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ABSTRAKT

Sekavec Cobitis strumicae je drobnd pifi dné Zijici sladkovodni ryba, jejiz predkové
kolonizovali jithovychodni Evropu z Blizkého Vychodu Malou Asii. DneSni geograficka
distribuce druhu doslova krouzi kolem pohoii Star¢ Planiny (pohoti Balkdnu), druh obyva
povodi Dunaje a feky tekouci do Cerného a Egejského mote. Vyuzitim mitochondrialniho
(gen cytochrom b) a jaderného (prvni intron genu S7) DNA markeru jsme rekonstruovali
druhovou distribuci a fylogenetické vztahy 44 populaci druhu C. strumicae naptic aredlem
jeho rozsifeni. Soucasné jsme analyzovali sestersky druh C. punctilineata, jez zije uvnitt
arealu C. strumicae. Fylogenetické analyzy potvrzuji monofylii a druhovy statut C.
punctilineata 1 jeho endemitu, objeveny vSak byly stopy sekundarni hybridizace s C.
strumicae. Analyza netvorku metodou median-joining poukazuje na hlubokou divergenci
obou druhi. Aplikace ¢tyf fylogenetickych ptistupi v genu pro cytochrom b potvrdila
monofylii druhu C. strumicae, dale vykazujici hluboké vnitini ¢lenéni na minimalné dvé
kryptické linie, naznacujici proces lokalni speciace. Fylogenetické analyzy genu S7 sice
nepodpofily monofylii a druhovy statut C. strumicae, avSak vymezily dva samostatné
monofyletické klady v ramci druhu C. strumicae. Vyuzitim statistického piistupu Isolation
with Migration (IM) jsme dale studovali smér historického koloniza¢niho scénare druhu C.
strumicae z mediteranni oblasti na sever do povodi Dunaje. Provedena IM analyza dvou
genovych datasetii potvrzuje obousmérnou migracni kolonizacni cestu mezi Egejskou
oblasti a dolnim Dunajem podél pobieznich fek (diive historického Selfu) Cerného mote
v Bulharsku. Kolonizace alternativni zapadni migracni trasou do Dunaje z Egejské oblasti
fekou Struma nebyla potvrzena, avSak v obou markerech v IM analyzach byla shodné
nalezena jednosmérna migrace v opacném smeru, tj. z Dunaje do horni Strumy. Jedna se

ziejmé o sekundarni migraci zpét z imoti moie Cerného do umofi mote Egejského.

Kli¢ova slova: Sekavec strumansky (Cobitis strumicae), fylogenetika, fylogeografie,
mitochondridlni DNA (mtDNA), jadernd DNA, ribozomalni gen S7, Balkansky

poloostrov, izolace a migrace



ABSTRACT

The spiny loach Cobitis strumicae is a small bottom-dwelling freshwater fish whose
progenitor colonised the Balkan Peninsula from the Near East through the Asia Minor. The
current geographic distribution of C. strumicae forms a ring around the Stara Planina
(Balkan mountains), inhabitting Danube Basin and coastal rivers of Black Sea and Aegean
Sea. Using one marker of mitochondrial DNA (gene for cytochrom ) and one marker of
nuclear DNA (S7 gene, first intron), we reconstructed the species distribution and
phylogenetic relationship of 44 populations throughout C. strumicae distribution. We also
analysed its sister species, C. punctilineata, which lives inside the distribution area of C.
strumicae. Aplication of four phylogenetic approaches confirm the monophyly and species
statut and endemicity of C. punctilineata, and, moreover, the evidence of secondary
hybridization with C. strumicae was found. The network analysis using median-joining
method showed deep divergence between the both species. Phylogenetic analyses for cyt b
gene confirmed the monophyly of C. strumicae, with internal substructure into at least two
well divided lineages, which suggests the process of local speciation. Phylogenetic
analyses of S7 gene did not support the monophyly of C. strumicae. Instead, the two
separated monophyletic clades for C. strumicae were found. Using Isolation with
Migration (IM) approach, we studied a direction of historical colonisation scenario from
Mediterranean region to Danube Basin in C. strumicae. IM analyses with two datasets (one
for cyt b and second for S7 marker) confirmed bidirectional migration within colonisation
route between Aegean region and the region of lower Danube Basin along the coastal
rivers (historical coastal shelf) of Black Sea in Bulgaria. Colonisation by alternative
migration route from Aegean region into Danube Basin via Struma River wasn’t
confirmed. However, both markers supported the opposite direction, i.e. from Danube to
upper Struma. This suggests the secondary migration after the colonisation of Danube

system, namely from Black Sea drainage back into Aegean Sea drainage.

Key words: Spined loach, Cobitis strumicae, phylogeny, phylogeography, mitochondrial
DNA (mtDNA), ribozomal S7 gene, Balkan Peninsula, isolation with migration
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1 UVOD

1.1 Fylogeografie

Fylogeografie je relativné mladou a bouflivé se rozvijejici védni disciplinou, jeZ se
zabyva prostorovym uspotfaddnim genetickych linii, obzvlasté mezi blizce ptibuznymi
druhy (Avise 2009). Pojem fylogeografie byl zaveden v roce 1987 (Avise 1987). Avsak jiz
o dekadu dfive se k zodpovézeni otazek tykajicich se Sifeni a rozSifeni organismu (jejich
historick¢ho vyvoje, soucasného stavu, obecnych charakteristik apod.) vyuzivala
informace ulozend v DNA studovanych organismii. Za ptedpokladu, Zze dv€ populace byly
v minulosti geograficky oddéleny, pak mohou vhodné fylogeografické analyzy toto
historické rozdéleni odhalit a datovat tak klicovou uddlost v minulosti druhu. Pro ziskani
téchto informaci je nutné ovzorkovat jedince napiic aredlem rozsiteni druhu ¢i populace a
nasledné provést studii vhodnym markerem. V dneSni dobé€ jiz dominuji markery
genetické. Hojné vyuzivana je mitochondrialni DNA (mtDNA), jez je vhodna pro odhad
geneaologickych vztahii mezi sou¢asnymi populacemi a jejich predky. Ve fylogeografii se
dale vyuZivaji variabilni markery jako AFLP (Amplified fragment length polymorphims)
(napt. Takacs et al. 2008) nebo mikrosatelity (napt. Hanfling et al. 2002). Pomoci vhodné
zvolené analyzy lze utvofit fylogeneticky strom, tvofeny jednotlivymi haplotypy, ktery
odréazi evolu¢ni vztahy, mezi samotnymi jedinci 1 mezi populacemi (Avise et al. 1987,
Arbogast et Kenagy 2001). Fylogeografie zjistuje pfibuznost studovanych jedincti a z ni
odvozuje historii Sifeni a distribuci druhu na studovaném tzemi. Klasické fylogeograficke
prace studuji postglacidlni rekolonizaci Evropy (Hewit 2004, Koskinen et al. 2000,
Pearson et al. 2003). Zabyvaji se jak ustupem (a néavratem) Zzivoc€ichli a rostlin do
klimaticky vhodnéjSich jiznich refugii (a zpét na sever), tak napiiklad piibuznosti
zivo€ichti z evropskych hor (Alpy, Karpaty, atd.) se stejnymi nebo blizce ptibuznymi
druhy severni Evropy a Arktidy. Analyza DNA poskytuje nejkvalitnéjsi vystupy, a proto ji
zatim nelze nahradit Zadnou jinou metodou. V posledni dob¢ je diky tomu hojn€ vyuzivana
a poskytuje odpovédi na neobjasnéné systematické, fylogeografické a taxonomické otazky.

Sladkovodni ryby byly ve fylogeografickych studiich az doneddvna ponékud
opomijenou skupinou zivocCichil. Recentné se vSak 1 jim dostava patti€né pozornosti. Daly

vznik publikacim, jezZ se zabyvaji problematikou jejich geografické strukturalizace
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(Taberlet et al. 1998). Tyto studie napomahaji k objasnéni pribéhu historickych udalosti i
(re)koloniza¢niho scénafe dan¢ho druhu, respektive Gzemi. V prostredi fi¢nich systému
historicky dochazelo k dramatickym zménam, pti nichZz se ménily jak trasy jednotlivych
tek, tak hranice jejich povodi. V pribéhu geologického formovani Uzemi dochéazelo
k ¢etnym spojenim, pfesmérovanim a zkracovanim vodnich systémi. V zavislosti na
téchto zménach se razantné¢ meénila také distribuce druhd, které obyvaly jednotlivé feky a
dochazelo zde ¢etnym obdobim vikariance a lokélni izolace (Bohlen et al. 2006). Podobné,
jako se ménily jednotlivé fi€ni systémy, dochdzelo ke zménam 1 ve vétSich vodnich
télesech. Naptiklad Cerné mofe je dnes vnitrozemni mofe, nachazejici se mezi
jihovychodni Evropou, Kavkazem a Anatolii. Béhem posledniho zalednéni vSak bylo
sladkovodnim jezerem, jehoz hladina byla az o 150 m nize neZ dnes. Nasledné, v ranném
Holocénu (pied 7500 lety), bylo toto tzemi zaplaveno slanou vodou ze Stfedozemniho
mote (Ryan et al. 1997). Piedpoklada se, ze sladkovodni jezero fungovalo jako migracni
cesta pro mnohé druhy ryb, jez se dnes vyskytuji v fekach tekoucich do Cerného mofe,
avSak po nasledné salinifikaci se toto izemi zménilo v migracni bariéru. V prostiedich
fiCnich systémii si mizeme klast fadu otazek. Napft.: Jak se liSi geneticka variabilita druhu
na dolnim a na hornim toku? Si¥i se vodni organismy i mezi povodimi nebo vyhradng ¥i¢ni
siti? Jsou populace v jednotlivych povodich vzajemné ostie geneticky divergované, nebo
mezi nimi dochazi k vyméné geni? Podporovaly opakujici se izolace druhli v separatnich
jiznich refugiich jejich divergenci? Jak je v jednotlivych povodich rozmisténa
vnitrodruhova diverzita? Existuji u daného druhu bézné modely divergence a kolonizace?
A mnohé¢ dalsi.

Tato prace studuje mozné koloniza¢ni cesty vychodniho Balkanského poloostrova
(zeyjména uzemi dneSniho Bulharska, fecké Thracie a evropské casti Turecka) pro
sladkovodni biotu. Jako modelovy druh byl pouzit zastupce sekavcovitych ryb rodu
Cobitis, sekavec strumansky (Cobitis strumicae, Karaman, 1955, Obr. ¢. 1). K vybéru
druhu vedlo nékolik skutecnosti: na studovaném tzemi Balkdnu jde o druh rozSifeny ve
vSech hlavnich ficnich systémech a obyva tak jak systémy tmoii Egejského mofte, tak
moie Cerného. Pro sekavce jsou navic k dispozici vhodné jaderné i mitochondrialni
markery, s jejichz pomoci mame k dispozici spolehlivy ndstroj k odhaleni vztahi mezi

studovanymi jedinci, respektive populacemi, naptic¢ studovanym tizemim a povodimi.



Obr. 1: Cobitis strumicae (foto A. Sedivé)

—

1.2 Klimatické udalosti ¢tvrtohorni Evropy

Distribuce rostlinnych a zivoc¢isnych druhti je v ¢ase a prostoru extrémné variabilni a
reflektuje jak klimatické, tak geologické udalosti daného uzemi. Klimatické oscilace
béhem ¢tvrtohor, vzniklé zménou v obézné draze Zemé (Hays et al. 1976), dramaticky
ovlivnily geografickou distribuci, demografii a tim i evolu¢ni historii vétSiny druhd. Efekt
tohoto obdobi na fylogeografii dnesni Evropské fauny a flory je protojednim z hlavnich
vyzkumnych témat posledniho desetileti. Opakujici se glacidlni a interglacialni cykly
v Evropé prinutily temperatni druhy ktomu, aby pfed rozSifujicim se ledem a
permafrostem ustoupily do tzv. glacialnich refugii, jez poskytovaly vhodné podminky pro
zivot. Diky ustupovym migracim dochazelo k fragmentaci aredlu a mozné alopatrické
speciaci. Béhem interglacidlniho oteplovani jim umoznily zpétné expandovat a
rekolonizovat tzemi (Hewitt 1996). Opakované cykly expanzi a zmenSovani arealli se
odrazeji v souCasné genetické struktuie populaci (Avise et al. 1987, Hewitt 2000). Ledova
pokryvka zacala rlst priblizné pied 2.5 miliony let a hlavni klimatické oscilace probihaly
bé¢hem poslednich 700 tisic let (Webb et Bartlein, 1992). Béhem pozdniho Pleistocénu
navic uvnitt téchto cykli vznikaly dalsi kratkodobé cykly (130 tis. let az 10 tis. let)
s vysokym rozpétim klimatickych zmén (Roy et al. 1996). Po poslednim zalednéni, které
probéhlo asi pred 18 000 — 20 000 lety (Taberlet et al. 1998), se zivo¢ichové zacali vracet
zpét na sever. Zmény vrozSifeni druhd byly historicky studovany na zakladé
chronologickych analyz (napft. lokalizace zdrojovych distribuénich oblasti) a dale pomoci

fosilnich zdznamd. Rada téchto studii byla pozd&ji podpotena genetickymi analyzami,
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jejichz vysledky ve vétSin€ pripadit prekonavaji klasické metody a Casto jsou schopny
odhalit nespravné interpretace chronologickych analyz 1 nedostatky ostatnich klasickych

metod (Schmitt 20006).
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Biogeografie

Genovy tok mezi populacemi sladkovodnich ryb je znaéné omezen bariérami
tvofenymi krajinou a motskou vodou. Tato omezeni (izolace a néslednd diverzifikace)
vytvari variabilni vzor v distribuci alel genetickych marker a odrdzi historii téchto
populaci (Nesbo et al. 1999). Potvrdila to naptiklad studie sladkovodnich ryb v Severni
Americe, jez odhalila silnou korelaci mezi distribuci genetickych linii a postglacidlni
migraci z jednotlivych refugii (Bernatchez et Wilson 1998). RovnéZz v Evropé€ jiZz vznikly
prvni fylogeografické studie modelujici postglacidlni migrace sladkovodnich ryb na
piikladu ryb z rodu Rhodeus (Bohlen et al. 2006b), Cobitis (Janko et al. 2005), Rutilus
(Kotlik et al. 2008), ¢i Perca (Nesbo et al. 1999). Vétsina téchto studii sladkovodnich a
anadromnich ryb naznacuje silny vliv glaciali na geografickou distribuci vnitrodruhového
polymorfismu.

V Evrop€ jsou rozliSovany tfi hlavni biogeografick¢é skupiny organismu:
mediteranni druhy s mediteranni distribuci a centry expanze; kontinentalni druhy s extra-
mediterannimi centry expanze a alpinské a/nebo arktické druhy, jez se dodnes vyskytuji
v alpinskych a/nebo arktickych oblastech (Schmitt 2006). Pro tuto diplomovou praci je
zvlasté vyznamnd mediteranni biogeografickd skupina. Mediteranni oblast zahrnuje sever
Afriky, véetné Kanarskych ostrovi, jizni Evropu okolo Sttedozemniho mote po Kaspické
mote a vétSinu Arabského poloostrova az po Persky zaliv (Obr. 2). Mediteranni oblast 1ze
z divodu geografické a genetické izolace rozd¢lit na dil¢i podjednotky. Riening (1950)
popsal toto rozdéleni pomoci chronologickych analyz jez byly recentné podpofeny
analyzami genetickymi, diky kterym byla u mnoha taxonl prokézéana silna strukturalizace
uvnitf mediteranniho subcentra. Recentni prace rovnéz potvrdily, Ze rapidni postglacidlni
kolonizace Evropy probihala ze ctyf glacidlnich refugii, a to Iberského, Italského,
Balkansko-Reckého a Ponto-Kaspického regionu (jeZ ale nepatii do mediteranni oblasti)
(Culling et al. 2006). Mediteranni biogeografickd skupina je charakterizovana tim, ze
druhy do ni nalezici vyuZivaly jako glacidlniho refugia pfinejmensim jednoho z jeho

subcenter (Hewitt 1996, Hewitt 1999, Hewitt 2000, Aspock 2008). Mnoho Siroce
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rozsitenych druhti vyuzivalo dokonce vSech. Ve vétsiné piipadi se v populacich téchto
regiond vyskytovala nulova, nebo jen velmi omezena vyména jedinci s jinymi regiony.
Populace se tak vyvijely nezavisle, coz c¢asto vedlo k diferenciaci taxonomickych a
genetickych linii (Taberlet et al. 1998, Hewitt 2004). Pomoci vhodné zvoleného
genetického markeru vykazujici ptislusnou variabilitu a vzorkovanim rozsahlého tzemi
mohou byt zrekonstruovany modely kolonizace severnich casti Evropy jedinci
s variabilitou v genomu (Taberlet et al. 1998, Hewit 2000). Pocet takovychto studii
v poslednich letech vyrazné roste. Podle pribuznosti DNA se ukazuje, Ze v Evropé
dominuji druhy rozsifené z Balkanského refugia, nasleduje Iberské a pak Italské refugium
(Hewit 2004). Vznika tak mozaika genomi napii¢ dnesni Evropou, zpravidla ohrani¢ena
ostrymi hybridnimi zénami. V Evropé jsou tyto zony Casto seskupené do kontaktnich zon
vedoucich podél Alp a Pyreneji, centralni Evropou a napti¢ Skandinavii, kde se mnoho
expandujicich linii genomu styka (Hewitt 2004). Studium genetické variability poskytuje
mnohem jemnéjsi rozliSeni diverzity fauny Evropy a pochopeni historickych udalosti, nez

je mozné dosahnout pomoci fosilnich zaznami (Hewit 2004).

Obr. 2: Znazornéni biogeografickych regiond v Evropé (EEA 2008). Oblast mediteranu je znacena

oranzovou barvou.
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Oblast Mal¢ Asie a Balkanu je jeden z nejdulezitéjSich vychozich aredli pro
kolonizaci rozsahlych tzemi Evropy Zivo€ichy a rostlinami, jez poskytla most pro Africké
savce béhem cCasného Miocénu a pozdEji slouzila jako refugium a zdrojové uzemi
kolonizaénich migraci na sever s ustupem Pleistocénnich zalednéni (Hewitt 1999, Rogl
1998). Nejvyznamnéjs$i zoogeografickou udélosti na Balkanském poloostrové bylo
uzavieni mofe Tethys v pozdnim Oligocénu az ranném Miocénu. Béhem tohoto obdobi
probéhl stiet Africké a Arabské litosférické desky s deskou Euroasijskou, coz zpiisobilo
vyzvednuti Balkanského pohoti a pohoti Pindus, s ndslednou izolaci sladkovodnich fi¢nich
systémti Balkanského poloostrova od zbytku Evropy (Rogl 1998). Déle se formovalo
spojeni se zapadni Asii, jeZ poskytlo ptistup do Evropy zivoCichim z vychodu (Bohlen et
al. 2006). Komplexni geologickd historie také umoznila nckolikandsobnd spojeni,
presmérovani a zkracovani vodnich systému, jez vyznamné ovlivnily slozeni fauny v
téchto systémech a vedly k ¢etnym obdobim vikariance a u¢inné lokalni izolace. Diky nim
se na uzemi Balkdnského poloostrova vytvofila vysokd mira endemismu mnoha druha
(Economidis et Banarescu 1991). Ackoliv bylo publikovano mnoho recentnich
fylogeografickych studii, jeZ popisuji oblast ,,vychodniho* mediteranu jako refugia pro
mnozstvi temperatnich druhti, pro sladkovodni organismy, které jsou vazany na
hydrogeograficky systém a jeho distribuci, zatim neni vyznam toho uzemi, jeho
hydrogeografickd historie a vlivy na koloniza¢ni historii sladkovodni fauny dostatecné
prostudovan. Pfitom disperze organismli vdzdnych na vodni prostiedi muze historické
udalosti odrazet mnohem 1épe, nez je tomu u jinych skupin organismil (Avise 2000).

Z geografického hlediska je dnes$ni pojeti Balkanu vymezeno v Evropé severni
hranici od delty feky Dunaj, tokem Dunaje proti proudu na zapad po soutésku Zelezna
vrata v Karpatech a méstem Bélehrad k severnimu vybézku Jadranu. Jizni hranici tvofi
Peloponés. Vnitrozemské casti poloostrova dominuji masivni pohofi, jmenovité¢ Stara
planina, Rodopy, Rila, Pirin, pohoti Pindos a Dinarské pohoti. Pfitomnost téchto pohoti
silné ovlivituje hydrologii a hydrogeografii izemi. Severni ¢ast poloostrova odvadi feky
povodi Dunaje, ktery tsti do Cerného moie. Vychodni stranu poloostrova odvadi relativné
kratké samostatné Fiéni toky piimo do Cerného mote. Nejvétsi fekou je zde Kamgéia.
Vyznamnou ¢ast Bulharska a evropského Turecka odvadi do Egejského mote feka Maritza

(Evros), zvyznamngjSich tek pak dale na vychodé feky Mesta (Nestos) a Struma
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(Strymon). Reky jihu poloostrova te¢ou na vychod do mote Egejského, na zapadé do mote
Jonského a jizn€ od Dinarského pohoti te€ou kratké fi€ni systémy do Jadranu.

Sladkovodni druhy ryb Balkanského poloostrova nalezi k Holarktickym, nebo
Euroasijskym taxoniim a nejhojnéj$i zastoupeni maji ve skupiné Cyprinidae (Griftids et al.
2004). Koloniza¢ni cesty, jimiz sladkovodni organismy migrovaly z Balkénského
poloostrova do povodi Dunaje a dale do Evropy, nejsou dosud pfili§ objasnény. VétSina
sladkovodnich ryb, v¢etné¢ druhu C. strumicae, neni schopna ptekonat bariéru tvofenou
moftskou vodou, a proto je jejich disperze omezena na hydrogeografickou sit’ fek. Druhova
disperze tedy plné odrazi geomorfologicky vyvoj hydrogeografické sité¢ (ptfi vylouceni
antropogennich vlivil). Kolonizace jednotlivych povodi je vSak dlouhodobou zalezitosti.
Nastavad napf. pfi sniZzeni hladiny mofi, které umoziuje spojeni mezi dolnimi toky
jednotlivych povodi, nebo mize dochazet k tzv. efektu ,river capture®, ktery popisuje
geomorfologicky proces, pii némz je béhem orogeneze ¢ast vodniho toku presmérovana
z jednoho povodi do jiného. (Burridge et al. 2007, Conner et Suttkus 1986, Banarescu
1990, 1992, Bianco 1995, Reyjol et al. 2007). River capture byl napiiklad dokazan u druhu
Cottus gobio (Slechtova et al. 2004).

2.2 Taxonomie rodu Cobitis

Systematické zarazeni sekavcu dle Taxonomicon et Systema Naturae 2000 (Brands, 2005)

Kmen: Chordata — Strunatci

Podceled’: Vertebrata — Obratlovci

Trida: Osteichthyes — Ryby

Podtiida: Actinopterygii — Paprskoploutvi
Nadoddéleni: Neopterigii

Pododdéleni: Teleostei — Kostnati

Rad: Cypriniformes — Méloostni
Celed: Cobitidae - Sekavei
Rod: Cobitis
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Sekavei rodu Cobitis tvoti Sirokou skupinu cypriniformnich, typicky pii dné
zijicich ryb, jez osidluji uzemi Evropy, Asie a severniho Maroka v Africe (Nalbant et al.
2001). T¢lo sekavce je protahlé, z bokl véetné hlavy zplostélé s primernou velikosti 10
cm. Anglicky se tyto ryby nazyvaji ,,spined loaches* podle orbitalni spiny - kosténého
vzty€itelného trnu pod okem. Typické zbarveni sekavcl charakterizuji ¢tyi1 podélné zony
drobnych tmavych skvrn po bocich a podél hibetni stftedové Cary na svétlém koznim
podkladu a jedna nebo dvé skvrnky na ocasni ploutvi.

Evropsti sekavci rodu Cobitis byli az doneddvna povazovani za zastupce jednoho
Siroce rozsifeného druhu Cobitis taenia (Linnaeus, 1758), déleného do mnoha poddruhd.
Mnoho z téchto “poddruhi” je dnes diky genetickym analyzdm povazovano za samostatné
druhy (Kottelat 1997). Obecnéjsi trend postupného opousténi kategorie ,,subspecie je
diky rozvoji modernich genetickych markert a ptistupi pozorovatelny i u dalSich skupin
ryb. Revize skladby evropskych ryb, kterou provedl Kottelat (1997), vedla k povySovani
stavajicich poddruhli na kategorii druhii a dale i1 k popsani druhii dosud neznamych.
V Evropé je soucasné¢ popsano 25 druht sekavcl (Kottelat et Freyhof 2007). Celkem
osmnact z nich se vyskytuje v mediteranni oblasti a na Iberském poloostrové, zbylych
sedm druhti se vyskytuje ve stfedni Evropé, v povodi Dunaje a v evropské Casti Ruska
(Bohlen et Rab 2001).

Podle recentnich studii je rod Cobitis v Evrop& reprezentovan péti hlavnimi
mitochondridlnimi liniemi. Jsou to: bazalni ,,Sibifska linie*, jeji sesterska ,,Jadranské linie*
(v origindlu ,,Adriatic lineage*), dale linie ,,/berocobitis*, ,Bicanestrinia“ a ,,Cobitis s.
str.*, jez zatim nema zcela vyjasnéné fylogenetické vztahy (Perdices et Donario 2001).
Pokud by byla linie C. calderoni chapana jako samostatna, zvySil by se pocet hlavnich
mitochondridlnich linii na Sest. Nejrozsiten¢j$i skupinou sekavcl je Cobitis s. str., jez
obyva uzemi od zapadni Francie k Volze v Evropé (Janko et al. 2007), na jih zasahuje
podél zapadniho biehu Cerného moie az do evropské ¢asti Turecka, izolované pak jezera
Stephanis v Recku a fece Vardar (Bohlen et al. 2006a, Kottelat et Freyhof 2007). Kromé
téchto mitochondridlnich linii byl nedavno popsan monotypicky podrod Beysehiria, jako
endemicka skupina z jezera Beysehir v Anatolii (Erkakan et al. 1999).

Linie Bicanestrinia, do niz nalezi druh C. strumicae, je povazovana za endemickou
skupinu Blizkého vychodu a Balkanu a obyva tak tzemi od zapadniho Irdnu po Recko,

s vyjimkou horskych oblasti, systému feky Vardar, jihozapadniho pobiezi Cerného moie a
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oblasti zapadni Anatélie, ve kterych se vyskytuje linie Cobitis s. str. Uzemi Blizkého
vychodu je povazovano za pivodni aredl linie Bicanestrinia, odkud se tito sekavci dale
sifili do evropskych povodi (Bohlen et al. 2006a). V ptedchozich fylogenetickych studiich
se linie Bicanestrinia jevila jako monofyleticka skupina spole¢né s druhy linie Cobitis s.
str. (Perdices et Doadrio, 2001). Bohlen et al. (2006a) potvrdili vyskyt Cctyf
monofyletickych mitochondridlnich skupin v ramci aredlu linie Bicanestrinia:
Bicanestrinia Lineage I s druhy C. linea (Heckel, 1846-49), C. elazigensis (Coad et
Sarieyyiipoglu, 1988) a C .levantina (Krupp et Moubayed, 1992), rozsifena od
Mezopotamie po vychodni Turecko, Bicanestrinia Lineage II s druhy C. arachthosensis
(Economidis et Nalbant, 1996), C. hellenica (Economidis, 1991), C. trichonica
(Stephanidis, 1974), C. meridionalis (Karaman, 1924) s vyskytem v zapadnim Recku,
Bicanestrinia Lineage III s druhy Cobitis punctilineata (Economidis et Nalbant, 1996) a C.
strumicae, Bicanestrinia Lineage IV sdruhy C. turcica (Hanko, 1924) a C. biseli
(Battalgil, 1942), ktera se vyskytuje na rozlehlém tzemi od Mezopotamie po umoti
Jaderského mote. Recentni vyskyt jednotlivych podskupin linie Bicanestrinia nepotvrzuje
prekryvani aredlu linii I-IV. Takovato striktné alopaticka distribuce naznacuje, ze hlavni
roli v jejich diverzifikaci hrala vikariance, konkrétné¢ vyzvednuti horskych masivii pod
tlakem Africké litosférické desky v obdobi Miocénu, jez podpofilo izolaci jednotlivych

linii Bicanestrinia I-IV mezi sebou i mezi Cobitis s. str V (Bohlen et al. 2006a).

Obr.3.: Geograficka distribuce péti hlavnich mitochondridlnich linii rodu Cobitis (Bohlen et al.
2006a)
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2.3 Diverzita rodu Cobitis

V Evropé€ je popsana mnohem vétsi diverzita sekavei na jihu, nez severni poloving
Evropy. Tento model se shoduje s geografickou diverzitou jinych sladkovodnich
zivoc€ichti, napt. rodu Barbus (Donario et al. 2002) a Thymalus (Susnik et al. 2001).
Pti¢inou je pravdépodobné efekt Cetnych zalednéni v Pleistocénu, kdy snéhova pokryvka a
permafrost ucinili vétSinu uzemi severné od horskych oblasti (viz nize) neobyvatelné pro
vét§inu organismi. Druhy tak opakované ustupovaly na jih a zpét. Naopak oblast
mediteranu byla v téchto dobach jiz klimaticky pomérné stabilni a umoznila ,,poklidnou*
speciaci a endemismus. Sekavci jsou toho dobrym piikladem. U sekavct, jakoz 1 jinych
sladkovodnich ryb, tvofi hranici mezi jizni (zejména mediteranni) a severni polovinou
Evropy pohoti Pyreneje, Alpy, Dindrské hory a vychodni Balkdn. Povodi Dunaje
fungovalo jako refugium, a proto obsahuje vysoky pocet druhli i dnes (Banarescu 1990).
Co se tyce fauny sekavcti, vykazuje Dunaj pfechodné rysy. Obsahuje jak druhy, jez sdili
s vychodnim Balkanem, tak druhy centralni a vychodni Evropy (Bohlen et Rab 2001).

Diverzitu sekavcu v Evropé zvySuje pfitomnost mezidruhovych hybridi (zejména
mezi druhy linie Cobitis s. str.) s gynogenetickym mechanismem rozmnoZovani. Tito
hybridi, respektive klondlni samice, ziji spole¢né s biparentalné se rozmnozujicimi druhy
v jedné populaci a vyuZzivaji samce druhu pro svou reprodukci (Bohlen et Rab 2001).
JelikoZ je morfologicka identifikace téchto hybridii téméf nemoznd, k urceni druhil a
hybridl se vyuZzivaji genetické markery (Rab 2000, Bohlen et Rab 2001, Janko et al. 2007,
DeGelas et al. 2008).

Na tzemi vychodniho Balkdnu, evropské ¢asti Turecka a ptilehlé Malé Asie je
zaznamenan vyskyt 11 druhii sekavci (Bohlen, 2006a). V Dunajskych pfitocich zije
vzacné C. elongata (Heckel et Kner, 1858, Adriatic lineage). Zde je rovnéZ rozSifen druh
C. elongatoides (Bacescu et Maier, 1969, Cobitis s str.) a dale nalezen viece Kamcia
(Cernomotsky tok) (Janko et al. 2007). V Dunaji bulharského biehu byl nalezen druh C.
tanaitica (Bacescu et Maier, 1969 Cobitis s str.) (Choleva et al. 2008), blizce ptibuzny
druh C. taurica resp. C. pontica (Vasilieva et Vasiliev, 2006) zije v fece Veleka (Cobitis.
s str.) (Janko et al. 2005). Vzacnym druhem je zde Cobitis puncticulata (Erkakan, Ekmeci
et Nalbant, 1998, Bicanestrinia), jehoz vyskyt byl popsan v povodi jezera Manyas
v severozapadni Anatolii (Turecko) (Erk’akan et al. 1998, Vasilieva et Vasiliev 2006).

Freyhof et al. (2008) popsali nové tento druh i v povodi dolniho toku feky Evros (Recko) a
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v fece Ulubat (zadpadni Anatolie). DalSim druhem, jenZ se vyskytuje na zminéném Uzemi,
je Cobitis punctilineata (Economidis et Nalbant, 1996; Bicanestrinia), patfi do stejné
skupiny Bicanestrinia Lineage III spolu s druhem C. strumicae (Bohlen et al. 2000),
s vyskytem omezenym na povodi feky Aggitis, jedna se o levostranny ptitok feky Struma
v Recku. Tato krasova oblast naznaduje silnou historickou izolaci od feky Struma a
vysokou miru endemismu (napf. Sedivé et al. 2010b). Dominantnim druhem obyvajicim
uzemi Malé Asie a Bulharska je nicméné C. strumicae, jehoz piivod (ptedek) je dolozen z
oblasti Blizkého Vychodu (Bohlen et al. 2006a). Rozsiteni druhu je zaznamenano v Recku
od vychodni Makedonie: povodi feky Strymon, jezero Volvi a Koronia, systém fek Nestos,
Bospos, Filiouros a Evros (Ecomidis 1996) (Obr. 4). Kromé Recka se C. strumicae dale
vyskytuje v Bulharsku v témét vSech dunajskych pftitocich, v povodi feky Struma a
ptitocich Cerného mote, s vyjimkou feky Veleka (Bohlen et al. 2006a, Janko et al. 2007a,
Choleva et al. 2008).

Obr. 4: Areal rozsiteni druhu Cobitis strumicae (IUCN 2010). Mapa znazornuje vychodniho

Balkanského poloostrova (izemi dneniho Bulharska, Recka a evropské &asti Turecka).
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2.4 Migracni trasy druhu Cobitis strumicae

Na studovaném tzemi vychodniho Balkanu se protind nékolik vzajemné si
neptibuznych linii. Zatimco druhy skupiny Cobitis s str., a ziejmé také Adriatické linie
migrovaly do Evropy, potazmo na Balkén transsibitsky, pfedci zastupcii linie Bicanestrinia
pfimigrovali na Balkéan z oblasti Blizkého Vychodu ptfes Malou Asii (Bohlen et al. 2006a).
Poté doSlo k protnuti a pfekryti historickych aredld a rozsiteni linii (Bohlen et al. 2006a).
Toto rozSiteni poskytuje vyborny model studia vlivu vikariance, kolonizace a lokalni
izolace na speciaci sladkovodnich ryb celého tizemi (Bohlen et al. 2006a). Déle umoziuje
osvétlit fylogenetickou piibuznost fauny Malé Asie a Balkanu s faunou okolnich oblasti
(naptiklad mohutného evropského fi¢niho systému Dunaje), coz pomize k detailni
biogeografické rekonstrukei tohoto tzemi (Bohlen et al. 2006a).

U druhu C. strumicae neni pfima migracni cesta z jihu na sever pies pifirodni
bariéry, je tvoii pohoii Staré Planiny v Bulharsku a Rodopy v Recku, vyloudena, avsak je
diky vysokému stafi pohotfi, jez tvofilo stabilni geografickou bariéru, velice
nepravdépodobna. Recentni literatura uvadi na zéklad¢ genetické variability studovanych
druht tfi zdkladni migracni hypotézy pro Balkansky poloostrov jako takovy. Podle téchto
hypotéz probihaly teoretické migracni cesty mezi Dunajem a Balkanem pies uzemi
dne$niho 1) Chorvatska, 1) Albanie, nebo 1iii) Srbska. Recentni publikace tyto cesty
potvrzuji. Zaméfime-li se na vychodni ¢ast Balkanského poloostrova od Cerného mote po
feku Lom na severu a feku Struma na jihu, patrné jsou pfinejmenSim dvé potencialni
migracni trasy mezi oblasti mediterdnu a povodim Dunaje. Prvni z nich se jevi trasa mezi
dolnim Dunajem podél $elfu Cerného mofe a oblasti povodi feky Maritza (Evros).
Naznacuji ji studie u nékolika druht ryb, jejichZ zastupci sdileli haplotypy napfic¢ izemim,
naptiklad u hotavek rodu Rhodeus (Bohlen et al. 2006b) i plotic rodu Rutilus (Kotlik et
al. 2008). Také v rodu sekavec sdili pfinejmensim dva druhy toto rozsifeni (Bohlen et al.
2006a, Kottelat et Freyhof 2007). Druhé hypotetické propojeni jihu a severu naptic
Balkanem naznadila Sedivé et al. (2010b) na ptikladu mienky Oxynoemacheilus bureschi
(Balitoridae, Teleostei), jez obyva relativné malé izemi a vyskytuje se zejména ve tiech
fiCnich systémech: Vardar, Struma a Mesta, nicméné také ve dvou drobnych tocich povodi
Iskar (jez tece do Dunaje). Teoreticky zde tedy mohlo existovat i toto propojeni fek, diky
némuz byly sladkovodni organismy schopny migrovat napti¢ Balkdnem, konkrétn¢ mezi

fekou Strumou (Gsti do Egejského mote) a prilehlymi dunajskymi pfitoky (Sediva et al.
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2010b). Na stranu druhou, pfitomnost “dunajskych* druhii v fekach Struma a Mesta je
vyjimeéna (Sediva et al. 2010b).

Zjevné historické propojeni umoziujici migraci muselo existovat rovnéz v ramci
vychodniho Balkanu jako takového. Kuptikladu pravé C. strumicae dnes obyva jak
dunajské ptitoky, tak feky tekouci do Cerného mofe ale i feky tekouci do moie Egejského
(Bohlen et al. 2006a). Vétsina diverzity sladkovodnich ryb se na uzemi centralniho
Balkanského poloostrova vyskytuje ve tfech hlavnich fi¢nich systémech (Sediva et al.
2010a). Ze zapadu na vychod to jsou feky Vardar (Axios), Struma (Strymon) a Mesta
(Nestos). Také slozeni sladkovodni fauny fek Struma a Mesta je si navzajem podobné.
Napiiklad Sediva et al. 2010a uvadi nizky geneticky polymorfismus mezi populacemi
Oxynoemacheilus, coz naznacuje, ze tyto populace recentné sdilely spole¢né¢ho predka,
nebo u nich dochazelo ke genovému toku (migraci). Ichtiofauna feky Vardar je vSak
napadné rozdilna (Sediva et al. 2010a). V této fece se vyskytuje mnoho druhd ryb
téchto dvou vodnich systému na hranici plio-pleistocénu (Economidis et Banarescu 1991).
Neékolik taxont ryb se nicméné vyskytuje ve vSech povodich fek Vardar (Axios), Struma
(Strymon) a Mesta (Nestos) (Sedivd et al. 2010a). Tyto druhy pravdépodobng
kolonizovaly vychodni Balkansky poloostrov z oblasti Malé Asie kratce po uzavieni moie
Tethys a poté doslo k jejich izolaci viekach (Sediva et al. 2010a). Biogeograficka
distribuce druhti, respektive haplotypu jiz fady druhtli, naznacuje jisté migracni cesty a
moznd historicka propojeni dnes izolovanych fi¢nich systémi. Studium koloniza¢nich

scénaill sladkovodnich druhil zajmové oblasti vSak dosud chybi.

2.5 Cile prace

Druh C. strumicae je rozSifen napii¢ vychodnim Balkanem a dnes obyva jak
povodi Dunaje v Bulharsku, tak samostatné toky Bulharska do Cerného moie a feky
povodi motfe Egejského v Thracii. Predchozi studie pfitom naznacuje, Ze predek druhu
(linie) ptimigroval z Blizkého Vychodu, Malou Asii. Povazujeme-li dnesni oblast povodi
teky Maritza (Evros) za oblast, kam imigroval pfedek a kde doSlo ke speciaci, nasledné

muselo dojit k dal$i migraci a osidleni zdpadniho pobiezi Cerného mofe, jiznich ptitokl
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dolniho Dunaje, tokti Recké Thracie pii Egejském mofii déle na zapad &i feky Strumy.
Koloniza¢ni scénat je vSak neznamy. Studiem vnitrodruhové variability druhu C.
strumicae chceme v této diplomové praci identifikovat popula¢ni strukturu a geografickou
distribuci jednotlivych genetickych linii tohoto druhu a verifikovat jejich taxonomickou
pozici. DalSim cilem je pfinést nové poznatky tykajici se fylogeografie druhu a ptispét
k detailni biogeografické rekonstrukci studovaného tzemi, odvodit kolonizacni scénar
Dunaje a zapadniho arealu rozsifeni, potvrzenim jedné z alternativnich hypotéz, zda
migracni trasa druhu do povodi Dunaje probihala: a) severovychodni cestou podél Selfu
Cerného mote, b) jihozapadné Reckou Thracii po feku Struma a samotnou Strumou
severné proti toku feky a naslednym ,river-capture” do dunajskych pfitokil, c) obémi

migracnimi cestami.
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Puavod vzorkua

Zpracované vzorky druhu C. strumicae pochazeji ze vzorkovani studovaného tizemi
ptiterénnich expedicich v letech 2005-2009. Sbér a morfologickou identifikaci téchto
vzorkii provadél predev§im RNDr. Luka§ Choleva, Ph.D. Cést bulharskych vzorkli pak
byla ziskana od kolegi z Bulharska, jmenovité dr. Apostolos Apostolou, dr. Teodora
Trichkova, dr. Petya Ivanova.

K analyzam mitochondridlniho genu cytochrom & (déle jen cyt b) bylo pouzito 248
jedincti C. strumicae. Ryby pochazely ze 44 lokalit Turecka, Recka a Bulharska (Pfiloha
1). Lokality zahrnuji 7 fek povodi Dunaje v Bulharsku, 6 pobieznich bulharskych fek
tekoucich ptimo do Cerného mote a 18 ek Bulharska a (nebo) Recka, které nalezi umoti
Egejského mote. Analyzy jaderného genu S7 byly provedeny z 94 jedinci z 29 lokalit, z 5
tek povodi Dunaje v Bulharsku, 5 pobieznich bulharskych fek tekoucich piimo do Cerného
mofie a 11 fek Bulharska a (nebo) Recka, které nalezi imoii Egejského mote. Jedinci byli
vybrani tak, aby co nejlépe pokryli druhovy aredl rozsiteni. Z nékterych dalSich jedinct se
nepodatilo amplifikovat DNA produkt, ziejmé z divodu pifedchozi Spatné¢ fixace a
skladovani vzorkl, zejména kolegli z Bulharska. Seznam lokalit a pocet jedincii na

jednotlivych lokalitach je uveden v Ptiloze 5.

3.2 Vybér molekuliarnich markeri a volba molekularnich

technik

3.2.1 Vyuziti mitochondrialniho markeru

Mitochondrialni DNA je zatim pravdépodobné jednou z nejpopuldrnéjSich molekul
s nejefektnéjSimi vystupy pro Siroké spektrum fylogenetickych, fylogeografickych a
populacné genetickych studii. Velka ¢ast studii mapujici DNA variaci v ptfirodnich
populacich zkoumd mtDNA, protoze se jednd o relativné malou kruhovou molekulou
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(ptiblizn€¢ 16 500 bazi u obratlovcl) (Brown et al. 1979), kterou lze snadno izolovat
z genomické DNA. Navic se v bufice vyskytuje jen jeden typ v tisicich kopii (Avise 1994).
Vyuzivani sekvenci mtDNA ve fylogenetickych studiich je dano nékolika dal$imi
charakteristikami: mtDNA je haploidni a uniparentdlné¢ (maternaln€) dédénad u vétSiny
druhli, ve srovnani s jadernymi sekvencemi ma mtDNA 5-10x vys$i evolu¢ni rychlost
(Brown et al. 1979), az na vyjimky (Ladoukakis et Zouros, 2001; Guo et al. 2006)
nerekombinuje, vétSina substituci se vyskytuje v podobé bodovych mutaci, a vzacnéji
v podobé inzerci/deleci (Avise 1994), navic se vyznacuje absenci intronli a minimem
nekddujicich oblasti. Mitochondrialni DNA u ryb (resp. vétSiny zivocichil) obsahuje 37
genti: dva ribosomalni geny (rRNA), 13 protein-kodujicich gent a 22 transferovych RNA
(tRNA) gent (Boore, 1999).

Razné regiony se uvnitt mitochondrialniho genomu vyvijeji riiznou rychlosti, proto
lze zvazit, ktery pouzijeme pro urcitou studii. Pro analyzy vysSi systematické trovné
(podceled’, celed’, nadiad, fad) jsou u ryb pouzivany piedevS§im mirné¢ konzervativni
regiony, jako je velka (16S) a mala (12S) podjednotka ribozomalni DNA (Hillis et Dixon
1991, Wiley et al. 1998, cit in Orrell 2000). Pro analyzu blizce ptibuznych taxont, kde
vzristajici variace mize reflektovat nedavné evoluéni udalosti, je pouzivan control region,
ktery zahrnuje displacement (D)-loop s vysoce variabilni nekodujici ¢asti mezi velmi
konzervativnimi funkénimi oblastmi (Lockhart et al. 1995). Pro fylogenezi taxoni na
urovni ¢eledi a rodu mohou byt vhodnéjsi jiné mtDNA geny jako ATPase6, ATPaseS,
cytochrom b nebo NADH(n), protoze tyto geny jsou variabiln€j§i nez rRNAs nebo COI,
ale jsou méné variabilni nez D-loop. Neplati to ale vSeobecné. Z mtDNA protein-
kodujicich gentt se cytochrom b jevi jako robustni evoluéni marker, odhalujici
fylogenetické vztahy na riznych taxonomickych urovnich u ryb (Schmidt et al. 1998,
Cantatore et al. 1994, Finnerty et Block, 1995, cit. in Orrell, 2000).

V predkladané diplomové praci byl zvolen pro fylogenetické analyzy jeden
mitochondridlni marker, a to pravé cytochrom b (cyt b). Cyt b patii k nejvyuzivanéjSim
markerim v téchto typech studii. V radmci rodi Cobitis bylo dosud publikovano nékolik
dil¢ich praci, které tento marker vyuZzivaji (napf. Janko et al. 2007, Buj et al. 2008,
Choleva et al. 2008).
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3.2.2 Vyuziti jaderného markeru

Pro komplexnéj$i pochopeni vztahit mezi jedinci druhu C. strumicae byla vyuzita i
fylogenetickd informace, kterou poskytoval single-copy nuclear locus 1. intronu S7
ribozomalniho proteinu (S7). Jadernd DNA je alternativou k mtDNA jako zdroj gend,
ze kterych lze dovozovat nezavislé fylogenie. Jaderna DNA se od mtDNA 1i8i pfedevSim
svou lokalizaci v burice, strukturou, sekvenci, mnozstvim obsazeném v buiice a zplisobem
dédiCnosti (Butler, 2005). Mnoho jadernych genti obsahuje v diasledku rekombinaci
inzerce/delece (indely) a introny, které Casto komplikuji amplifikaci celého genu béhem
PCR. Inzertovana DNA a introny mohou pterusit kodujici region genu nebo také zvétsit
velikost amplifikovaného produktu. Pokud indel narusi primerové vazebné misto, mize
inhibovat amplifikaci genu. Prvni intron S7 ribozomdlniho proteinu zafind byt
v soucasnosti hojné vyuzivan v systematickych a taxonomickych studiich celedi Cobitidae,
jakoz 1 jinych Celedi ryb (Bernardi et Lape, 2005, Choleva 2008, Janko 2007, Perdices
2007). S rostoucim poctem studii vénovanych jadernym intronovym sekvencim za¢iname
vice chapat a odborn€ji vyhodnocovat jejich uziteCnost a také posuzovat silu
fylogenetického signdlu v tomto jaderném genetickém materialu. Chow et Hazama (1998)
navrhli vyuzivat tento marker pro studium genetické struktury uvnitt druhti a také pro
zkoumani fylogenetickych vztahi u blizce ptibuznych druhtt diky vyznamnym
vnitrodruhovym rozdilim v 1. a 2. intronu genu S7 v populacich Thunnus albacares

(Bonnaterre, 1788).

3.2.3 Volba molekularnich technik

V ptedkladané diplomové praci bylo pouzito téchto molekularné-biologickych
technik:
> lzolace DNA
> Polymerazova fetézcova reakce (PCR)
o uUseku mitochondrialni (mt)DNA
o intronll jaderné (n)DNA
> Elektroforéza na agar6zovém gelu
> Purifikace

> Metoda ptfimého sekvenovani
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3.2.4 Izolace DNA

DNA byla ziskdna zploutvi a svaloviny, uchovdvanych v ethanolu (98%),
zmrazenych vzorki a Zivych ryb chovanych v akvériich v arealu UZFG AV CR, v.v.i.
Libéchov. Pted izolaci byly vzorky kompletné zbaveny ethanolu, ktery by mohl negativné
ovliviiovat pribéh dalSiho zpracovani tkané. I1zolace DNA byla provedena standardnim
zpusobem pomoci DNeasy Tissue Kit (Qiagen). Ziskana DNA byla uchovavana pfi teploté
- 20°C.

3.2.5 Polymerazova retézcova reakce (PCR)

Metoda PCR (Polymerase Chain Reaction) umoziiuje amplifikaci vybrané sekvence
DNA pomoci opakovani cykli separace a replikace fetézce DNA (Clark, 2005). Hlavni
slozky pottebné pro uskute¢néni této reakce jsou templatovd DNA, primery, které umozni
polymeraze nasednout na templat a ohrani¢i vybranou sekvenci na 3' a 5' konci DNA a
jsou potiebné k inicializaci reakce, DNA polymerdza, dNTPs (deoxynukleotid trifosfaty)
z nichz vznikajici nové fetézce DNA a puftr, ktery upravi chemické prostiedi pottebné pro
spravnou funkci polymerazy. Takovato PCR reak¢ni smés je v termocykleru zahiivana a
ochlazovana na teploty, potfebné pro jednotlivé kroky reakce, kterymi jsou denaturace
DNA a nasednuti primerti a polymerdzy a prodluZzovani primert. Tyto kroky se opakuji
mnoha, predem definovanych cyklech, ¢imz je dosazena mnohondsobnd amplifikace
daného tiseku DNA. Gen cyt b byl amplifikovan pomoci primert L15267, ThrR, L1 a H2.
Sekvence primerti jsou uvedeny v Obr. 5. Polymerazova tetézova reakce (PCR) byla
provadéna v objemu 25uL. PCR reakéni smés obsahovala:
o 5SulL DNA
e 1uL kazdého z dvojice pouzitych primert,
o 12,5 pLL PPP Master Mixu spole¢nosti Top-Bio (2x koncentrovany reakéni
pufr s 4 mM MgSO4, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP, 400
uM dTTP, Tag DNA polymerazu (50 U/ml), monoklonélni protilatka anti-
Taq, SYBR Green I, stabilizatory a aditiva) a
e 5,5 uL PCR H20 spole¢nosti Top-Bio
PCR byla provadéna za nasledujicich podminek: 2 min pii 93°C, 40x (1 min pi1 93°C, 1
min pii 46°C, 1 min pti 72°C), 10 min pi1 72°C, 5 min pi1 4°C. Jaderné geny byly
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amplifikovany u jedinct, jejichz haplotypy genu cyt b se od sebe vyrazné lisily. K ziskéni
fragmentu z jaderného genu S7 byly pouzity univerzalni primery STRPEX1F a STRPEX2R
(Obr. 5) Slozeni PCR reak¢ni smési bylo néasledujici:
e 10 puL DNA,
e 2 uL primeru STRPEXI1F, 2 pL primeru STRPEX2R,
e 25 pL PPP Master Mixu spole¢nosti Top-Bio ( 2x koncentrovany reakéni
pufr s 4 mM MgSO4, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP, 400
uM dTTP, Taq DNA polymerazu (50 U/ml), monoklonalni protilatka anti-
Taq, SYBR Green I, stabilizatory a aditiva) a
e 11 puL PCR H20 spole€nosti Top-Bio
PCR byla provadéna za nasledujicich podminek: 2 min 94°C, 36x (30s pt1 94°C, 1 min pii
60°C, 1 min pti 72°C), 8 min pii 72°C, 5 min pii 4°C. PCR reakce probihaly v cykleru
Techne TC-4000 Thermal Cyclers (Bibby Scientific). U kazdé PCR byla pro ovéfeni

provedena negativni kontrola (bez DNA).

Obr. 5: Seznam pozitych primert a jejich sekvence

Nazev primeru Sekvence Citace

S7TRPEX1F TGGCCTCTTCCTTGGCCGTC Chow et Hazama (1998)
S7TRPEX2R  AACTCGTCTGGCTTTTCGCC Chow et Hazama (1998)
L15267 AATGACTTGAAGAACCACCGT Tsigenopoulos et Berrebi (2000)
ThrR ACCTCCGATCTTCGGATTACAAGACCG Doadrio et al. (2002)

3.2.6 Elektroforéza na agarozovém gelu, purifikace

Hrubé rozdéleni amplifikovanych fragmenti DNA dle velikosti a tim 1 kontrola
vysledku PCR byla provedena s pomoci horizontalni elektroforézy na 0,8% agar6zovém
gelu pii 100V, po dobu pfiblizné 30 minut. Béhem této doby migruji vzorky DNA smérem
ke kladné elektrodé¢ a déli se dle velikosti. Po dokonceni elektroforézy byly vzorky na gelu
zanalyzovany pod UV zafiem, kde je 1ze diky navazanému barvivu REDgreen pozorovat
jako svétlé prouzky na tmavém podklad€. Vzorky jevici se jako pozitivni (tj. prob&hla u
nich spravnd amplifikace) byly pouZity k ndsledujicim krokim — purifikaci a sekvenaci. U
negativnich vzorka, nebo vzorku s nizkou koncentraci bylo nutné opakovat PCR reakci se
zménénymi parametry reakéni smési (zvySené mnozstvi DNA na ukor PCR H20).
Pozitivni PCR produkty byly pfe€istény pomoci kitu QIAquick PCR purification Kit
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(Qiagen), dle navodu vyrobce. Tato sada umoziuje piimou purifikaci PCR produkt
pomoci membranovych zkumavek s vyuzitim mikrocentrifugy a specidlnich pufri. Béhem
jednotlivych reakei je DNA ocisténa od zbytkli primert pouzitych pti PCR, déle také od
nukleotidli, polymerazy a soli (viz Obr. 6). DNA byla vyeluovana o 30 ul ddH20 a
uchovavana v -20 °C. Po pfeCisténi DNA vzorkli nésledovala druhd kontrolni
elektroforéza. Podle znamé koncentrace standardu, byla odec¢tena koncentrace precisténého

PCR produktu.

Obr. 6: Schéma krokd vedoucich k proc¢isténi PCR vzorki dle QIAquick® PCR Purification Kit
(Qiagen, Hilden, Némecko)

PCR
PRODUKT
NAVAZANT PROCISTENI  VYMYTIDNA  CISTY DNA
DNA NA do nove zkumavky FRAGMENT
MEMBRANU
3.2.7 Metoda pirimého sekvenovani

Sekvence byly ziskany piimym sekvenovanim ve firmé Macrogen (Jizni Korea).
Me¢ieni fluorescenéné obarvenych nukleotidovych fragmentlit zde probihala na
automatickém DNA sekvenatoru (ABI Prism 377, Applied Biosystems). Primery pouZité
pro sekvenovani byly stejné jako pi1 PCR reakci. Analyzovany fragment mitochondrialni
DNA kazdého vzorku byl sekvenovan z obou 3’ a 5 koncl, u genu S7 byly vzorky

sekvenovany z 3’ konce.

3.3 Zpracovani dat

Pro praci se sekvencemi byly pouzity programy BioEdit (Biological sequence

alignment editor v. 7.0.9.0 (Hall, 1999) (Obr. 6), aplikace ClustalW (Thompson et al.
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1994) a Chromas 2.33 (dostupny na http://www.technelysium.com.au/chromas.html).

DNA sekvence byly alignovany v programu BioEdit, u cyt b bez nutnosti Gpravy deleci a
inzerci. Kontrolni identifikace sekvenci byla provadéna srovndvanim s publikovanymi
sekvencemi kompletniho genu cyt b a S7 druhu C. strumicae a C. punctilineata,
dostupnymi v internetové databazi ,,National Center for Biotechnology Information
BLAST” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov, Accession no. AY191575.1, AY191579.1,
EU295701.1).

Obr. 6: Ukazka editace a alignmentu sekvenci v programu BioEdit.

BioEdit Sequence Alignment Editor. - [Untitled]

%" File Edit Sequence Algnment View Accessory Application RMA  World Wide Web  Options  Window  Help = |
= 0

E |Eourier New j |11 j B 15 total zequences

Mode: |Select / Slide Selection: 0 Sequence Mask: Nane Start

Pogitior: £: 09BG11C3 48 MHumbering Ma_sk: No_ne_ uler at: 1
- = TREE T i <. 3| oaT GAT TTeE : Seroll 01 —1
g I DL D % co - B @%ﬁ% $I I :Eﬁﬁ AT CATCRT e @I\'II H speed slow oy « fast
| A K IR A o R e e A R R e e e S B R e R N e A R
| 10 zZ0 30 40 a0 &0 70

09B:11C1 COTCTAATTAAAA TGO TALCGATGCACTAGTCGATCTTCCAGCTCCCTCTAACATTTCAGTATGATGAAATTTTGETTCACTAT
09BE13C4 COTCTAATTAAAL TGO TAACGATGCACTAGTCGATCTTCCAGCTCCCTCTAACATTTCAGTATGATGAAATTTTGSGTTCACTAT
09BGZ2C1 CoToTAATTAAAL TGO TALACGATGCACTAGTCGATCTTCCAGCTCCCTCTAACATTTCAGTATGATGAAATTTTGSTTCACTAT
09BG3CE COTCTAATTAA A ATCGCTAACGATGCACTAGTCGATCTTCCAGCTCCCTCTAACATTTCAGTATGATGAAATTTTGSTTCACTAT
02B311c10 COTCTAATTAAAA TGO TAACGATGCACTAGTCGATCTTCCAGCTCCCTCTAACATTTCAGTATGATGAAATTTTGETTCACTAT
09831103 COTCTAATTAAAL TGO TAACGATGCACTAGTCGATCTTCCAGCTCCCTCTAACATTTCAGTATGATGAAATTTTGSGTTCACTAT
09BE11C4d COTCTAATTAAAA TGO TALACGATGCACTAGTCGATCTTCCAGCTCCCTCTAACATTTCAGTATGATGAAATTTTGSTTCACTAT
09B&11C5 COTCTAATTAAAATCGCTAACGATGCACTAGTCGATCTTCCAGCTCCCTCTAACATTTCAGTATGATGAAATTTTGSTTCACTAT
O09EG11CE CCTCTAATTAAAATCGCTALCGATGCACTAGTCGATCTTCCAGCTCCC TeTAACATTTCAGTATGATGAAATTTTGETTCACTAT
09BE11C8 COTCTAATTAAAL TGO TAACGATGCACTAGTCGATCTTCCAGCTCCCTCTAACATTTCAGTATGATGAAATTTTGSGTTCACTAT
09BE11C2 COTCTAATTAAAA TGO TALACGATGCACTAGTCGATCTTCCAGCTCCCTCTAACATTTCAGTATGATGAAATTTTGSTTCACTAT
09BE15C1 COTCTAATTAAALTCGCTAACGATGCACTAGTCGATCTTCCAGCTCCCTCTAACATTTCAGTATGATGAAATTTTGSTTCACTAT
JO09BG15CE CCTCTAATTAAAATCGCTAACGATGCACTAGTCGATCTTCCAGCTCCCTCTAACATTTCAGTATGATGAAATTTTGGTTCACTAT
09BE1503 COTCTAATTAAAL TGO TAACGATGCACTAGTCGATCTTCCAGCTCCCTCTAACATTTCAGTATGATGAAATTTTGSTTCACTAT
09B&15C4 COTCTAATTAAAL TGO TALACGATGCACTAGTCGATCTTCCAGCTCCCTCTAACATTTCAGTATGATGAAATTTTGSTTCACTAT
EN| 21 =

Nalezené¢ SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) - substituce, delece, inzerce -
byly zkontrolovany podle chromatogramt a ptipadné chyby byly korigovany. Pro nasledné
analyzy byla kazd4 sekvence upravena tak, aby vzdy zacinala prvni pozici tripletu a
koncila tfeti pozici tripletu. Po sefazeni a upraveni genil byly vSechny sekvence piepsany
do proteini v programu MEGA v. 4.1 (Kumar et al. 2004), za vyuziti univerzalnich
tripletovych koda pro obratlovce k nalezeni ptipadnych stop kodonli v genu. Pro vypocet
vnitrodruhové a mezidruhové sekvencni variability byl pouZzit program MEGA v. 4.1
(Kumar et al. 2004) a DnaSP v. 5.10.01 (Rozas et al. 2003). V tomto programu byly rovnéz
kalkulovany primérné a net genetické vzdalenosti v genu cyt b, jak mezi fylogeneticky
vymezenymi skupinami populaci C. strumicae, tak mezi timto druhem jako takovym a

druhem C. punctilineata. Genetickd variabilita byla urCena na zakladé¢ nukleotidoveé
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diverzity Pi a haplotypové diverzity Hd, které byly pocitany podle po¢tu polymorfnich
mist v sekvencich. McDonald—Kreitman (MK) test (McDonald et Kreitman, 1991) a
neutrality index (N/) byl kalkulovan pro test neutrality v mezidruhové sekvenéni

divergenci programem DnaSP v. 5.10.01 (Rozas et al. 2003).

3.3.1 Datasety

Pro kazdy gen byl vytvoten dataset, ktery obsahoval sekvence vSech analyzovanych
jedinct. Dataset genu cyt b genu obsahoval 250 sekvenci, dataset genu S7 obsahoval 95
sekvenci. Dale byly vytvoieny datasety, které zahrnovaly po jednom zéstupci kazdého
unikatniho haplotypu. Pro fylogenetické analyzy (Maximalni Parsimonie (MP) a
NeighbourJoining (NJ), byly tyto datasety upraveny tak, aby vzdy kazda sekvence zacinala
prvni tripletovou pozici a koncila treti tripletovou pozici. Pro Bayesidnskou analyzu (BA)
byly navic vytvofeny datasety prvnich, druhych a tietich tripletovych pozic jednotlivych

gentl a pro kazdy dataset vypocitan nejvhodnéjsi evolu¢ni model (viz dale).

3.3.2 Fylogenetické analyzy

Pro znazornéni nejpravdépodobnéjsiho evolu¢niho scénafe, odpovédného za
distribuci danych haplotypli (linii) byly vytvofeny fylogenetické stromy separatné pro
kazdy gen zvlast. Pro fylogenetické analyzy byly pouzity programy Network v. 4.5.1.6.
(Huson et Bryant 2006, Fluxus Technology Ltd 1999-2009), PAUP v. 4.0b10 (Swofford
2002) a MrBayes v. 3.1.2 (Ronquist et Huelsenbeck 2003). Programy vyzadovaly NEXUS
format vstupnich datasety (file.nex), ktery byl generovan programem BioEdit. V analyzach
byly vyuzity algoritmy Markov Chain Monte Carlo (MCMC), konkrétné¢ Neighbour-
Joining (NJ, Saitou et Nei 1987), Maximum Parsimony (MP, Cavalli-Sforza et Edwards
1967), Maximum Likelihood (ML) a Bayesidnskd metoda. Pro konstrukci a zakotenéni
fylogenetickych stromii byla k datasetim pfidana vySe zminéna sekvence ptisluSného
useku genti cyt b a S7 z kompletni sekvence mitochondridlniho a jaderného genomu druhu

C. melanoleuca.
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3.3.3 Network

Fylogenetické stromy odrézeji vztahy mezi jednotlivymi haplotypy. Pokud je
v populaci piitomna hybridizace, mize vSak byt tato situace zkreslena (napt. Goémez-Zurita
et Vogler 2006). Retikulujici sit€¢ umoznuji spojeni s né¢kolika blizce piibuznymi jedinci a
mohou tak 1épe reflektovat hybridni piivod haplotypti (Gémez-Zurita et Vogler 2006). Jako
prvni ptistup byl proto pouZit program Network v. 4.5.1.6. (Fluxus Technology Ltd 1999-
2009) a fylogeneticka sit" kalkulovana nastavenim Median-Joining network algoritmu,
separatn¢ vytvoiend pro gen cyt b a S7. Tento pfistup zohlediiuje vSechny sledované
mutace v sekvencich danych haplotypt a dobie znazoriiuje vSechna moznd potencionalni
spojeni mezi haplotypy. Program dale umozZnil vizualizovat proporéni zastoupeni

jednotlivych haplotypl v datasetu.

3.34 Metoda Neighbour-Joining (NJ)

Ke konstrukeci fylogenetickych stroma distanéni metodou Neighbour-Joining
(Saitou et Nei 1987) byl pouzit program PAUP v. 4.0b10. Neighbour-Joining je vzestupna
klastrovaci metoda, kde algoritmus pocita s distancemi mezi kazdym parem taxond ve
stromu. Veérohodnost vSech vétvi byla pocitdna bootstrapovou podporou s 500
opakovanimi. Ve vysledném kladogramu byly vykresleny pouze vétve s podporou vetsi

nez 50 %.

3.3.5 Metoda Maximum parsimony (MP)

cv v

zmén vysvétlujicich pfedloZzend data (Sullivan et Swofford 2001). K vyhledavani stromil
pomoci metody MP a jejich statistickému hodnoceni metodou bootstrapovani byl pouzit
program PAUP* 4.0b10. Nejparsimonidln¢jsi fylogeneticky strom byl vyhledan metodou
heuristického hledani s ndhodnym piidavanim sekvenci, pomoci tzv. TBR algoritmu (Tree
Bisection/Reconnection). Algoritmus zaménoval jednotlivé vétve stromii a zachovaval
pfedchozi dva stromy pied kazdou dalSi zdménou (ptikaz: ,Hsearch addseq=random
hold=2 swap=TBR nrep=100%). Spolehlivost spravné topologie byla odhadnuta na zaklad¢
bootstrapingu s 500 opakovanimi. Algoritmus zamény vétvi byl stejny jako zékladni

analyza TBR algoritmu, jen s tim rozdilem, ze pted kazdou dalSi zdménou zachovaval
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pouze jeden strom, a vérohodnost vSech vétvi byla pocitana bootstrapovou podporou s 10
opakovanimi. Ve vysledném kladogramu byly vykresleny pouze vétve s podporou vetsi

nez 50 % (ptikaz: bootstrap search=heuristic nrep=500 conLevel=50).

3.3.6 Analyza Isolation with Migration

Velikost a smér historického genového toku byly odhadnuty s dvou-populacnim
isolation-with-migration (IM) modelem (Nielsen et Wakeley 2001, Hey et Nielsen 2004).
Byla pouzita Bayesianskd koalescen¢ni metoda, ktera aproximuje integraci pfes mozné
geneaologie, vyuzitim Markov Chain Monte Carlo (MCMC) simulace. Metoda odhaduje
posteriorni pravdépodobnostni distribuce pro demografické parametry zahrnujici dvou-
smérné migracni miry, Cas divergence a efektivni populacni velikosti dvou soucasnych
populaci a jedné ancestralni populace (Hey et Nielsen 2004). Pro test migrace a kolonizace
Dunaje druhem C. strumicae z Egejské oblasti dvéma moznymi cestami (viz kapitola Cile
prace) jsme vytvorili separdtni dataset pro mitochondridlni cyt b a jaderny S7 gen.
Analyzovéna byla nasledna kombinace part populaci: a) vSichni jedinci povodi Maritza
(Evros) a Lissos ku viem jedincim Cerného mote a dunajské Jantry (Egejské moie x
Cerné mote) a viichni jedinci povodi Strumy versus sekvence vsech jedincti povodi
Dunaje (povodi Strumy x povodi Dunaje). Podle AIC kritéria byl vybran Hasegawa-
Kishino-Yano (HKY) muta¢ni model. Pro kazdou analyzu nejprve bézely startujici priors
pro odhad rozsahu posteriornich densit parametri a na zaklad€¢ téchto bchi byly
definovany uz§i hranice, aby posteriorni distribuce kompletné padaly do distribuce prioru
(Won et al. 2005). V piipadé plochych koncti probabilit byla definovana horni hranice
podle predchozich béhii: za predpokladu, Ze ancestrdlni populace nebyla vEétSi nez
kombinace dvou dcetfinnych populaci po zohlednéni horni 95% nejvySsi posteriorni
distribuce (HDP) pro dany parametr (Peters et al. 2007). Byly spustény ti1 nezavislé behy s
osmi fetezci s Metroplis coupling ke zvySeni mixingu (Slatkin 2005), kazdy s burn-in
periodou 100,000 aktualizaci a celkovou délkou slespont 30 milionti aktualizaci. Analyza
konvergovala na stacionarni distribuci, kdyz nezdvislé b&hy generovaly podobné
posteriorni distribuce (Hey 2005), soucasné¢ byla kontrolovana autokorelace a efektivni
velikost vzorku (ESS) pro kazdy parametr (Hey et Nielsen 2004), dokud hodnota ESS pro
kazdy parametr nedosahla hodnotu pfinejmensim 150. K testu, zda se odhadnuté migracni
miry signifikantné 1i$i od nuly, byl pouzit likelihood ratio test pro srovnani rozdili mezi
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pravdépodobnosti nulové migrace a nejlepSiho odhadu migra¢nich mér (Nielsen et

Wakeley 2001).

3.3.7 Modeltest

Pro metodu Maximum Likelihood (ML) a Bayesianskou analyzu (BA) byl pro
kazdy datovy soubor programem jModel test v. 3.06 (Posada et Crandall 1998)
vygenerovan vhodny evolu¢ni model. Program hledd nejvhodnéj§i model piredlozené
datasety a nasledné¢ modely testuje pravdépodobnostné-hierarchickym koeficientem
(Hierarchical Likelihood Ratio Test - hLRT), zda nejslozitéjSi vygenerovany model néjak
vyrazné zvysuje hodnotu pravdépodobnosti vzniku fylogenetického stromu pii zvySovani
stupnit volnosti (Posada et Crandall 1998). Pro Maximum Likelihood fylogenetické
analyzy byl model vybran pomoci Akaike Information Criterion pro korekci malych
vzorkll (AICc), pro Bayesianské fylogenetické analyzy byl zvolen Bayesian Information
Criterion (BIC). Pro Bayesidnské analyzy byly vytvofeny datasety separdtné pro prvni,
druhou a tfeti pozici tripletu kodonu kazdého genu v programu MEGA v. 3.1 a kazdy

dataset byl spustén v programu JModelTest pro vybér vhodného modelu separatné.

3.3.8 Metoda Maximum Likelihood (ML)

Metoda ML vyhledava vhodny fylogeneticky strom pomoci vybranych parametri
daného evolu¢niho modelu a délky vétvi fylogenetického stromu, ktery by byl maximalné
shodny s pozorovanymi daty (Von Haeseler et. Strimmer 2003). Vhodny model pro ML
analyzu kazdého genu vygeneroval jMode;j test v. 3.06, analyza probihala v programu Paup
v. 4.0b10. Pro ML analyzu bylo nastaveno pro vyhledani vhodného stromu 100 opakovani
s bootstrapovou podporou 500 opakovani. Pro gen cyt b byl podle AICc kritéria jModel
testu vybran model ,,TIM2+I+G* s parametry Lset base=(0.2741 0.2318 0.1489 0.3452)
nst=6 rmat=(3.1252 13.8127 3.1252 1.0000 30.5084 1.0000) rates=gamma shape=0.5930
ncat=4 pinvar=0.1510. Pro gen S7 byl podle AICc kritéria jModel testu vybran model
» TN+G* s parametry Lset base= 0.3272 0.2117 0.1381 0.3231) nst=6 rmat=(1.0000
1.4602 1.0000 1.0000 2.7115 1.0000) rates=gamma shape=0.3810 ncat=4 pinvar=0.
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3.3.9 Bayesianska analyza (BA)

K tvorbé fylogenetickych stromi na zakladé¢ Bayesidnského ptistupu byl pouzit
program MrBayes v. 3.1.2 (Ronquist et Huelsenbeck 2003). Tento program pracuje
metodou Markov chain Monte Carlo - MCMC (Yang et Rannala 1997) a s ,,naslednymi*
pravdépodobnostmi (Altekar et al. 2004). Nasledné pravdépodobnosti vyjadiuji
pravdépodobnost vzniku jednotlivych linii u poslednich analyzovanych stroma, které byly
pouzity pro konstrukci konsenzualniho stromu. Datasety genil cyt b a S7 byly analyzovany
specifickym nukleotidovym modelem ,Codon®, ktery pocital kodony jako =znaky.
Sekvence genli cyt b a S7 byly rozd€leny na tfi ¢asti — prvni, druhé a tfeti kodonové
(tripletové) pozice. Parametry modelu byly odhadnuty z datasetu s gamma nebo equal
distribuci (piikaz: Iset applyto=(1) nst=6 rates=gamma; Iset applyto=(2) nst=I,
rates=equal; Iset applyto=(3), nst=6 rates=equal). Nasledné pravdépodobnosti
fylogenetickych stromi byly pocitany u 1,000,000 generaci Metropoliscoupled Markov
chain Monte Carlo (four chains, chain temperature parameter = 0.2), jak je pfednastaveno v
programu. Stromy byly testovany kazdych 1000 generaci, prvnich 1000 vygenerovanych
stromid bylo vyfazeno a z konecnych 9000 vygenerovanych stromi byl vybran
konsensudlni strom. Standardni odchylka po kazdych vygenerovanych 3500 stromech byla

niz$i nez 0,01.

3.3.10 TreeView

Ke grafické vizualizaci stromt a zakofenéni stromi byl pouzit program TreeView v.
1.6.6 (Page 1996). Jako outgroup slouzila sekvence ptislusné¢ho useku genu cyt b z
kompletni sekvence mitochondrialniho genomu druhu Cobitis melanoleuca (Nichols,
1925; GenBank Accession no. EF508500.1), u genu S7 byla vyuzita vlastni sekvence
jedince ziskan¢ho z feky Kuban (Kavkaz, zapadni Rusko). Grafickd uprava stromi pak

byla provedena v programech CorelDraw 9 a Adobe Photoshop 7.0.
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4 VYSLEDKY

Hlavnim cilem prace bylo identifikovat populacni strukturu a geografickou
distribuci jednotlivych genetickych linii druhu C. strumicae, verifikovat jejich
taxonomickou pozici, pfispét k detailni biogeografické rekonstrukei studovaného tizemi a
odvodit kolonizani scéndf Dunaje a zapadniho arealu roz$ifeni, potvrzenim jedné

z alternativnich hypotéz.

4.1 Molekularni analyzy a geneticka variabilita

Molekularnimi metodami bylo zanalyzovano celkem 248 vzorkii DNA druhu C.
strumicae ze 44 evropskych lokalit. Osekvenované useky genomu byly upraveny na
vyslednou délku 1103 bazi v ptipadé mitochondridlniho genu a 670 bazi u jaderného genu.
Vyznamna genetické variabilita byla nalezena v obou genech.

Cyt b: Gen cyt b obsahoval celkem 214 (19,4%) polymorfnich segregujicich mist s
celkovym poctem 230 mutaci (Priloha 8), pficemz 94 pozic bylo parsimony
informativnich. Nukleotidova diversita (Pi) byla 0,01108, haplotypova diversita (Hd)
0,767. Gen cyt b zahrnoval celkem 51 unikatnich haplotypi (viz Pfiloha 5).

S7: Gen S7 obsahoval celkem 83 (12,4%) polymorfnich segregujicich mist s celkovym
poctem 84 mutaci (Pfiloha 9), pficemz 34 pozic bylo parsimony informativnich.
Nukleotidova diverzita (Pi) byla 0,01177, haplotypova diverzita (Hd) 0,746. Gen S7
zahrnoval celkem 23 unikatnich haplotypt (viz Ptiloha 5).

4.2 Fylogenetické analyzy

Fylogeneticky vzor pro vizualizaci celkové haplotypové diverzity byl zkouméan jak
rekonstrukci nezakotfenénych haplotypovych siti  (networkll), tak rekonstrukci

zakotenénych fylogenetickych stromtl.
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4.2.1 Network

Analyza 248 sekvenci genu cyt b o délce 1103bp rozdélila jedince do nékolika
zékladnich skupin haplotypt, které castecné odpovidaji 1 geografickému rozSifeni
jednotlivych jedincti. Obdobny vysledek rovnéz ptinesla i analyza 94 sekvenci genu S7 o
délce 670bp.

Cyt b: U mitochondrialniho genu bylo 248 novych sekvenci rozdéleno v 51
haplotypt (viz Ptiloha 5). VétSina z haplotyplt se tedy jevila jako unikétni. Spolecny
haplotyp rozsiteny na vSech lokalitach nebyl zaznamenan. Mezi haplotypy vytvofenymi ze
sekvenci genu cyt b dominovaly dva: Hap 1 (47,58%) a Hap 24 (7.66%), znichz
vystupovalo n€kolik haplotypli s mnohem mensi frekvenci zastoupeni (0,4 - 3,6%), liSici se
jednim az dvémi mutacnimi kroky od haplotypl centralnich. Haplotypy Hapl 1 a Hapl 24
byly propojeny prosttednictvim haplotypu Hapl 2 18 mutacemi. Nejpocetnéjsi z haplotypt
byl Hapl 1 s hvézdicovitou strukturou, ktery zahrnoval 118 jedinct z 33 lokalit; 101
jedincti z Bulharska, 10 jedincti z Recka a 7 jedincti z Turecka, geograficky rozmisténych
napii¢ celym vzorkovanym uzemim s vyjimkou jihozdpadni €asti. Druhy nejcetnéjsi
haplotyp Hapl 24 zahrnoval 19 jedinci s rozSifenim pfevazné v jihozdpadni Casti
zkoumaného tGzemi; 11 zRecka a 8 zBulharska z povodi fek Nestos, Struma,
Diavolorema, Lolapasha a jezera Volvi. Nejvice diferenciovanym haplotypem byl
Hapl 49, ktery byl spojen s haplotypem Hapl 1 51 mutacemi. Tento haplotyp zahrnoval 5
jedincti druhu C. punctilineata pochazejicich z feky Aggitis v Recku. Na nékolika mistech
haplotypové mapy lze sledovat naznak star-like pattern predev§im pravé mezi vzorky z
oblasti jihu, severozapadu a izolované populace C. punctilineata. Takovyto vzor odpovida

recentni expanzi.
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Obr. 7: Fylogeneticky network haplotypti 1103 bp dlouhého fragmentu mitochondrialniho genu
cyt b, konstruovany v programu Network metodou Median-Joining, dvou taxonl sekavct linie
Bicanestrinia III: a) haplotypy Hapl 48, Hapl 49, Hapl 50, Hapl 51 oznacuji monofyleticky klad
sdruzujici druh C. punctilineata, b) ostatni haplotypy oznacuji monofyleticky klad sdruzujici C.
strumicae. Nazvy haplotypi koresponduji s Prilohou 2 a 5 a textem. Velikost haplotypt je
proporéni k poctu jedinci sdilejici stejny haplotyp. Prerusovana cara v naznacuje rozdéleni
haplotypové mapy mezi Hap 2 a Hap 24 (51 mutacnich krokl). Méfitko znazornuje vzdalenosti
mezi jednotlivymi muta¢nimi kroky.
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S7: U jadern¢ho genu bylo 95 sekvenci rozdéleno do 23 haplotypt, u nich byly
rovnéz patrné dva dominantni haplotypy. Nerozs$iten¢jSi haplotyp Hap 2 zahrnoval 47
jedincti (49,5%) ze 24 lokalit: 39 jedinct z Bulharska, 6 jedinct z Recka a 2 z Turecka a
geograficky odpovidal dominantnimu haplotypu popisovanému vySe u cyt b. Druhy
nejéetn&jsi haplotyp Hapl 7 zahrnoval 5 jedinct (5,3%); 3 zRecka a 2 z Bulharska,
s roz$ifenim pfevazné v jihozapadni ¢asti zkoumaného tzemi. Ttetim, zfetelné¢ oddélenym
haplotypem byl Hap 14, zahrnujici 4 jedince (4,2%) druhu C. punctilineata pochéazejicich
z feky Aggitis v Recku.
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Obr. 8: Fylogeneticky network haplotypti 581 bp dlouhého fragmentu mitochondrialniho genu S7
konstruovany v programu Network metodou Median-Joining dvou taxond sekavcd linie
Bicanestrinia III: a) haplotypy Hapl 9, Hapl 10, Hapl 13, Hapl 14 oznacuji monofyleticky klad
sdruzujici C. punctilineata, b) ostatni haplotypy oznacuji monofyleticky klad sdruzujici C.
strumicae. Nazvy haplotypi koresponduji s Prilohou 3 a 5 a textem. Velikost haplotypu je
proporéni k poctu jedincl sdilejici stejny haplotyp. M¢éFitko znazornuje vzdalenosti mezi
jednotlivymi muta¢nimi kroky.
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4.2.2 Rekonstrukce fylogenetickych stromii

Fylogenetické stromy byly rekonstruovany metodou 1) Neighbour-Joining (NJ), i1)
Maximalni Parsimonie (MP), ii1) Maximum Likelihood (ML) a Bayesianskymi analyzami
(BA) v programu PAUP v. 4.0b10 (Swofford 2002).

Cyt b: Vstupnim souborem analyz cyt b genu bylo 51 unikatnich sekvenci,
zastupujici vSechny haplotypy. Nekorigovanou ,p* distanci byl vytvofen NJ strom s
podporou 50% majority-rule. MP analyza produkovala 323 nejparsimonialnéjSich stromil s
identickou topologii vzhledem k hlavnim kladim. ML analyza s TIM2+I+G modelem
vytvoftila nejpravdépodobnéjsi strom. VSechny nezavislé BA béhy produkovaly identické
topologie. Jako outgroup k zakotenéni vysledného stromu byla pouzita vySe zminéna
sekvence cyt b druhu C. melanoleuca (GenBank Accession no. EF508500.1). Poté
probéhla vizualizace v programu TreeView v. 1.6.6 (Page 1996). VSechny Ctyfi analyzy
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potvrdily s vysokou statistickou podporou piitomnost dvou dominantnich haplotypovych
skupin, které zahrnovaly dva vymezené taxony: 1) druh C. punctilineata a ii) druh C.
strumicae. Vnitini Clenéni klddl se mezi analyzami liSilo a nékteré clenéni bylo
nerozieseno.

Prvni haplotypova skupina, reprezentovana druhem C. punctilineata (posterior
probability 1,00), zahrnovala deset jedinct ze Ctyi haplotypii: Hap 48, Hap 49, Hap 50 a
Hap 51. Tito jedinci pochazeji ziteky Aggitis v Recku (lok. &. 28, Piiloha 1). Na
fylogenetickém stromé je tato linie znazornéna cervenou barvou a dale vtextu bude
oznadovana jako subklad ,,C“. Druhou diferencovanou skupinou se silnou podporou ve
vSech analyzach (posterior probability 0,99) zahrnuje taxon C. strumicae. V ramci této
skupiny je zfetelné vymezeno nckolik subkladd. Silnou podporu mad monofyleticky
jihovychodni podklad, ktery tvoii 14 odd€lenych haplotypl a zahrnuje 44 jedinct ze 13
lokalit z fek Struma, Mesta, Diavolorema, Aggitis, Kanli Dere, Lolapasha a Pjasacnik.
Dominantni je zde soubor 30ti nerozliSenych haplotypa, ktery geograficky pokryva
v§echny vzorkované pritoky Dunaje a feky tekouci do Cerného mote. Hlubsi piibuzenské
vztahy mezi jednotlivymi skupinami nejsou aZ na jeden piipad jednoznacné. V ramci
téchto  nerozliSenych  haplotypit ma silnou podporu subklad odpovidajici
hydrogeografickému systému feky Nestos v Recku a Bulharsku. Tato skupina je tvofena
peti haplotypy a z celkového poctu zahrnuje 15 jedincti. Dal$im subkladem, ktery je
vymezen vSemi Ctyfmi analyzami, ale méa nizkou podporou vétvi je skupina dvou
haplotyp (Hapl 43 a Hapl 44) z oblasti feky Evros v Turecku. Tento subklad zahrnuje

celkem 7 jedinct.
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Obr. 9: Bayesiansky (BA) strom odvozen z 1103 bp dlouhého fragmentu mitochondrialniho genu
cyt b. Strom byl kalkulovan pro 1 000 000 generaci, poslednich 9 000 stromt bylo pouzito. Cisla v
nodech vyznacuji statistickou bootstrapovou podporu nodi ostatnimi analyzami v procentech
(<50%) s 500 pseudoreplikaty a Bayesianskou Posteriorni Pravdépodobnost (BPP<0.50 neni
znazornéna) v potradi Neighbour Joining/Maximum Parsimony/Maximim Likelihood/BA.
Cervenou barvou je znarodnén subklad ,,C«, tmavé zelenou barvou subklad ,,Z1¢, svétle zelenou
barvou subklad ,,Z2“ a tmavé modrou barvou subklad ,,M*“. Sipky ukazuji piislu$nost podpory k
nodu. Nazvy haplotypt koresponduji s Piilohou 3 a 4 a textem.
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S7: Analyzy genu S7 vychéazely z 23 unikatnich sekvenci, zastupujicich jednotlivé
haplotypy. Podobné¢ jako pii1 rekonstrukci cyt b stromti, nekorigovanou ,p* distanci byl
vytvofen NJ strom s podporou 50% majority-rule. MP analyza produkovala 100
nejparsimonialngjSich stromt s identickou topologii vzhledem k hlavnim kldddm. ML
analyza s HKY+I modelem vytvofila nejpravdépodobnéjsi strom s. VSechny nezavislé BA
behy produkovaly identické. Fylogenetické stromy byly zakofenény vlastni sekvenci
jedince ziskaného z feky Kubai (Kavkaz, zapadni Rusko).

Vysledné topologie stromt ziskanych vySe zminénymi analyzami se v hlavnich
rysech neodliSuji od topologii stroml z analyzy cyt b. Také zde rozdélily fylogenetické
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stromy haplotypy do dvou zakladnich monofyletickych kladua, které reprezentovaly dva
oddélené¢ druhy C. strumicae a C. punctilineata (posterior probability 0,55). V ramci linie
C. strumicae byly podpoteny vysledky ziskané analyzou cyt b, vyskytovala se zde jasné
vymezena skupina dominantniho haplotypt a jihovychodniho kladu ,,M*. Jihovychodni
klad byl zastoupen péti haplotypy, které zahrnovaly 16 jedincti zifek Aggitis, Struma,
Nestos a jezera Volvi (posterior probability 0,99). Dominantni skupina ,,Z“ byla ve
fylogenetickém stromu zastoupena 13ti haplotypy tvofenymi 69 jedinci z 24 lokalit,
vyskytujicich se napti¢ vzorkovanym Gzemim, zahrnujicim naptiklad vSechny vzorkované

piitoky Dunaje a Cerného moie (posterior probability 0,98).

Obr. 10: Bayesiansky (BA) strom odvozen z 670 bp dlouhého fragmentu jaderného genu S7.
Strom byl kalkulovan pro 1 000 000 generaci, poslednich 9 000 stromi bylo pouzito. Cisla v
nodech vyznacuji statistickou bootstrapovou podporu nodi ostatnimi analyzami v procentech
(<50%) s 500 pseudoreplikaty a Bayesianskou Posteriorni Pravdépodobnost (BPP<0.50 neni
znazornéna) v poradi Neighbour Joining/Maximum Parsimony/Maximim Likelihood/BA.
Cervenou barvou je znazornén subklad ,,C*, tmavé zelenou barvou subklad ,,Z* a tmavé modrou
barvou subklad ,,M*. Sipky ukazuji piislu$nost podpory k nodu. Nazvy haplotypti koresponduji s
Ptilohou 3 a 5 a textem.

Cobitis melanoleuca

99/96/96/0,09% = = =

98/96/89/0,98™ = = =

~160/72/098 = = =| = wip

54153/-/0,69m= == f= == w—lp

55/90/88/0,02% = = =

Divergence mezi C. punctilineata a sesterskym druhem C. strumicae byla odhadnuta
na: pramérna geneticka vzdalenost v genu cyt b mezi obéma skupinami 5,23%, net

genetickd vzdalenost byla 4,65%. U druhu C. strumicae vychazela divergence mezi
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zékladni Z1 skupinou (tmavé zelenia, Obr. 9.) a monofyletickou Z2 skupinou (svétle
zelena, Obr. 9) nasledovné: primérna vzdalenost 0,62%, net vzdalenost 0,44%. Urovefi
sekven¢ni divergence mezi ,,Z* skupinou (,,Z1* a ,,Z2* dohromady) a monofyletickou

M (' modra, Obr. 9) skupinou vysla: primérna vzdalenost 1,76%, net vzdalenost 1,51%.

4.2.3 Vysledky analyzy Isolation with Migration

Analyzy poskytly konvergentni posteriorni distrubuce odhadnutych parametrt tii
populacnich velikosti (), dvou migra¢nich mér (m) a cCasu divergence () (Pfiloha 6,
Ptiloha 7) napti¢ nezavislymi IM behy. Nejvétsi populacéni velikost byla odhadnuta v
Egejském mofi a Strumé, malé populacni velikosti byly odhadnuty v Cerném mofi a
Dunaji. Jako spiSe nespolehlivé se jevily odhady posteroirnich denzit parametrii pro
ancestralni thety. Odhady odhady divergencnich casit mély nenulové dolni denzity s dolni
distribuci zacinajici napravo od nuly dosahujici piku, nasledovanou kiivkou pfipominajici
klesajici “plateau” kde horni konce nedosdhly nuly pies Sirokou Skalu priors. Odhady
casovych parametrti nemohly byt spolehlivé odhadnuty a data pravdépodobné neobsahuji
dostatek informace. Studie byla zaméfena primarné na odhad velikosti a sméru migrace pii
kolonizaci jiznich povodi dolniho Dunaje druhem C. strumicae z jihu. Odhad posteroirnich
densit migracnich parametrti potvrdil nenulovy pik migrace zoblasti Egejské do
Cernomoiské v genu pro cyt b, ackoli nenulova migra¢ni mira nebyla signifikantné odlisna
od nuly podle likelihood ratio testu. V jaderném genu byla mira migrace rovna nule.
Z cernomoiské oblasti do oblasti Egejské podskytla IM analyza vyrazny nenulovy pik a
migrac¢ni mirou signifikantné odlisnou od nuly (P < 0.05) danou likelihood ratio testem a
to v obou studovanych markerech. Kolonizace alternativni migra¢ni trasou mezi Dunajem
a Egejskou oblasti fekou Strumou vykazuje shodné¢ v obou markerech v IM analyzach
pouze jednosmérnou migraci, jmenovité. zpovodi Dunaje do povodi horni Strumy.

Migrace v opa¢ném sméru byla v obou studovanych markerech nulova.
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5 DISKUZE

Tato préace piinasi prvni vysledky detailniho molekularniho srovnani ryb rodu Cobitis,
nalezici do linie Bicanestrinia (Bicanestrinia Lineage III) sensu Bohlen et al. (2006a).
Prvni druhem je endemicky C. punctillineata obyvajici feku Aggitis v Recku, coZ je ptitok
feky Struma ustici do Egejského mote. Druhym druhem je C. strumicae obyvajici témét
cely vychodni Balkansky poloostrov (od feky Struma v¢etné na vychod a od feky Dunaj na
jih s vyjimkou Dunajské delty). Dikladné a podrobné vzorkovani napfi¢ aredlem rozsifeni
druht umoznuje kromé analyzy fylogenetické historie odhalit charakter endemismu
(zeyjména druhu prvniho), druhové expanze a kolonizace (zeyjména pak druhého druhu)
v historicky dlouhodobé¢ stabilnim tzemi, za které je Balkénsky poloostrov povazovan
linii v ramei druhu C. strumicae a zejména pak o moznych koloniza¢nich cestach druhu
napii¢ vychodnim Balkdnem. Fylogenetické analyzy mitochondridlni DNA potvrzuji
monofylii a druhovy statut pro oba druhy. Druh C. strumicae navic vykazuje hluboké
vnitini ¢lenéni na minimalné dvé kryptické linie, naznacujici proces lokdlni speciace.
Jednoznacny statisticky diikaz potvrzuje predchozi teoretickou hypotézu faundlnich vymén
mezi vychodnim Mediteranem a dunajskym povodim (Bohlen et al. 2006a) a ukazuje na
recentni kolonizaci jiznich ptitokti Dunaje Bulharska z Egejské oblasti podé¢l pobieznich

fek Cerného mote v Bulharsku.

5.1 Fylogenetické vztahy

Primarnim cilem byla druhova revize skupiny sekavcii nazyvanych Bicanestrinia
Lineage III (Bohlen et al. 2006a). Vedle fylogenetick¢é analyzy bylo cilem sledovat
geografickou distribuci haplotypli obou druh.

5.1.1 Cobitis punctilineata

VSichni jedinci pochdzejici z horni ¢asti fecké feky Aggitis (lokalita 28, Ptiloha 1),
reprezentovani Ctyimi haplotypy pro jaderny gen S7, patfili do statisticky dobie
podpoieného monofyletického kladu (,C*, Pifloha 3). Podobny vzor poskytla
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fylogeneticka analyza genu cyt b (,C, Piloha 2). Analyza networku metodou median-
joining (Obr. 7) dale ukazala, Ze tito jedinci se 1i§i od skupiny druhu C. strumicae
minimalné 51 muta¢nimi kroky a poukazuje tak na hlubokou divergenci obou druhti. Tato
data demonstruji, Ze se skutecné jednd o dobfe vymezeny samostatny druh C.
punctilineata, jez byl jiz dfive popsan na zaklad¢ morfologie. Analyza déale naznacuje, Ze
zastupci tohoto taxonu, obyvajici horni tok feky Aggitis, byli po dlouhou dobu izolovani
od ostatnich druhii sekavcil skupiny Bicanestrinia. Dlouhotrvajici izolace rovnéZ podporuji
vzory vyskytu dalSich endemickych ryb v fece Aggitis, mihule Eudontomyzon hellenicus
(Vladykov, Renaud, Kott et Economidis 1982), &i mienky Oxynoemacheilus (Sediva et al
2010b). Prameny a panevni oblast obklopend horami horniho Aggitisu jsou dobie
rozvinutou a komplexni krasovou siti s existenci pfinejmensim od Pliocénu (Novel et al.
2007). Zda se, ze biogeografické podminky, které byly v této oblasti dlouhodobé neménné,
umoznily populacim ryb izolaci a dostatek ¢asu k divergenci od ostatnich populaci.

Z vynesen¢ grafické distribuce genetické variability fylogenetického stromu pro cyt
b (Obr. 9) a mapové distribuce haplotypu stejného genu (Obr. 7) vyplyva, ze populace
druhu C. punctilineata sdili v jednom ptipadé haplotyp, typicky pro druh C. strumicae,
roz$iteny piedevsim v dolnim useku feky Aggitis a v fece Struma. Vzhledem k tomu, ze
dany jedinec naleZi dle jaderného stromu genu S7 jednoznacné do monofyletického kladu
C. punctilineata, jedna se zejm¢ o dolozeny ptipad hybridizace s naslednou sekundarni
introgresi. Soucasny tok feky Aggitis postrada vEétsi migracni bariéry jak proti, tak po
proudu. Fylogenetické analyzy této prace vSak ukézaly, Ze druh C. punctilineata je dobte
specificky adaptovan a vyskytuje se vyhradné v krasové panevni oblasti horniho Aggitisu.
Naopak, dolni Aggitis a dal$i okolni feky jiz obyva vyhradné C. strumicae (Ptiloha 2,
Ptiloha 3, Ptiloha 4). Marker cyt b genu potvrdil, Ze populace C. punctilineata ptisla do
recentniho sekundarniho kontaktu a hybridizovala s druhem C. strumicae. Tento druh,
Siroce rozsifeny napii¢ vychodnim Balkdnem, zfejmé ptimigroval z dolniho povodi Strumy
piirozené, diky Siroké druhové ekologické valenci.

Nesoulad ve vzoru mitochondridlni a jaderné DNA byl nalezen také u druhu
Oxynoemacheilus (Sediva et al. 2010b), kde vsak konfliktni vzor pochazel z jaderného
lokusu. Autoifi zde neptedpokladaji recentni kontakt z divodu absence druhu v dolni
Strum& a spiSe se piiklangji, vrozporu se zavérem pro rod Cobitis, ke scénaii

nekompletniho lineage sortingu v jaderném markeru. Oproti mitochondridlnimu genu ma
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totiz gen jaderny Ctytikrat vetsi efektivni populaéni velikost. Zatimco se mitochondrialni
geny stacily plné€ separovat, nese si jadro stale nékteré alely od spole¢né¢ho predka obou
populaci, prozoze piedpokladany cas pro sorting linii k reciproké monofylii dvou
izolovanych populaci je ctyfikrat delSi pro jadro neZ pro mitochondrii (Avise 2000,
Palumbi et al. 2001). Scénaf a konfliktni vzor v markerech je nicméné u sekavcii naprosto
opacny a terénni data potvrzuji blizky vyskyt populaci obou druha (Ptiloha 1, Ptiloha 4).
Nahrazeni ptiivodniho haplotypu novym po sekundarnim kontaktu je vice pravdépodobnéjsi
pro mtDNA neZ pro jaderné lokusy, pravé kvili rozdilim v efektivnich populaénich
velikostech (Burridge et al. 2006). IUCN red list fadi druh C. punctilineata do kategorie
,vulnerable D2 s geografickym omezenim na oblasti mensi nez 100 km?. Masivné;si
introgrese jiného druhu tedy miiZe narusit genetickou integritu adaptovaného endemita a
teoreticky jej tak ohrozit. Na druhou stranu je nutno pohlizet na mezidruhovy genovy tok
jako na pomérné pfirozeny proces, probihajici 1 bez antropogennich aktivit, ktery je
zhodnoceni miry introgrese a recentniho genového toku mezi obéma druhy je potieba
podrobngjsi analyzy a sbéru vzorkl z vice lokalit podél systému Aggitis, coz je aktivita,

kam smétuje navazujici studium vychazejici z vysledkt této prace.

5.1.2 Cobitis strumicae

Jedinci ze vSech 44 vzorkovanych lokalit, povaZovani morfologicky a dle
preliminarnich analyz tfi alozymovych lokusti (metodika a popis alel viz Choleva et al.
2008) za druh C. strumicae, vytvari v genu pro cyt b silné diferencovany monofyleticky
klad,podpoteny vSemi ¢tyimi fylogenetickymi analyzami (NJ, MP, ML a BA), viz Obr. 9.
Bazalni skupinu zde tvoti 27 haplotypti dominujicich v Dunajskych pftitocich, podél
Cerného moie a dale rozsifenych také v egejské oblasti povodi feky Maritza (Evros) a
Lissos, méné pak v systému Mesta (Nestos) a horni Strumé (Obr. 9, subklad ,,Z1%). Zadny
z téchto haplotypt se vSak nevyskytoval v dolni Strumé, pfitoku Aggitis a jezeru Volvi
vRecku. Zde naopak dominoval odvozeny a silné statisticky podpofeny wvnitini
monofyleticky klad, tvofeny 14 haplotypy (Obr. 9, subklad ,,M*), v mensi mife pfitomen
dale v systému Maritza (Evros) a Mesta (Nestos). Systém Mesty (Nestos) je dale osidlen
dobfe podpoienym monofyletickym subklddem pii bazi skupiny C. strumicae, jez je
reprezentovan péti haplotypy (Obr. 9, subklad ,,22). Zjevnou piibuznost haplotypovych
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skupin ,,Z1* a ,,Z2* dobte vizualizuje analyza cyt b v Networku s rozdilem pouhych Sesti
mutacnich krokti mezi skupinami (Obr. 7). Naopak subklad ,,M* se 1i§i minimaln¢ 18
mutacnimi kroky od nejbliz§iho haplotypu ,,Z* skupiny. Fylogenetické analyzy genu S7
nepodpoftily monofylii C. strumicae, avSak vymezily dva samostatné monofyletické klady
se silnou podporou (Obr. 10): prvni sdruzuje bazalni skupinu cyt b genu (subklad ,,Z1%) a
monofyleticky subklad zpovodi feky Mesta (Nestos) (subklad ,Z2°) a druhy klad
odpovida jedincim odvozeného cyt b subkladu (,,M*) dolni Strumy a ptilehl€ého tzemi.
Tento vzor potvrzuje i1 studie Networku genu S7. Program Network navic odhadl chybéjici
centrdlni haplotypy, které muizeme povaZovat za ancestralniho, dnes snad chybéjiciho
predka, od kterého se divergovaly oba klady nezavisle na sob&. Chybé&jici centralni
haplotypy se od ancestralniho predka 1i$i Sesti az sedmi muta¢nimi kroky (Obr. 8).
Zakladni vzor fylogenetické piibuznosti haplotypli ¢i skupin haplotypa C.
strumicae odpovida naptiklad studii ryb rodu Rhodeus (Bohlen et al. 2006b): haplotypy
vychodniho Dunaje, cernomoiského pobiezi Bulharska, evropské c¢asti Turecka a
severovychodniho egejského pobiezi nalezely do stejné linie, v¢etné haplotypu v dolni
Strumé. Druhd linie se nachazela také viece Struma a dale na sever a zépad Evropy.
Zatimco dolni Dunaj hostil obé linie rodu Rhodeus, v ptipadé sekavct sdili dvé linie
Struma, nikoli v8ak jiz Dunaj. Je tedy otazkou, zda populace sekavcii Dunaje a Strumy
spolu historicky komunikovaly, &i nikoli, viz dale. Cisté z distribuce haplotypii se jevi
parsimonialnéj$i vysvétleni sekundarni kontakt mezi systémem Strumy a Mesty (avSak
také Maritzy), nebot’ oba fi¢ni systémy dnes hosti obé vzajemné divergované linie. Struma
a Mesta (a z geografického pohledu také Maritza) jsou geograficky blizké systémy a sdileji
ichtyofaunu také dalsich druhi (Sediva et al. 2010a), a proto neni spoledny vyskyt obou
linii sekavctl piekvapivy. Pravdépodobnym vysvétlenim recentnich migracnich udalosti je

mechanismus river capture.
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5.2 Cobitis punctilineata separatné odvozena samostatna linie
skupiny Bicanestrinia, avSak Cobitis strumicae — vice nez

jeden druh?

Doklad poskytnuty touto praci podporuje druhovy statut C. punctilineata. Reciproka
monotypie, dokadzana v genech S7 a cyt b, uspokojuje pozadavek druhového konceptu
zalozen¢ho na linii (lineage-based concepts; Kottelat 1997, Wiley et Mayden 2001,
Kottelat et Freyhof 2007), spole¢né se signifikantni urovni sekvencni divergence mezi
timto druhem a sesterskym druhem C. strumicae (primérna genetickd vzdalenost v genu
cyt b mezi obéma skupinami 5,23%, net genetickd vzdalenost byla 4,65%). U druhu C.
strumicae je vSak fylogeneticky vzor komplikovangj$i. Zatimco je monofyletickd linie
jedinct z Mesty (Nestos) v cyt b (,,Z2%, Obr. 9) vymezena od zakladni skupiny (,,Z1%, Obr.
9), li$i pouze nizkou vzajemnou genetickou vzdalenosti (primérna vzdalenost 0,62%, net
vzdalenost 0,44%), jaderny marker subklady ,,Z1% a ,,Z2* nepodpofil, avSak sloucil je do
jednoho monofyletického subkladu (,,Z). Jiny vzor je pozorovatelny 1 mezi skupinami
»Z1¢ a JM*“ (Obr. 9, Obr. 10). Teoreticky vzato, praci potvrzena reciproka monofylie
subkladl ,,Z1% a ,,M* jak v jaderném, tak mitochondrialnim markeru, splituje pozadavek na
linii zalozené¢ho druhového konceptu (Kottelat 1997, Wiley et Mayden 2001, Kottelat et
Freyhof 2007). Uroveii sekvenéni divergence mezi obéma subklady v cyt b neni vysoka,
avSak ne nevyznamna (primérnd vzdalenost 1,76%, net vzdalenost 1,51%), coz by mohlo
skutecné oteviit otdzku validity dvou separatnich druhii. Pfi zohlednéni molekularnich
hodin genu cyt b odhadnuty pro rod Cobitis na 0,68% za 1 milion let na par bazi (Doadrio
et Perdices 2005) byly ob¢ linie separovany minimaln¢ po dva miliony let. Navic je nutno
zopakovat, Ze jaderny gen nepodporuje monofylii druhu C. strumicae (Obr. 10), nybrz
signifikantné jej déli na tyto dvé skupiny. Jedinci pfirodnich populaci se 1i$i také
morfologicky a morfometricky (Choleva, pers. comm.).

Zahrnuti jadernych dat je vhodnym pfistupem testu validity identifikovanych
mtDNA kladt jako separatnich druhti (Markova et al. 2010). Vzor jaderného markeru u
druhu C. strumicae je zjevné shodny se vzorem mitochondridlniho markeru. Pfitom fada
jinych dnes uzndvanych a validnich druhii postradd monofylii a exkluzivitu v jadru, jako ne
nezbytny predpoklad k uznani validity druhu. Relativné recentné divergované populace
(druhy) si totiz stdle mohou nést genetickou stopu od spole¢ného piedka. Zplsobuje to

47



zejména jiz zminény, obecné potiebny, Ctyfikrat delsi ¢as pro jadro oproti mitochondrii,
diky kterému muze dojit ke kompletnimu vysortovani dvou reciprocné monofyletickych
linii od doby izolace dvou populaci. Rada studii ukazuje, Ze u fady recentn& divergovanych
druhi k tomuto vysortovani dosud nedoslo (napt. Carstens et Knowles 2007). Geografické
vymezeni dvou druhli v rdmci C. strumicae se jevi jako pomérné¢ komplikované. Z tvodu
kapitoly vyplyva, Ze obé€ linie maji zieyjm& sekundarn€ zplsobeny piekryv geografické
distribuce (Pfiloha 2). Je tedy alesponi prozatim nezbytné zdlraznit existenci pomérné
divergovanych linii druhu C. strumicae, z nichz jedna obyva exklusivné ptitoky Dunaje a
Cerného moie v Bulharsku, druh4 se vyskytuje v dolnich tocich feky Struma (Strymon) a
jezera Volvi v Recku, které nepiisly do recentniho sekundarniho kontaktu. Vzhledem
k moZné adaptaci linii na lok4lni podminky je toto zjiSténi nutné zohlednit pii ptipadnych
zamySlenych translokaci rybich osadek a jinych rybaiskych ¢i obecné antropogennich
aktivitdch, aby se zabranilo umélému znecisténi separovanych linii novymi ,.exotickymi*

geny s moznym negativnim dopadem na lokalni populace (napt. Pagano et al. 2003).

5.3 Biogeografie C. strumicae a historické migracni cesty

vychodnim Balkanem

5.3.1 Biogeografie predka C. strumicae

Dnesni Bicanestrinia linie I-IV sensu Bohlen et al. (2006a) jsou geograficky
roz8ifené od Mezopotamie po jihozdpadni Jadran (Bohlen et al. 2006a). Od sesterské
skupiny Cobitis sensu stricto se odstépily zhruba 12-17 miliont let pfed naSim letopoctem.
V tomto obdobi doSlo k pferuseni pevninského mostu mezi Malou Asii a Evropou
(Weisrock et al. 2001). Béhem Miocénu doslo k formaci pohoti vychodniho Balkdnu a
oddéleni Bicanestrinia linii I-IV od sebe navzajem (Weisrock et al. 2001, Bohlen et al.
2006). Vzhledem ktomu, ze vSechny Bicanestrinia linie maji centra rozSifeni
v Mediteranu, je mozné se domnivat, ze centrum primarni speciace linie Bicanestrinia III,
resp. druhti C. punctilineata a C. strumicae, probihala v oblasti Egejského mote, Balkdnu a
také Anatolie. Hypotézu podporuje distribuce haplotypli obou druhi, kdy v ptipade C.
punctilineata se haplotypy vyskytuji vyhradné v ptitoku usticiho do Egejského mofte,
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v piipad¢é C. strumicae se rovnéz ob¢ zakladni linie spole¢né vyskytuji v fekach Egejské

oblasti, zatimco v Cernomofské oblasti ¢1 Dunaji nikoli.

5.3.2 Migrace C. strumicae podél egejského pobrezi

Povodi Strumy, Mesty (Nestos) a Maritzy (Evros) sdili ob& zdkladni linie C.
strumicae (Ptiloha 2, Ptiloha 3). Sdileni haplotypti horni Strumy s Mestou podporuje river
capture hypotézu sekundarniho kontaktu mezi systémem Strumy a Mesty, diky jejich
geografické blizkosti a sdileni ichtyofauny jinych druh (Sediva et al. 2010a), viz vyse.
Data vSak jiz neumoziuji potvrdit ¢i vyloucit, zda se linie dolni Strumy (,,M*) dostala na
jihovychod Balkanu pfirozené systémem Maritzy (Evros), ¢i podél pobiezi Egejského
mofe. Proti prvni hypotéze hovoii fakt, ze centralni Maritza tuto linii recentné neobsahuje,
proti druhé pak skutecnost, Ze linie neni pfili§ rozsifend v fekach podél Egejského mote
(chybi v fece Lissos ¢i Kesa - dolni Evros). Linie je vSak pfitomna v systému Nestos, kam
zjevné musela migrovat z oblasti dolni Strumy. Jesté podivuhodnéjsi je sdileny cyt b
haplotyp subkladdu ,,M* mezi Strumou a dolnim Evrosem. Opakované poklesy Egejského
mote béhem Pleistocénnich glaciaci spojovaly fi¢ni systémy a homogenizovaly fadu druhti
sladkovodnich zivoc¢ichii okolo Egejského mote (Economidis et Nalbant 1996) a je tedy

mozné, ze na dneSnim vzoru maji podil oba historické fenomény.

5.3.3 Migrace C. strumicae mezi umorimi Egejského a Cerného mofre,

testovani hypotéz kolonizace dunajskych pritoki

Za nejrecentnéj$i faunalni vyménu vychodniho Balkdnu je povazovédna druhova
migrace mezi Egejskou oblasti a fekami zapadniho pobiezi Cerného mofe a povodi
Dunaje. Absence C. strumicae na izemi dneSniho Rumunska a dale v Evropé a blizkost
haplotypi mezi jednotlivymi oblastmi vedlo autory Bohlena et al. (2006a) ke stanoveni
hypotézy postglacidlni expanze druhu smérem na sever. Hypotéza vSak dosud nebyla
testovana statisticky. Vedle této hypotézy existuje 1 hypotéza alternativni: expanze
probihala fekou Struma a déale mechanismem ,river-capture do Dunajského povodi
(Sediva et al. 2010b). V této diplomové praci jsou tyto hypotézy statisticky testovany
programem IM s cilem odhadnout role historickych populacnich izolaci a naslednych

opétovnych spojeni a odhadnout smér a vyznamnost expanznich koloniza¢nich cest. Tato

49



analyza dat vyuzivajici model koalescence zahrnuje migra¢ni parametry k odhadu historie
populac¢ni divergence (Nielsen et Wakeley 2001, Hey et Nielsen 2004) Odpovéd’ na tyto
otazky muze ptispét k pochopeni evolucni historie vychodniho Balkanu a sladkovodni
bioty a jejich reakci na klimatické zmény.

Provedena IM analyza dvou genovych dataseti potvrzuje migraci v obou
hypotetickych koloniza¢nich cestach, pouze vychodni trasa vSak slouZila k expanzi na
sever. Odhad posteroirnich densit migracnich parametrii potvrdil nenulovy pik migrace
z oblasti Egejské do Cernomotské v genu pro cyt b, ackoli podle likelihood ratio testu
nebyla migracni mira signifikantn¢ odliSnd od nuly. V jaderném genu byla mira migrace
nicméné nulova. Shodny vzor v obou markerech poskytnul odhad miry migraci v opa¢ném
sméru, tzn. z Cernomoiské oblasti do oblasti Egejské s vyraznym nenulovym pikem a
migracni mirou signifikantné odlisSnou od nuly (P < 0.05) danou likelihood ratio testem.

Na konci Pleistocénu se na misté dne$niho Cerného mote nachizelo mohutné
sladkovodni jezero existujici po tisice let, které se v ¢asném Holocénu stalo slanym motfem
(Degens et Ross 1972, Ryan et al. 1997). Bylo vSak mensi nez je tomu dnes a umoziiovalo
existenci pobfezniho Selfu a propojeni fek zapadniho biehu Cerného mote. Jak ukazuje
napiiklad rozSifeni vychodni linie hofavek rodu Rhodeus (Bohlen et al. 2006b), Sifeni
sladkovodnich druhli timto Selfem bylo mozZzné. Vysledky této prace statisticky potvrzuji
migraéni koridor podél Selfu Cerného mofe IM analyzou (Piiloha 6). Hvézdicovita
struktura Networku pro gen cyt b u druhu C. strumicae, naznacujici jasnou expanzi
dominantniho ,,Z“klddu (Obr. 7), tuto teorii siln€ podporuje. Z distribuce
nejdominantnéjSiho haplotypu tohoto kladu (Ptiloha 5) dale vyplyva, Ze tentyz haplotyp je
sdilen napfi¢ celou migra¢ni trasou, tj. mezipovodim Lissos a Maritza (Evros), podél
c¢ernomotského pobrezi na sever do feky Jantra a dale na zapad dunajskymi ptitoky az po
feku Arfar a Lom. Stiedni a zapadni egejskd oblast vSak tyto haplotypy postrada,
s vyjimkou horni Strumy, kde vSak byla migrace evidentné¢ sekundarni imigra¢ni udalosti z
Dunaje, viz déle.

Silngj§i migrace z Cerného mote jiznim smérem, nez smérem opaénym mize byt
ovlivnéna lokalnimi demografickymi a ekologickymi podminkami, jeZ panovaly béhem
dramatické historie tizemi, ¢i zpétnymi vlnami migrace UspéSnych linii na jih. Je zndma
opakovana vymeéna jedincti mezi Dunajem, pobfeznimi fekami Cerného mote az egejskou

oblasti zapadniho Turecka (Economidis et Nalbant 1996). Mezi populacemi skupiny
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Cobitis sensu stricto a Bicanestrinia v této oblasti je také vysoce pravdépodobné vzajemna
vymeéna jedinci a piepis map geografickych distribuci haplotypi a linii (Bohlen et al.
2006a). Absence migrace z jihu na sever v genu S7 neni dosud plné vysvétlena a svou roli
zde rovnéZ mohly sehrat lokalni demografické podminky. Kolonizace alternativni migra¢ni
trasou mezi Dunajem a Egejskou oblasti fekou Strumou vykazuje shodné¢ v obou
markerech v IM analyzach pouze jednosmérnou migraci, tj. z Dunaje do horni Strumy. To
ze feka Struma nebyla kolonizacni cestou C. strumicae na sever, ukazuje vedle IM analyzy
také distribuce ,,M* kladu, ktery je pfitomen v fece Mesta (Egejska oblast). Naznacuje tim
Jistou miru expanznich schopnosti, avSak nikdy neproniknul do Dunaje (Ptiloha 2, Ptiloha
3). Pfirozenou migracni trasu na sever fekou Struma nepodporuji ani jiné prace (napf.
Sediva et al. 2010b). Ackoli dosud nemame k dispozici datovani udalosti, smér $ifeni
z Dunaje do Strumy podpoieny IM je evidentné sekundarni migraci do této feky, udalosti,
ktera nasledovala az po kolonizaci Dunaje podél Cerného moie. Dominantni C. strumicae
»Z haplotyp Dunaje se totiz nachdzi vyhradné v horni Strumé, coZ plné¢ odpovida
distribuci expanzivnich gynogenetickych asexualnich linii rodu Cobitis dunajského piivodu

(Choleva et al. 2008).
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6 ZAVER

Podatilo se ziskat 248 sekvenci genu cyt b a 95 sekvenci genu S7 zjedinct
sekavcovitych ryb, nalezicich k mitochondridlni linii Bicanestrinia III. Jedinci

pochézeli z 44 lokalit Bulharska, Recka a Turecka.

Mitochondrialni DNA potvrzuje monofylii a druhovy statut dvou druhti: C. strumicae a
C. punctilineata. Analyza metodou median-joining poukazuje na hlubokou divergenci
obou druhti. Druh C. strumicae navic vykazuje hluboké vnitini ¢lenéni na minimalné
dvé kryptické linie, naznacujici proces lokalni speciace. Prvni dominantni linie obyva
témer cely studovany aredl, druha divergovana monofyleticka linie obyva jihozapad
arealu rozsiteni. . Fylogenetické analyzy genu S7 sice nepodpofily monofylii a druhovy
statut C. strumicae, avSak vymezily dva samostatné monofyletické klady v ramci druhu

C. strumicae, odpovidajici ¢lenéni v cyt b.

Analyzy mitochondrialniho genu cyt b potvrdily, ze populace C. punctilineata ptisla do

recentniho sekundarniho kontaktu a hybridizovala s druhem C. strumicae.

Provedena IM analyza dvou genovych datasetii potvrzuje obousmérnou migracni
koloniza¢ni cestu mezi Egejskou oblasti a dolnim Dunajem podél pobieznich fek (diive
historického $elfu) Cerného moife v Bulharsku. Kolonizace alternativni zapadni
migracni trasou do Dunaje z Egejské oblasti fekou Struma nebyla potvrzena, avSak
v obou markerech vIM analyzach byla shodné nalezena jednosmérnd migrace
v opaéném sméru, tj. z Dunaje do horni Strumy. Jedné se zifejmé o sekundarni migraci

zpét z imoii mote Cern¢ho do umoii moie Egejského.

52



7 SEZNAM LITERATURY

Arbogast, BS., et Kenagy, GJ. (2001). Comparative phylogeography as an integrative approach in
biogeography. Journal of Biogeography. 28:819-825.

Altekar G., Dwarkadas S., Huelsenbeck JP., Ronquist F. (2004). Motivation: Bayesian estimation
of phylogeny is based on the posterior probability. Markov chain Monte Carlo for Bayesian
phylogenetic inference. Bioinformatics. 20:407—415.

Aspock, H. (2008). Postglacial formation and fluctuations of the biodiversity of Central Europe
inthe light of climate change. Vector—Borne Diseases: Impact of Climate Change on
Vectors and Rodent Reservoirs, Berlin, 27 et 28 September 2007.

Avise JC., Arnold, J., Ball, R., Bermingham, E., Lamb, Niegel, JE., Reeb, CA., Saunders, NC.
(1987). Intraspecific phylogeography: the mitochondrial bridge between population
genetics and systematics. Annual Review of Ecology and Systematics. 18:489-522.

Avise, JC. (1994). Molecular markers, Natural history and Evolution. Chapman et Hall. New York

Avise JC. (2000). Phylogeography: The History and Formation of Species. Harvard University
Press. Cambridge. MA. 447 pp.

Avise, JC. (2009). Phylogeography: retrospect and prospekt. Journal of Biogeography. 36:3—15

Banarescu, P. (1990) Zoogeography of fresh waters. Volume 1.General distribution and dispersal
of freshwater animals. AULA —Verlag. Wiesbaden.

Bernatchez L., Glemet H, Wilson CC., Danzmann RG. (1995). Introgression and fixation of Arctic
char (Salvelinus alpinus) mitochondrial genome in an allopatric population of Brook trout
(Salvelinus fontinalis). Canadian Journal of Fisheries and Aquatic Sciences. 52:179-185.

Bernardi, G., Lape, J. (2005). Tempo and mode of speciation in the Baja California disjunct fish
species Anisotremus davidsonii. Molecular Ecology 14: 4085—4096.

Bianco, PG. (1995). Mediterranean endemic freshwater fishes of Italy. Biological Conservation.
72:159-170.

Bohlen, J., Rab, P. (2001). Species and hybrid richness in spined loaches of the genus Cobitis L.
(Teleostei: Cobitidae.), with a checklist of European forms and suggestions for their
conservation. Journal of Fish Biology. 59:75-89.

Bohlen, J., Perdices, A., Doadrio, I. et Economidis, PS. (2006a). Vicariance, colonisation and fast
local speciation in Asia Minor and the Balcans as revealed from the phylogeny of spined
loaches (Osteichthyes; Cobitidae). Molecular Phylogenetic and Evolution. 39:552-561.

Bohlen, J., Slechtova, V., Bogutskaya, N. et J. Freyhof (2006b): Across Siberia and over Europe:

Phylogenetic relationships of the freshwater fish genus Rhodeus in Europe and the

53



phylogenetic position of R. sericeus from the River Amur. Molecular Phylogenetics and
Evolution. 40:856-865.

Boore, JL. (1999). Animal mitochondrial genomes. Nucleic Acids Reseasrch. 27: 1767-1780.

Brands, SJ. (comp.). (1989-2005). Systema Naturae 2000. The Taxonomicon. Universal
Taxonomic Services, Amsterdam, The Netherlands. http://sn2000.taxonomy.nl/.

Brown, WM., George, M., Wilson, AC. (1979). Rapid evolution of animal mitochondrial DNA.
Proceedings of the National Academy of Sciences. USA 76:1967—-1971.

Buj, L., Podnar, M., Markov, M., Choleva, L., Slechtova, V., Tvrtkovi¢, N., Caleta, M., Mustafi¢,
P., Mar¢i¢, Z., Zanella, Brigi¢, A. (2008). Genetic diversity and phylogenetic relationships
of spined loaches (genus Cobitis) in Croatia based on mtDNA and allozyme analyses. Folia
Zoologica. 57:71-82.

Burridge, CP., Craw, D., Waters, JM., (2006). River capture, range expansion, and cladogenesis:
the genetic signature of freshwater vicariance. Evolution 60:1038—1049.

Burridge, CP., Craw, D. and Waters, JM. (2007). An empirical test of freshwater vicariance via
river capture. Molecular Ecology, 16:1883—1895.

Butler, JM. (2005). Forensic DNA typing — biology, technology and genetics of STR markers, 2nd
edition. Elsevier Academic Press, 241-299.

Carstens, BC., Knowles, LL. (2007). Shifting distributions and speciation: species divergence
during rapid climate change. Molecular Ecology. 16:619—627.

Cavalli-Sforza, LL. et Edwards AWF. (1967). Phylogenetic analysis: models and estimation
procedures. American Journal of Human Genetics 19:233-257.

Clark, D. (2005) Molecular Biology — Understanding the Genetic revolution: Elsevier Academic
Press, 816 pp.

Conner, JV., et Suttkus, RD. (1986). Zoogeography of freshwater fishes of the western Gulf slope
of North America pp. 412 —456, in The Zoogeography of North American Freshwater
Fishes. John Wiley, New York, 866pp.

Culling, MA., Janko, K., Boron, A., Vasil'Ev, VP., Cote, IM., Hewitt, GM. (2006). European
colonization by the spined loach (Cobitis taenia) from Ponto—Caspian refugia based on
mitochondrial DNA variation. Molecular Ecology. 15, 173-190.

De Gelas K., Janko K., Volcaert FAM., De Charleroy D., Van Houdt JKJ. (2008). Development of
nine polymorphic microsatellite loci in the spined loach, Cobitis taenia, and cross—species
amplification in the related species C. elongatoides, C. taurica and C. tanaitica. Molecular
Ecology. 8:1001-1003.

Degens, ET., et Ross, DA. (1972). Chronology of the Black Sea over the last 25,000 years.
Chemigal Geology 10:1-16.

54



Doadrio, JA., Carmona et Machordom, A. (2002). Haplotype Diversity and Phylogenetic
Relationships Among the Iberian Barbels (Barbus, Cyprinidae) Reveal Two Evolutionary
Lineages. The Journal of Heredity. 93:140-147.

Doadrio I. et Perdices A. (2005): Phylogenetic relationships among the Ibero—African cobitids
(Cobitis, Cobitidae) based on cytochrome b sequence data. Mol. Phylo. Evol. 37(2):484—
493.

Choleva, L., Apostolou, A., Rab, P., Janko, K. (2008). Making it on their own: sperm—dependent
hybrid fishes (Cobitis) switch the sexual hosts and expand beyond the ranges of their
original sperm donors. The Royal Society. 363:2911-2919.

Guo, X., Liu, S, et Liu, Y. (2006). Evidence for recombination of mitochondrial DNA in triploid
crucian carp. Genetics 172:1745-1749.

Chow, S. et Hazama, K. (1998). Universal PCR primers for S7 ribosomal protein gene introns in
fish. Molecular Ecology 7:1247-1263.

Economidis, PS., Banarescu, P., 1991. The distribution and origins of freshwater Fishes in the
Balkan Peninsula, especially in Greece. Internationale Revue der gesamten Hydrobiologie
und Hydrographie. 76:257-283.

Economidis, PS., Nalbant, TT. (1996). A study of the loaches of the genera Cobitis and
Sabanejewia (Pisces, Cobitidae) of Greece, with description of six new taxa. Travaux Du
Museum d'Histoire Naturelle “Grigore Antipa”.26:295-347.

Erk’akan F., Atalay-Ekmek¢i FG. et Nalbant TT. (1998): Four new species and one new
subspecies of the genus Cobitis (Pisces: Ostariophysi: Cobitidae) from Turkey. Turkish
Journal of Zoology. 22: 9—15.

Erk’akan F., Atalay—Ekmekg¢i, FG., Nalbant, TT. (1999).2 A review of the genus Cobitis in Turkey
(Pisces: Ostariophysi: Cobitidae). Hydrobiologia. 403: 13-26

Freyhof, J., Stelbrink, B., Ozulug, M., Economidis, P. (2008). First record of Cobitis puncticulata
from Europe with comments on its conservation status (Teleostei: Cobitidae). Folia
Zoologica 57: 16-19.

Griffiths HI., Krystufek B., Reed, JM. (2004). Balcan Biodiversity: Pattern and Process in the
European Hotspot. Kluwer Academic. Printed in the Netherlands. 203-217. ISBN: 978—1—
4020-2853-3.

Hénfling, B., Hellemans, B., Volckaert, FAM., Carvalho, GR. (2002). Late glacial history of the
cold—adaptet freshwater fish Cottus gobio, revealed by microsatellites. Molecular Ecology.
11:1717-1739.

Hays, JD., Inbrie, J., Shackleton, NJ. (1976). Variations in the Earth’s orbit: pacemaker of the ice
ages. Science. 194:1121-1132.

55



Hewitt, GM. (1996). Some genetic consequences of ice ages, and their role in divergence and
speciation. Biological Journal of the Linnean Society. 58:247-276.

Hewitt, GM. (1999). Post—glacial re—colonization of European biota. Biol J Linn Soc 68:87-112.

Hewitt, GM. (2000). The genetic legacy of the Quaternary ice ages. Nature 405: 907-913.

Hewitt, GM. (2004). Genetic consequences of climatic oscillations in the Quaternary. The Royal
Society 359:183-195.

Hey J., Nielsen R. (2004). Multilocus methods for estimating population sizes, migration rates and
divergence time, with applications to the divergence of Drosophila pseudoobscura and D.
persimilis. Genetics. 167:747-760.

Hey J. (2005). On the number of New World founders: a population genetic portrait of the peopling
of the Americas. Public Library of Science Biology. 3:965-975.

Hey J, Nielsen R. (2007). Integration within the Felsenstein equation for improved Markov chain
Monte Carlo methods in population genetics. Proceedings of the National Academy of
Science.104:2785-2790

Janko, K., Culling, MA., Rab, P., Kotlik, P. (2005). Ice age cloning — comparison of the
Quaternary evolutionary histories of sexual and clonal forms of spiny loaches (Cobitis:
Teleostei) wusing the analysis of mitochondrial DNA variation. Molecular
Ecology.14:2991-3004.

Hillis, DM., et Dixon, MT. (1991). Ribosomal DNA: molecular evolution and phylogenetic
inference. The Quarterly Review of Biology 66: 411-453.

Huson D.H., Bryant D. (2006). Application of phylogenetic networks in evolutionary studies.
Molecular Biology and Evolution. 23:254-267.

IUCN (2010). IUCN Red List of Threatened Species. Version 2010.2. http://www.iucn.redlist.org
Downloaded on 29 June 2010.

Janko K., Flajshans M., Choleva L., Bohlen J., Slechtova V., Rabova M., Lajbner Z., Slechta V.,
Ivanova P., Dobrovolov I., Culling M., Persat H., Kotusz J. et Rab P. (2007): Diversity of
European spined loaches (genus Cobitis L.): an update of the geographic distribution of the
Cobitis taenia hybrid complex with a description of new molecular tools for species
determination. Journal of Fish Biology. 71:387—408.

Koskinen, MT., Ranta, E, Piironen, J, Veselov, A, Titov, S, Haugen, T.O. et a/ (2000). Genetic
lineages and postglacial colonization of grayling (Thymallus thymallus, Salmonidae) in
Europe, as revealed by mitochondrial DNA analyses. Molecular Ekology. 9:1609-1624.

Kottelat, M., (1997). European freshwater fishes. An heuristic checklist of the freshwater fishes of
Europe (exclusive of former USSR), with an introduction for non-systematists and

comments on nomenclature and conservation. Biologia 52, S1-S271.

56



Kottelat, M., Freyhof, J., (2007). Handbook of European Freshwater Fishes. Publications Kottelat,
Cornol, Switzerland.

Kotlik P, Markova S, Choleva L, Bogutskaya NG., Ekmekci FG., Ivanova PP. (2008) Divergence
with gene flow between Ponto—Caspian refugia in an anadromous cyprinid Rutilus frisii
revealed by multiple gene phylogeography. Molecular Ekology. 17:1076—1088.

Ladoukakis, ED., Zouros E. (2001). Recombination in Animal Mitochondrial DNA: Evidence from
Published Sequences. Molecular Biology and Evolution. 18:2127-2131.

Lockhart, PJ., Penny, D. et Meyer, A. (1995). Testing the phylogeny of swordtail fishes using split
decomposition and spectral analysis. Journal of Molecular Evolution. 41(5): 666—674.

Mallet, J. (2005): Hybridization as an invasion of the genome. Trends in Ecology and Evolution.
20:229-237.

Mallet, J. (2007): Hybrid speciation. Nature. 446:279-283.

Markova S., Sanda R., Crivelli A., Shumka S., Wilson IF., Vukic J., Berrebi P., Kotlik P. (2010).
Nuclear and mitochondrial DNA sequence data reveal the evolutionary history of Barbus
(Cyprinidae) in the ancient lake systems of the balkane. Molecular Phylogenetics and
Evolution. 55 (2), pp. 488-500.

McDonald JHM., Kreitman M. (1991). Adaptive protein evolution at the Adh locus in Drosophila.
Nature. 351:652—654.

Page RDM. (1996). Tree View: An application Nalbant TT., Rab P., Bohlen J. et Saitoh K. 2001:
Evolutionary success of the loaches of the genus Cobitis (Pisces: Ostariophysi: Cobitidae).
Travaux du Muséum National d’Histoire Naturele. 43: 277-289.

Nesbo, CL., Fosseheim, T., Vollestad, A., Jakobsen, KS. (1999). Genetic divergence and
phylogeographic relationships among European perch (Perca fluviatilis) populations reflect
glacial refugia and postglacial colonization. Molecular Ekology. 8:1387-1404.

Nielsen, R., et Wakeley, J.(2001) Distinguishing migration from isolation: a Markov chain Monte
Carlo approach. Genetics. 158: 885-896.

Novel, JP., Dimadi, A., Zervopoulou, A. et Bakalowicz, M. (2007). The Aggitis karst system,
Eastern Macedonia, Greece: Hydrologic functioning and development of the karst
structure. Journal of Hydrology. 334:477—492.

Orrell, TM. (2000). A molecular phylogeny of the Sparidae (Perciformes: Percoidei). Dissertation.
The College of William and Mary in Virginia, 291s.

Pagano, A., Dubois, A., D. Lesbarréres, et T. Lodé. 2003. Frog alien species: A way for genetic
invasion? Comptes Rendus Biologies. 236:85-S92.

Page RDM. (1996). Tree View: An application to display phylogenetic trees on personal
computers. Bioinformatics. 12(4):357-358.

57



Palumbi, SR., Cipriano, F., Hare, MP. (2001). Predicting nuclear gene coalescence from
mitochondrial data: the three—times rule. Evolution. 55:859-868.

Pearson, RG., Dawson, TP. (2003). Predicting the impacts of climate change on the distribution of
species: are bioclimate envelope models useful? Global Ecology et Biogeography. 12:361—
371.

Perdices, A., Doadrio, I. (2001). The molecular systematics and biogeography of the European
Cobitids based on mitochondrial DNA sequences. Molecular Phylogenetics and Evolution.
19:468-478.

Perdices, A., Bohlen, J., Doadrio, I. (2008) The molecular diversity of adriatic spined loaches
(Teleostei, Cobitidae). Molecular Phylogenetics and Evolution. 46(1):382-390.

Peters JL, Zhuravlev Y, Fefelov I, Logie A, Omland KE. (2007). Nuclear loci and coalescent
methods support ancient hybridization as cause of mitochondrial paraphyly between
gadwall and falcated duck (4nas spp.). Evolution. 61:1992-2006.

Posada D., Crandall KA. (1998). Modeltest: testing the model of DNA substitution. Bioinformatics,

14:817-818.

Rab, P., Rabova, M., Bohlen, J. et Lusk, S. (2000). Genetic differentiation of the two hybrid
diploid—polyploid complexes of loaches, genus Cobitis (Cobitidae) involving C. taenia, C.
clongatoides and C. spp. in the Czech Republic: karyotypes and cytogenetic diversity.
Folia Zoologova. 49:55—66.

Reinig, W. (1950): Chorologische Voraussetzungen fiir die Analyse von Formenkreisen.
Syllegomena Biologica, Festschrift fiir O. Kleinschmidt. 1950:364-378.

Reyjol, Y., Hugueny, B., Pont, D., Bianco, PG., Beier, U., Caiola, N., Casals, F., Cowx, L.,
Economou, A., Ferreira, T., Haidvogl, G., Noble, R., De Sostoa, A., Vigneron, T., et
Virbickas, T. (2007). Patterns in species richness and endemism of European freshwater
fish. Global Ecology and Biogeography. 16:65-75.

Rogl, F., (1998). Palacogeographic considerations for Mediterranean and Paratethys Seaways
(Oligocene to Miocene). Ann. Naturhist. Mus. Wien. 99:279-310.

Rogl, F. (1999). Mediterranean and pratethys. Facts and hypotheses of an Oligocene to Miocene
paleogeography (short overview). Geologica Carpathica, 50:339-349.The European
Environment Agency http://www.eea.europa.eu/.

Rozas, J., Sanchez—DelBarrio, JC., Messeguer, X., Rozas, R. (2003). DNASP, DNA polymorphism
analyses by the coalescent and other methods. Bioinformatics. 19:2496-2497.

Roy, K., Valentine, JW., Jablonski, D., Kidwell, SM. (1996) Scales of climatic variability and time
answering in Pleistocene biotas: implications for ecology and evolution. Trends in Ecology

and Evolution. 11:458—453.

58



Ryan WBF., Pitman WC. III, Major CO. et al. (1997) An abrupt drowning of the Black Sea shelf.
Marine Geology, 138:119— 126.

Saitou N., Nei M. (1987). The neighbor—joining method: a new method for reconstructing
phylogenetic trees. Molecular Biology and Evolution. 4:406-425.

Schmidt, TR., Bielawski, J. P., et Gold, JR. (1998). Molecular phylogenetics and evolution of the
cytochrome b gene in the cyprinid genus Lythrurus (Actinopterygii: Cypriniformes).
Copiea. 1:14-22.

Schmitt, T. (2006). Molecular biogeography of Europe: Pleistocene cycles and postglacial trends.
Frontiers in Zoology. 4:11.

Slatkin M. (2005). Seeing ghosts: the effect of unsampled populations on migration rates estimated
between sampled populations. Molecular Ecology. 14:67—73.

Sullivan J., Swofford DL. (2001). Should we use model-based methods for phylogenetic inference
when we know assumptions about among-site rate variation and nucleotide substitution
pattern are violated? Systematic Biology. 50:723-729.

Susnik, S., Snoj, A., et Dovc, P. (2001). Evolutionary distinctness of grayling (Thymallus
thymallus) inhabiting the Adriatic river system, as based on mtDNA variation.Biological
Journal of the Linnean Society. 74: 375-385.

Swofford DL. (2002). PAUP: Phylogenetic Analysis Using Parsimony (and other methods). 4.0
beta 10 ed. Sunderland, MA: Sinauer.

Sediva, A., Apostoulou, A., Kohout, J., Bohlen, J. (2010a). Molecular phylogeographic analyses of
the loach Oxynoemacheilus bureschi reveal post—glacial range extensions across the
Balkans. Journal of Fish Biology. 76:357-368.

Sediva, A., Apostoulou, A., Janko, K., Kohout, J., Kostov, V., Sanda, R. (2010b). Genetic structure
and distribution of Oxynoemacheilus bureschi (Balitoridae, Teleostei), and its
phylogenetic relationships with other European stone loaches. Folia Zoologica. 57:111—
119.

Slechtova, V., Bohlen, J., Freyhof, J., Persat, H. et Del Mastro, G. (2004) The alps as barrier to
dispersal of cold—adapted freshwater fishes? Phylogeographic history and taxonomic status
of the bullhead in the Adriatic freshwater drainage. Molecular Phylogenetics and
Evolution. 33:225-239.

Taberlet P., Fumagalli L., Wust—Saucy AG., Cosson JF. (1998). Comparative phylogeography and
postglacial colonization routes in Europe. Molecular Ecology.7:453—464.

Takacs, P., Csoma, E., Eros, T., Sandor Nagy, A. (2008). Distribution patterns and genetic
variability of three stream—dwelling species. Acta Zoologica Acadeniae Scientiarum

Hungaricae. 54(3): 289-303.

59



Thompson, JD., Higgins, DG., Gibson, TJ. (1994). CLUSTAL W: improving the sensitivity of
progressive multiple sequence alignment through sequence weighting, position.specific
gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Research. 22:4673-4680.

Tsigenopoulos, CS., Berrebi, P. (2000). Molecular phylogeny of north Mediterranean freshwater
barbs (genus Barbus: Cyprinidae) inferred from cytochrome b sequences: biogeographic
and systematic implications. Molecular Phylogenetics and Evolution. 14:165-179.

Vasil’eva ED, Vasil’ev VP. (2006). Cobitis pontica sp. nova—a new spined loach species
(Cobitidae) from the Bulgarian waters. J Ichthyol. 46:15-20.

Von Haeseler A., Strimmer K. (2003). Phylogenetic inference based on maximum likelihood
methods with TREE-PUZZLE. In M. Salemi, A.M. Vandamme (eds.). The Phylogenetic
Handbook, 137-159, Cambridge University Press, Cambridge.

Vladykov, VD., Renaud CB., Kott, E., et ECONOMIDIS, PS. (1982): A new nonparasitic species
of Holarctic lamprey, genus Eudontomyzon Regan, 1911 (Petromyzontidae), from Greece.
Canadian Journal of Fisheries and Aquatic Science. 60: 2897-2915.

Webb,T., Bartlein, PJ. (1992) Global changes during the last 3 million years: climatic controls and
biotic response. Annual Review of Ecology and Systematics. 23:141-173.

Weisrock, DW., Macey, JR., Ugurtas, IH., Larson, A., Papenfuss, TJ., (2001). Molecular
phylogenetics and historical biogeography among salamandrids of the “true” salamander
clade: rapid branching of numerous highly divergent lineages in Mertensiella luschani
associated with the rise of Anatolia. Molecular Phylogenetics and Evolution. 18:434—448.

Wiley, EO., Mayden, RL., (2000). The evolutionary species concept. In: Wheeler, QD., Meier, R.
(Eds.), Species Concepts and Phylogenetic Theory: A Debate. Columbia University Press,
New York, pp. 70-89.

Ronquist F., Huelsenbeck JP. (2003). MrBayes 3: Bayesian phylogenetic inference under mixed
models. Bioinformatics, 19:1572—-1574.

Won YJ, Hey J. 2005. Divergence population genetics of chimpanzees. Molecular Biology and
Evolution. 22:297-307.

Yang Z., Rannala B. (1997). Bayesian phylogenetic inference using DNA sequences: a Markov
chain Monte Carlo method. Molecular Biology and Evolution, 14:717-724.

60



8 PRILOHY

Seznam priloh:

P¥iloha. 1: Mapa vychodniho Balkanského poloostrova (izemi dneniho Bulharska, Recka
a evropské ¢asti Turecka zndzornujici 44 lokalit s odchycenymi a analyzovanymi jedinci.
P¥iloha 2: Mapa vychodniho Balkanského poloostrova (tizemi dne$niho Bulharska, Recka
a evropské ¢asti Turecka) znazorujici 44 lokalit s odchycenymi a analyzovanymi jedinci a
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jejich haplotypové slozeni genu S7.
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Priloha 5: Pocet sekvenovanych jedinct genu cyt b a S7 na jednotlivych lokalitach a jejich
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Priloha 7: Vysledky analyzy IM

Ptiloha 8: Variabilni pozice a jejich nukleotidové slozeni v mitochondridlnim genu cyt b,
definujici 51 rGznych haplotypi (Hap) 248 jedinct patticich do taxonl C. strumicae a C.
puntilineata.

Ptiloha 9: Variabilni pozice a jejich nukleotidové slozeni v mitochondrialnim genu S7,
definujici 22 riznych haplotypit (Hap) 94 jedinct patticich do taxond C. strumicae a C.

puntilineata.



Piiloha 1: Mapa vychodniho Balkanského poloostrova (izemi dnesniho Bulharska, Recka a evropské ¢asti
Turecka znazornujici 44 lokalit s odchycenymi a analyzovanymi jedinci. Koordinaty jednotlivych lokalit jsou
zaznamenany v Ptiloze 4.




Piiloha 2: Mapa vychodniho Balkanského poloostrova (izemi dnesniho Bulharska, Recka a evropské Gasti
Turecka) znazoriujici 44 lokalit s odchycenymi a analyzovanymi jedinci a jejich haplotypové slozeni genu
cyt . Tmave zelenou barvou je znazornéna bazalni skupina (Z1), svétle zelena barva oznacuje monofyleticky
subklad jedinci z feky Mesta (Nestos; Z2), tmavé modrou barvou je znazornén jihovychodni subklad (M) a
&ervenou barvou jsou znazornény haplotypy, jez nesou jedinci druhu C. punctilineata (C). Nazvy haplotypti
koresponduji s Pfilohou 4 a Y a textem. Velikost vysece u jednotlivych haplotypt je proporcni k poctu
jedincu sdilejici stejny haplotyp na dané lokalité.




Piiloha 3: Mapa vychodniho Balkanského poloostrova (izemi dnesniho Bulharska, Recka a evropské ¢asti
Turecka znazorijici 23 lokalit s odchycenymi a analyzovanymi jedinci a jejich haplotypové slozeni genu
S7. Tmavé zelenou barvou je znazornéna bazalni skupina (Z), tmavé modrou barvou je znazornén
jihovychodni subklad (M) a Cervenou barvou jsou znazornény haplotypy, jez nesou jedinci druhu C.
punctilineata (C). Nazvy haplotypt koresponduji s Ptilohou 4 a Y a textem. Velikost vysete u jednotlivych

haplotypi je proporéni k poctu jedinct sdilejici stejny haplotyp na dané lokaliteé.




Piiloha 4: Seznam lokalit odchycenych jedinct linie Bicanestrinia 111

GPS souradnice

Nazev lok. Lokalita Oblast N E
1. 09BG11 f. Elesnitza Bulharsko 42,974 27,443
2. 09BG13 . Provadijska Bulharsko 43,09 27,608
3. 09BG15 . Aheloy Bulharsko 42,702 27,59
4. 09BG16  F. Vit Bulharsko 43,438 24,542
5. 09BG18 . Cibrica Bulharsko 43,672 23,451
6. 09BG2 f. Ropotamo Bulharsko 42,285 27,553
7. 09BG20 . Lom Bulharsko 43,487 23,24
8. 09BG21 f. Iskar Bulharsko 42,536 23,493
9. 09BG22 . Nestos Bulharsko 42,507 22,892
10. 09BG3 f. Dyavolska Bulharsko 42,887 23,955
11. 09BG5 f. Rusokastrenska Bulharsko 42,488 27,164
12. 09BG8 f. Sredecka Bulharsko 42,387 27,053
13. 09GR1 f. Nestos Recko 41,073 24,757
14. AGGR F. Aggitis Recko 40,938 23,836
15. ARKO f. Nestos, Arkoudorema Bulharsko 41,291 24,487
16. ATJ f. Vidima, Aprilci Bulharsko 43 24,903
17. B10 f. Cibrica Bulharsko 43,562 23,067
18. B4 f. Arcar Bulharsko 43,81 22,85
19. CALB5 f. Stryama Bulharsko 42,185 24,908
20. CALB 6 f. Banska Bulharsko 42,021 25,522
21. CALB7 f. Kayalijka Bulharsko 42,089 25,371
22. CALB 8 f. Maritza, Dimitrovgrad Bulharsko 42,054 25,065
23. CSTR 1 f. Struma Bulharsko 42,004 23,052
24. DAGR f. Diavolorema Recko 41,134 26,293
25. DEJA f. Vidima, Debnevo Bulharsko 42,958 24,843
26. CHAN f. Nestos Bulharsko 40,954 24,588
27. JAN f. Jantra Bulharsko 43,482 25,72
28. KAGR f. Aggitis, Kalambaki Recko 41,048 24,095
29. KOST f Maritza, Kostenets Bulharsko 42,287 23,903
30. LIGR f. Lissos Recko 41,017 25,42
31. MA1 f. Vaca Bulharsko 42,117 24,553
32. MA2 f. Pjasacnik Recko 42,458 24,475
33. PARV f. Maritza, Parvomay Bulharsko 42,136 25,243
34. ST2 f. Struma Bulharsko 42,004 24,052
35. STBU 1 f. Struma Bulharsko 41,488 23,262
36. STBU 2 f. Struma Bulharsko 41,848 23,141
37. STGR f. Strymon Recko 41,055 23,34
38. T1 f. Lolapasha Turecko 41,777 26,682
39. T2 f. Kanli Dere Turecko 41,343 26,925
40. T6 f. Kesa, Ebro drainage Turecko 40,766 26,592
41. TUND f. Tundja Bulharsko 42,086 25,508
42. VACA f. Vaca Bulharsko 4214 24,604
43. VOGR j. Volvi Recko 40,655 23,613
44, C4 f. Jantra Bulharsko 43,277 25,9316




Priloha 5: Pocet sekvenovanych jedincii genu cyt b a S7 na jednotlivych lokalitach a jejich haplotypové

slozeni

Nazev lok. Ncytb Haplotyp cyt b N S7 Haplotyp S7
1. 09BG11 10 H1(10) 2 H2(2)
2. 09BG13 1 H1(1) 1 H2(1)
3. 09BG15 6 H1(4), H2(1), H3(1) 4 H2(4)
4, 09BG16 17 1H1(3), H44(1), H17(2), H4(1) 5 H2(5)
5. 09BG18 11 H1(1), H5(4) H6(6) 7 (6), H16(1)
6. 09BG2 4 H1(3), H8(1) 1 H(1)
7. 09BG20 9 H1(5), H5(1), H7( ) 7 H2(5), H18(2)
8. 09BG21 5 H1(5) 4 (2), H19(1), H20(1)
9. 09BG22 1 H1(1) ©
10. 09BG3 1 H8(1) O
11. 09BG5 1 H9(1) O -
12. 09BG8 12 H1(11), H10(1) 1 H2(1)
13. 09GR1 12 H20(1), H45(1), H11(4), H12(3), H13(2), H14(1) 6 H2(1), H3(1), H5(1), H7(1), H12(1), H15(1)
14. AGGR 3 H15(2), H16(1) 2 H7(1), H8(1)
15. ARKO 4 H12(3), H21(1) - -
16. ATJ 5 H1(4), H22(1) 1 H2(1)
17. B10 6 H1(1), H4(1), H5(4) - -
18. B4 3 H1(3)
19. CALB 5 1 H1(1)
20. CALB 6 1 H4(1)
21. CALB 7 1 H1(1)
22. CALB 8 4 H1(3), H18(1)
23. CSTR 1 2 H19(1), H20(1) -
24. DAGR 10 H1(7), H4(1), H24(1), H29( ) 5 (5)
25. DEJA 2 H1(2) 2 H2(1), H21(1)
26. CHAN 5 H12(1), H13(1), H21(1), H23(1), H24(1) 2 H2(1), H4(1)
27. JAN 6 H1(6) 4 H2(3), H18(1)
28. KAGR 11 H30(1), H48(2), H49(5), H50(1), H51(2) 8 H9(1), H10(1), H13(4), H14(2)
29. KOST 4 H1(4) -
30. LIGR 9 H20(6), H25(1) H26(1), H27(1) 2 H16(1), H17(1)
31. MA 1 5 H1(3), H31(1), H32(1) 3 H2(2), H18( )
32. MA 2 10 H1(3), H24(6) H33(1) 1 M3(1)
33. PARV 2 H1(1), H28(1) 2 H22(1), H23(1)
34. ST 2 8 H1(1), H24(4), H38(1), H39(1), H40(1) 7 H2(1), H3(2), H7(2), H8(2)
35. STBU 1 3 H30(3) 1 H2(1)
36. STBU 2 2 H1(1), H24(1) 1 H3(1)
37. STGR 5 H15(1), H34(1), H35(1), H36(1), H37(1) 4 H7(1), H8(1), H11(2)
38. T1 10 H1(5), H24(2), H30(1), H37(1), H41(1) 4 H2(2), H3(1), H20(1)
39. T2 3 H1(1), H42(1) H43(1) -
40. T6 6 H1(1), H44(5) - -
41. TUND 5 H1(4), H9(1) 1 H2(1)
42. VACA 5 H1(5) 2 H2(1), H20(1)
43. VOGR 10 H24(4), H46(6) 4 H6(2), H12(1), H16(1)
44. C4 7 H1(7) - -
celkem 248 94

Pozn.: n cyt b — pocet sekvenovanych jedincti genu cyt b; n S7 — opoCet sekvenovanych jedinct genu S7;
Haplotyp cyt b — haplotypové slozeni genu cyt b na jednotlivych lokalitach; Haplotyp S7 - haplotypové
slozeni genu S7 na jednotlivych lokalitach; H1 — H51 oznacuje Cislo haplotypu, udaj v zavorce vyjadiuje
pocet jedincti s danym haplotypem



Piiloha 6: Posteriorni distribuce pravdépodobnosti (vaZena muta¢ni mirou) odhadnuta pro migra¢ni miry
programem IM pro mitochondrialni gen cyt b a separatné jaderny gen S7
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Piiloha 7: Vysledky analyzy IM

Cytb 9(: eE eCE t Mm,p4o¢ m,cdE

Mean 7.9332 453208 1382133  132.1500 1.9000 3.9000
HPD90Lo 0.5216  31.5955 8.0979t 1.35007 0.02007 0.4200
HPD90Hi 18.3644  54.8736 274.3678% 262.05007 10.4200t 10.5800

Cytb eD eS eDS t m,s4p M,pdos
Mean 9,1238 35,5549  125,1666 154,35 0,1 0,22
HPD90Lo 3,5835 23,6101 0,1271+ 18,7500} 0,02 0,02
HPD90Hi 15,5791 50,8037 254,01831 299,8500} 0,54 0,66

S7 eE ec eCE t M, g4 Mm,¢4E
Mean 5.5699 0.4304 32.1538  150.7500 20.5250 16.4250

HPD90Lo  0.2762F  0.0064  0.0321f  3.75001  2.3750f  0.0250%
HPDOOHi  12.8422%f  3.5912  64.2112% 299.85001  46.0750f  46.0750%

S7 05 0p Osp t M,pgos M,s40D
Mean 1,8325 0,6396 35,8241 151,35 8,9 16,9
HPD90Lo 0,0072F 0,0072 0,0359t 4,6500t 0,1000t 0,1000t
HPD90Hi 9,1052} 4,0891  71,82797 299,85001 199,90001 199,90007

Pozn.: 0 - ¢as od rozdéleni ancestralni populace, m - migra¢ni mira, 7 indikuje ze HDP
interval se nezda byt prilehlym a odhady nejsou spolehlivé, HPD90Lo — dolni hranice
odhadu hranice 90% intervalu, HPD9OHi — horni hranice odhadu hranice 90% intervalu, C
— timoti Cerného mote, E — imoti Egejského mote D — povodi Dunaje, S — povodi Strumy



Piiloha 8: Variabilni pozice a jejich nukleotidové slozeni v mitochondrialnim genu cyt b, definujici 51
riznych haplotypti (Hap) 248 jedincu patticich do taxont C. strumicae a C. puntilineata

Pozice

[ 111 1122222223 3333344445 5556666666 7777778888 889999]
[ 1345679347 8901467892 3678936890 1380145789 0245790345 670134]
#Hap_1l TCTCAGTTTC TGTATTCTCA TTATTCTATT CGACCTAAAT ACCTTGTTAA CGTCAC
1 T 1 o
1 T W o . .C....
1 T 1 o S
1 T 1 o T Y
1 T 1 o
1 T 1 o
1 T 1 o R
#HAP_9 i e e 1
#Hap_10 .......... T
1 T 1 o 0 e

1 T 1 o T 0
1 T ¥ T 7
1T ¥ T 1 T.....
#Hap_34 ......... T ...t Gttt it i iane e e G..ut C.G. ......
#Hap_35 ..C..C...T ..... Cover ettt e G v C.Gu vuuunn
#Hap_36 ..C...... T ...t Gttt it taee rae e s C.G. ......
#Hap_37 ......... T ...t Cottr it i ian e e G..ut C.G. ......

..CGCC ..CTTCG... GT.CCA...

C.G
. C.G.. .
#Hap_49 ........ C. ..C.CCT.T. C.G...CGCC ..CTTCG... G..CCA...
C.G.
C.G...CGCC ..CTTCG... G..CCA...

o000




Priloha 8. Pokracovani

Pozice

[ 1111113131 111131111311 1111713111311 1111111111 1111111111 222222]
[ 9000001111 1122222333 3344444555 6666677777 8888889999 000011]
[ 5014890125 8901278025 7801469135 0236901346 0156785679 145712]

TTTATCTTAA ATACTCCAAA ACTTATGCAC ACCGCGAGAT ATACTCCAAG TACCAT

#Hap_46
#Hap_47
#Hap_48
#Hap_49
#Hap_50
#Hap_51




Piiloha 9: Variabilni pozice a jejich nukleotidové slozeni v mitochondrialnim genu S7, definujici 22 riznych
haplotypti (Hap) 94 jedinct patiicich do taxont C. strumicae a C. puntilineata

Pozice

[ 111122222 2333333334 4444455555 666666]
[ 7056624577 7124556780 0035803688 012455]
[ 7471577526 8361560584 6753795315 897907]
Hap_2 TCCAGTGCAA CTTCTCACTA CAGGCTAATT CCATAC
Hap_3 .. i e T ..... Coven vivan
Hap_4 e C......
Hap_5 e T ..... C C......
Hap_6 LT..C..T- ..GTGA.. TT.A C A.C..T
Hap_7 T..C..T- ..GTGA.. T..A C A.C..
Hap_8 T.TCT.T- GTGA. . TT.AA..C A.C..
Hap_9 ?T.C.TT- T..TGA.. Y S C. A.C..
Hap_10 ?T.C.TT- T..TGA..C. ..7..... C. A.C..
Hap_11 T..C..T- GTGA. . T..A C A.C..
Hap_12 T.TCT.T- GTGA. . T..A C A.C..
Hap_13 L2 . CTT- T..TGA. ... o i e n . C. A.C..
Hap_14 2. C.TT- T..TGAT... ... C. A.CCC.
Hap_15  .......... At s e A.C
Hap_16  .......... AL it e e
Hap_l7 it i i e A.C
Hap_18  ......... G ....... T.o vivnnn G.vi i
Hap_19  .......... oo C Aoiin ienan
Hap_20 Cittiiiere creiaaaaae e Coven vivan
Hap_21 Covnnnnn G vuuvnnn Too venn. CG.vv v
Hap_22 it i i e C T




