho genu ND1 (Mayer et al. 2007).
Na zéklad¢ podobnych pozorovanych sekvencnich rozdilii ve studii Pestana (2003) navrhl
Mayer et al. (2007) vytvofeni nového druhu s nazvem Hypsugo cf. darwinii (Tomes, 1859).
V dal$i analyze zroku 2011 byly na Sicilii a Sardinii nalezeny haplotypy ptibuzné praveé
Hypsugo cf. darwini (Veith et al. 2011), které byly nésledné doplnény o stejné podobné
haplotypy z Toskanska (Dondini et al. 2016).

Dalsi molekuléarni studie analyzovala mitochondrialni (Cyt-b a ND1) a jaderné (Rag2) sekvence
z Pyrenejského poloostrova a vysledkem bylo mimo jiné nalezeni 3 rtiznych linii v Evropskych
vzorcich H. savii. Prvni linie byla zastoupena dvéma jedinci z jihu Pyrenejského poloostrova,
druha linie byla ve Svycarsku a Spanélsku a tfeti linie byla zastoupena netopyry z vychodniho
Stiedomofti a Turecka. Tyto linie se celkem vyrazné liSily. Jedinci z vychodni Evropy se od téch
Svycarskych lisili primérné o 8 % pfi analyze Cyt-b a jedinci z jihu Pyrenejského poloostrova
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se od téch vychodoevropskych lisili dokonce primérné o 9 %. (Ibanez et al. 2006, Coraman
et al. 2013). V analyze z roku 2007 byl také jeden vzorek z Izraele, ktery se od ostatnich
odlisoval o 13,8 % od ostatnich vzork ze stejné lokality (Mayer et al. 2007). V roce 2019 byly
z Malty popsani jedinci, kteti spadaji do linie z jihu Pyrynejského poloostrova, kterou popsal
Ibafiez et al. (2006) (Mifsud et Vella 2019).

Podle vySe zminénych analyz se zd4, ze se v zdpadni Palearktid¢ nachazeji Ctyfi geograficky
vymezené linie H. savii, pokud bychom brali v potaz spravnost ur¢eni vzorku z Izracle (Mayer
et al. 2007). Prvni je jizni Levanta, ktera je oddé€lena nejvétsi divergenci, druhd se nachazi
v Chorvatsku, Turecku a zbytku Levanty. Tteti linie zaujima plochu od Spanélska po Svycarsko
a ¢tvrta linie se rozklada v severozapadni Africe, jiznim Spanélsku (jedna se pravé o navrzeny

klad Hypsugo cf. darwini, ktery se také objevil na Sardinii, Sicilii a v Toskansku.
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1.4. Hypsugo arabicus (Harrison, 1979)

Hypsugo arabicus je pomérné nedavno objeveny druh. Poprvé byl popsan jako Pipistrellus
arabicus v roce 1979 v Omanu. Tii nalezené zastupce doplnily v roce 1982 dalsi dva jedinci
tohoto druhu znovu z Oméanu. (Harrison 1982). Do nedavna byl H. arabicus povazovéan za
endemicky druh pohoti Al HadZzar v Omanu (Harrison et Bates 1991, Koopman 1993, Horéacek
et al. 2000) a byl povazovan za monotypicky druh s typovou lokalitou: Wadi Sahtan, Oman
(Harrison, 1979). Endemicky status H. arabicus byl vyvracen v roce 2002. V roce 2000 byl
totiz H. arabicus objeven v provincii Sistan a Balucistan, konkrétné v lokalité pobliz vsi Pir
Sohrab (Benda et al. 2002). V roce 2009 byl H. arabicus objeven i v jinych lokalitdch pohoti
Al Hadzar v Omanu (Benda et al. 2011).

Na zakladé¢ téchto nélezii mohlo dojit k morfologickému porovnéni zéstupct tohoto druhu,
predeviim tedy zastupcti z Omanu a Iranu. Na zakladé morfologického porovnani kostry hlavy,
téla a koncetin bylo zjisténo, Ze jedinci H. arabicus z {ranu dosahuji podobnych hodnot v ramci
urcitych ¢asti morfologie lebky a zubt jako jedinci z Oméanu. V ¢em se ale odlisuji je velikost
neurokrania, které je u franskych zastupcti vyssi a §ir$i (Benda et al. 2012). Tvar a velikost
penisu iranskych zastupct H. arabicus se dle této morfologické analyzy neliSily od znakt

penisu, kteréy popsal Harrison v roce 1982 u omanskych zéastupcti (viz obr. 9) (Harrison 1982).

Tvar a struktura bakula se u iranskych zastupci H. arabicus také shodovala s bakulem
omanskych zastupcli (Harrison 1982, Hill et Harrison 1987). Tvarem bakula se ale vSichni
zastupci H. arabicus odliSovali od jinak morfologicky velmi podobného druhu druhu Hypsugo
ariel (Thomas, 1904) a Hypsugo lanzai Benda, Al-Jumaily, Reiter et Nasher, 2011 (Harrison
1982, Benda et al. 2011). Na zakladé¢ velmi odliSné anatomie penisu bylo potvrzeno,
ze H. arabicus ptedstavuje taxon jasné oddéleny od H. ariel (Benda et al. 2012), coz vyvraci
hypotézu, dle které by mohl byt H. arabicus konspecificky s druhem H. ariel (Horacek et al.
2000).
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Obr. 9 Bakulum ti druhii rodu Hypsugo: A) Hypsugo ariel, B) Hypsugo arabicus C) Hypsugo savii (ptevzato
z Benda et al. 2011), méfitko 1 mm.

Hypsugo arabicus se fadi mezi malé druhy netopyrt. Velikost hlavy a téla dosahuje 3748
milimetrd. Ocas je dlouhy 37-44 milimetrt, piedlokti dosahuje délky 28,9—34,3 milimetrt,
délka boltce dosahuje 10,5-13,5 milimetrd, zadni noha je dlouha 5,3-5,9 milimetri a délka
tragusu se pohybuje v rozmezi 4,7-5,8 milimetrii (Benda et al. 2012). Dalsi biometrick4 data

zastupcu H. arabicus z Iranu a Omanu jsou vyznacena v tab. 2.

Tab. 2. Zakladni biometricka data jedinct H. arabicus v milimetrech (pfevzato z Benda et al. 2012). Podrobny
rozpis prvniho sloupce lze najit v oddilu zkratky.

Oman fran

n M min max n M min max

LC 26 43,3 40 48 12 45,7 37 48

LCd 26 40,3 37 44 12 38,8 37 41
LAt 27 31,63 28,9 343 12 31,06 29,9 32,4
LAu 26 12,4 11,2 13,5 12 11,61 10,5 12,5
LTr 26 5,12 4,7 5,8 12 5,18 4,8 5,7
LCr 23 11,55 10,97 12,09 9 11,43 11,08 11,63
LCb 23 10,93 10,47 11,26 8 10,8 10,36 11,04
LaZ 20 7,29 6,93 7,56 8 7,28 7 7,52
Lal 23 2,9 2,69 3,15 9 2,89 2,75 2,98
Lalnf 23 3,29 3,07 3,56 9 3,34 3,09 3,43
LaN 23 5,78 5,59 6,02 9 5,93 5,72 6,08
LaM 23 6,25 5,97 6,48 9 6,15 5,92 6,28
ANCc 23 4,02 3,76 4,22 8 4,14 4,03 4,24
LBT 22 2,71 2,52 2,97 9 2,63 2,52 2,77
CC 23 3,31 3,01 3,62 9 3,37 3,18 3,44
M3 M3 21 4,66 4,39 5,09 9 4,66 4,35 4,82

(0)\%§ 22 3,95 3,72 4,13 9 3,93 3,75 4,1
LMd 22 7,79 7,38 8,15 9 7,66 7,38 7,88
ACo 22 2,3 2,19 2,47 9 2,3 2,11 2,42
CM; 22 4,19 3,93 4,48 9 4,11 3,98 4,22
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Hypsugo arabicus méa na hibeté svétlou srst (chlupy s tmavs§imi bazemi, na které navazuji
svétlejSi Spicky), na bfiSni stran€ je srst velmi svétld, az bild. Oblicej a usi jsou tmave,
az nacernalé a blany jsou tmavé hnédé, nicméné maji ¢asteCnou prisvitnost (viz obr. 10). Usi

jsou kratsi a tragus je vyssi se zaoblenou $pickou doptedu.

Obr. 10 Hypsugo arabicus, foto z lokality Pir Sohrab. FOTO: A. Reiter (pievzato z Benda et al. 2012).

V Omanu se se vyskytuje H. arabicus pouze v severozapadni ¢asti zemé v pohoii Al Hadzar.
V roce 2000 bylo odchyceno dvanact jedinct iranské populace H. arabicus pobliz vsi Pir
Sohrab. Tito jedinci se slétavali kolem vodni nadrze, kterd vznikla z vysychajici feky nedaleko
Pir Sohrab. Tato oblast se vyznacovala nizkou vegetaci a kamenitym terénem (Benda et al.

2002, 2011, 2012).

Hypsugo arabicus lovi potravu za letu. Analyzou trusu omdanskych jedinci bylo zjisténo,
ze v potravé dominuji zastupci broukd (Coleoptera), balonktidlych (Hymenoptera), motyli
(Lepidoptera) a plostic (Heteroptera). Mezi potravou H. arabicus se také objevili kiisi
(Auchenorrhyncha). Z dvanatci vzorki irdnskych jedinct z lokality Pir Sohrab byly v potraveé

identifikovani zastupci brouk, kiisti a mravencii (Benda et al. 2012).

Z dvanacti jedincti chycenych 12. dubna 2000 u vsi Pir Sohrab bylo celkem osm samic.
Sest znich bylo biezich a kazd4 znich v sob& méla dva plody o primémé velikosti 11,7
milimetrd. Na zakladé datumu odchytu samic a velikosti plodd bylo odhadnuto, Ze porody

u H. arabicus z [ranu nastavaji v prvni poloving dubna (Benda et al. 2012).
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V Oménu byla chycena biezi samice, kterd v sobé méla dva plody, nicméné jejich velikost
nebyla definovéana. Tato samice byla chycend 18. bfezna (Harrison et Bates 1991). V Omanu
bylo také v obdobi od 3. do 14. dubna nalezeno nékolik bfezich samic a 7. dubna byla nalezena
samice, kterd vykazovala znaky laktace, coz potvrdilo teorii, ze H. arabicus rodi mlad’ata

v dubnu (Benda et al. 2012).
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1.5. Hypsugo ariel (Thomas, 1904)

Hypsugo ariel (Thomas, 1904) byl popsan v roce 1904 pod jménem Pipistrellus ariel, Thomas,
1904 jako netopyr rodu Pipistrellus Kaup, 1829 na zaklad¢ nalezeni dvou jedinct ve Vychodni
pousti v Egypté. Tyto dva jedince nasel Arthur M. Mackillingin v srpnu 1903 (Thomas 1904).
Dalsi zaznam o vyskytu H. ariel popsal Flower (1932), ktery informoval o nalezeni dvou
zastupct v lednu 1927 ve mésté¢ Rahad v Sudanu. Flower (1932) zaroven specifikoval oblast
nalezeni H. ariel v roce 1903 na oblast provincie Kasala na sidanské strané hranic s Egyptem.
Ze dvou zastupcii ze Sudanu se zachovala jen kize jednoho znich a ta je uloZena
v Pfirodovédném muzeu v Londyné¢ (Koopman 1975). V bfeznu 1987 byl v Nahal Zeélim na
vychodg¢ Izraele nalezen dalsi jedinec H. ariel, ktery byl mrtvy a ve velmi Spatném stavu (Makin
et Harrison 1988). Podle Harrison et Bates (1991) byl Pipistrellus ariel vzacny druh netopyra
nalezeny pouze ve tfech lokalitach, ktery je ale velmi podobny druhu Pipistrellus bodenhemeri

Harrison, 1960.

V fijnu 1959 naSel David L. Harrison ve vesnici Jotvata v Izraeli samici, kterou o rok pozdé&ji
popsal jako samostatny druh Pipistrellus bodenheimeri Harrison, 1960. Tento druh od P. ariel
odlisil na zdkladé n€kolika morfologickych atributli. Podle Harrisona (1960) byl P. ariel tmavsi,
mél mensi lebku, jeden hrot na prvnim hornim fezdku a m¢l také mensi horni premolar P3,
kdezto P. bodenheimeri mél vétsi lebku, dva hroty na prvnim hornim fezédku a jen nepatrné
vétsi horni premoléar P? (Harrison 1960). V roce 1964 byli dalsi ¢tyfi jedinci z Izraele a jeden
z Jemenu pfifazeni do druhu P. bodenheimeri (Harrison 1964). Dalsi jedinci z Izraele byli
nalezeni v lokalitdch Ein Yahav a Ein Gedi u hranic s Jordanskem nebo na jihu Izraele u mésta
Eilaet (Makin et Harrison 1988). Dalsi dva jedinci byli nalezeni u Klastera svaté Katefiny

na Sinajském poloostrové (Qumsiyeh 1985).

Horacek et Hanak (1986) zatadili v rdmci své studie oba druhy do rodu Hypsugo a naznacili,
ze by se v ptipad¢ P. ariel a P. bodenheimeri mohlo jednat o jeden druh. Tato hypotéza byla
vyslovena i v roce 1992 ve studii Yom-Tov et al. (1992) vyslovena hypotéza o tom, ze by
P. ariel a P. bodenheimeri mohli byt jednim druhem. Tato hypotéza se opirala o informaci,
ze jedinec uloveny v roce 1987, identifikovan D. L. Harrisonem jako P. bodenheimeri mél

pouze jeden hrot na prvnim hornim fezaku, coz je podle Harrisona (1960) znak P. ariel.
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Pipistrellus ariel nalezeny v Nahal Ze€lim byl odliSen od P. bodenheimeri na zédkladé¢ dvou
hlavnich rozdila. Prvni rozdil se tykal hornich fezakl. Prvni fezdk mél jeden hrbol a druhy
dosahoval dvou tietin vysky korunky prvniho fezdku. Dal§im rozdilem byly odlisné tvary usi
a tlamy u obou druhti (Makin et Harrison 1988). Benda et al. (2008) ale podotkl, Ze tento jedinec
H. ariel byl nalezen ve velmi Spatném stavu, a tak jedinym spolehlivym rozliSovacim znakem

byl riizny pocet hrot na prvnim hornim fezaku.

V roce 2008 doslo k analyze lebek P. ariel a P. bodenheimeri, kde se porovnavali kromé
samotnych zubi i dalsi biometrické udaje. Do této analyzy byl pfidan i H. arabicus, jako velmi
podobny druh. Ve velikosti téla a lebky se prvni dva druhy viceméné shodovaly. Napiiklad
Sitka rostra by méla u P. ariel byt o néco nizsi nez u P. bodenheimeri, ale to se nakonec
neukazalo. Niz$i hodnota Sifky rostra se ukdzala pouze u H. arabicus. Vyslednd analyza
ukézala, ze v ramci diferenciace prvnich hornich fezadkd neni tak jasny ptrechod a nékteré
analyzované vzorky dokonce vykazovaly jakysi ptechod mezi P. ariel a P. bodenheimeri.
Ackoliv byl morfotyp se dvéma hroty témét dvakrat astéjsi nez ten s jednim hrotem, ukazalo
se, ze se zub s jednim hrotem, ktery je typicky pro P. ariel, objevil i mezi jedinci popsanymi
jako P. bodenheimeri, coz v tak malém mnozstvi analyzovanych vzorkii s takovou cetnosti
nebylo mozné povazovat za odchylku (Benda et al. 2008). Jelikoz uz pted touto analyzou doslo
ke zpochybnéni taxonomického opravnéni P. bodenheimeri (Horacek et Handk 1986, Yom-Tov
et al. 1992, Horacek et al. 2000, Benda et al. 2002), bylo v roce 2008 navrhnuto sjednoceni

obou druhti pod jediné jméno Hypsugo ariel.

Kromé vysSe zminénych informaci o vyskytu H. ariel byly mezi léty 2005 az 2007 v n¢kolika
oblastech poloostrova Sinaj nahrany zvuky, které podle analyzy patiily H. ariel. Od objevu
H. ariel do roku 1999 bylo v Izraeli zaznamenano 17 ndlez H. ariel (Mendelssohn

et Yom-Tov. 1999).

Zjimavosti je, Ze jemensky ostrov Sokotra je domovem endemického druhu jménem Hypsugo
lanzai, ktery byl v minulosti povazovan za P. bodenhemeri, ale toto tvrzeni bylo s pfijimano
spiSe s otaznikem (Corbet 1978). Pozd¢ji se ale podafilo tyto zdstupce ostrova Sokotra

identifikovat a zafadit je do samostatného druhu Hypsugo lanzai (Benda et al. 2011).
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Hypsugo ariel patfi mezi malé druhy netopyrt. Velikost hlavy a téla dosahuje 35—45 milimetru.
Ocas je dlouhy 32—44 milimetra, predlokti dosahuje délky 28,1-33,7 milimetrt, délka boltce
ma velikost 9-14,1 milimetrti, zadni noha mtize dorustat velikosti 5—6 milimetrii a délka tragusu
se pohybuje v rozmezi 4,1-5,6 milimetrii. Bakulum ma4 jiny tvar nez bakula druht H. savii a H.
arabicus. Obecné je bakulum kratsi, jeho distalni epifyza je Spicatd (H. arabicus ma tuto
epifyzu ve tvaru trojzubce a u H. savii je zakulacena) (Benda et al. 2011, Moratelli et al. 2019).

Dalsi biometricka data zastupcti H. ariel jsou vyznacena v tab.3.

Tab. 3. Zakladni biometrickd data jedinct H. ariel. Leva polovina oznacuje jedince z jizni ¢asti Arabského
poloostrova a prava polovina ze severu Arabského poloostrova. (pfevzato z Benda et al. 2016). Podrobny rozpis

prvniho sloupce Ize najit v oddilu zkratky.

jizni Arabie severni Arabie

n M min max n M min max

LC 20 39,7 35 45 10 40,1 37 42

LCd 20 374 32 44 9 39,3 37 44
LAt 20 30,08 28,1 32,1 11 30,4 28,9 33,7

LAu 20 13,08 12,2 14,1 10 13,22 12,5 14

LTr 20 4,94 4,1 5,6 10 4,94 4,4 5,6
LCr 16 11,54 10,63 11,84 10 11,51 11,18 11,89
LCb 16 11,07 10,19 11,5 10 11 10,67 11,51
LaZ 14 7,08 6,68 7,39 10 6,93 6,41 7,18
Lal 16 2,63 2,44 2,78 10 2,64 2,46 2,76
Lalnf 16 3,65 3,34 3,92 10 3,51 3,26 3,86
LaN 16 5,52 5,34 5,75 10 5,6 5,33 5,76
LaM 16 6,1 5,87 6,32 10 6,09 5,82 6,31
ANc 16 3,98 3,73 4,17 10 3,92 3,79 4,02
LBT 15 2,7 2,44 2,92 10 2,62 2,28 2,93
CC 16 3,47 3,27 3,78 10 3,4 3,25 3,59
M3 M3 15 4,74 4,47 5,18 10 4,65 4,42 4,87
CMm? 15 3,99 3,74 4,28 10 3,92 3,75 4,08
LMd 16 7,87 7,42 8,16 10 7,77 7,46 8,17
ACo 16 2,34 2,16 2,46 10 2,37 2,24 2,57
CM: 13 4,24 4,02 4,47 10 4,1 3,87 4,29

Obecné ma H. ariel svétlejsi srst nez H. savii a H. arabicus. Na hibet¢ ma svétle hnédou az
krémovou srst, na biiSe je tato srst bélava. Barva srsti kontrastuje s hnédou barvou blan
a koncetin (viz obr. 11) (Harrison 1960). Hlavnim habitatem H. ariel jsou skalnaté oblasti,
pousté a polopousté, kde byl casto odchycen v okoli vodnich ploch. Je také znamo, ze se
vyskytuje v okoli farem a zavlazovanych oblasti v Jordansku. Tento druh byl zaznamenéan
v nadmoiskych vyskach 345-1224 m (Benda et al. 2008). Nalezy H. ariel pobliz Mrtvého mofte,
které se nachazi dokonce pod hladinou mote, ukazuji, ze se H. ariel vyskytuje i v nizsi

nadrmoftské vySce (Makin et Harrison 1988).
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Obr. 11 Ukazka variabilniho zbarveni dvou zastpcti Hypsugo ariel: nahote (samec H. ariel z Hawf, zapadni
Jemen), dole (samec H. ariel z Al Nueimah, centralni Jemen) FOTO: A. Reiter, P. Benda a D. Kral, (pfevzato
z Benda et al. 2011).

Nejcast¢jsi potravou H. ariel na poloostrové Sinai byli zastupci broukd z rodu Aphodius, kteti
tvotili vice jak polovinu jejich jidelniC¢ku. Nasledovali zastupci celedi potemnikovitych
(Tenebrionidae). Dalsi sloZky potravy byly zastoupeny spise ojedinéle (viz obr. 12) (Benda et
al 2008). Ve studii z roku 2010 byla analyzovéana potrava H. ariel ze dvou oblasti v Jordansku
(Wadi Al Hasa, Al Ghal). V potravé téchto jedincli se nejcastéji objevovali motyli
(Lepidoptera) a brouci (Coleoptera), v oblasti Wadi Al Hasa dominovali v jidelnicku zastupci
brouk a v oblasti Al Ghal byla potrava sloZena vétSinou z motyla. V zavislosti na ptfedchozich
datech byla také vyslovena hypotéza, Ze se potrava H. ariel méni v zavislosti na dostupnosti

1étajici kotisti (Benda et al. 2010).
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Scarabaeidae
Aphodius
60%

Obr. 12 Slozeni potravy H. ariel na poloostrové Sinai. (pievzato z Benda et al. 2008).
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2. Cile prace

Z vyse zminénych informaci je patrné, Ze v palearktické oblasti je ohledn¢ rodu Hypsugo stale
jeste dost problému, které je tieba vyftesit. U vSech tii zastupcti rodu, ktefi tuto oblast obyvaji,
jsou pomérné jasné rozliSeny ekologické naroky i geografické rozsiteni, byt i zde se stale
objevuji nové poznatky. Rovnéz morfologicky se jednd o dobte definované druhy. Nejasnosti
se objevuji na vnitrodruhové urovni, pfedevsim z hlediska vymezeni jednotlivych populaci.

Je tedy potieba provést analyzu jak na vnitrodruhové, tak na mezidruhové arovni.

Hlavnim cilem této prace je tedy provést molekularn€ genetickou analyzu populaci netopyra
rodu Hypsugo v zapadni Palearktidé pomoci srovnani mitochondridlnich a jadernych markert
a doplnit tak informace o mezidruhové a vnitrodruhové promeénlivosti téchto druhti vzhledem
k poznatkim z morfologickych analyz. Dal§im dil¢im ukolem je potvrdit vymezeni
samostatného rodu Hypsugo, ktery v minulosti patiil do rodu Pipistrellus, a tim naleZzité

revidovat taxonomické postaveni rodu Hypsugo v zapadni Palearktid¢.
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3. Material a metody

3.1. Material

Na zacatku analyzy bylo k dispozici 291 vzorkl tkani zastupci rodu Hypsugo. Celkem
se podafilo nejméné jednim primerem (u vétSiny vzorkl ale vice primery) osekvenovat
a nasledn¢ analyzovat 220 vzorkit DNA. Vzorky tkdni pochazi v drtivé vétSin¢ ze sbirky
Narodniho muzea. Seznam vSech vzorkil vCetné oznaceni haplotypii jednotlivych markera

je kvli své délce uveden v prilohach 1 a 2.

Hypsugo arabicus se vyskytuje pouze na jihu {rdnu a na severovychodé Omanu, a pravé
z téchto oblasti pochazi i vzorky pouzité pro fylogenetickou analyzu. Jedna se o okoli vsi Pir
Sohrab v iranské provincii Sistan a Balucistan a také o severozdpad Omanu. Areal Hypsugo
ariel lemuje zapad Arabského poloostrova a byl nalezen i v Egypt€ a Siidanu. Pro tuto analyzu
byly Gspésné sekvenovany a analyzovany vzorky jedinct z Omanu, Jemenu, Jordanska a dva
vzorky z Egypta. Hypsugo savii je v zapadni Palearktid¢ rozsiten od zapadu Stiedomoti az po
Stfedni Asii. Pro tuto analyzu byly GspéSné osekvenovany a analyzovany vzorky z Maroka,
Spanélska, Italie, Slovinska, ngcarska, Madarska, Ceské republiky, Bulharska, Chorvatska,
Cerné Hory, Ukrajiny (Krym), Syrie, Libanonu, iranu, Kypru, Gruzie a Recka, ke kterym
se pridali sekvence ze Svycarska, Spanélska a Turecka z databaze GenBank. Dal3i sekvence,

které jsou k dispozici v GenBank nebyly pfidany, nebot’ nebyly dostate¢né dlouhé.
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3.2. Molekularni analyza

3.2.1. Izolace DNA

Izolaci DNA z dostupnych tkanovych vzorkti provedla Marina Kipson, kterd méla ptivodné

v planu tuto analyzu vypracovat.

3.2.2. Amplifikace DNA

Z izolované DNA bylo pomoci polymerazové fetézové reakce amplifikovano celkem Sest gend.
Konkrétné se jednalo o dva mitochondriadlni (mtDNA) a ¢tyfi jaderné (nDNA) geny, které se
amplifikovaly pomoci riznych primeri (popsano nize). Proces amplifikace probihal za pomoci

polymerazové fetézové reakce (polymerase chain reaction), €ili zkracené PCR.

Polymerase chain reaction (PCR), neboli polymerazova fetézova reakce je metoda molekularni
biologie, kterd mé za tikol opakované amplifikovat (zmnozit) DNA z pfedem urcéenych vzorkd.
Principem PCR je opakovand denaturace dvouietézcové DNA, nasledovana renaturaci
(annealing) osamocenych fetézcl s primery, které byly do reakce pfidany. Na konci reakce

nasleduje syntéza (extension, elongation) nového fetézce DNA.

Pii denaturaci, kterd probihd pfi teploté 90-95 °C dochézi k rozpojeni fetézclh DNA. Nasledné
dochazi ke zchlazeni na 50—60 °C a k napojeni specifickych primerti na dva rozpojené fetézce.
K syntéze nové DNA dochazi v dalsim kroku, pfi kterém se zvysi teplota na 72 °C. Tyto tii
operace se opakuji v cyklech, kterych byvéa zpravidla 20 az 30, coz zajisti, ze se DNA

exponencialné zmnozi (viz obr. 13) (Sambrook et al. 1989, Degen et al. 2006).
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SCHEMA PCR

' '
3 3
DENATURACE: l
vytvoii jednofetézcové 9095°C
molekuly DNA
5' m— 3’ 3 m— 5
ANNEALING: nasednuti l
primeru na jednoietézcovy 50-60 °C
templat DNA 5 '—
5' s 3’ 3 — '
PRIMER B
ELONGACE: syntéza l 72°C
novych fet€zci DNA
Sv 3| §'v 5'
] ]

Tento proces se opakuje v cyklech
(obvykle 30 cyki)

Obr. 13 Zakladni schéma polymerazové fetézové reakce (vytvoreno v programu Inkscape).

Reakce se provadi v termocykleru, v némz se teplota méni v automaticky naprogramovanych
casovych intervalech. Postupnym opakovanim tohoto procesu se exponencialné vytvoii az
miliarda kopii vybraného useku cilové molekuly. Jejich pfitomnost v reakéni smési se
prokazuje pomoci gelové elektroforézy. Metoda PCR je nachylna na kontaminaci vysledného
produktu (Smarda et al. 2008). Podminky cyklti musi byt optimalné nastaveny, aby doslo k co
nejlepSimu vysledku. Pokud jsou parametry (teplota, ¢as, po€et opakovani) PCR niZ§i, nebo

naopak vyssi, mize dochazet ke ztraté dat nebo mize PCR skoncit netispéchem (viz obr. 14.)

(Degen et al. 2006).

Cycling Value Used in Effect if Parameter Value Is  Effect if Parameter Value Is
Parameter Standard PCR? Lower than Optimal Higher than Optimal
Initial Denaturation ~ 94°C Few or no PCR products Premature denaturation of poly-
2 min merase, leading to reduced yield
Denaturation during  94°C Reduced yield Reduced yield
Cycling 15-30s
Primer Annealing 50 to 65°C © Reduced yield Formation of nonspecific
30-60s products
Elongation 72°C Reduced yield P Reduced yield
455 -2 min 4 P Increased error rate
Total Number of 25-30 Reduced yield Formation of nonspecific
Cycles products
Final Elongation 72°C Products are not fully double- Formation of nonspecific
7 min stranded products

D With Tag DNA Polymerase; copied from standard PCR protocol (Chapter 4, section 4.1). Other enzyme
systems will require different parameter values.

From Aoyagi (2001). Effects are generally independent of the enzyme system used.

Optimal temperature depends on primer melting temperature.

Elongation time depends on fragment length; for Taq DNA Polymerase, the recommended times are 45
seconds for targets that are 1 kb or shorter, 1 minute for 1.0 - 1.5 kb, and 2 minutes for 1.5 - 3.0 kb.

b)
)
d)

Obr. 14 Zakladni data pro polymerazovou fetézovou reakci a mozné dopady nedodrzeni doporucenych postupt
(ptevzato z Degen et al. 2000).
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3.2.1.1. Mitochondrialni DNA

Mitochondrialni DNA (mtDNA) je mald, zpravidla kruhovd molekula DNA o velikosti 16569
bazi, ktera je v bunkach pritomna v né¢kolika stovkach az tisicovkach kopii. Pro své mnohé
vyhody je mitochondrialni DNA cCasto pouzivana pro mapovani genetické variability.
Je relativné mald a snadno izolovatelnd, nepodléhd rekombinaci nebo mé ve srovnani

s jadernymi sekvencemi vyssi evolu¢ni rychlost (Avise 2004).

Gen pro Cytochrom b je mezi mitochondridlnimi DNA markery nejlépe prozkouman
a Casto se vyuziva v kombinaci s dal$imi markery (Irwin et al. 1991). Sledovany gen pro
Cytochrom b byl amplifikovan pomoci péti primerti. Tento pocet byl zvolen proto, aby mohlo
dojit k ziskani delSiho fragmentu. Jednalo se o primery L15162 (Irwin et al. 1991), HI5915
(Irwin et al. 1991), Molcit-F (Ibanez et al. 2006), MVZ 16 (Smith et Patton 1993) a také
o primer specificky pro Hypsugo savii Bsves268H (Stadelmann et al. 2004) (viz tab. 4).

Tab. 4 Sekvence primert pro amplifikaci mitochondrialniho genu pro Cytochrom b.

Nézev primeru | Sekvence primeru Citovano z:

L15162 5"- GCAAGCTTCTACCATGAGGACAA - 3’ Irwin et al. 1991
H15915 5" - AACTGCAGTCATCTCCGGTTTACAAGAC -3" |Irwin et al. 1991
Bsves268H 5" - ATTTCTGGYTTACAAKACCRGTGTAA -3’ Stadelmann et al. 2004
Molcit-F 5" - AATGACATGAAAAATCACCGTTGT - 3’ Ibafiez et al. 2006
MVZ 16 5" - AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT - 3’ Smith and Patton 1993

PCR reakéni smés byla pfipravena v objemu 25 pl a byla slozena z 12,5 ul PCR mixu (PPP
Master Mix, Top-Bio), 8,5 ul dvojité destilované vody (ddH20), 1 pl od kazdého primeru
a 2 ul DNA daného vzorku. Samotna amplifikace vzorku zacala pocatecni denaturaci DNA,

na kterou navazovaly cykly popsané v tab. 5. Vysledna délka fragmentu byla 1140 bp.
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Tab. 5 Popis PCR postupu pro amplifikaci genu Cyt-b. Cislo v zavorce znaéi, o kolik stupiii se sniZila teplota
v kazdém cyklu. D = Denaturace, A = Annealing, E = Elongation.

Faze Pocet opakovani Teplota Cas
D 1 95 °C 5 minut
D 95 °C 30 sekund
A 10 60 °C (-1 °C) 105 sekund
E 72 °C 1 minuta
D 95°C 30 sekund
A 10 60 °C (-1 °C) 105 sekund
E 72 °C 1 minuta
D 95 °C 30 sekund
A 30 50 °C 30 sekund
E 72 °C 1 minuta
E 1 72 °C 10 minut

Kontrolni region (D-loop) obsahuje replika¢ni pocatek pro jedno z vldken mtDNA, ale
nekoduje Za4dné genové produkty. Obsahuje vSak hypervariabilni segmenty HV1
(16024-16365), HV2 (73-340), a také HV3 (438-574). Vyskyt mutaci v HV1 a HV2 useku
je 5—10x vyssi nez v jaderné DNA. Na rozdil od kédujici oblasti mohou byt na D-loop rozdily
mezi riznymi jedinci, protoZe neni dale pfekladdna a neobsahuje geny nutné k pieziti buiiky
(Taanman 1999). Pro amplifikaci D-loop byly pouzity celkem tfi primery, a to L16517, HSC
(Fumagalli et al. 1996) a H607 (Wilmer et al. 1994) (viz tab. 6.). Zpétny primer HSC byl vSak
pouzit jen u ne¢kolika vzork. PCR reakéni smés byla vytvofena stejné jako smés pro
amplifikaci Cytochromu-b a vysledny fragment mél délku 351 bp. Pribéh PCR pro amplifikaci

regionu D-loop je znazornén v Tab. 7.

Tab. 6. Sekvence primerd pro amplifikaci regionu D-loop.

Nazev primeru | Sekvence primeru Citovano z:

L16517 5’ - CATCTGGTTCTTACTTCAGG - 3’ Fumagalli et al. 1996
HSC 5" - TTGTTTTAGGGGTTTGGCAAGA - 3’ Fumagalli et al. 1996
H607 5’ - AGGACCCATCTAAGCATTTTCAGTG - 3¢ Wilmer et al. 1994
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Tab. 7. Popis PCR postupu pro amplifikaci D-loop. Cislo v zavorce znaéi, o kolik stupiidi se snizila teplota
v kazdém cyklu. D = Denaturace, A = Annealing, E = Elongation.

Faze Pocet opakovani Teplota Cas
D 1 94 °C 5 minut
D 94 °C 1 minuta
A 10 63 °C (-0,5 °C) 1 minuta
E 72 °C 1 minuta
D 94 °C 1 minuta
A 25 58 °C 1 minuta
E 72 °C 1 minuta
E 1 72 °C 5 minut

3.2.1.2. Jaderna DNA

Samotna mitochondridlni DNA casto nemusi pfesné odraZet fylogenezi. Pro doplnéni nebo
upiesnéni vysledki analyzy se pouzivaji jaderné markery. Jadernd DNA se lisi od
mitochondrialni svou velikosti 1 usporadanim (Page et Holmes 1998). Pro tuto analyzu byly
vybrany Ctyfi jaderné geny. Tti z nich jsou introny a ¢tvrty je gen aktivujici rekombinaci, proto
nazev Rag2 (Recombination activating gene). Ten je oproti ostatnim geniim konzervativnéjsi.

Ostatni tfi intony nesou ozna¢eni COPS, STAT a ACOX.

Prvnim amplifikovanym intronem byl acyl-koenzym A oxidaza 2 intron 3 (acyl-CoA oxidaza,
ACOX2-3), jenz byl identifikovan ve studii Igea et al. (2010). Pro tuto analyzu byly pouzity
primery ACOX2-F1 a ACOX2-R1 (Salicini et al. 2011) (viz tab. 8).

Tab. 8. Sekvence primert pro amplifikaci genu ACOX2-3.

Nazev primeru | Sekvence primeru Citovano z:
ACOX2F1 5¢ - CCTSGGCTCDGAGGAGCAGAT - 3¢ Salicini et al. 2011
ACOX2RI1 5¢- GGGCTGTGHAYCACAAACTCCT - 3¢ Salicini et al. 2011

Reakéni smés byla pfipravena podle piedchozich vzorG a vysledny fragmenty byl dlouhy
382 bp. Pribeh PCR pro amplifikaci intronu COPS je zn4dzornén v tab. 9.
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Tab. 9. Popis PCR postupu pro amplifikaci ACOX2-3. Cislo v zavorce znaéi, o kolik stupiii se sniZila teplota

v kazdém cyklu. D = Denaturace, A = Annealing, E = Elongation.

Faze Pocet opakovani Teplota Cas

D 1 95 °C 10 minut
D 95 °C 15 sekund
A 17 65 °C (-1 °C) 30 sekund
E 72 °C 1 minuta
D 95 °C 15 sekund
A 17 65 °C (-1 °C) 30 sekund
E 72 °C 1 minuta
D 95°C 30 sekund
A 30 48 °C 30 sekund
E 72 °C 1 minuta
E 1 72 °C 5 minut

Druhym amplifikovanym intronem byl COP9 Signalzém podjednotka 7A intron 4 (COP9

Signalsome subunit 7A, COPS7A-4). Na amplifikaci tohoto intronu byly pouzity primery

COPS-F1 a COPS-R1 (Igea et al. 2010) (viz tab. 10).

Tab. 10. Sekvence primerd pro amplifikaci genu COPS7A-4.

Nazev primeru

Sekvence primeru

Citovano z:

COPS F1

5’ - TACAGCATYGGRCGRGACATCCA - 3°

Igea et al. 2010

COPS R1

5’ - TCACYTGCTCCTCRATGCCKGACA -3’

Igea et al. 2010

Reakéni smés pro PCR byla vytvofena stejnym zplisobem a ve stejném objemu jako smés

Cyt-b a vysledny fragment mél délku 559 bp. Pribéh PCR pro amplifikaci tohoto intronu byl

stejny jako u intronu ACOX.

Tiétim intronem, ktery byl v této analyze vyuZit, je pfevadec signélu a aktivator transkripce SA

(Signal Transducer and Activator of Transcription SA, STATS5A). Pro jeho amplifikaci byly
pouzity primery STATSAF a STATSAR (Eick et al. 2005) (viz tab. 11).

Tab. 11. Sekvence primert pro amplifikaci genu STATSA.

Nazev primeru

Sekvence primeru

Citovano z:

STATSAF

5" - CTGCTCATCAACAAGCCCGA - 3

Eick et al. 2005

STATSA R

57 - GGCTTCAGGTTCCACAGGTTGC - 3

Eick et al. 2005
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Reakéni smés byla znovu totozna s ptedchozimi vzory. Vysledny fragment byl dlouhy 594 bp
a prub¢h PCR pro amplifikaci byl stejny s pfedchozimi jadernymi introny.

Pro amplifikaci genu aktivujici rekombinaci (Rag2) byly pouzity dva primery. Prvni je primer
s nazvem F266, ktery nadesignovala Zuzana Kotykova Varadinova (Uvizl et al. 2019) a druhy
je 968R (Stadelmann et al. 2007) (viz tab. 12). Samotna reakcéni smés byla pfipravena na 15 pl
a byla slozena ze 7,5 ul PCR smési (Multiplex PCR Kit, QIAGEN), 4,8 ul dvojité destilované
vody, 0,6 ul od kazdého primeru a 1,5 pul vzorku.

Tab. 12. Sekvence primert pro amplifikaci genu Rag2.

Néazev primeru | Sekvence primeru Citovano z:
F266 5¢- TCAAAGRARGCTTAGARTCTGA - 3° Uvizl et al. 2019
R968 5¢- CCCATGTTGCTTCCAAACCATA - 3¢ Stadelmann et al. 2007

Pro amplifikaci byly pouzity dva postupy PCR, jen proto aby bylo jisté, ktery mé vétsi
uspésnost. Vysledny postup popisuje tab. 13.

Tab. 13. Popis PCR postupu pro amplifikaci Rag2. Cislo v zavorce znaéi, o kolik stupiii se sniZila teplota
v kazdém cyklu. D = Denaturace, A = Annealing, E = Elongation.

Faze Pocet opakovani Teplota Cas

D 1 94 °C 3 minuty
D 93 °C 45 sekund
A 5 58 °C (-1 °C) 45 sekund
E 72 °C 1 minuta
D 93 °C 45 sekund
A 5 58 °C (-1 °C) 45 sekund
E 72 °C 1 minuta
D 93 °C 45 sekund
A 29 54 °C 45 sekund
E 72 °C 1 minuta
E 1 72 °C 5 minut
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3.2.2. Elektroforéza

Po skonCeni PCR reakce byla uspéSnost amplifikace DNA ovéfena pomoci agardzoveé
elektroforézy. Kontrola elektroforézou byla provadéna na 1 % gelu. Ten byl pfipraven ze 100ml
pufru TAE (Tris-acetat-EDTA), 1 mg agar6zy (VWR Life Science AMRESCO Agarose ITM).
Tato smés se poté zahfivala v mikrovinné troubé tak dlouho, dokud nedoSlo k Uplnému
rozpusténi agarozy (cca 2 minuty). Nasledné byla tato smés ochlazena pod tekouci vodou na
teplotu cca 40 °C. Po ochlazeni byly do smési ptidany 2 pl Ethidium Bromidu (EtBr, 10 mg/ml)
pro zviditelnéni amplifikované DNA pod UV svétlem. V prab¢hu realizace vlastniho vyzkumu
byl do laboratofe pofizen GelRed™, ktery nahradil vySe zminény ethidium bromid, ktery
se povazuje za mutagen, protoze se interkaluje do DNA, coz mlze zplsobit problémy pii
replikaci DNA (Waring 1965). I kdyz prace s EtBr v laboratoti neptinési velkeé riziko, je nutné

dodrzovat bezpecnostni opatfeni. Pravé z tohoto diivodu se ve vétSing€ laboratofi prechazi

wevr

Tento rozpustény agardzovy gel byl nalit do pfipravené formy s hiebinky zajistujicimi vznik
jamek pro PCR produkt. Tuhnuti gelu trvalo cca 30-40 minut pii pokojové teploté. Hotovy gel
byl pouzit rovnou k elektroforéze a do pfipravenych jamek byly naneseny 2 ul PCR produktu.
Pro kontrolu byl do elektroforézy pridan délkovy standard oznacujici délku fragmentu (Thermo
Scientific GeneRuler 100 bp DNA Ladder). Zda je ¢i neni gen ptfitomen v PCR produktu, bylo
kontrolovano prosvicenim gelu v UV skeneru (DNR Bio-Imaging Systéme MiniBIS), ktery byl

napojen na pocitacovy program GelCapture Software.
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3.2.3. Purifikace

Pokud agarozova elektroforéza potvrdila pfitomnost daného genu, byl zbyly PCR produkt
purifikovan, aby mohlo dojit k sekvenaci. Pro vétSinu PCR produkta byla pouzita purifikace
pomoci octanu sodné¢ho. PCR produkt byl ptepipetovan do 1,5 ml zkumavky spolecné s 2,3 ul
roztoku octanu sodného (pH 5,2) a 23 ul zmrazeného 100 % ethanolu. Tato smés byla po dobu
10 minut odstfed’ovana v centrifuze (Niive NF 800R) pii otackach 14 000 rpm. Po odsati
supernatantu bylo pfidano 23 pl 75 % ethanolu a smés byla znovu odstfedéna stejnym
zpisobem (10 minut, 14 000 rpm). Nésledn¢ byl opét odsan supernatant a nechal se vyschnout
ethanol. Po vysuSeni bylo pfidano 20 pl ddH2O a v pfistroji Nanodrop byla kontrolovana
kvalita PCR produktu.

Druhy zptsob purifikace byl pouzit pro vzorky intronii STAT a Rag2. Purifikace probihala za
pomoci ExoSap kitu (USB-IT). Do mikroplata o 96 jamkach se naneslo 10 pl PCR produktu,
a to proto, aby mohl byt poté produkt sekvenovan z obou stran (pro sekvenaci z jedné strany
sta¢i 5 pul PCR produktu). Do kazdé jamky se poté pridaly 4 ul ExoSapu. Nasledn¢ se plato
utésnilo hlinikovou folii a vlozilo se do termocykleru, kde se vSech 96 PCR produktii
purifikovalo celkem 1 hodinu a 14 minut. Po purifikaci se odstranila aluminiova folie a plato
se uzavielo pomoci plastovych vicek. Pied odeslanim na sekvenaci byly pfidany k platu i oba

primery potfebné k sekvenaci. Primery byly pfidany zvlast' ve dvou mikrozkumavkach.

3.2.4. Sekvence a alignmenty

Sekvenaci Sangerovou metodou provadéla spole¢nost Macrogen, Inc. (Soul, Jizni Korea). Pro
préci se sekvencemi byl pouZit program Geneious 11.1.4 (Biomatters Ltd.). V programu se
provadélo spojeni sekvenci ziskanych pomoci obou primert. Nasledné byly sekvence sefazeny
a byl proveden alignment pro jednotlivé geny. Jelikoz byla délka sekvenci v mnoha ptipadech
ruzna, doslo k sefiznuti vSech sekvenci na nejvetsi spole€nou délku. V programu Geneious byla

provedena i konkatenace. Nejprve byly konkatenovany mitochondrialni geny a poté jaderné

geny.
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3.3. Fylogenetické analyzy

3.3.1. Maximum likelihood (ML)

Jednou z metod pro tvorbu fylogenetického stromu byla Maximum likelihood neboli metoda
maximalni pravdépodobnosti. Jedna se o znakovou konstrukéni metodu, ktera predpoklada,
ze se do ndhodného vybéru dostavaji znaky s riznou pravdépodobnosti. Vybran je strom, ktery
ma nejvetsi pravdépodobnost (je nejvérohodnéjsi) pro danou topologii (Felsenstein 1981,
Cvrckova 2006). Pro vSechny alignmenty, véetné konkatenovanych, byly pomoci webového
rozhrani 1Q Tree, které pouziva verzi programu IQ-TREE 1. 6. 12. (Trifinopoulos et al. 2016)
vypocitany evolu¢ni modely pomoci programu ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al. 2017)
(viz tab. 14), ktery za pomoci Bayesovského informacniho kritéria (BIC) vyhledal nejvhodnéjsi
evoluéni model. To vSe probihalo diky Ultrafast bootstrap doplitku, ktery urychlil analyzu
(Hoang et al. 2018). Pied vytvofenim fylogenetického stromu pomoci Tree inference bylo
potieba nahrat tzv partition file (Chernomor et al. 2016), ktery u konkatenovanych alignment
ptesné urcoval, jaky evolu¢ni model se uplatni, na jakou ¢ast alignmentu (viz tab. 15). Nasledné

byl program spustén a vysledkem byl fylogeneticky strom (Nguyen et al. 2015).

Tab. 14. Navrzené evolu¢ni modely dle ModelFinder pro jednotlivé geny.

gen kritérium navrhnuty model
Cyth BIC TIM2+F+1+G4
D-loop BIC K2P+G4

ACOX BIC HKY+F+G4
COPS BIC K2P+G4
STATS5a BIC K3Pu+F+G4
Rag2 BIC K2P+G4

Tab. 15. Navrzené evolu¢ni modely dle ModelFinder pro analyzy konkatenovanych alignmentt.

konkatenované alignmenty kritérium | Vysledné modely

mitochondrislni Cyth BIC TIM2+F+I+G4
D-loop BIC TVM+F+G4
ACOX |BIC TN+F+G4

. , COPS BIC K2P+1+G4

jaderny STAT5a_|BIC TN+F+G4
Rag? BIC K3P+I+G4
Cyt b BIC TIM2+F+1+G4
D-loop BIC TVM+F+G4

celkova matrix ACOX BIC TN+HFAG4
COPS BIC K2P+1+G4
STATS5a |BIC TN+F+1+G4
Rag?2 BIC K3P+I+G4
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3.3.2. Bayesovska analyza (BA)

Tato metoda hleda strom, ktery nejlépe vystihuje vstupni data (pocita pravdépodobnost
s jakou strom vysvétluje vstupni data — ,,posteriorni pravdépodobnost®). Také vyuziva
substituéni modely evoluce sekvenci DNA. Vychazi z nahodné zvolené topologie, kterou
obménuje na zakladé Markovovych fetézcit Monte Carlo (Markov Chain Monte Carlo, MCMC)
(Metropolis et al. 1953, Hastings 1970, Larget et Simon 1999). Stromy s nejvySSimi
posteriornimi pravdépodobnostmi byly ukladany do paméti a na zakladé nich je vytvofen
vysledny strom, ktery obsahuje informaci o spolehlivosti jednotlivych vétvi, ta odpovida
procentu stromll v paméti, které danou vétev obsahuji. Tato analyza je provadéna programem
MrBayes (Huelsenbeck et Ronquist 2001, Ronquist et Huelsenbeck 2003), konkrétné se jedna
o verzi 3.2.7a, ktera je dostupnd online a analyzy se provadi prostfednictvim webového rozhrani

Cipres science gateway (Miller et al. 2015).

Substituéni modely byly vybrany dle vysledku evolu¢nich modeli na ModelFinder
(Kalyaanamoorthy et al. 2017), ale do MrBayes lze zadat pouze omezeny pocet modeld. Dle
toho bylo zadano nastaveni programu (pifikaz nst). V zavislosti na parametrech , I ,,G*
¢1,,I+G* ve zvoleném evolu¢nim modelu bylo brano v potaz, zda n€které pozice v alignmentech
byly konstantni ¢i tyto pozice byly proménlivé v rdmci gamma distribuce nebo dokonce kdy
pozice byly konstantni, avSak byla variabilni mira téchto pozic dle gamma distribuce. Pocet
generaci byl stanoven u mtDNA na 10 000 000, z nichZ kazda tisici generace byla uloZena
v podobé stromu i s délkami vétvi. U jaderné DNA byl pocet genraci stanoven na 30 000 000,
nebot’ pii niz§im poctu generaci tato analyza nekonvergovala. Pro zjiSténi konvergence byl
pouzit program Tracer v1.7.2. (Rambaut et al. 2018). Pokud neni nastaveno jinak, program po
ptikazu sump odfizne 25 % pocatecnich generaci, tedy generaci, u nichz nebylo dosaZeno

ustaleni frekvence urcitych topologii. Ze zbylych generaci vytvoii konsenzualni strom.
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3.3.3. P-distance

V ramci analyzy probéhlo i urceni podobnosti sekvenci na zdkladé poctu rozdilnych pozic
v sekvenci k délce sekvence. Toto rozliSeni se nazyva p-distance (Strimmer et al. 2009). Pro
vypocet p-distanci byl pouzit program MEGA11 (Tamura et al. 2021) a sekvence byly
rozdéleny podle geografickych oblasti sbéru dat (viz tab. 16).

Tab. 16 Rozd¢leni sekvenci Hypsugo savii pro analyzu p-distanci podle oblasti sbéru vzorka.

oznaceni oblasti seznam zemi/oblasti

H. s. Spanélsko Spanélsko

H. s. Ita, Mor, Swi Maroko, Italie, Svycarsko

H. s. centr. Evropa Ceska republika, Rakousko, Mad’arsko, Slovinsko
H. s. Balkan Chorvatsko, Bulharsko, Cerna Hora

H. s. Kréta, pev. Rec. pevninské Recko, Kréta

H. s. Simi, Rhodos Simi, Rhodos

H. s. Bl. vychod Kypr, Iran, Syrie, Libanon, Ukrajina (Krym), Gruzie, Turecko

3.3.4. Haplotypové sité

Haplotypové sité se pouzivaji pii analyze populacnich genetickych dat k vizualizaci vztahti na
vnitrodruhové Urovni, stejné jako k vyvozovani zavéri o biogeografii a historii populaci. Pro
tuto analyzu byly pouZzity pouze sekvence genu pro Cyt-b. Na zdklad¢ téchto dat bylo vytvoieno
celkem pét haplotypovych siti. Prvni pro H. arabicus, druhd pro H. ariel a dalsi tfi pro H. savii.
K vytvoteni haplotypovych siti byl vyuZit program PopART, verze 1.7 (Leigh et Bryant 2015)

a sité se tvorily na zdklad¢ algoritmu median-joining (Bandelt et al. 1999).
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3.4. Zkratky
a) zkratky z tabulek s biometrickymi udaji druhti rodu Hypsugo

ACo — vyska koronoidniho vybézku mandibuly
ANc - vyska mozkovny

CC - sitka rostra pres horni Spicaky u korunek

CM? — délka horni fady zubtli od piedni casti Spic¢aku k zadni ¢asti tfetiho molaru
CM3 — délka spodni fady zubti od pfedni Casti Spi¢aku k zadni Casti tfetiho molaru
Lal — sitka interorbitalniho zuZeni

Lalnf — infraorbitalni Sitka

LaM — mastoidalni Siika

LaN - sitka mozkovny

LAt — délka predlokti véetné zapésti

LAu — délka usniho boltce

LaZ — sitka mezi licnimi kostmi

LBT — nejvétsi horizontalni délka bubinkové vyduté
LC — délka tela

LCb — rostralni Sitka mezi podo¢nicovymi utvary
LCd - délka ocasu

LCr — nejvétsi délka lebky

LMd - kondylarni délka dolni Celisti

LTr — délka tragu

M — primér hodnot

M?*M? — §itka pres tfeti horni molary

max — maximalni namefena hodnota

min — minimalni naméfena hodnota

n — pocet jedinct

b) zkratky zemi, ze kterych pochazi vzorky pouzité v analyze

Aus — Rakousko
Bul — Bulharsko
Cro — Chorvatsko
Cyp — Kypr

CZ — Ceska republika
Egy — Egypt

Gab — Gabon

GB — Velka Britanie
Geo — Gruzie

Gre — Recko

Hu — Mad’arsko

Ir — [ran

Ita — Italie

JAR - Jihoafricka republika
Jor — Jordansko
Ken — Kena

Leb — Libanon

Mon — Cerna Hora
Mor — Maroko

Om — Oman

Slo — Slovinsko

Spa — Spanélsko
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Swi — Svycarsko
Syr — Syrie

Tan — Tanzanie
Tur — Turecko
Ukr — Ukrajina
Yem — Jemen

c¢) obecné zkratky vyskytujici se v textu

ACOX - acyl-CoA oxidaza

BIC - Bayesovské informac¢ni kritérium

BP — bootstrap percentage

C — $picak

COPS — COP9 Signalzom

Cyt-b — Cytochrom b

ddH2O0 - dvojité destilovana voda

D-loop — kontrolni region D-loop

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EtBr — Ethidium bromid

H - haplotyp

HVI - hypervariabilni region I

HVII — hypervariabilni region 11

HVIII — hypervariabilni region III

I —tezék

I —tezak

M — stolicka

M - stolicka

MCMC - Monte Carlo metoda Markovovych fetezcti (Markov Chain Monte Carlo)
ML — analyza maximalni vérohodnosti (Maximum Likelihood)
mtDNA — mitochondridlni DNA

nDNA - jaderna DNA

NMP — Narodni museum, Praha

O - outgroup

P — tfenovy zub

P — tfenovy zub

PCR - polymerazova fetézova reakce (Polymerase chain reaction)
PP — posterior probability

Rag2 — gen aktivujici rekombinaci (Recombination activating gene)
Rpm - otacky za minutu

STAT — prevadéc signalu a aktivator transkripce (Signal Transducer and Activator of Transcription)
TAE — Tris-acetat-EDTA

UV — ultrafialovy
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4. Vysledky

4.1. Molekularni analyza

Pro tuto diplomovou praci bylo k dispozici celkem 291 tkanovych vzorkli netopyri rodu
Hypsugo, z nichz vétsina (178 vzorkl) pochazela ze sbirky Narodniho muzea v Praze. Ze vSech
tkanovych vzorki se podafilo izolovat DNA u 268 vzorka (36 vzorka H. arabicus, 34 vzorka
H. ariel a 198 vzorka H. savii). Usp&$né sekvenovano alespon jednim primerem bylo nakonec
220 vzorkti DNA. Multilokusovy dataset rodu Hypsugo byl sestaven ze dvou mitochondrialnich
a Ctyt jadernych markert. Gen pro Cyt-b byl Gispésn€ osekvenovan a analyzovan u 154 vzorki
DNA (z toho 26 vzorkli DNA H. arabicus, 22 vzorkl H. ariel a 106 vzorka H. savii) a Rag2
byl uspésn¢ osekvenovan a analyzovan u 152 vzorkti DNA (z toho 24 vzorkt H. arabicus,
19 vzorki H. ariel a 110 vzorkl H. savii) (viz tab. 17). U ostatnich markerd nebyla GspéSnost
amplifikace a sekvenace tak velka. Do analyzy genu pro Cyt-b byly pfidany 4 publikované

sekvence z GenBank.

Tab.17 Prehled Gispésné€ analyzovanych gent jedincti rodu Hypsugo z pivodnich 291 vzorkd.

Cyth D-loop ACOX COPS STAT5a |Rag2
H. savii 106 57 33 46 52 110
H. arabicus 26 18 29 19 15 24
H. ariel 22 8 28 18 24 19
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4.2. Fylogeneticka analyza

Pro fylogenetickou analyzu byly pouzity alignmenty sekvenci jednotlivych genti a nasledné
zkonkatenované alignmenty. Jako prvni byly vyhodnoceny evolu¢ni modely. V tab. 14. jsou
uvedeny modely, které maji nejvyssi vahu podle BIC podle ModelFinder. Navrhované evoluéni
modely byly zaddvany jako jeden z parametra do nésledujicich analyz. U alignmentu, ktery byl
konkatenovan z vice gent navrhl Model Finder evolucni modely pro kazdy gen zvlast’ a ulozil
ho do tzv. ”partition model” souboru, ktery definoval evolu¢ni model pro kazdou cast
konkatenovaného alignmentu zv1ast. Vysledné fylogenetické stromy (ML i BA) maji stejnou
topologii, rozdil je jen v podpofenych uzlech. U analyzy ML bylo vice podpofenych uzli nez
u analyzy BA, byla tedy vybréna pro prezentaci do této prace. Na fylogenetickych stromech
najdeme barevné tecky, které znaci porovnani jednotlivych uzll, na kterych byla posteriorni
pravdépodobnost (posterior probabability, PP) vyssi nebo rovna hodnoté 0,95 a procento

bootstrapu (bootstrap percentage, BP) vyssi nebo rovno 70 %.

4.2.1. Mitochodnrialni DNA

Amplifikace mtDNA probihala pomérné€ jednoduse a povedlo se tak ziskat sekven¢ni data dvou
tretin vSech vzorkt. Nejlépe vysla amplifikace genu Cyt-b, kterou jsme ziskali sekvence vSech
tti druhti, které byly pro tuto praci pouzity. Publikovanymi sekvencemi tohoto genu se navic
dataset rozsifil o dals$i druhy rodu Myotis, jeden druh rodu Pipistrellus, jeden druh rodu
Nycticeinops a nékolik druhti rodu Neoromicia, které zde poslouzily jako outgroup. Dataset byl

doplnén o dalsi 4 sekvence druhu H. savii ze Spanélska, Svycarska, a Turecka (viz p¥iloha 2).

Podle analyzy Cyt-b (viz obr. 15) vykazuje H. arabicus celkem jednotné usporadani, které
rozd&luje iranské a oméanské populace. U &tyi osekvenovanych jedinct z {ranu byly nalezeny
tii rizné haplotypy s maximaln€¢ sedmi substitucemi. Primér p-distanci dosahoval u téchto
jedincti hodnoty 0,66 %. Omanskych vzorkli H. arabicus se podafilo osekvenovat celkem 26
a bylo u nich nalezeno 9 rGznych haplotypli s maximalni vzdélenosti dvou substituci
a pramérem p-distanci v hodnoté 0,2 %. franské a omanské jedince ale oddélovalo celkem 36
substituci a primérnd hodnota p-distanci mezi obéma skupinami vzorki byla 4,2 %. Nejvyssi

hodnota p-distanci mezi jedinci H. arabicus byla 4,78 %.
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Sesterskou skupinou H. arabicus se ukazal byt H. ariel. Vnitrodruhové uspotfadani tohoto druhu
ukazuje piibuznost jedincti z Omanu, Jemenu a Jordanska. Jedinci z téchto zemi vytvorili
celkem 6 raznych haplotypti a méli mezi sebou rozdil maximalné 10 substituci. Hodnoty
nekorigovanych p-distanci mezi nimi byly v priméru do 1 %. Velmi vyrazné z druhu H. ariel
vystupuji v tomto stromu dva jedinci z Egypta, jejichZ vzdalenost od ostatnich jedincti tohoto
druhu je nejméné 70 substituci a hodnota p-distanci vii¢i ostatnim jedinctim H. ariel byla vyssi

nez 6 %.

Na bazi fylogenetického stromu druhu H. savii se nachazi linie tvofena pfedevsim Spanélskymi
jedinci, které dopiiuji jedinci ze Slovinska a Svycarska. V dal§i pozici vétveni se oddéluji dvé
hlavni linie H. savii, Prvni linii tvofi zejména jedinci ze sttedni Evropy, Itdlie, a Maroka. V této
linii se ale objevuji i zastupci Slovinska a Svycarska. Druhou linii tvoii zastupci populaci
Balkanského poloostrova a Blizkého vychodu. Mezi témito dvéma liniemi je primérna hodnota
p-distanci vyssi nez 8 %. Dalsi vétveni druhé linie ji rozdéluje tuto linii na dvé dalsi podlinie.
Prvni tvofi zdstupci populaci Balkdnu a druhou zastupci populaci Blizkého vychodu.

Problematickou skupinou jsou vzorky z Recka.

Zastupci pevninského Recka a Kréty se v analyze Cyt-b zatadili do podlinie spoleéné s dal§imi
vzorky z Balkanu. Zastupci populaci z ostrovii Simi a Rhodos se ale rozdélili. Nékteti spadaji
do Balkéanské podlinie a nékteti do blizkovychodni podlinie. Mezi jedinci z Balkanu a Blizkého
vychodu je znacnd ptibuznost. Tyto podlinie odd€luje nejméné 15 substituci a hodnota
p-distanci mezi nimi je v priméru od 1-2 %. Spanéliti jedinci se podle hodnoty p-distanci od
vSech ostatnich populaci ve stfedni Evropé a Italii 1i8i nejvice. NejbliZze jsou Spanélskym

populacim populace ze Svycarska. Hodnoty p-distanci viech skupin lze najit v tab. 18-20.
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Obr. 15 Vysledny fylogeneticky strom vypoéitany ze sekvenci genu pro Cyt-b metodou ML. Cervené kole¢ko
znaci PP>0,95 a BP>70 %, modré kolecko vyjadfuje pouze BP>70 %.
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Tab. 18. Piehled vypocitanych minimélnich p-distanci sekvenci pro gen Cyt-b. Podrobny seznam lokalit
sdruzenych pod pismeny A-G lze najit v tabulce €. 16.

1 2 3 |4 |5 |6 |7 8 [9 [lo [in iz 13 ]
1 |H. arabicus Iran 0,00%
2 |H. arabicus Oman 3,74% (0,00%
3 |H. ariel Egypt 12,36% |12,06% [0,00%
4 |H. ariel Jordansko 12,90% (12,06% [6,07% |0,00%
5 |H. ariel Oman 12,80% |12,06% |6,45% 0,65% |0,00%
6 |H. ariel Jemen 12,90% |[12,06% [6,26% (0,47% [0,93% [0,00%
7 |H. s. Spanélsko 11,89% |[11,78% [11,31% [11,50% [11,50% [11,68% [0,00%
8 |H. s. Ita, Mor, Swi 12,06% (11,50% [11,12% [11,50% [11,68% [11,68% [0,00% [0,00%
9 |H.s. centr. Evropa  [11,99% [11,87% [11,31% [11,40% [11,59% [11,59% [0,19% {0,00% [0,00%
10 |H. s. Balkan 13,08% (12,80% [12,15% [12,79% [12,79% {12,42% |(8,09% |(8,09% |8,09% |0,00%
11|H. 5. Kréta, pev. Rec. [13,08% [12,71% [12,06% |12,62% [12,62% [12,24% |8,04% [8,04% (8,04% [0,00% [0,00%
12|H. s. Simi, Rhodos ~ |13,21% |12,92% |12,15% |12,52% |12,52% |(12,34% |8,02% |8,02% |8,02% [0,19% {0,09% [0,00%
13|H. s. BL. vychod 13,18% |[12,71% [12,52% (12,34% [12,34% |12,15% |7,66% |7,66% |7,66% |1,31% |1,50% |0,00% |0,00% |

Tab. 19. Piehled vypocitanych maximalnich p-distanci

sdruzenych pod pismeny A-G lze najit v tabulce €. 16.

sekvenci pro gen Cyt-b. Podrobny seznam lokalit

1 2 3 |4 |5 |6 |7 8 E [lo i1 iz 13 ]
1 |H. arabicus Iran 1,22%
2 |H. arabicus Oman 4,78% 10,56%
3 |H. ariel Egypt 12,52% [12,24% [0,00%
4 |H. ariel Jordansko 12,99% |12,43% [6,07% [0,00%
5 |H. ariel Omén 12,92% |12,43% [6,45% [0,65% [0,00%
6 |H. ariel Jemen 13,27% |12,71% [6,54% [1,12% [1,03% [1,31%
7 |H. 5. Spanélsko 13,27% [12,62% [11,98% [12,64% [12.55% [12,92% |8.60%
8 |H. s. Ita,Mor, Swi  [13,50% [13,32% [11,87% [12,62% [12,93% [13,1% [10,39%]10,5%
9 |H. s. centr. Eviopa  [12,92% [12,64% [11,78% [12,43% [12,34% [12,71% [8,77% |8,68% [8.,58%
10|H. 5. Balkan 13,83% |13.27% [12,36% [13,11% [13,11% [13,39% |8.80% [9,08% [9,17% [0,47%
11|H. 5. Kréta, pev. Rec. [13,83% [13,27% [12,34% [12,99% [12,99% [13,27% [8,79% [9,07% [9,15% [0,66% |0,47%
12|H. 5. Simi, Rhodos  |14,21% [13,64% [13,08% [13,08% |13,08% |13,36% [9,44% [9,72% [9,82% [2,53% |[2,43% [2.,43%
13|H. 5. BL. vjchod 14,22% [13,65% [13,17% [12,99% [13,09% [13,09% [9.42% [9,70% [9.72% [2.45% [2.35% [2,35% [1,13% |

Tab. 20. Ptehled vypocitanych priamérnych p-distanci sekvenci
sdruzenych pod pismeny A-G lze najit v tabulce ¢. 16.

pro gen Cyt-b. Podrobny seznam lokalit

1 2 3 4 |5 |6 |7 8 |9 lo Jir 12 13 ]
1 |H. arabicus Iran 0,66%
2 |H. arabicus Oman 4,20% [0,20%
3 |H. ariel Egypt 12,42% [12,08% [0,00%
4 |H. ariel Jordansko 12,93% (12,28% [6,07% [0,00%
5 |H. ariel Oman 12,86% (12,28% (6,45% [0,65% [0,00%
6 |H. ariel Jemen 13,08% (12,37% (6,41% [0,85% [0,96% [0,62%
7 |H. s. Spanélsko 12,47% (12,05% (11,70% [11,88% [11,85% [12,01% |4,37%
8 |H. s. Ita, Mor, Swi 12,33% (12,14% (11,52% [11,78% [11,89% [11,96% |4,28% [3,59%
9 |H.s.centr. Evropa  [12,34% [12,21% [11,46% [11,59% |[11,76% |11,82% |4,06% (2,63% [1,40%
10 |H. s. Balkan 13,46% (13,01% [12,26% [12,85% [12,85% [12,71% |8,43% |[8,63% |(8,73% (0,12%
11 |H. s. Kréta, pev. Rec. [13,41% [12,93% [12,20% [12,79% [12,79% [12,65% |(8,40% (8,61% |8,72% [0,23% [0,23%
12 |H. 5. Simi, Rhodos  |13,63% |13,15% [12,47% |12,81% |12,81% [12,73% |8,53% (8,78% |8,93% |1,01% |1,09% |1,30%
13 |H. s. Bl vychod 13,61% |13,10% |12,79% |(12,61% |(12,62% (12,56% |(8,59% |8,90% [9,10% |1,83% |1,91% |1,43% |0,61%
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Amplifikace kontrolniho regionu D-loop se podafila pouze u tfetiny dostupnych vzorki.
Celkov¢ ziskané sekvence regionu D-loop nebyly tak ¢isté jako sekvence cytochromu b, mozna
z divodu nizké specificity pouzitych primert. Analyza se tedy zdatila pouze u 83 vzorkt a bylo
nalezeno 39 haplotypt. Je nutno podotknout, Ze délka sekvenci byla jen 351 bp., coz je velmi
kratky tsek, a to mohlo ovlivnit vysledky této analyzy. Vysledky p-distanci mezi skupinami

jedinct jsou znazornény v tab. 21-23.

Podle analyzy sekvenci regionu D-loop je H. ariel na bazi stromu rodu Hypsugo a H. arabicus
a H. savii jsou sesterské druhy (viz obr. 16). Hypsugo ariel je stejné jako u vysledkl analyzy
Cyt-b celkem uniformni, az na jedince z Egypta, kteti se odliSovali vy$Sim poctem substituci.
U Hypsugo ariel byly nalezeny 4 haplotypy. Hypsugo arabicus se v ptipadé analyzy D-loop
jevi jako sestersky druh k H. savii a vnitrodruhové je velmi uniformni. Hypsugo arabicus
se rozdélil na 8 haplotypti. Hypsugo savii se zde déli na dvé linie. Prvni linii jsou evropskeé
a severoafrické vzorky, které byly ve fylogenetickém stromu Cyt-b rozdéleny na dvé
samostatné linie. Sesterskou skupinou témto jedinctim jsou balkansti a blizkovychodni zastupci
H. savii. Tato linie se nadale vétvi pravé na balkdnskou a blizkovychodni vétev. V obou téchto
vétvich se znovu nachazi Recké vzorky, a to hlavné proto, Ze fecké vzorky pochazely z ndkolika

oblasti. Jednalo se o pevninské Recko, ostrov Kréta, ostrov Rhodos a ostrov Simi.
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Obr. 16 Vysledny fylogeneticky strom vypocitany ze sekvenci pro kontrolni region D-loop metodou ML.
Cervené koletko znad&i PP>0,95 a BP>70 %.
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Tab. 21 Piehled vypocitanych minimalnich p-distanci sekvenci kontrolniho regionu D-loop. Podrobny seznam
lokalit sdruzenych pod pismeny A-G Ize najit v tabulce €. 16.

1 2 ‘3 ‘4 ‘5 ‘6 ‘7 ‘8 ‘9 ‘10 ‘11 ‘
1 |H. arabicus Oman 0,00%
2 |H. ariel Egypt 5,30% (0,00%
3 |H. ariel Jordansko 5,67% |2,88% [0,00%
4 |H. ariel Jemen 5,33% |2,59% [0,00% [0,29%
5 |H. s. Spanélsko 1,37% (2,05% (2,05% {2,05% |0,00%
6 |H. s Ita,Mor, Swi  |1,37% (2,05% (2,05% [2,05% |0,00% {0,00%
7 |H. s. centr. Evropa  |1,35% (2,03% (2,03% |2,03% {0,00% |0,00% |0,00%
8 |H.s. Balkan 5,94% |7,16% (6,63% [6,63% [0,68% [0,68% [0,68% |0,00%
9 |H.s. Kréta, pev. Rec. [5,61% [6,88% [6,34% [6,34% |0,68% |0,68% [0,68% [0,00% [0,00%
10 [H. s. Simi, Rhodos  [5,94% [6,92% |[5,80% |5,80% |0,68% [0,68% |0,68% |0,00% [0,00% [0,00%
11 |H. s. Bl vychod 6,27% [6,30% [5,76% |5,76% |0,68% |0,68% [0,68% [2,57% (2,29% [0,00% |0,00%

Tab. 22 Pichled vypocitanych maximalnich p-distanci sekvenci kontrolniho regionu D-loop. Podrobny seznam
lokalit sdruzenych pod pismeny A-G lze najit v tabulce €. 16.

1 2 ‘3 ‘4 ‘5 ‘6 ‘7 ‘8 ‘9 ‘10 ‘11 ‘
1 |H. arabicus Oman 2,29%
2 |H. ariel Egypt 7,18% [0,00%
3 |H. ariel Jordansko 7,60% (2,94% [0,00%
4 |H. ariel Jemen 7,83% |3,50% |1,76% |1,74%
5 |H. s. Spanélsko 7,36% |7,10% |7,23% |7,17% [2,48%
6 |H.s. Ita, Mor, Swi 6,29% 16,29% |6,42% [6,31% [2,46% (0,99%
7 |H.s. centr. Evropa  [6,57% [6,03% (6,14% (6,09% |2,42% |0,68% |0,29%
8 |H.s. Balkan 8,60% |7,78% (7,33% [7,56% |5,52% |4,30% |4,58% [1,15%
9 |H. s. Kréta, pev. Rec. [8,45% [7.49% [7,04% |7,27% |5,33% |4,08% [4,37% [0,88% [0,58%
10 |H. s. Simi, Rhodos  [8,86% (8,05% |7,60% |7,83% |6,13% |5,26% |5,14% [4,01% |3,79% |4,29%
11 |H. s. BL. vychod 8,33% (7,23% (6,76% [7,00% [6,17% |5,30% |5,17% |4,03% |3.,81% |4,29% (2,01%

Tab. 23 Piehled vypocitanych pramérnych p-distanci sekvenci kontrolniho regionu D-loop. Podrobny seznam
lokalit sdruzenych pod pismeny A-G lze najit v tabulce ¢. 16.

1 2 ‘3 ‘4 ‘5 ‘6 ‘7 ‘8 ‘9 ‘10 ‘11 ‘
1 |H. arabicus Oman 0,56%
2 |H. ariel Egypt 6,23% (0,00%
3 |H. ariel Jorddnsko  [6,55% [2,90% [0,00%
4 |H. ariel Jemen 6,54% [2,99% [0,68% [1,16%
5 |H. s. Spangisko 4,61% [5,06% [5,11% |5,01% [0,77%
6 |H. s Ita,Mor,Swi |4,84% [535% [540% [5.27% [0,45% [0,23%
7 |H s. centr. Eviopa  [4,93% [531% [5,36% [5.26% [0,36% |0,14% [0,06%
8 |H. s. Balkan 7,28% |7.40% [6,89% [7,06% [3,34% [3,51% [3,58% [0,35%
9 |H. s Kréta, pev. Rec. [7,14% [7.23% [6,71% [6,89% |[3.27% |3,43% [3,51% [0,35% |0,26%
10 [H. s. Simi, Rhodos  |7,32% [7,27% [6,59% [6,76% |3.58% [3.78% [3,84% [1,32% [1,22% [1,86%
11 |H. s. Bl vychod 7.07% 6,76% [6,12% [6,26% [3,70% [4,00% [4,01% [3,24% [3,09% [2,53% [1,12%
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Na fylogenetickém stromu spocteném z konkatenované mitochondridlni matrix se jevi H. ariel
a H. arabicus jako sesterské druhy. Hypsugo ariel vykazuje ptibuznost jedinci z Jemenu,
Omanu a Jordanska. Praveé tyto tfi zemé se v ramci populaci ve fylogenetickém stromu oddélily.
Samostatné pak stoji dva jedinci z Egypta, ktefi se podle analyzy genu pro Cyt-b jevi jako
samostatny druh na zakladé p-distance. U H.arabicus se oddélili jedinci z franu od omanskych

jedinct. Jedinci z Omanu vykazuji zna¢nou uniformitu a jen nepatrné rozdily.

Na tomto stromu je patrno déleni H. savii do n€kolika linii. V prvni linii jsou zéastupci zépadni
Evropy, Slovinska a Svycarska a tato linie se oddélila na bazi asti stromu tohoto druhu. V dalsi
pozici vétveni se rozdéluje H. savii na dvé dalsi linie, tato divergence ale neni dostatecné
podpofena (viz obr. 17). Prvni linii tvoii zastupci z Maroka, Italie, Ceské republiky, Mad’arska
a objevuji se tu také jedinci ze Svycarska a Slovinska. Druhou linii tvoii zastupci Balkanu
a Blizkého vychodu. Tato linie se nasledné $tépi na dvé podlinie. Prvni tvofi zastupci
Chorvatska, Bulharska, Cerné Hory a Recka (pevninské Recko, Kréta a dva jedinci z ostrova
Simi). Do druhé podlinie patii zastupci franu, Syrie, Libanonu, Kypru, Gruzie, Krymu, Rhodu

a zbyvajici jedinci z ostrova Simi.

Ackoliv se na konkatenovaném fylogenetickém stromu ukazalo nékolik jedinct stejného
haplotypu, tento strom nebyl zkracovan, nebot’ nelze s presnosti urcit, jak se haplotyp tvofil.
Vzorkll pro gen pro Cyt-b bylo témé&f dvakrat vice neZ vzorkl pro kontrolni region D-loop,
a neni jisté, ¢cim byl vysledny konkatenovany strom vice ovlivnén. Diky nerovnomérnému
zastoupeni obou markert je ovSem tfeba vypovédni hodnotu této Casti analyzy povazovat
za omezenou. Pro piehlednost bylo zobrazeni tohoto stromu rozdéleno do dvou ¢asti (viz obr.

18-19).
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Obr. 17 Vysledny fylogeneticky strom vypocitany ze vSech analyzovanych mitochondrialnich sekvenci metodou

ML. Cervené kole¢ko zna¢i PP>0,95 a BP>70 %, modré koletko vyjadiuje pouze BP>70 %. Strom je z diivodu
mnoha vzorkt rozdélen na dvé Casti.
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Obr. 18 Vysledny fylogeneticky strom vypocitany ze vSech analyzovanych mitochondrialnich sekvenci metodou

ML. Cervené kolecko zna&i PP>0,95 a BP>70 % (ast A).
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Obr. 19 Vysledny fylogeneticky strom vypocitany ze vSech analyzovanych mitochondrialnich sekvenci metodou

ML. Cervené kolegko znaéi PP>0,95 a BP>70 %, modré kole¢ko vyjadiuje pouze BP>70 % (&ast B).
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4.2.2. Jaderna DNA

Ackoliv byly dodrZzeny vSechny postupy, doslo u nékterych jadernych markert ke slabsimu

vytézku, a tedy k osekvenovani méné vzork.

Analyza intronu ACOX se zdafila u celkem 90 vzorki a bylo nalezeno celkem 31 haplotypt
(viz obr. 20). U Hypsugo ariel bylo nalezeno celkem 5 haplotypi s maximalni hodnotou
p-distanci mezi nimi 4,58 %. Hypsugo arabicus se tu jevi jako sesterska skupina k H. savii.
fransti jedinci zaujimaji samostatny haplotyp a to samé plati i pro jedince z Omanu, a¢koliv
hodnota p-distanci mezi nimi je 0,26%. Sekvence Hypsugo savii se rozd¢lily do dvou linii. Daly
by se oznadit za zapadni linii (Maroko, Spanélsko, stiedni Evropa a Balkan) a vychodni linii
(Blizky vychod). Patrn¢ vzhledem mensimu pocétu amplifikovanych vzorkt H.savii pro gen
ACOX se nevymezilo u tohoto druhu vice skupin. Vysledky p-distanci mezi skupinami jedincti

jsou znazornény v tab. 24-26.
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Obr. 20 Vysledny fylogeneticky strom vypogitany ze sekvenci jaderného genu pro ACOX metodou ML. Cervené
kolecko znaci PP>0,95 a BP>70 %.
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Tab. 24 Piehled vypocitanych minimalnich p-distanci sekvenci pro gen ACOX. Podrobny seznam lokalit
sdruzenych pod pismeny A-G lze najit v tabulce €. 16.

1 2 3 B E l6 |7 E o o [ iz |
1 |H. arabicus Iran 0,00%
2 |H. arabicus Oman 0,25% 10,00%
3 |H. ariel Egypt 3,85% |4,58% [0,00%
4 |H. ariel Jordansko  |3,57% |4,33% [0,51% [0,00%
5 |H. ariel Oman 3,57% |4,33% [0,76% [0,00% [0,00%
6 |H. ariel Jemen 3,57% |4,33% [0,00% [0,00% [0,00% [0,00%
7 |H 5. Spandlsko 3,01% |3.29% [2,80% [2,54% [2,54% [2,54% 0,00%
8 |H. s Tta,Mor, Swi  |3.01% [3,29% [2.80% |2,54% [2.54% [2,54% [0,00% [0,00%
9 |H s centr. Eviopa  [3,01% [3,29% [2,80% [2,54% |2,54% |2,54% [0,00% [0,00% [0,26%
10 |H. s. Balkén 3,80% |4,05% [3,56% [3.31% [3.31% [3.31% [0,79% [1,01% [1,01% [2,03%
11 |H. s. Kréta, pev. Rec. [3,54% [3.80% [3.31% [3.05% [3,05% [3.05% [0,26% [0,51% [0,51% [1,52% [0,00%
12 |H. 5. B vychod 3,01% [3.29% [2,80% [2,54% [2,54% [2,54% [0,00% [0,00% [0,00% [1,01% [0.25% [0,25%

Tab. 25 Piehled vypocitanych maximalnich p-distanci sekvenci pro gen ACOX. Podrobny seznam lokalit
sdruzenych pod pismeny A-G lze najit v tabulce ¢. 16.

1 2 3 [4 5 [6 |7 E E o iz |
1 |H. arabicus Iran 0,00%
2 |H. arabicus Oman 0,27% 10,00%
3 |H. ariel Egypt 4,33% |4,58% (0,00%
4 |H. ariel Jordansko 4,33% 14,58% |1,02% |1,02%
5 |H. ariel Oméan 4,07% |4,33% |0,76% |0,76% |0,00%
6 |H. ariel Jemen 4,33% |4,58% |0,76% |1,02% |0,76% |0,76%
7 |H. s. Spanélsko 4,70% |4,96% |4,46% |4,46% |4,20% |4,46% |2,87%
8 |H.s. Ita, Mor, Swi  [3,54% (3,80% |(3,31% (3,31% |(3,05% |(3,31% (1,83% [0,51%
9 |H.s. centr. Evropa  [4,05% [4,30% |3,56% (3,56% |3,31% |3,56% |2,87% |1,77% |1,57%
10 |H. s. Balkan 4,10% |4,30% |3,82% |3,82% (3,56% |3,82% |2,35% [1,52% (2,28% (2,03%
11 |H. s. Kréta, pev. Rec. |3,55% (3.80% [3,31% [3,31% [3,05% |3,31% [2,61% |1,52% [2,28% [2,03% |[1,01%
12 |H. 5. Bl. vychod 4,10% |4,30% |3,82% |3,82% (3,56% |3,82% |2,87% [1,77% (2,28% (2,28% (2,03% |2,28%

Tab. 26 Piehled vypocitanych primérnych p-distanci sekvenci pro gen
sdruzenych pod pismeny A-G lze najit v tabulce €. 16.

ACOX. Podrobny seznam lokalit

1 2 3 B E l6 7 E E o [ iz |
1 |H. arabicus Iran 0,00%
2 |H. arabicus Oman 0,26% 10,00%
3 |H ariel Egypt 421% [4,58% [0,00%
4 |H. ariel Jordansko 4,18% |4,55% 10,64% 10,53%
5 |H. ariel Oman 3,95% 14,33% 10,76% 10,43% |0,00%
6 |H. ariel Jemen 4,18% 14,55% 10,23% |0,59% (0,53% [0,31%
7 |Hs. Spanélsko 3,50% |3,80% (3,33% (3,30% (3,07% |3,30% |0,89%
8 |H. s. Ita, Mor, Swi 3,18% |3,46% |2,97% (2,94% [2,71% (2,94% (0,69% |0,34%
9 |H.s. centr. Evropa  [3,47% |(3,75% |3,17% |3,14% |2,91% |3,14% |1,05% [0,68% [1,03%
10 |H. s. Balkan 3,93% |4,18% [3,69% |[3,66% |3,44% |3,66% |1,43% |1,18% [1,40% (2,03%
11 |H. s. Kréta, pev. Rec. [3,55% |3,80% [3.31% [3,28% [3,05% (3,28% |[1,16% [0,84% [1,13% [1,69% [0,68%
12 |H. s. Bl. vychod 3,56% (3,82% (3,41% |[3,40% |(3,18% |3,39% |1,25% [0,90% |1,21% |1,65% {0,95% |[1,20%
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Analyza COPS se zdaftila u celkem 83 vzorkl a bylo nalezeno 35 haplotypt (viz obr. 21). Linie
Hypsugo arabicus lezi samostatné na bazi rodového stromu a H. ariel se jevi jako sesterska
skupina k H. savii. U Hypsugo arabicus byly nalezeny 3 haplotypy. iranské vzorky se oddélily
od omanskych a u omanskych vzorki se jeden haplotyp odd¢lil samostatné od vSech ostatnich.
Jedinci H. arabicus vytvortili dvé linie, bez geografického uspotfadani a dva egyptsi jedinci,
kteii stali v nékolika piedchozich stromech stranou se nyni zafadili do jedné z téchto linii.
Sekvence Hypsugo savii v tomto utvofili sesterskou skupinu H. ariel. Diferenciovali se na dvé
linie. Evropskou linii, které se ale poté geograficky nediferencuje, a vychodni linii, obsahujici
jedince z Balkanu a Blizkého vychodu. U Hypsugo savii bylo celkem nalezeno 29 rtiznych

haplotypt. Vysledky p-distanci mezi skupinami jedincti jsou zndzornény v tab. 27-29.
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Obr. 21 Vysledny fylogeneticky strom vypoéitany ze sekvenci jaderného genu COPS metodou ML. Cervené
kolecko znaci PP>0,95 a BP>70 %.

57



Tab. 27 Piehled vypocitanych minimalnich p-distanci sekvenci pro gen COPS. Podrobny seznam lokalit
sdruzenych pod pismeny A-G lze najit v tabulce €. 16.

1 2 3 4 s e 7 I8 o o Ju N2 13 |
1 |H. arabicus Iran 0,00%
2 |H. arabicus Oman 0,58% (0,00%
3 |H. ariel Egypt 2,31% (2,12% [0,00%
4 |H. ariel Jordansko 2,31% |2,12% (0,00% {0,00%
5 |H. ariel Oméan 2,31% |2,12% (0,00% |0,00% [0,00%
6 |H. ariel Jemen 2,31% |2,12% [0,00% |0,00% [0,00% |0,00%
7 |H. s. Spanélsko 1,92% |1,73% (1,93% (0,77% [1,93% [1,93% [0,19%
8 |H. s. Ita, Mor, Swi 2,31% (2,12% (2,12% |0,19% (2,12% |2,12% [0,00% |0,00%
9 |H. s. centr. Evropa 2,32% (2,13% (2,33% {0,19% (2,33% |2,33% [0,58% |0,00% [0,00%
10 |H. s. Balkan 2,31% (2,12% [1,93% [0,96% [1,93% {1,93% |0,77% |0,77% |0,77% |0,00%
11 |H. s. Kréta, pev. Rec.  [2,31% [2,12% [1,93% [0,96% [1,93% [1,93% [0,77% |0,77% |0,77% [0,00% [0,00%
12 |H. s. Simi, Rhodos 2,12% (1,92% |[1,73% |1,16% [1,73% |1,73% [0,96% |0,96% [0,97% |0,19% [0,00% |0,38%
13 |H. 5. Bl. vychod 2,12% [1,92% [1,93% [0,96% [1,93% [1,93% (0,77% |0,77% [0,77% |0,00% [0,00% |0,00% 0,00%|

Tab. 28 Prehled vypocitanych maximalnich p-distanci sekvenci pro gen COPS. Podrobny seznam lokalit
sdruzenych pod pismeny A-G lze najit v tabulce ¢. 16.

1 2 3 & 5 e 7 8 o o Jun iz i3 |
1 |H. arabicus Iran 0,00%
2 |H. arabicus Oman 0,77% (0,19%
3 |H. ariel Egypt 2,31% |2,31% (0,00%
4 |H. ariel Jordansko 2,50% (2,50% |2,12% |2,32%
5 |H. ariel Oman 2,50% {2,50% |0,19% {2,32% |0,19%
6 |H. ariel Jemen 2,50% {2,50% |0,19% (2,32% |0,19% [0,19%
7 |H. s. Spanélsko 2,50% (2,50% |2,50% |2,70% (2,70% |2,70% |1,16%
8 |H. s. Ita, Mor, Swi 3,08% |3,08% |3,08% (3,28% |3,28% [3,28% |1,93% [1,73%
9 |H. s. centr. Evropa 2,32% (2,32% |2,33% |2,52% (2,52% |2,52% |0,78% (1,55% [0,00%
10 |H. s. Balkan 2,69% 12,69% (2,31% |2,50% (2,50% |2,50% |1,73% (2,31% |1,55% |0,96%
11 |H. s. Kréta, pev. Rec.  [2,50% [2,50% |2,31% |2,50% |2,50% (2,50% [1,73% [2,12% [1,35% |1,54% |1,35%
12 |H. s. Simi, Rhodos 2,50% (2,50% (2,12% |(2,31% (2,31% |2,31% |1,54% {2,12% [0,97% |0,96% [1,35% |0,77%
13 |H. 5. Bl. vychod 2,69% (2,69% |2,50% |2,70% (2,70% |2,70% |1,73% (2,12% [1,35% |1,15% (1,35% |1,15% |1,15% |

Tab. 29 Piehled vypocitanych prumérnych p-distanci sekvenci pro gen COPS. Podrobny seznam lokalit
sdruzenych pod pismeny A-G lze najit v tabulce ¢. 16.

1 2 3 |4 |5 |6 |7 B B o it [z i3 |
1 |H. arabicus Iran 0,00%
2 |H. arabicus Oman 0,59% (0,02%
3 |H. ariel Egypt 2,31% [2,13% |0,00%
4 |H. ariel Jordansko 2,48% (2,30% [0,41% [0,61%
5 |H. ariel Oméan 2,38% (2,20% [0,06% |0,38% |0,13%
6 |H. ariel Jemen 2,38% (2,20% [0,06% [0,38% {0,09% |0,10%
7 |H.s. Spanélsko 2,26% (2,03% (2,27% (2,24% |2,33% |2,33% |0,74%
8 |H.s. Ita, Mor, Swi 2,54% (2,35% (2,48% (2,39% |2,54% |2,54% [0,85% |0,76%
9 |H.s. centr. Evropa 2,32% (2,14% (2,33% {2,20% |2,39% |2,39% |0,73% (0,42% (0,00%
10 |H. s. Balkan 2,42% (2,24% (2,15% |2,18% |2,21% |(2,21% [1,19% [1,34% |1,11% |0,53%
11 |H. s. Kréta, pev. Rec.  (2,42% [2,24% [2,09% |2,12% (2,16% |2,16% |1,11% |1,21% |0,99% [0,53% |0,48%
12 |H. s. Simi, Rhodos 2,40% (2,22% (2,02% {2,06% |2,09% |2,09% |1,15% (1,22% {0,97% [0,51% |0,44% [0,51%
13 |H. s. Bl vychod 2,45% (2,27% (2,17% |2,18% |2,23% |2,23% [1,13% |1,18% |0,94% |0,55% [0,51% |0,47% |0,46%
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Analyza markeru STAT se zdatila u celkem 91 vzorki a bylo vymezeno 47 haplotypt (viz obr.
22). Ve fylogenetickém stromu tohoto markeru stoji H. ariel stoji na bazi a H. arabicus
a H. savii se zde jevi jako sesterské druhy. Sekvence H. ariel se rozdélily do 6 haplotypt, z nichz
jeden je postaven samostatn¢ a jedna se o dva zastupce H. ariel z Egypta. DalSich 5 haplotypii
se mezi sebou lisi pouze minimalné. Hypsugo arabicus se rozd€luje se na 4 haplotypy, z nichz
jeden samostatny je z franu, zbylé t¥i pochazeji zOmanu. Znovu se tedy opakuje vzor
z ptedchozich analyz, nicméné hodnoty nekorigovanych p-distanci byly nizsi nez u genu pro
Cyt-b. Hypsugo savii se zde rozdé€luje na znovu na evropskou linii a linii z Balkanu a Blizkého
vychodu. Zajimavosti jsou ale dva haplotypy z Libanonu (H29 a H30), které se tu objevuji
ve skupiné€ evropskych zastupct. Tento jev se u predchozich fylogenetickych stromu neobjevil.

Vysledky p-distanci mezi skupinami jedinct jsou znazornény v tab. 30-32.
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Obr. 22 Vysledny fylogeneticky strom vypogitany ze sekvenci jaderného genu STATS5a metodou ML. Cervené

kolecko znaci PP>0,95 a BP>70 %.
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Tab. 30 piehled vypocitanych minimélnich p-distanci sekvenci pro gen STAT. Podrobny seznam lokalit
sdruzenych pod pismeny A-G lze najit v tabulce €. 16.

1 : BBoJa s e I8 o o Ju iz iz |
1 |H. arabicus ran 0,00%
2 |H. arabicus Oman 0,80% |0,00%
3 |H. ariel Egypt 4,38% (4,38% (0,00%
4 |H. ariel Jorddnsko  |4,78% |4,38% |0,80% [0,00%
5 |H ariel Oman 4,98% (4,58% |1,00% |0,00% [0,00%
6 |H. ariel Jemen 4,38% (3,98% |0,80% |0,00% [0,20% [0,00%
7 |H. s. Spanglsko 3,38% (2,98% [3,62% |3,62% (3,82% [3,19% [0,00%
8 |H. s Ita,Mor,Swi  [2,98% |2,58% [3,39% [3,39% [3,59% |2,99% |0,40% [0,00%
9 |H s. centr. Eviopa  [2,98% [2,58% [3,39% |3,39% (3,59% [2,99% |0,80% [0,00% |0,60%
10 |H. s. Balkén 2,99% [2,59% (3,20% [3,20% |3,40% [2,80% [1,01% |0,80% |0,80% |0,00%
11 |H. s. Kréta, pev. Rec. [3,59% |3,19% (3,80% (3,80% |4,00% |3,40% [1,01% |1,00% [1,00% |0,20% |0,20%
12 |H. 5. Simi, Rhodos  |3,39% 2,99% (3,60% (3,60% |3,80% [3,20% [1,01% |0,80% [0,80% |0,20% [0,20% [0,00%
13 |H. 5. Bl. vjchod 3,20% [2,80% [3,21% |3,21% (3,41% [2,81% |1,00% [0,60% |0,60% [0,20% [0,20% |0,00% |0,00%

Tab. 31 Ptehled vypocitanych maximalnich p-distanci sekvenci
sdruzenych pod pismeny A-G lze najit v tabulce €. 16.

pro gen STAT. Podrobny seznam lokalit

1 2 B4 5 e 7 8 o Jo Ju iz i3]
1 |H. arabicus fran 0,00%
2 |H. arabicus Oman 1,19% |(0,60%
3 |H. ariel Egypt 4,38% |4,78% 10,00%
4 |H. ariel Jordansko 4,98% |5,18% |1,00% |0,40%
5 |H. ariel Oman 5,18% |5,18% |1,20% |0,60% |0,20%
6 |H. ariel Jemen 4,78% |4,98% 0,80% (0,60% |0,80% |0,40%
7 |H.s. gpanélsko 3,83% |4,18% |4,19% |4,79% |4,99% |4,59% |1,91%
8 |H.s. Ita, Mor, Swi 4,18% |4,58% |4,59% |5,19% |5,39% |4,99% |2,34% |2,19%
9 |H.s. centr. Evropa 3,58% (3,78% [3,98% |4,18% [4,38% [3,98% [1,79% |(2,19% |0,60%
10 |AH. s. Balkan 3,79% (3,99% [4,00% |4,20% [4,40% [4,00% |2,00% |(2,40% |1,80% |1,00%
11 |H. s. Kréta, pev. Rec. [3,99% [4,19% [4,21% [4,41% |4,60% [4,21% [2,20% (2,59% |2,00% |1,20% |1,20%
12 |H. s. Simi, Rhodos 3,39% |3,59% |3,60% |3,80% [4,00% |3,60% |1,60% |2,00% |1,40% |0,60% |1,00% |0,00%
13 |H. s. Bl. vychod 3,98% [4,18% [4,19% |4,39% [4,59% [4,19% (2,59% (2,99% |2,20% |1,60% |2,20% |1,40% |2,00%

Tab. 32 Piehled vypoéitanych pramérnych p-distanci sekvenci
sdruzenych pod pismeny A-G lze najit v tabulce ¢. 16.

pro gen STAT. Podrobny seznam lokalit

1 2 BoJa s e I I8 o o Ju iz iz |
1 |H. arabicus iran 0,00%
2 |H. arabicus Oman 0,87% |0,24%
3 |H. ariel Egypt 4,38% |4.45% [0,00%
4 |H. ariel Jordansko  |4,84% |4,58% [0.85% [0,11%
5 |H. ariel Omén 5,03% |4,75% [1,05% 0,25% [0,10%
6 |H. ariel Jemen 4,49% (4.24% [0,80% [0,35% [0,54% [0,17%
7 |H. 5. Spanéisko 3,59% [3,36% [3,92% [4,01% [4,21% [3.66% [0,81%
8 |H.s Ita,Mor, Swi  |3,57% |3.34% [3,97% [4.06% [4,25% [3,71% [1,31% [0,97%
9 |H. s centr. Eviopa  |3.25% [2,99% [3,65% [3,71% [3,90% [3,36% [1,33% [0,97% |0,60%
10 |H. 5. Balkan 3,57% |3,31% [3,78% |3,83% |4,03% [3.48% |1,70% |1,49% |1,34% [0.42%
11 |H. 5. Kréta, pev. Rec. [3,79% [3,51% [4,05% [4,11% [4,28% [3,76% [1,73% |1,56% |1,46% [0.67% [0,70%
12 |H. 5. Simi, Rhodos  |3,39% |3,14% [3,60% |3,66% [3,85% [3,31% [1,42% |1.21% [1,06% [0.37% [0,55% [0,00%
13 |H. 5. Bl vjchod 3,59% [3,34% |3,80% |3.85% |4,05% [3,51% |1,83% |1,65% |1,49% [0,70% [0,92% [0,57% [0.86%
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Analyza genu aktivujici rekombinaci (Rag2) se zdafila u celkem 153 vzorkl, bylo vSak
vymezeno pouze 22 haplotypt (viz obr. 23). Skupina sekvenci H. arabicus lezi samostatné
a v této analyze ukazuje pouze dva haplotypy zjedinci rdzného pivodu. Prvni haplotyp
obsahuje 23 jedinct z Oménu a franu a druhy haplotyp mé pouze jediny vzorek z Omanu (Wadi
Banah). Sekvence Hypsugo ariel se rozdé€lily do dvou haplotypt. Prvni haplotyp odpovida

17 jedinciim z Jemenu, Jordanska a Egypta. Druhy haplotyp maji pouze dva jedinci z Jemenu.

V ramci H. savii se diferenciovaly riizné geografické oblasti s celkem 18 haplotypy, ovSem jen
s malymi rozdily Napiiklad jedinec nalezeny v Ceské republice se svym haplotypem shoduje
s jedinci z Libanonu, jedinci z Chorvatska v tomto fylogenetickém stromu spadaji do skupiny
s jedinci z Libanonu. Malé, ¢i Zadné rozdily mezi sekvencemi mohou byt zpisobeny problémy
s amplifikaci, nebo nedostatecnou specifikaci primeru. Ackoliv byla kvalita sekvenci a jejich
délka relativné vysoka, pocet haplotypt je nizky. Vysledky p-distanci mezi skupinami jedincii

jsou znazornény v tab. 33—35.
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Obr. 23 Vysledny fylogeneticky strom vypogitany ze sekvenci jaderného genu Rag2 metodou ML. Cervené

kolecko znaci PP>0,95 a BP>70 %.
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Tab. 33. Prehled vypocitanych minimalnich p-distanci sekvenci pro gen Rag2. Podrobny seznam lokalit
sdruzenych pod pismeny A-G lze najit v tabulce €. 16.

1 2 3 |4 5 l6 7 s E o Ju iz |
1 |H. arabicus Iran 0,00%
2 |H. arabicus Oman 0,00% 10,00%
3 |H. ariel Egypt 149% [1,16% [0,00%
4 |H. ariel Jordansko  |1,49% [1,16% [0,00% [0,00%
5 |H. ariel Jemen 1,49% |1,16% [0,00% |0,00% [0,00%
6 |H. s. Spanélsko 0,99% [0,99% [0,99% [0,99% [0,99% [0,00%
7 |H s Tta,Mor, Swi  0,99% [0,99% [0,99% [0,99% [0,99% 0,00% [0,00%
8 |H.s. centr. Eviopa  |0,99% [0,99% [0,99% [0,99% [0,99% [0,00% [0,00% [0,00%
9 |H s Balkan L16% [1,16% [0,99% [0,99% [0,99% [0,00% [0,00% [0,00% 0,00%
10 |H. 5. Kréta, pev. Rec. [1,16% |1,16% [0,99% [0,99% [0,99% [0,00% [0,00% [0,00% [0,00% [0,00%
11 |H. s. Simi, Rhodos  |1,16% |1,16% [0,99% [0,99% [0,99% [0,00% [0,17% [0,00% [0,00% [0,00% [0,00%
12 |H. 5. B vychod 1,16% |1,16% [0,99% [0,99% [0,99% [0,00% [0,00% [0,00% [0,00% [0,00% [0,00% [0,00%

Tab. 34. Piehled vypocitanych maximalnich p-distanci sekvenci pro gen Rag2. Podrobny seznam lokalit
sdruzenych pod pismeny A-G lze najit v tabulce €. 16.

1 2 3 |4 5 l6 7 s E o [ iz ]
1 |H. arabicus Iran 0,00%
2 |H. arabicus Oman 0,33% 10,33%
3 |H. ariel Egypt 1,49% |1,49% ]0,00%
4 |H. ariel Jordansko 1,49% |1,49% ]0,00% {0,00%
5 |H. ariel Jemen 1,65% |1,66% 10,17% |0,17% [0,17%
6 |Hs. Spanélsko 1,49% |1,65% |1,32% |1,32% [1,49% [0,66%
7 |H. s. Ita, Mor, Swi 1,49% |1,49% |1,32% |1,32% [1,49% (0,83% |0,66%
8 |H. s. centr. Evropa 1,49% |1,49% |1,16% |1,16% [1,32% [0,66% |0,50% |0,50%
9 |H. s. Balkan 1,49% |1,49% |1,32% [1,32% [1,49% (0,83% |0,66% |0,66% [0,50%
10 |H. s. Kréta, pev. Rec. {1,65% [1,66% [1,49% [1,49% [1,65% [0,99% |0,83% [0,83% |0,66% |0,50%
11 |AH. s. Simi, Rhodos 1,65% |1,65% |1,49% [1,49% [1,65% [0,99% |0,83% |0,83% |0,66% |0,50% [0,50%
12 |H. s. Bl. vychod 1,49% |1,49% |1,32% |1,32% [1,49% {0,99% |0,83% |0,83% |0,66% |0,50% [0,66% [0,66%

Tab. 35. piehled vypocitanych pramérnych p-distanci sekvenci pro gen Rag2. Podrobny seznam lokalit
sdruzenych pod pismeny A-G lze najit v tabulce €. 16.

1 2 3 |4 5 l6 7 E E o i iz ]
1 |H. arabicus Iran 0,00%
2 |H. arabicus Oman 0,02% 10,03%
3 |H. ariel Egypt 1,49% |1,47% |0,00%
4 |H. ariel Jordansko 1,49% |1,47% ]0,00% {0,00%
5 |H. ariel Jemen 1,51% |1,50% ]0,03% |0,03% [0,05%
6 |Hs. Spanélsko 1,27% |1,28% [1,06% [1,06% [1,08% [0,28%
7 |H.s. Ita, Mor, Swi 1,15% |1,16% |1,17% |1,17% |[1,19% [0,34% (0,25%
8 |H. s. centr. Evropa 1,22% |1,22% |1,03% |1,03% [1,06% [0,28% (0,27% |0,22%
9 |H. s. Balkan 1,25% [1,25% [1,08% (1,08% (1,11% |0,29% |0,29% |0,23% |0,15%
10 |H. s. Kréta, pev. Rec. {1,34% [1,34% [1,17% [1,17% [1,20% [0,37% |0,35% [0,32% |0,19% [0.21%
11 |H. s. Simi, Rhodos 1,27% |1,27% |1,10% (1,10% (1,13% |0,41% |0,40% |0,36% |0,24% [0,26% (0,30%
12 |H. s. Bl. vychod 1,35% |1,35% |1,18% |1,18% [1,21% [0,43% |0,40% |0,38% |0,24% |0,21% [0,27% [0,23%
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Na vysledném stromu, ktery je slozeny ze vSech jadernych markert (viz obr. 24) je vidét bazalni
postaveni H. arabicus ke dvojici druht H. ariel a H. savii, které se podle této analyzy jevi jako
sesterské druhy. V ramci H. arabicus se vymezilo celkem 8 hapotypl. Hypsugo ariel se rozd¢lil
na 18 haplotypti bez ohledu na geografickou ptislusnost jedincti. U Hypsugo savii je zajimavosti
bazalni postaveni marockych vzorkli H. savii vaci vSem ostatnim skupindm. Ze stromu
je patrné i obecné oddé€leni balkanskych a blizkovychodnich jedinci H. savii, 1 kdyz
s vyjimkami. Naptiklad dva jedinci ze Spanélska (Katalanska) se zde objevuji ve skuping
jedinct z Balkanu, i piesto Ze v ostatnich analyzach tomu tak nebylo a tito jedinci byli soucasti

linie jedinct zapadni Evropy.

Ackoliv se na konkatenovaném fylogenetickém stromu jadernych markert ukdzalo nékolik
jedincti stejného haplotypu, tento strom nebyl zkracovan, nebot’ nelze s presnosti urcit,
jak se haplotyp tvoril. Aby doslo ke zkraceni stromu, musely by vSechny ¢tyii jaderné markery
mit dané haplotypy stejné, coz se nestalo. Strom tedy zlstal cely, nicméné byl pro ptehlednost

rozdélen do dvou casti (viz obr. 25-26).
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Obr. 24 Vysledny fylogeneticky strom vypocitany ze sekvenci vSech jadernych genti metodou
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kolecko znaci PP>0,95 a BP>70 %. Strom je z divodu mnoha vzorkt rozdélen na dvé ¢asti.

66

ML. Cervené



pb 1692 Ir
pb 1694 Ir
pb 1696 Ir
pb 1699 Ir
pb 1701 Ir
pb 1695 Ir
pb 1702 Ir
pb 1703 Ir
pb 1693 Ir
pb 4469 Om
pb 4584 Om
pb 4977 Om
b 4587 Om
pb 4894 Om
pb 4589 Om
pb 4427 Om
Ll pb 4588 Om
pb 5340 Om
pb 4914 Om
pb 4579 Om
pb 4966 Om
pb 4940 Om
pb 4941 Om
pb 4887 Om
pb 4892 Om
pb 4886 Om
pb 4939 Om
pb 4893 Om
pb 4968 Om
pb 4967 Om
pb 4976 Om
pb 4895 Om
pb 4913 Om
pb 5336 Om
pb 1700 Ir

pb 3022 Yem
H b pbb3025 Yem
1 3028 Yem
ypsugo arabicus gb 3030 Yo
pb 315)29 Yem
1 3023 Yem
Hypsugo ariel b 3023 em
b 4169 Jor
pb 5413 Om
pb 4708 Jor
pb 3027 Yem
pb 3026 Yem
pb 3051 Yem
® pb 4618 Egy
_I pb 4619 Egy
pb 3055 Yem
pb 3050 Yem
pb 3052 Yem
pb 3058 Yem
pb 4173 Jor
_I_ pb 4176 Jor
b 4175 Jor
pb 41?0 Jor
pb 4172 Jor
pb 3054 Yem
pb 4559 Om
pb 5412 Om
pb 5414 Om
— pb 5415 Om
4022 Jor
— pb 4l 94 Jor

Obr. 25 Vysledny fylogeneticky strom vypocitany ze sekvenci vSech jadernych geni metodou ML (Cast A).
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Obr. 26 Vysledny fylogeneticky strom vypocitany ze sekvenci v§ech jadernych gend metodolu ML (&ast B).
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4.2.3. Celkova matrix

Spole¢ny fylogeneticky strom vSech analyzovanych mitochondridlnich i1 jadernych markera
ukazuje jasné rozdéleni rodu Hypsugo na tii druhy (viz obr. 27). Ze stromu je patrné,
7e se jedinci druhu H. arabicus z iranu li§i od jedinct z Oméanu. U druhu H. ariel se jedinci
z Jemenu, Omanu a Jordanska vzajemné li§i pouze na zdkladé jednotek mutaci, zatimco

egyptsti zastupci se od ostatnich zastupct odlisSuji diky vys$Simu poctu mutaci.

Zastupci druhu H. savii se rozdélili do celkem tii geograficky separovanych linii, z nichz jedna,
ta vychodni se rozdélila na dvé podlinie (balkanskou a blizkovychodni). Ze stromu je patrné,
ze se sekvence H. savii rozdélily geograficky na zastupce severozapadni Afriky a Evropy a dale
na zéastupce Balkanu a Blizkého vychodu. Podle fylogenetického stromu celkové studované
matrix je H. arabicus sesterskym druhem k H. ariel a tato dvojice je v sesterské pozici

k H. savii.
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Hypsugo arabicus
Hypsugo ariel
. Hypsugo savii
Myotis
. Pipistrellus

0.04

Obr. 27 Vysledny fylogeneticky strom vypocitany ze v§ech mitochondrialnich i jadernych markertt metodou ML.
Cervené kolecko znati PP>0,95 a BP>70 %.
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4.2.4. Haplotypové sité

Pro vykresleni haplotypovych siti byly pouzity alignmenty haplotypt sekvenci genu Cyt-b.
Pro druhy H. arabicus a H. ariel byly vytvoteny samostatné haplotypové sité. Pro H. savii bylo
potieba vytvotit nékolik riznych siti vzhledem k poctu vzorki a komplikovanosti vztahli mezi
haplotypy. K rozdéleni vzorkt na dvé skupiny probéhlo na zaklad€ fylogenetické analyzy podle
Cyt-b. Nasledné byla vytvoiena haplotypova sit’ H. savii vSech analyzovanych sekvenci genu
pro Cyt-b (viz obr. 32), kterd potvrzuje, ze H. savii vytvaii nékolik geograficky definovanych

linii.

Haplotypova sit’” Hypsugo arabicus ukazuje celkem 12 rtiznych haplotypti, z nichz devét se
nachézi v Omanu a pouze 3 haplotypy v franu (viz obr. 28). Haplotypova diverzita (Hd) rodu

H. arabicus méa hodnotu 0,8185 a bylo zde dohromady nalezeno 51 substituci.

1 k

vaore
. Oman
O fran

Obr. 28 Haplotypova sit’ druhu Hypsugo arabicus (Prekiizeni ramen znazorfiuje pocet substituci mezi haplotypy).
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Z haplotypové sité druhu H. ariel je zfejmé, ze egyptskou populaci déli od ostatnich jedincti
72 substituci (viz obr. 29). Omanska populace (na obrazku zna¢ena nejtmavsi cervenou barvou)
stoji samostatné, zastoupena jedinym haplotypem. U jemenskych zastupci se vymezilo
6 haplotypi a jordansti zastupci se rozd€lily do tii haplotypt. Haplotypova diverzita (Hd) druhu

H. ariel méa hodnotu 0, 8442 a celkem bylo nalezeno 99 substituci.

1 vzorek

Oman
Jemen

Jordansko

coee

Egypt

Obr. 29 Haplotypova sit’ rodu Hypsugo ariel (Ptekiizeni ramen znazoriiuje pocet substituci mezi haplotypy)
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Haplotypova sit’ prvni skupiny H. savii ukazuje velkou podobnost italskych, marockych,
mad’arskych a Ceskych zastupcl. Naopak Span¢lsti zastupci jsou oddéleni 80 substitucemi.
Zajimavosti je, ze slovinsti a Svycarsti zastupci se objevuji na obou stranach haplotypové sité

(viz obr. 30).

Druha haplotypova sit’ druhu H. savii naznacuje rozdéleni populaci Balkanu a Blizkého
vychodu (viz obr. 31). Gruzinsti jedinci se podle této analyzy spolec¢né s jedinci z Krymu tadi
mezi blizkovychodni zastupce. Jedinci z Recka byly rozdéleni na 3 linie. Prvni linie se
vyskytuje ve vnitrozemi Recka, druha na Krété a tfeti na ostrovech Rhodos a Simi, které se
nachazi u pobtezi Malé Asie. Jedinci prvnich dvou feckych linii jevi pfibuznost s balkanskymi
jedinci. Jedinci z ostrovii Rhodos a Simi se objevili na obou stranich haplotypové sité. Ostatni
jedinci jevi ptibuznost s jedinci podle geografického plivodu. Haplotypova diverzita druhu
H. savii ma hodnotu 0,9738 a celkem bylo vymezeno 46 haplotypi. Pocet substituci je dle
haplotypovych siti velky.
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‘ Madarsko
O Spanélsko
@ 1l
O Svycarsko
Q

O Rakousko
O Maroko
O Slovinsko

Obr. 30 Haplotypova sit’ rodu Hypsugo savii vytvorena podle analyzy genu pro Cyt-b (Maroko, sttedni Evropa a Itélie).
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1 vzorek

. Bulharsko
. Chorvatsko
@ rev Recko
. Cerna Hora
O Kréta

. Gruzie
. Kypr

‘ fran

O Libanon
. Syrie

. Krym

O Recko- Rho, Simi

. Turecko

Obr. 31 Haplotypova sit’ rodu Hypsugo savii vytvoiend podle analyzy genu pro Cyt-b (Oblast Balkanu a Blizkého vychodu)
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Stredni Evropa, Italie, Span&lsko a severvni Afrika

>~

@ Bulharsko @ Gruzie

@ Chorvatsko @ Syrie

@ prev. Recko @ Kypr

@ Cernd Hora @ irin

O Kréta O Libanon
@ Turccko

@ Madarsko @ Svycarsko 10 vzorki
. Italie O Spanélsko

© Rakousko @ Krym

Q Slovinsko @ CZ

O Maroko (O Recko- Rhodos, Simi 1 vzorek

Obr. 32 Haplotypova sit’ rodu Hypsugo savii vytvotena podle analyzy genu pro Cyt-b (vSechny oblasti dohromady)
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5. Diskuse

Letouni jako velmi specificti zivoCichové se t&si velkému z4jmu védci. Rod Hypsugo je obecné
pomérné obstojn¢ prozkouman morfologicky, v mnohych piipadech ale chybi prazkum
na molekularné genetické urovni, bez které se uz dnesni systematika neobejde. Koplexni studie
zamétena na druhy rodu Hypsugo v zapadni Palearktidé chybi a je tifeba se ji vénovat hloubé¢ji
k pochopeni jak mezidruhovych, tak vnitrodruhovych vztahli mezi populacemi. V této analyze
byly zkoumany tfi druhy, Hypsugo arabicus, Hypsugo ariel a Hypsugo savii. Tyto druhy jsou
pomérn¢ dobie definované, byt’ v nékterych znacich mtize byt pomérné velka variabilita. [ proto
se na vnitrodruhové irovni objevuji nejasnosti, které bylo tieba vytesit. VSechny tii druhy jsou
v palearktické oblasti rozsiteny v nékolika relativné izolovanych populacich, mezi kterymi
mohou existovat rozdily, a to predevSim v télesné velikosti nebo zbarveni srsti. Nejen na
zaklad¢ téchto znaki byly definovany poddruhy H. savii a geograficky byly odd€leny populace,

které se znacné lisily.

Prvnim ze zastupct rodu Hypsugo je H. arabicus, ktery byl doneddvna povazovan
za endemicky druh Oméanu, nicméné tento druh je dnes znam, kromé severovychodu Omanu,
také v jihovychodnim franu v pronivncii Sistdn a Bali¢istan. Druhym zastupcem je H. ariel,
druh, jehoz rozsifeni lemuje jihozdpad Arabského poloostrova (Jemen, Oman, Saudské Arébie,
Jordansko, Izrael) a byl nalezen i v Egypté a Sudanu. Ttetim druhem je H. savii, jehoZz rozsiteni
v zapadni Palearktidé saha od Kanarskych ostrovi,, pfes Maroko, jizni, stfedni

a vychodni Evropu az na Blizky vychod a do Stfedni Asie.

Cilem této prace bylo se za pouziti molekuldrné genetickych postupti stanovit miru rozdild, jak
mezi jmenovanymi druhy, tak mezi jejich riznymi populacemi a zaméfit se na nejasnosti
v systematickém uspofadani téchto populaci. Pro genetickou analyzu byly pouZity
mitochondrialni 1 jaderné markery dohromady tvofici multilokusovy dataset (ve zkratce
mtDNA: Cyt-b a D-loop; nDNA: Rag2 a introny ACOX, COPS a STAT). Vysledky byly

nasledné vyuzity ve fylogenetické analyze.

NejvyraznéjSich mezipopulacnich rozdili dosahovala analyza provedend genem pro Cyt-b,
ktery je sam o sob& vyznamnym a ¢asto pouzivanym markerem v analyzach fylogenetickych
vztahl riznych skupin savcu veetné netopyra (napt. Puechmaille et al. 2011, Salicini et al.

2011, Thong et al. 2012).
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5.1. Hypsugo arabicus

Hypsugo arabicus je pomérné kratce znamy druh. Popsan byl jako Pipistrellus arabicus v roce
1979 z Omanu. Tti nalezené jedince, ktefi poslouzili jako typova série k popisu druhu, doplnili
v roce 1982 dalsi dva zastupci tohoto druhu znovu z Oméanu (Harrison 1982). Do nedavna byl
H. arabicus povazovan za endemicky druh pohoti Al Hadzar v Omanu (Harrison et Bates 1991,
Koopman 1993, Horacek et al. 2000) a byl povazovan za monotypicky druh s typovou
lokalitou: Wadi Sahtan, Oman (Harrison 1979). Endemicky status H. arabicus byl vyvracen
vroce 2002. V roce 2000 byl totiz H. arabicus objeven v provincii Sistdn a Balucistan,
konkrétné na lokalité Pir Sohrab (Benda et al. 2002). V roce 2011 byl H. arabicus objeven
1 v jinych lokalitdch pohoti Al HadZar v Omanu (Benda et al. 2011).

Pro tuto analyzu se podafilo alesponi jednim markerem osekvenovat 36 vzorkil z obou zemi,
ve kterych se H. arabicus vyskytuje. Nejvice sekvenci bylo ziskano diky jadernému genu
ACOX (celkem 29 sekvenci) a nejméné sekvenci kontrolniho regionu D-loop (celkem
15 sekvenci). Pii analyze sekvenci genu pro Cyt-b, u kterého se podatilo uspésné osekvenovat
22 vzorkii z Oménu a 4 vzorky z Iranu, bylo zjiiténo, Ze se iranska populace na fylogenetickém
stromu vyrazné oddélila od t¢ omanské. Ctyfi sekvence iranskych jedinct reprezentovaly
3 haplotypy a 22 sekvenci omanskych vzorkt piedstavovalo celkem 12 haplotypi. {ranské
populace jsou od téch omanskych vzdaleny v rozmezi 4,20—4,78 % p-distanci, pticemz tradi¢né
se u savcl uvadi jako mezidruhovy rozdil p-distance vétsi nez 5 % (Barker et Bradley 2006).
V tomto piipad¢ se nejvyssi hodnota velmi blizila 5 %, ale stale byla pod touto hodnotou.
Vzhledem k tomu, Ze do analyzy vstupovalo mnohem mén¢ vzorkt iranskych nez omanskych,
bylo by potieba dalSich analyz ke zjisténi, jestli se mize jednat o dva taxony, tedy dva
poddruhy, ¢i méné pravdépodobné, o dva druhy. Vysledky této analyzy nicméné naznacuji,
e populace H. arabicus z {ranu se od populaci z Omanu vyrazné geneticky lisi a predstavuji
tak dv¢ fylogenetické jednotky. Pro kontrolni region D-loop se u H. arabicus podafilo ziskat
sekvence zastupcii pouze z Omanu, coZ miiZze znacit nedostateCnou specifitu primerd.
Nicmén¢ fylogeneticky strom naznacuje, ze H. arabicus je sesterskym druhem H. savii
a H. ariel je na bazi rodu Hypsugo, coz je jiny stav, nez naznacuji vysledky genu pro Cyt-b, kde
se H. arabicus ukazal v sesterské pozici k H. ariel a tato dvojice se ukdzala v sesterské pozici
k H. savii. Konaktenovany mitochondridlni strom pak kopiruje v podstaté strom genu pro
Cyt-b. Haplotypova sit’ genu pro Cyt-b u H. arabicus ukazuje, Ze iranské a omanské zastupce

déli minimalné 36 substituci.

78



Fylogenetické stromy vytvofené na zakladé analyzy jadernych markerii nenaznacily
tak vyraznou diverzitu, jakou naznacCily vysledky analyzy markeri mitochondridlnich,
a to hlavné proto, ze obecné jsou jaderné markery konzervativnéjsi. Fylogeneticky strom
vypocitany na zaklad¢ analyzy sekvenci intronu ACOX rozdélil vzorky H. arabicus na dva
haplotypy, z nichZ jeden nesou jedinci z franu a druhy jedinci z Omanu. Maximalni hodnota
p-distanci mezi témito dvéma populacemi ¢ini 0,27 %. Fylogeneticky strom vypocteny ze
sekvenci intronu COPS ukazal, Ze H. arabicus lezi na bazi stromu celého rodu. Byly nalezeny
tfi haplotypy. Prvni haplotyp reprezentoval vSechny irdnské vzorky, druhy haplotyp byl
pfitomen u vétSiny omanskych vzorkl, az na jeden, ktery nesl tieti haplotyp. Maximalni
genetickd p-distance mezi témito haplotypy byla 0,77 %, coz naznacuje nizkou diverzitu.
Vysledky analyzy intronu STAT vySly v podstaté totozné. Byly nalezeny sice Etyfi haplotypy,
ale prvni haplotyp byl nalezen ve vSech iranskych jedincich a dalsi tii haplotypy byly pfitomny
u omanskych jedinci. Velikost p-distanci je v rozmezi 0,8—1,19 %, coz je v podstaté totozné
jako u COPS. Pouze dva haplotypy byly vymezeny u sekvenci genu aktivujiciho rekombinaci
Rag2. Na rozdil od viech ostatnich intronti spadaji do prvniho haplotypu jak zastupci z franu,
tak zastupci z Omanu. fransti jedinci se u tohoto intronu v podstaté nijak nediverzifikovali od

Oménskych. Hodnota p-distanci mezi jedinci z iranu a Oménu &inila 0,33 %.

U konkatenovaného stromu jadernych markerti byly populace iranskych H. arabicus oddéleny
do separatni linie od omanskych jedincii a fylogeneticky strom celkové matrix naznacuje
rozdéleni iranskych a omanskych populaci H. arabicus na stejné urovni jako u stromu sekvenci
Cyt-b. Vysledky molekuldrné genetické analyzy H. arabicus naznacuji, Ze by se u iranskych
populaci tohoto druhu mohlo jednat o samostatny pevninsky poddruh. Dosud nalezené
morfologické rozdily mezi irdnskymi a oméanskymi vzorky v metrickych hodnotach
neurokrania (Benda et al. 2012) pfili§ velkou odliSnost obou potenciondlnich taxont
nenaznacuji. OvSem dikladna morfometricka analyza muze rozdily nalézt a podpofit tak

diference presveédCive ukdzané genetickym porovnanim obou populaci v této analyze.
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5.2. Hypsugo ariel

Hypsugo ariel (Thomas, 1904) byl popsan v roce 1904 pod jménem Pipistrellus ariel, jako
netopyr rodu Pipistrellus na zaklad¢ nalezeni dvou jedinci ve Vychodni pousti v Egypt¢.
V pribéhu let byly zaznamenavany dalsi nalezy H. ariel (Flower 1932, Makin et Harrison
1988). Taxonomie H. ariel byla ale dlouhou dobu pfedmétem diskusi a studii. V roce 1959
naSel David L. Harrison ve vesnici Jovata v Izraeli samici rodu P. bodenheimeri. Tento druh od
P. ariel odlisil na zékladé n¢kolika morfologickych atributii (Harrison 1960). V dalSich letech
bylo hladseno nékolik zaznami o nalezu P. bodenheimeri (Harrison 1964, Qumsiyeh 1985,
Makin et Harrison 1988). V prib¢hu let byly ale vysloveny i hypotézy (Horacet et Handk 1986,
Yom-Tov et al. 1992) o tom, Ze by P. ariel a P. bodenheimeri mohli byt jednim druhem, coz
na zéklad€¢ morfologickych dat naznacila i studie Bendy et al. (2008), ktera navrhla sjednocent

obou druhii pod jediné jméno H. ariel.

Pro molekuldrné genetickou analyzu se podatilo alesponn jednim markerem osekvenovat
32 vzorkl (15 vzorkd z Jemenu, 10 vzorkl z Jordanska, 5 vzorkli zOmanu a 2 vzorky
z Egypta). Nejvice sekvenci se podafilo ziskat u jaderného genu ACOX (celkem 28 sekvenci)
a nejméné u kontrolniho regionu D-loop (celkem 8 sekvenci). Pii analyze sekvenci genu pro
Cyt-b bylo vymezeno celkem 7 haplotypti. Jordansti, omansti a egyptsti jedinci nalezeli vzdy
jednomu samostatnému haplotypu. U jemenskych jedincii byly nalezeny celkem 4 haplotypy.
Mezi jedinci z Jemenu, Jordanska a Omanu byly spocitané hodnoty p-distanci v rozmezi
0-1,12 %, coz pii znacné geografické vzdalenosti (nejvice cca 3500 km mezi lokalitami
v Omanu a Jordansku) znaci velmi nizkou mezipopulacni diverzitu. Na druhou stranu egyptsti
jedinci se od ostatnich vzorkt H. ariel 1i8ili o 6—6,54 % genetické distance, coz je pomérné
vysoka hodnota, odpovidajici nejméné 72 substitucim (viz obr. 29). V analyze sekvenci
mitochondrialniho genu pro Cyt-b, kterou publikoval Benda et al. (2016) byl zahrnut jedinec
H. ariel z Egypta, ktery mé ve fylogenetickém stromu samostatnou linii oddélenou od linie
zahrnujici dva vzorky H. ariel zJemenu. Analyza Bendy et al. (2016) se tedy shoduje
s vysledky této analyzy, které nabizeji otazku, zda by mohly byt egyptské a arabské populace
H. ariel hodnoceny jako samostatné taxony a pokud, tak na jaké trovni. Vzhledem k tomu, ze
egyptské vzorky byly pouze dva, je patrné potieba provést detailnéj$i analyzu s vétSim
geografickym pokrytim, kterd by tuto hypotézu mohla potvrdit nebo vyvratit. Kontrolniho
regionu D-loop se podafilo ziskat 8 sekvenci, které se vymezily do ¢ty haplotypli (nepodatilo
se ziskat sekvence pro omanské zastupce). Samostatné se diferenciovaly vzorky z Egypta,

zatimco zbytek vzdjemné blizkych haplotypl utvofil sesterskou linii. Hodnoty p-distanci
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egyptskych a arabskych populaci se pohybovaly v rozmezi 2,88-3,5 %, coz by mohlo ukazovat
na oddéleni egyptskych zastupcti v ramci poddruhu. Konkatenovany mitochondrialni strom

v podstaté kopiroval strom sekvenci genu pro Cyt-b.

Fylogenetické stromy vytvofené na zaklad¢ analyzy jadernych markert naznacily mensi
diverzitu nez markery mitochondridlni, coz je vzhledem k jejich vysSi konzervativnosti
pochopitelné. Fylogeneticky strom vypocitany na zaklad¢ sekvenci intronu ACOX ukazuje
celkem 5 haplotypti. Prvni haplotyp byl sdilen egyptskymi a ¢asti omanskych jedinct. Sekvence
intronu ACOX vykazaly celkové velmi nizkou diverzitu. Naznacily tak, Zze vSechny doty¢né
populace je vhodné hodnotit jako jediny druh, H. ariel. Hodnoty p-distanci egyptskych
a arabskych jedincii se pohybovaly v rozmezi 0-1,02 %. U intronu COPS byla dokumentovana
v podstaté stejnéd topologie sekvenci. Analyza potvrdila pouze dva velmi podobné haplotypy
tohoto markeru. Hodnoty p-distanci egyptskych a arabskych (jordanskych) populaci
se pohybovaly v rozmezi 0—2,12 %. Fylogeneticky strom vypocitany na zaklad¢ analyzy
sekvenci intronu STAT vymezil 6 haplotypt, z nichz jeden haplotyp byl reprezentovan dvéma
egyptskymi jedinci a od zbyvajicich haplotypt ho délila hodnota p-distanci 0,8—1,2 %. Analyza
genu pro rekombinaci Rag2 rozdélila sekvence H. ariel do dvou haplotypti, z nichz jeden
zahrnoval vSechny jedince, kromé¢ dvou jemenskych, ktefi byli vymezeni do druhého
haplotypu. Hodnoty p-distanci zde dosahuji nejvy$si hodnoty 0,17 %, coZ naznacuje
konzervativitu tohoto genu a stim i spolecnou fylogenetickou historii vSech populaci.
Fylogeneticky strom vypocitany ze vSech sekvenci jadernych genii ukazuje nizkou
vnitrodruhovou geografickou variabilitu, nebot” spojil egyptské a jemenské vzorky do stejného
haplotypu a naznacil jejich fylogenetickou blizkost. Obecné se u vyslednych jadernych
fylogenetickych stromil ukazovaly niZ8i hodnoty p-distanci a celkova heterogenita druht byla
mensi, az velmi nizkd, coz je ovSem u celkové konzervativngjSich jadernych markera
ocekavatelné. U fylogenetického stromu vypocitaného z celkové matrix se ukazalo, Ze se
egyptskd populace H. ariel vyrazné separuje od vSech ostatnich populaci tohoto druhu a obé

haplotypové linie tak mohou pfedstavovat samostatné evolucni jednotky.

Na zéklad¢ analyzy genu pro cytochrom b publikované Bendou et al. (2016) a této mnohem
Sir§i analyzy se nabizi hypotéza, Ze by se mohla populace H. ariel z Egypta odliSovat od
populaci H. ariel z Arabie na urovni samostatného taxonu. OvSem pro potvrzeni této hypotézy

by bylo vhodné analyzovat vétsi pocet vzorkt z celého aredlu druhu.
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5.3. Hypsugo savii

Analyza zahrnula celkem 106 sekvenci genu pro Cyt-b jedincti z Maroka, Spanélska, Italie,
gV}'Icarska, Ceské republiky, Rakouska, Mad’arska, Slovinska, Chorvatska, Bulharska, Recka,
Syrie, franu, Kypru, Libanonu, Ukrajiny a Cerné Hory. Tento soubor sekvenci byl doplnén
o dvé sekvence z Turecka (Coraman et al. 2013), jednu sekvenci ze Spanélska (Ibafiez et al.
2006) a jednu sekvenci ze Svycarska (Stadelmann et al. 2004). Pro tuto mitochondrialni analyzu
bylo zvéazeno i pridani sekvenci H. savii z Kanarskych ostrovii a Malty, nicméné délka téchto
sekvenci byla vyrazné krat$i nez délka sekvenci ziskanych z amplifikovanych vzorkil v této

praci, a proto nebyly pouzity.

Ve fylogenetickém stromu vypocitaném analyzou sekvenci genu pro Cyt-b se bazaln¢ odd¢lila
linie, kterd byla podpotfena pouze metodou maximum likelihood (>70 %). V této linii byly
zastoupeni vichni jedinci ze Spanélska (Kataldnska), étyfi jedinci ze Svycarska a jeden ze
Slovinska (Lublan). Nicméné p-distance mezi doty¢nymi haplotypy naznacuji, Ze nejblize
Spanélskym populacim byly dva jedinci ze Slovinska s primérnou hodnotou p-distanci 3,25 %.
Mimo katalanské vzorky byl do $pané¢lskych populaci zahrnut i jeden vzorek H. savii z jizniho
Spanélska (Ibafiez et al. 2006), ktery ale dosahoval podobnych hodnot jako vzorky z Katalanska
a naznacil tak fylogenetickou shodu v celém iberském prostoru. Druhd linie fylogenetického
stromu zahrnula jedince z Maroka, Italie, Rakouska, Mad’arska, Svycarska a Slovinska. Mayer
et al. (2007) porovnaval marockého jedince H. savii se dvéma vzorky z Balkanského
poloostrova (Chorvatsko a Recko) a analyzou mitochondrialniho genu ND1 nalezl mezi témito
haplotypy vzdalenost 9,6 % dvouparametrové Kimurové distanci. NaSe data tuto hypotézu
potvrzuji, nebot’ se ukédzalo, ze primérna hodnota p-distanci mezi marockymi a chorvatskymi
haplotypy je 8,53 % a mezi marockymi a feckymi haplotypy jedincli z pevniny je 8,66 %.
Maroéti jedinci ale vykéazali nevétsi ptibuznost s jedinci z Italie, Rakouska, Mad’arska a Ceské
republiky (p-distance mezi doty¢nymi haplotypy byla vzdy do 1,5 %). Vyznamnou podobnost
mezi marockymi a italskymi jedinci z Toskdnska objevili 1 Dondini et al. (2016). Pro nasi
analyzu byly pouZity vzorky jedinci z oblasti Italie, které pfimo sousedi s Toskanskem.
Geneticka vzdalenost (p-distance) mezi populacemi Maroka a Spanélska dosdhla primérné

hodnoty 8,29 %.
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Zda se tedy, Ze prvni linii H. savii v zapadni Palearktidé zaujimaji jedinci ze Spanélska a druhou
jedinci z Maroka, Italie, Rakouska, Mad’arska a Ceské republiky. Pro lepsi pochopeni vztaht
mezi populacemi severoafrickych, Span€lskych, italskych a sttedoevropskych zastupct rodu
H. savii by bylo potfeba zapojit do analyzy také sekvence z Kanarskych ostrovi, Alzirska,
Tuniska, Sardinie s Malty, které by mozna objasnily otazku, pro¢ jsou si praveé zastupci stiedni

Evropy, Italie a Maroka podobni vice nez jini zastupci zapadni Palearktidy.

Tteti linii tvoii podle analyzy genu pro Cyt-b jedinci z Balkanského poloostrova a Blizkého
vychodu, spole¢né s dvéma jedinci z ukrajinského poloostrova Krym. Tato linie se od prvnich
dvou lisi velmi vyrazné, a to v prumérnych hodnotiach p-distanci. Napiiklad zéstupci
z Chorvatska se od ¢eskych zastupci liSily o 8,8 % v ramci p-distance. Syrské a italské haplotyy
déli primérna hodnota p-distance 9,32 %. V rdmci této tieti linie doslo k rozdéleni na dalsi dvé
sublinie, které¢ by se daly popsat jako sublinie Balkanského poloostrova a sublinie Blizkého
vychodu. Mezi témito dvéma subliniemi je primérnd hodnota p-distanci mensi nez 2 %.
Na celkové haplotypové siti (obr. 32) je jasné vidét, Ze mezi balkanskymi a blizkovychodnimi
jedinci je mnohem mens$i pocet substituci neZ mezi prvnimi dvéma liniemi. Do balkanské
sublinie se zafadili zastupci Chorvatska, Cerné Hory, Bulharska a Recka. Recké vzorky
pochazely ze tii riznych oblasti. Prvni oblasti bylo pevninské Recko, druhou oblasti byl ostrov
Kréta a tfeti oblasti byly ostrovy Rhodos a Simi, které se nachazi v Egejském mofi v blizkosti
pobiezi Malé Asie. Do balkanské sublinie se tedy zafadili fecké vzorky z pevninského Recka,
Kréty a zajimavosti je, ze vzorky z ostrovli Rhodos a Simi se objevily jak v balkanské sublinii,
tak i v té blizkovychodni. Do blizkovychodni sublinie se kromé vzorkli z ostrovii Rhodos

a Simi zatadily také vzorky z Gruzie, Krymu, Kypru, Turecka, Syrie, Libanonu a franu.

Do balkanské sublinie naleZi 15 haplotyptd s celkem 19 substitucemi. Je tedy zfejmé, Ze tyto
haplotypy jsou si velmi podobné. V blizkovychodni sublinii bylo nalezeno 20 haplotypt
s celkem 39 substitucemi. Je ale dilezité zminit, Ze z nékterych lokalit se podafilo ziskat pouze
maly pocet vzorktl. Z Gruzie a Kypru se podaiilo do analyzy genu pro Cyt-b ziskat pouze jeden
vzorek a ukrajinské a turecké vzorky byly zastoupeny pouze dvéma jedinci. Vzhledem k tomu,
ze nebyly dostupné vzorky H. savii z Izraele, nebylo mozné potvrdit hlubokou divergenci

Izraelskych jedinct H. savii tak, jak ji popsal Mayer et al. (2007).
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Zajimavosti je, ze se v obou sublinich objevuji haplotypy zostrovi Rhodos a Simi.
Z ptitomnosti dvou skupin rozdilnych haplotypi v jednom uzemi, zastoupenych jak
v blizkovychodni linii, tak v té balkdnské lze usuzovat, Zze doSlo k opakované kolonizaci
ostrovi riiznymi populacemi H. savii. Podobné smiseni haplotypt riznych linii v geograficky
jasné vymezené oblasti se ukazalo i u prvni a druhé linie. Ctyf¥i vzorky ze Svycarska a jeden ze
Slovinska se objevil v prvni linii, zatimco zbylé Svycarské a slovinské haplotypy se objevily

v druhé linii.

Fylogeneticky strom kontrolniho regionu (D-loop) se v ramci H. savii rozdé€lil na dvé linie,
evropskou a vychodni, kterd se dale rozd¢lila na balkanskou a blizkovychodni linii. Problém
nicmén¢ nastal pii po€itani p-distanci, nebot’ sekvence nevykazovaly tak velké rozdily hodnot
nekorigovanych p-distanci. I pfes dodrzeni postupu, dvojitou kontrolu alignmentu a nékolik po
sob¢ jdoucich stejnych analyz sekvenci se ukéazala nizka hodnota p-distanci. Pravdépodobnou
pri¢inou miize byt to, ze délka finalnich sekvenci byla u D-loop pouhych 351 bp a kvalita
sekvenci nebyla dostate¢na. Mize se tedy jednat o chybu v procesu amplifikace, nebo
nedostate¢nou specifitu primerid. Vzhledem k tomu, Ze nebylo mozné porovnat ziskané
sekvence kontrolniho regionu u rodu Hypsugo (v databazi GenBank nebyly zadné pro kontrolni
region), neni mozné posoudit, zda je délka 351 bp relevantni pro analyzu kontrolniho regionu
u rodu Hypsugo. Proto byly vysledky analyzy ponechény v této praci, ale s omezenim, Ze je
nutno analyzu kontrolniho regionu D-loop rodu Hypsugo v zapadni Palearktidé prozatim
pfijimat s rezervou a ptipadné ji prozkoumat podrobnéji — zvolit ptfipadné jiné techniky

a zpusoby amplifikace (jiné primery, jiné kombinace teplot u PCR atd.).

U sekvenci jadernych genti bylo u H. savii ve vétSing€ ptipadd nalezeno rozdé€leni na 2 az tii
linie. Pokud se jednalo o dvé linie, bylo to rozdéleni, kde prvni linii zaujimali jedinci z Blizkého
vychodu a Balkénu. Druhou linii pak tvofili ostatni jedinci. Pokud se jednalo o 3 linie, byly

v podstaté totozné s liniemi z analyzy genu pro Cyt-b.

Vysledny fylogeneticky strom vypocitany ze vSech vzorka vSech marker ukazoval v podstaté

vvvvvv

1ze najit v zavéru.
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Reiter et al. (2010b) vysvétluje mozné cesty expanze H. savii na sever z Rakouska. Jedna z jeho
hypotéz tika, ze Sifeni H. savii na sever prob¢hlo z Italie, pfes Slovinsko do Rakouska a
odtamtud severn&ji az do Ceské republiky a na Slovensko. Tato hypotéza se zda pro nase vzorky
jako mozné vysvétleni blizké piibuznosti jedinct z Italie, Slovinska, Rakouska a Ceské
republiky. Co se tyCe rozsifeni do Mad’arska, zminuje Reiter et al. (2010b) mozné rozsiteni
z Chorvatska. Jelikoz je ale primérna hodnota p-distanci mezi mad’arskymi a chorvatskymi
haplotypy v nasi analyze 8,6 % a mad’arské sekvence se mnohem vice podobaji sekvencim
rakouskym, ¢eskym, slovinskym a italskym, nabizi se spiSe moznost, Ze nedavna expanze do
Mad’arska neprob¢hla z Chorvatska. Je ale nutné podotknout, ze chorvatské vzorky pochéazely
z jedinci ze dvou oblasti na zapadé Chorvatska (mésto Rtina, Narodni park Paklenica). Pro

pfesngjsi analyzu by bylo vhodné mit vice vzorkl z riznych mist Chorvatska a Mad’arska.

Hypsugo savii byl dlouhou dobu oznacovan riznymi ndzvy. Ve vétsing starsi literatury ho ale
muzeme najit pod jménem Vesperugo maurus. Az v roce 1856 zatadil Kolenati tento druh do
samostatného rodu Hypsugo. VéEtSina dalSich autort zatazovala tento druh do rodu Pipistrellus,
jako samostatnou skupinu v rdmci tohoto rodu (Miller 1907, Tate 1942) nebo jako soucast
podrodu Amblyotus rodu Eptesicus (Ognev 1928). Kuzjakin (1950) ale navrhl, aby se na
zaklad¢ znakl sdilenych s Pipistrellus 1 Eptesicus zazadil H. savii do rodu Vespertilio.
Vyznamné do taxonomie H. savii zasahla studie, kterd porovnavala karyotyp, morfologii
penisu, bakulum, zuby a kostru rodl Pipistrellus, Eptesicus a druhu Pipistellus savi (Horacek
et Handk 1986), kterd navrhla oddéleni samostatného rodu Hypsugo, do kterého by H. savii
a dalsi jeho formy spadaly. Tuto hypotézu potvrdila i analyza od Menu (1987) nebo od Hoofer
et Van Den Busche (2003) (viz kapitola 1.2.).

Vnitrodruhovou variabilitu H. savii v minulosti nastinili studie, které se soustiedili na
molekularné genetické analyzy (Pestano et al. 2003, Ibafiez et al. 2006, Mayer et al. 2007, Veith
et al. 2011, Coraman et al. 2013, Dondini et al. 2016, Mifsud et Vella 2019). Podle vyse
zminénych analyz se zdalo, ze se v zdpadni Palearktidé nachéazi 4 geografické oblasti se liniemi
H. savii. Prvni je jizni Levanta, kterd je oddé€lena nejvétsi divergenci, druhd se nachazi
v Chorvatsku, Turecku a zbytku Levanty. Tteti linie zaujima plochu od Spanélska po Svycarsko

a Gtvrta linie se rozklada v severozapadni Africe, jiznim Spanélsku (viz kapitola 1.3.).
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Podle Horacka et al. (2000) se Hypsugo savii ochromixtus vyskytuje ve Spanélsku a saha az do
Svycarska. Podle molekularnd genetické analyzy Garcia-Mudarra et al. (2009) se oddéluje
Spanélska populace od té Marocké o vice jak 8 % ve dvouparametrové Kimurové distanci. Nase
analyza také vyrazné oddélila tuto Spanélskou linii od ostatnich linii, coz by mohlo znacit,

Ze prave tato linie by mohla byt poddruhem H. s. ochromixtus.

Mayer et al. (2007) navrhl nové oznaceni Hypsugo cf. darwini pro jedince obyvajici Maroko
a Kanarské ostrovy. V dalsi analyze z roku 2011 byly na Sicilii s Sardinii nalezeny haplotypy
ptibuzné pravé Hypsugo cf. darwini (Veith et al. 2011), které byly nésledné¢ doplnény
o stejn¢ podobné haplotypy z Toskanska (Dondini et al. 2016). Vysledky této diplomové prace
popisuji, Ze se do linie marockych a italskych jedinch zaradily i jedinci z Rakouska, Slovinska,
Svycarska, Mad’arska a Ceské republiky. Pokud bychom méli k dispozici sekvence jedinct
z Kanarskych ostrovii a Malty, bylo by mozné zhodnotit, jestli tato linie odpovida pravé tomuto
Mayerem et al. (2007) navrzenému druhu. Nutno ale podotknout, ze Mayer et al. (2007)
disponovali pouze dvéma vzorky H. savii zMaroka a Turecka, a po jednom vzorku
z Chorvatska, Izraecle a Recka. Haplotypy podobné Hypsugo cf. darwini byly nalezeny na
italskych ostrovech, pficemz vzorky v této praci byly z pevninské Italie. Otazkou tedy zlstava,
jestli by pfi vétsim poctu vzorkii z Maroka a Kanarskych ostrovli, Malty a Italie byla tato

hypotéza potvrzena, ¢i vyvracena.

Hypsugo savii caucasicus byl v minulosti oznaCovan za poddruh vyskytujici se v zapadni
Palearktid€ na Blizkém vychodé¢ a Krymu (Koopman 1994, Horacek et al. 2000). Nicméné¢ toto
zafazeni bylo zalozeno na morfologické analyze, kterou Benda et al. (2006) zpochybnil, nebot’
naznacil, Ze morfologické rozdily, kterymi predchozi autoti rozdé€lovali H. savii na poddruhy,
jsou v téchto poddruzich variabilni. V analyze Garcia-Mudarra et al. (2009) se v zapadni
Palearktidé vymezila linie Balkdnského poloostrova a Blizkého vychodu, kterd se odd¢lila od
Spanélské linie o 8,2 % v hodnotach dvouparametrové Kimurovée distanci. V nasi analyze se
tato linie oddé¢lila od Span€lské linie o vice jak 8 % p-distanci. Blizkovychodni a balkanskou
sublinii odéluje v této analyze primérna hodnota p-distanci mensi nez 2 %. Dalo by se tedy

fict, ze Blizkovychodni jedinci 1 balkansti jedinci by mohli byt poddruhem H. s. caucasicus.
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6. Zavér

Predkladana diplomova prace zabyvajici se molekularné genetickou analyzou druhtt Hypsugo
arabicus, Hypsugo ariel a Hypsugo savii je ptispévkem k mapovani genetické variability
populaci netopyrt rodu Hypsugo v zépadni Palearktidé. Tyto vysledky by mohly napomoci

k dal$imu studiu vnitrodruhové a mezidruhové variability téchto druht.

Studiem této problematiky jsem dospél k nasledujicim zavérim.

U druhu Hypsugo arabicus byla na zaklad¢ analyzy mitochondrialniho genu pro cytochrom b
zjiiténa zna¢na geneticka divergence mezi populacemi franu a Omanu. franské populace se od
omanskych liSily hodnotami nekorigované p-distance 3,74—4,78 %, coZ by mohlo naznacovat
odd¢leni iranskych populaci na irovni poddruhu. Tento stav se také potvrdil na fylogenetickém
stromu konkatenovanych vzorki celé matrix. Pokud by se v budoucnu potvrdila separatni
fylogeneticka pozice iranskych populaci na urovni pojmenovaného taxonu (nejspise poddruh),
bude potieba pro néj vytvofit nové jméno, nebot’ v synonymice rodu Hypsugo neni zadné k

disposici.

U druhu Hypsugo ariel byla analyzou mitochondridlniho genu pro cytochrom b zjisténa
vyrazna geneticka diverzita mezi populacemi Egypta, které se od ostatnich populaci z Jemenu,
Omanu a Jordanska liSily hodnotami nekorigované p-distance 6,07—6,54 %, coz by mohlo
naznacovat oddéleni egyptskych jedincli na urovni samostatného taxonu. Tento stav se také
potvrdil na fylogenetickém stromu konkatenovanych vzorkl celé¢ matrix. Jestlize bude tato
vzajemn¢ separatni posice egyptskych a arbskych populaci na Grovni taxonu potvrzena, pro
arabské populace je pouZzitelné jméno bodenheimeri Harrison, 1960, zatimco egyptské populace

by mély naleZet nominotypickému taxonu, arie/ Thomas, 1904.

U druhu Hypsugo savii byly analyzou dostupnych vzorkii ze zapadni Palearktidy vymezeny tFi
hlavni linie. Prvni linie zahrnula $panélské populace H. savii, étyii vzorky ze Svycarska a jeden
ze Slovinska. Druha linie zahrnula populace z Maroka, Italie, Svycarska, Slovinska, Mad’arska,
Rakouska a Ceské republiky. Tato linie se od prvni ligila v nekorigované p-distanci v priméru
o vice jak 8 %. Tteti linie zahrnula populace Balkdnského poloostrova a Blizkého vychodu.
Tato linie se nasledné rozdé€lila na dvé sublinie, které ale mely mezi sebou rozdil maximalné do

2 %. Tteti linie se od prvni li§i primérmé o 8,5 % a od druhé o 8,7 %.
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Vsechny tfi zkoumané druhy se jasné oddé¢lili v ramcei rodu Hypsugo, coz potvrdily analyzy
vSech markerti. Zajimavosti je nalez haplotypti na ostrovech Rhodos a Simi reprezentujici jak
balkanskou, tak blizkovychodni sublinii, coz mlize nasvédcovat dvoji kolonizaci ostrovl jak
z vychodu, tak ze zapadu. Ten samy jev se ukézal i u prvni a druhé linie. Jeden vzorek ze
Svycarska a jeden ze Slovinska se objevil v prvni linii. Zbytek $vycarskych a slovinskych

jedinct se objevil v druhé linii.

Rozd€leni H. savii na tii linie koresponduje s analyzou Garcia-Mudarra et al. (2009), ktera také
sjednotila blizkovychodni a balkanské jedince do jedné linie, Spanélské jedince do druhé linie
a marocké jedince do tfeti linie. Dle dostupnych dat se tedy zdd, Ze Spanélsti jedinci by mohli
byt poddruhem Hypsugo savii ochromixtus, balkénsti a blizkovychodni jedinci by mohli byt
poddruhem Hypsugo savii caucasicus. Dle této analyzy jsou si marocti, italsti, Svycarsti,
rakousti, mad’arsti a Cesti zastupci H. savii velmi podobni. Otazkou je, jestli tito jedinci patii do
Mayerem et al. (2007) navrzeného Hypsugo cf. darwini (viz kapitola 5.3.). Pro zjisténi, o jakou
linii se v tomto piipad€ jednd, je potieba hlusi studie vice jedinch z vétSiho geografického

arealu.
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Prilohy

Ptiloha €. 1 Seznam vzorki pouzitych pro molekularné-genetickou analyzu. Cela jména autorti vzorki jsou k dispozici ve zkratkach a také pod ptilohou €. 1

nazev vzorek od sbirkové Cislo druh zemé lokalita nazev genu

vzorku Cyt-b | D-loop | COPS ACOX | STAT Rag2
pb 1692 P.B. 48409 Hypsugo arabicus fran Pir Sohrab H6 H7 H1
pb 1693 P.B. 48410 Hypsugo arabicus Iran Pir Sohrab H6 H1
pb 1694 P.B. 48411 Hypsugo arabicus fran Pir Sohrab H7

pb 1695 P.B. 48412 Hypsugo arabicus fran Pir Sohrab H1 H7 H1
pb 1696 P.B. 48413 Hypsugo arabicus fran Pir Sohrab H1 H7

pb 1699 P.B. 48416 Hypsugo arabicus Iran Pir Sohrab H3 HI

pb 1700 P.B. 48417 Hypsugo arabicus Iran Pir Sohrab H2 H1
pb 1701 P.B. 48418 Hypsugo arabicus fran Pir Sohrab H2 H1 H1
pb 1702 P.B. 48419 Hypsugo arabicus fran Pir Sohrab Ho6

pb 1703 P.B. 48420 Hypsugo arabicus fran Pir Sohrab Ho6

pb 4427 P.B. 92624 Hypsugo arabicus Oman Al Aqar H4 HS5 H2 H7

pb 4468 P.B. 92665 Hypsugo arabicus Oman Al Nakhar H7 H6

pb 4469 P.B. 92666 Hypsugo arabicus Oman Al Nakhar H4 H5 H7 H8 H1
pb 4579 P.B. 92774 Hypsugo arabicus Oman Mugal H4 HS H2 H7 H1
pb 4584 P.B. 92779 Hypsugo arabicus Oman Dibab H7 H8 H1
pb 4587 P.B. 92782 Hypsugo arabicus Oman Mansaft H4 H7 H7 H1
pb 4588 P.B. 92783 Hypsugo arabicus Oman Mansaft H7

pb 4589 P.B. 92784 Hypsugo arabicus Oman Mansaft H4 HS H7 H9

pb 4886 P.B. 93733 Hypsugo arabicus Oman Layh H4 HS H2 H7 H1
pb 4887 P.B. 93734 Hypsugo arabicus Oman Layh H2 H7 H1
pb 4892 P.B. 93739 Hypsugo arabicus Oman Al-Aqor, Wadi Tiwi H4 H2 H7 H1
pb 4893 P.B. 93740 Hypsugo arabicus Oman Al-Aqor, Wadi Tiwi H4 HS5 H2 H7 H10 H1
pb 4894 P.B. 93741 Hypsugo arabicus Oman Al-Aqor, Wadi Tiwi H4 HS8 H7 H1
pb 4895 P.B. 93742 Hypsugo arabicus Oman Al-Aqor, Wadi Tiwi H4 H7 H10 H1
pb 4913 P.B. 93760 Hypsugo arabicus Oman Wadi Al-Hawasina H9 H7 H10 H1
pb 4914 P.B. 93761 Hypsugo arabicus Oman Wadi Al-Hawasina H9 H9 H2 H7

pb 4939 P.B. 93785 Hypsugo arabicus Oman Misfat Al-Khawater HS H2 H7 H10 H1
pb 4940 P.B. 93786 Hypsugo arabicus Oman Misfat Al-Khawater H2 H7 H1
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pb 4941 P.B. 93787 Hypsugo arabicus Oman Misfat Al-Khawater HS8 HS5 H2 H7 H1
pb 4966 P.B. 93812 Hypsugo arabicus Oman Subakh, Hatta Pools H7 HI10 H2 H7 H1
pb 4967 P.B. 93813 Hypsugo arabicus Oman Subakh, Hatta Pools H4 HI10 H2 H7 H10 H1
pb 4968 P.B. 93814 Hypsugo arabicus Oman Subakh, Hatta Pools H10 H11 H2 H7 H10 H1
pb 4976 P.B. 93822 Hypsugo arabicus Oman Al-Zihaymi Ho6 H12 H2 H7 H10 H1
pb 4977 P.B. 93823 Hypsugo arabicus Oman Al-Zihaymi HI11 H9 H3 H7

pb 5336 P.B. 93997 Hypsugo arabicus Oman Sal Aalah HI10 H9 H7 H10

pb 5340 P.B. 94001 Hypsugo arabicus Oman Wadi Banah H10 H9 H2 H7 H2
pb 3022 P.B. Hypsugo ariel Jemen Hauf H4 H1 H1 H3
pb 3023 P.B. Hypsugo ariel Jemen Hauf HI12 H1 H2 H1 H3
pb 3024 P.B. Hypsugo ariel Jemen Hauf HS5 H3 H1 H3
pb 3025 P.B. Hypsugo ariel Jemen Hauf HI2 H4 HI H1 H3
pb 3026 P.B. Hypsugo ariel Jemen Hauf H13 H2 H1 H3
pb 3027 P.B. Hypsugo ariel Jemen Hauf H2 H1

pb 3028 P.B. Hypsugo ariel Jemen Hauf HI12 H4 H1 H1 H4
pb 3029 P.B. Hypsugo ariel Jemen Hauf HI2 H3 HI H1

pb 3030 P.B. Hypsugo ariel Jemen Hauf HI2 HI H4
pb 3050 P.B. Hypsugo ariel Jemen Damgawt Hl16 HS H1 H2 H3
pb 3051 P.B. Hypsugo ariel Jemen Damgawt H17 H1 H3
pb 3052 P.B. Hypsugo ariel Jemen Damgqawt HI12 H2 H3
pb 3054 P.B. Hypsugo ariel Jemen Sayhut H2 H3
pb 3055 P.B. Hypsugo ariel Jemen Sayhut H16 H2 H4 H3
pb 3058 P.B. Hypsugo ariel Jemen Al Nueimah H17 H2 H3
pb 4022 P.B. 92380 Hypsugo ariel Jordansko Tall Numeira H3 H5

pb 4169 P.B. 92487 Hypsugo ariel Jordansko Al Ghal HS5 H4 H3
pb 4170 P.B. 92488 Hypsugo ariel Jordansko Al Ghal HI15 H2 H4 H2 H2 H3
pb 4171 P.B. 92489 Hypsugo ariel Jordansko Al Ghal H15 HS5 H5

pb 4172 P.B. 92490 Hypsugo ariel Jordansko Al Ghal H2 H2

pb 4173 P.B. 92491 Hypsugo ariel Jordansko Al Ghal HI15 HS HS H2 H3
pb 4174 P.B. 92492 Hypsugo ariel Jordansko Al Ghal HI15 H4 H2 H3
pb 4175 P.B. 92493 Hypsugo ariel Jordansko Al Ghal H2 H5 H5 H3

pb 4176 P.B. 92494 Hypsugo ariel Jordansko Al Ghal H15 H2 H5 H5 H2 H3
pb 4559 P.B. 92754 Hypsugo ariel Oman Jufa H4 H3 H3

pb 4618 P.B. 92597 Hypsugo ariel Egypt El A’aqab HI18 H4 H4 H1 H6 H3
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pb 4619 P.B. 92598 Hypsugo ariel Egypt El A’aqab HI18 H4 H4 HI1 H6

pb 4708 P.B. 92804 Hypsugo ariel Jordansko Wadi al-Hassa HI15 HS5 H2

pb 5412 P.B. 94073 Hypsugo ariel Oman Rima, Wadi Gharah H4 H3 H3

pb 5413 P.B. 94074 Hypsugo ariel Oman Rima, Wadi Gharah H14 H5 H3

pb 5414 P.B. 94075 Hypsugo ariel Oman Rima, Wadi Gharah H14 H3

pb 5415 P.B. 94076 Hypsugo ariel Oman Rima, Wadi Gharah H14 H3 H4

68347 F.Z. Hypsugo savii Rakousko Pilzgasse 23 H28 HI13

BG252 H.D. Hypsugo savii Bulharsko jeskyné Dupka H36 H13
BG276 H.D. Hypsugo savii Bulharsko Kladnitsa H39 H14
BG279 H.D. Hypsugo savii Bulharsko H48 H35 H26

BG368 H.D. Hypsugo savii Bulharsko Balgarevo H14
BG383 H.D. Hypsugo savii Bulharsko Momina klisura H37 H36 H27 H14
BG397 H.D. Hypsugo savii Bulharsko Spahievo H38 H35 H30 H21
Gl LN. Hypsugo savii Gruzie H16 H27 H45 H15
G2 LN. Hypsugo savii Gruzie H51 H20 H31 H11 H36 H14
GTHU751 T.G. Hypsugo savii Mad’arsko Budapest’ H25 H17 H13
GTHU752 T.G. Hypsugo savii Mad’arsko Budapest’ H26 HI11 H13
GTHU753 T.G. Hypsugo savii Madarsko Pécs H13
GTHU754 T.G. Hypsugo savii Mad’arsko H26 HI13 H13
GTHU755 T.G. Hypsugo savii Mad’arsko Szekszard H26 H13

GTHU91 T.G. Hypsugo savii Mad’arsko Szekszard H25 H13

HS 1 MK.aM.S Hypsugo savii Chorvatsko Rtina H13
HS 10 MXK.aM.S Hypsugo savii Chorvatsko Rtina H34 H13
HS 102 MXK.aM.S Hypsugo savii Chorvatsko Paklenica H47 Hi14
HS 11 MK.aM.S Hypsugo savii Chorvatsko Rtina H20 H13
HS 112 MK.aM.S Hypsugo savii Chorvatsko Paklenica H47 H32

HS 12 MK.aM.S Hypsugo savii Chorvatsko Rtina H13
HS 13 MXK.aM.S Hypsugo savii Chorvatsko Rtina H33 H13
HS 14 MXK.aM.S Hypsugo savii Chorvatsko Rtina H21 H13
HS 15 MK.aM.S Hypsugo savii Chorvatsko Rtina H23 H34 H22
HS 16 MK.aM.S Hypsugo savii Chorvatsko Rtina H13
HS 17 MXK.aM.S Hypsugo savii Chorvatsko Rtina H13
HS2 MXK.aM.S Hypsugo savii Chorvatsko Rtina H33 H13
HS 3 MXK.aM.S Hypsugo savii Chorvatsko Rtina H13
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HS 4 MK.aM.S Hypsugo savii Chorvatsko Rtina H34 H13
HS 6 MK.aM.S Hypsugo savii Chorvatsko Rtina HI3
HS 7 MXK.aM.S Hypsugo savii Chorvatsko Rtina H47 H32 H13
HS 8 MK.aM.S§ Hypsugo savii Chorvatsko Rtina H13
HS9 MK.aM.S Hypsugo savii Chorvatsko Rtina H47 H32 H13
HS 95 MXK.aM.S Hypsugo savii Chorvatsko Paklenica H47 H33 H34 HI11
HS 97 MXK.aM.S Hypsugo savii Chorvatsko Paklenica H47 H35 H23 H14
HsalO JA. Hypsugo savii Spanélsko-Katalansko Font Terrers H21 H29 H7
Hsal9 JA. Hypsugo savii Spanélsko-Katalansko Font Terrers H17 H28 H15 H13
Hsa01 JA. Hypsugo savii Spanélsko-Kataldnsko Font Terrers H14 H6
Hsa22 J.A. Hypsugo savii Spanélsko-Katalédnsko Font Terrers HI19 H9 H30 H14 HI12
Hsa02 J.A. Hypsugo savii Spanélsko-Katalédnsko Font Terrers H28 H15 H19
Hsa03 JA. Hypsugo savii Spanélsko-Baskicko H13
Hsa04 JA. Hypsugo savii Spanélsko-Kataldnsko Font Terrers H28 H16 H13
Hsa05 J.A. Hypsugo savii Spanélsko-Kataldnsko Font Terrers H19 Hl16 H13
Hsa06 J.A. Hypsugo savii Spanélsko-Katalédnsko Font Terrers HI19 H17 HS8 H28 H13
Hsa07 J.A. Hypsugo savii Spanélsko-Katalédnsko Font Terrers H19 H31 Hl16 H7
Hsa08 J.A. Hypsugo savii Spanélsko-Kataldnsko Font Terrers H20 H15

Hsa09 JA. Hypsugo savii Spanélsko-Kataldnsko Font Terrers H7
Hsav01 D.R.aL. A. Hypsugo savii Italie Rim H25 H13 H12 H8
Hsav02 D.R.aL. A. Hypsugo savii Italie Ardea H27 H13 H19 H7
Hsav03 D.R.aL. A. Hypsugo savii Italie Ostia H29 H18 H20 H7
Hsav04 D.R.aL. A. Hypsugo savii Italie Umbria H32 HI13 H12 H7
Hsav05 D.R.aL. A. Hypsugo savii Italie Rim H29 H17 H19

Hsav06 D.R.aL. A. Hypsugo savii Italie Viterbo H25 H19 H7
Hsav07 D.R.aL. A. Hypsugo savii Italie Rim H29 H10 H7
Hsav08 D.R.aL. A. Hypsugo savii Italie Umbria H29 H13 H14 H7
Hsav09 D.R.aL.A. Hypsugo savii Italie Rim H29 HS
M1287a M. R. Hypsugo savii Svycarsko Zeneva H25 H24

M1475 M. R. Hypsugo savii Svycarsko Valais H19 H19 H17 H25 H18
M1593 M. R. Hypsugo savii Svycarsko Valais H28 H13 H16 H23 H18
M706 M. R. Hypsugo savii Recko Milos, Kikis H37 H35 H23 H19
M734 M.R. Hypsugo savii Recko Serres H48 H35 H33

MS815 M. R. Hypsugo savii Recko jeskyné Corycian H40 H34 H24 H14
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M877 M. R. Hypsugo savii Spanélsko Rio Lobos H24 H21 H13
M953 M. R. Hypsugo savii Svycarsko Vex H25 HI13 H9 Hl6 H22 H19
M960 M. R. Hypsugo savii Svycarsko Sion H19 H26 H18
Morl TB.aZR. Hypsugo savii Ceska republika Brno H25 H5
Mor2 TB.aZR. Hypsugo savii Ceska republika Brno H9 H5
Mor3 TB.aZR. Hypsugo savii Ceskaé republika Znojmo H25 H13 H13 H5
Mor4 TB.aZR. Hypsugo savii Ceska republika Brno H25 H13 H5
pb 1143 P.B. 48048 Hypsugo savii Syrie Yabroud H53

pb 1179 P.B. 48064 Hypsugo savii Syrie Slinfeh H14
pb 1180 P.B. 48065 Hypsugo savii Syrie Slinfeh H24

pb 1181 P.B. 48066 Hypsugo savii Syrie Slinfeh H61 H27

pb 1182 P.B. 48067 Hypsugo savii Syrie Slinfeh H66

pb 1183 P.B. 48068 Hypsugo savii Syrie Slinfeh HA43

pb 1187 P.B. 48072 Hypsugo savii Syrie Slinfeh H20 H18

pb 1197 P.B. 48076 Hypsugo savii Syrie Qala'at Sheisar H14
pb 1891 P.B. Hypsugo savii Syrie Bargash HS55

pb 1966 P.B. 48919 Hypsugo savii Syrie Hayalien H64 H19 H21 H42 H20
pb 1967 P.B. 48920 Hypsugo savii Syrie Hayalien H56 H24 H11
pb 1968 P.B. 48921 Hypsugo savii Syrie Hayalien H26 H40 H19
pb 1969 P.B. 48922 Hypsugo savii Syrie Hayalien H18

pb 1970 P.B. 48923 Hypsugo savii Syrie Hayalien H40

pb 1979 P.B. 48932 Hypsugo savii Syrie Qatura H63 H23 H41

pb 1980 P.B. 48933 Hypsugo savii Syrie Qatura H63 H17 H19
pb 1981 P.B. 48934 Hypsugo savii Syrie Qatura H67 H25 H35

pb 2055 P.B. 49029 Hypsugo savii Recko Anthiro H37 H35

pb 2389 P.B. 90209 Hypsugo savii Cerna Hora Strp-Risan H47 H35

pb 2390 P.B. 90210 Hypsugo savii Cerna Hora Strp-Risan H10

pb 2400 P.B. 90220 Hypsugo savii Cern4 Hora Gurec H47 H31 H19
pb 2401 P.B. 90221 Hypsugo savii Cerné Hora Gurec H49 HI2

pb 2403 P.B. 90223 Hypsugo savii Cerna Hora Gurec H47 H32

pb 2683 P.B. 90070 Hypsugo savii Maroko Tamtattouchte H30 Ho6

pb 2811 P.B. 90410 Hypsugo savii Kypr Troodos H57 H26

pb 2832 P.B. 90431 Hypsugo savii Kypr hrad Kantara HI19

pb 3225 P.B. 90824 Hypsugo savii fran Mina H52 H21 H34 H19
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pb 3306 P.B. 90900 Hypsugo savii Libanon jeskyné Afqa H62 H29 H28 H13
pb 3389 P.B. 91082 Hypsugo savii Recko Kréta, Patsos H35 H17
pb 3390 P.B. 91083 Hypsugo savii Recko Kréta, Patsos H42 H46 H13
pb 3395 P.B. 91088 Hypsugo savii Recko Kréta, Meskla H50 H30

pb 3396 P.B. 91089 Hypsugo savii Recko Kréta, Meskla H42 H39 H20 H13
pb 3401 P.B. 91094 Hypsugo savii Recko Kréta, Dramia H42 HI1 H14
pb 3402 P.B. 91095 Hypsugo savii Recko Kréta, Dramia H41 H19 H23

pb 3403 P.B. 91096 Hypsugo savii Recko Kréta, Dramia H42 H31

pb 3416 P.B. 91109 Hypsugo savii Recko Kréta, Milatos H43 H35 H23 H37 H13
pb 3417 P.B. 91110 Hypsugo savii Recko Kréta, Milatos H43

pb 3418 P.B. 91111 Hypsugo savii Recko Kréta, Milatos H43 H24 H38 H14
pb 3461 P.B. 91783 Hypsugo savii Libanon jeskyné Afqa H25 H36 H14
pb 3462 P.B. 91784 Hypsugo savii Libanon jeskyné Afqa H29 H13
pb 3584 P.B. 92309 Hypsugo savii Recko Kréta, Lefkogia H42 H24 H19
pb 3585 P.B. 92310 Hypsugo savii Recko Kréta, Lefkogia H39 H13
pb 3854 P.B. Hypsugo savii Maroko Dadés Gordes H31 Hl16 H7 H9
pb 3926 P.B. Hypsugo savii Maroko Takoumit H34 HI13 H17 H9
pb 3927 P.B. Hypsugo savii Maroko Takoumit H34 H13 H8 H9
pb 3928 P.B. Hypsugo savii Maroko Takoumit H35 HI13 H9
pb 3929 P.B. Hypsugo savii Maroko Takoumit H34

pb 3930 P.B. Hypsugo savii Maroko Takoumit H34 H14 H9
pb 3931 P.B. Hypsugo savii Maroko Takoumit H34 H17 H9
pb 3932 P.B. Hypsugo savii Maroko Takoumit H34 Hl16 H18

pb 3933 P.B. Hypsugo savii Maroko Takoumit H34 HI15 H9
pb 4072 P.B. 93694 Hypsugo savii Libanon Jebel Haouerta H54

pb 4321 P.B. Hypsugo savii Ukrajina — Krym Krym, Laspi H68 HI19 HI19
pb 4322 P.B. Hypsugo savii Ukrajina — Krym Krym, Laspi H68 H24 H22

pb 4648 P.B. 93527 Hypsugo savii Libanon Balaa H64 H22 H29

pb 4684 P.B. 93561 Hypsugo savii Libanon Arnoun HS56 H27 H30 H14
pb 4756 P.B. 93583 Hypsugo savii Maroko Derdara H33 H14 H10
pb 5026 P.B. 93867 Hypsugo savii fran Hesar-e-Dashtak H69 H22 HI19 H44 H15
pb 5027 P.B. Hypsugo savii fran Hesar-e-Dashtak H70 H22 H19 H13
pb 5028 P.B. Hypsugo savii fran Hesar-e-Dashtak H45 HI1
pb 5029 P.B. Hypsugo savii fran Hesar-e-Dashtak H19 H47 H14
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pb 5030 P.B. Hypsugo savii Iran Hesar-e-Dashtak H32 H47 H15
pb 5436 P.B. Hypsugo savii Recko Rodos H45 H15
pb 5445 P.B. Hypsugo savii Recko Symi, Ampeli H13
pb 5446 P.B. Hypsugo savii Recko Symi, Ampeli H65 H15
pb 5447 P.B. Hypsugo savii Recko Symi, Ampeli H56 Hl16
pb 5452 P.B. Hypsugo savii Recko Symi, Agioi Anargyroi | H60 H28
pb 5453 P.B. Hypsugo savii Recko Symi, Agioi Anargyroi | H46 H35 H34 H15
pb 5454 P.B. Hypsugo savii Recko Symi, Glyfonies H56 H27 H15 H13
pb 5455 P.B. Hypsugo savii Recko Symi, Glyfonies H45 H35 H24
pb 5456 P.B. Hypsugo savii Recko Symi, Ampeli H13
pb 5457 P.B. Hypsugo savii Recko Symi, Ampeli H46 H37
pb 5458 P.B. Hypsugo savii Recko Symi, Ampeli H44 H38 H22 H13
pb 5462 P.B. Hypsugo savii Recko Rodos, Sfougaria H45 H35 H45 H13
PP0533 P.P. Hypsugo savii Slovinsko Celje
PP0621 P.P. Hypsugo savii Slovinsko Lublari H22 H13
PP0623 P.P. Hypsugo savii Slovinsko Lublan H29 H16 H19 H7
PP0624 P.P. Hypsugo savii Slovinsko Lublan H25 H13 H7
PP0694 P.P. Hypsugo savii Slovinsko Kranj H7
Prahal H.J. Hypsugo savii Ceska republika Praha H27 H13 H15 H13
Psa4 M.R. Hypsugo savii Svycarsko Valais H19 H27 H7
Psa5 M.R. Hypsugo savii Svycarsko Rechy H19 H13 H28 H7
Vzorky poskytnuty od:

PB — Petr Benda, FZ — Frank Zachos, HD — Heliana Dundarova, IN — loseb Natradze, TG — Tamas Go6rfol, MK a MS — Marina Kpison a Martin Salek,
HJ — Helena Jahelskova, JA — Joxerra Aihartza, DR a LA — Danilo Russo a Leonardo Ancillotto, MR — Manuel Ruedi, TB a ZR — Tomas Bartonic¢ka a Zden¢k
Rehék, PP — PrimoZ Presetnik
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Ptiloha €. 2 Seznam publikovanych vzorkid/outgroupl pouzitych pro molekularné-genetickou analyzu.

druh zemé lokalita ¢islo GenBank nazev genu Prevzato z ¢islo v analyzach
Mpyotis emarginatus OL889630 D-loop Frants et al. 2021 o1
Mpyotis myotis Spanélsko KM235244 D-loop Furman et al. 2014 02
Mpyotis nattereri Chorvatsko Dubrovnik IN601529 ACOX Salicini et al. 2011 03
Mpyotis nattereri Srbsko Valjevo IN601533 ACOX Salicini et al. 2011 04
Mpyotis nattereri Velka Britanie Essex IN601535 ACOX Salicini et al. 2011 05
Mpyotis nattereri Chorvatsko Dubrovnik IN601597 COPS Salicini et al. 2011 06
Mpyotis nattereri Cerna Hora Podgorica IN601600 COPS Salicini et al. 2011 07
Mpyotis nattereri Velka Britanie Essex IN601603 COPS Salicini et al. 2011 08
Mpyotis nattereri Chorvatsko Dubrovnik IN591504 cytb Salicini et al. 2011 09
Mpyotis nattereri Cerna Hora Podgorica IN591506 cytb Salicini et al. 2011 010
Mpyotis nattereri Irsko County Cork JQ806256 D-loop Boston et al. 2012 Ol11
Mpyotis nattereri Syrie KF312567 RAG2 Reudi et al. 2013 012
Myotis schaubi fran IN601560 ACOX Salicini et al. 2011 013
Myotis schaubi fran IN601629 COPS Salicini et al. 2011 014
Mpyotis schaubi fran INS91511 cyth Salicini et al. 2011 015
Myotis Welwitschi Kena Kakamega MK799726 ACOX Patterson et al. 2019 0ol6
Myotis Welwitschi Tanzanie Ruaha MK799730 ACOX Patterson et al. 2019 017
Myotis Welwitschi Kena Kakamega MK?799751 COPS Patterson et al. 2019 018
Mpyotis Welwitschi Tanzénie Ruaha MK799755 COPS Patterson et al. 2019 019
Mpyotis Welwitschi Kena Kakamega MK799691 cytb Patterson et al. 2019 020
Myotis Welwitschi Tanzanie Ruaha MK799700 cytb Patterson et al. 2019 021
Mpyotis Welwitschi Kena Kakamega MK799801 STAT Patterson et al. 2019 022
Mpyotis Welwitschi Kena Kisimu MK799802 STAT Patterson et al. 2019 023
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Mpyotis Welwitschi Tanzanie Ruaha MK799805 STAT Patterson et al. 2019 024
Neoromicia brunneus Gabon Estuaire provincie HM568366 STAT Lack et al. 2010 025
Neoromicia nanus Jihoafricka republika | KwaZulu-Natal Province GU328062 RAG2 Lack et al. 2010 026
Neoromicia nanus Jihoafricka republika | KwaZulu-Natal Province GU328376 STAT Lack et al. 2010 027
Neoromicia rendalli Kena Coast province HM568367 STAT Lack et al. 2010 028
Neoromicia somalicus Kena Coast province HMS561671 RAG2 Lack et al. 2010 029
Neoromicia somalicus Kena Coast province HM568368 STAT Lack et al. 2010 030
Npycticeinops schlileffeni Kena Eastern Province GU328095 RAG2 Lack et al. 2010 031
Pipistrellus kuhlii Jemen Mashgab KX375158 cytb Benda et al. 2016 032
Pipistrellus kuhlii Jemen Shibam KX375159 cyth Benda et al. 2016 033
Pipistrellus kuhlii Jemen Shibam KX375160 cyth Benda et al. 2016 034
Pipistrellus kuhlii Jemen Shibam KX375161 cyth Benda et al. 2016 035
Pipistrellus kuhlii Chorvatsko vz. od Mariny Kipson | cyt b vzorek Mariny Kipson 036
Pipistrellus kuhlii Chorvatsko vz. od Mariny Kipson | cyt b vzorek Mariny Kipson 037
Hypsugo savii Spanélsko DQ120863 cytb Ibafiez et al. 2006 H23
Hypsugo savii Svycarsko AJ504450 cytb Stadelmann et al. 2004 H19
Hypsugo savii Turecko Karaman KF218376 cytb Coraman et al. 2013 H58
Hypsugo savii Turecko Konya KF218377 cytb Coraman et al. 2013 H59
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P¥iloha ¢&. 3 Rozsifeny seznam p-distanci sekvenci genu pro Cyt-b v procentech. Geogaficky rozdéleno podle zemi (v piipadé Recka podle oblasti).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 (14 |15 16 17 (18 (19 |20 (21 (22 (23 |24 (25 |26 |27
1 |H. arabicus fran 0,66
2 |H. arabicus Oman 42 | 0,2
3 |H ariel Egypt 12,42]12,08] 0
4 |H. ariel Jemen 13,08]12,37| 6,41 | 0,62
5 |H. ariel Jordansko 12,93112,28] 6,07 | 0,85 0
6 |H. ariel Oman 12,86]12,28| 6,45 10,96 | 0,65| O
7 |H. savii Bulharsko 13,44(12,97]12,28(12,81|12,96(12,96| 0,26
8 |H. savii Cerna Hora |[13,47(13,01(12,24|12,66| 12,8 | 12,8 | 0,19 | 0,05
9 |H. savii CZ 12,42] 12,3 |11,49(11,83|11,58|11,77| 8,93 | 8,78 10,05
10 |H. savii Gruzie 13,38(12,93(12,52(12,31]12,34|12,34| 1,85 | 1,66 |9,15| 0
11 |H. savii Chorvatsko |13,47|13,02(12,24(12,66| 12,8 | 12,8 | 0,17 | 0,02 | 8,8 | 1,68 | O
12 |H. savii fran 13,44]12,87(12,59(12,47]12,49(12,48] 1,62 | 1,44 [9,02] 0,72 | 1,46 | 0,37
13 |H. savii Italie 12,32112,12|11,38|11,77|11,54| 11,7 | 8,89 | 8,74 |10,25] 9,15 | 8,75 | 8,97 |0,35
14 |H. savii Kréta 13,4 11291]12,17|12,59(12,73|12,73] 0,36 | 0,21 |8,78| 1,8 | 0,19 | 1,59 |8,74|0,16
15 |H. savii Kypr 13,7 112,93112,71| 12,5 {12,52|12,52] 2,12 | 1,94 {9,08| 1,03 | 1,96 | 0,87 |9,03]2,08| O
16 |H. savii Libanon 13,61(13,09(12,83(12,52]12,59|12,59| 2,06 | 1,87 |9,29]| 0,91 | 1,89 | 0,8 [9,24(2,01| 0,54 | 0,55
17 |H. savii Mad’arsko 12,27(12,12111,35|11,69|11,44|11,63| 8,77 | 8,63 |0,08| 9,01 | 8,64 | 8,85 0,27 8,63 | 8,92 | 9,13 | 0,06
18 |H. savii Maroko 12,77112,25|11,46(11,86|11,59|11,64| 8,66 | 8,52 [1,02| 9,09 | 8,53 | 8,74 |1,12|8,52| 8,81 | 8,98 |1,04|0,61
19 |H. savii pev. Recko |13,43[12,98(12,29| 12,8 {12,94[12,94| 0,23 | 0,19 |8,93| 1,85 | 0,16 | 1,63 |8,89| 0,3 | 2,13 | 2,06 |8,77|8,66|0,27
20 |H. savii Rakousko 12,58(12,48| 11,7 (12,03]|11,7911,98| 9,1 | 8,94 |10,17| 9,34 | 8,96 | 9,18 | 0,4 [8,93| 9,25 | 9,46 |0,25|1,18|9,03| 0
21 |H. savii Rhod a Simi |13,63|13,15|12,47(12,73|12,81|12,81| 1,12 | 0,96 [9,06| 1,53 | 0,95 | 1,34 |9,01|1,09| 1,42 | 1,46 | 8,9 |8,79|1,11|9,22| 1,3
22 |H. savii Slovinsko 12,29112,12]11,53|11,96|11,81| 11,9 | 8,68 | 8,56 |2,92| 8,79 | 8,57 | 8,66 [2,96|8,54| 8,72 | 8,86 |2,92|3,49|8,67|3,05|8,72|5,73
23 |H. savii Spanélsko 12,22112,04|11,85(12,43]112,46|12,46| 8,17 | 8,1 |8,47|8,044| 8,11 | 7,99 [8,42|8,03| 8,04 | 8,04 |8,41|8,29|8,14|8,53]8,07|5,73]0,23
24 |H. savii Svycarsko 12,33112,15(11,72(12,24|12,16|12,17| 8,45 | 8,35 |5,41| 8,45 | 8,36 | 8,35 |5,44|8,32| 8,41 | 8,48 |5,38|5,65|8,43|5,47(8,43|4,72(3,25|4,62
25 |H. savii Syrie 13,69(13,22112,94|12,65|12,72|12,73| 2,07 | 1,88 19,36| 0,97 | 1,9 | 0,8 [9,32(2,02| 0,62 | 0,46 | 9,2 {9,02|2,07|9,52|1,49|8,928,088,53|0,48
26 |H. savii Turecko 13,23112,59| 12,3 [12,02|12,05|12,05| 1,84 | 1,67 [8,86| 1,17 | 1,67 | 0,84 |8,76|1,81| 0,31 | 0,74 |8,71|8,52|1,89]9,07|1,36|8,59|8,32|8,51|0,81| 0,12
27 |H. savii Ukr. Krym |13,56|13,12(12,52| 12,5 (12,52|12,52| 1,57 | 1,38 {9,08| 0,84 | 1,4 | 0,86 {9,03|1,52| 0,56 | 0,49 (8,92|8,81|1,57|9,25|1,18| 8,6 | 7,7 |8,18| 0,5 0,68 | O
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