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1 Uvod

Rad letounti (Chiroptera), ktery je z hlediska evoluce neobyéejné tisp&inou skupinou (tvofi
zhruba ctvrtinu vsech savéich druhtl), patii k nejkomplexnéji zkoumanym skupindm savcu.
Taxonomicky, biogeograficky a ekologicky vyzkum letounti mé nejdelsi tradici v Evropé,
prestoze palearktické druhy tvori necelych deset procent druhové diverzity fadu (Horacek et
al. 2000). Maximalni druhové diverzity dosahuji letouni v tropech a subtropech, kde také lezi
pravdépodobna vyvojova centra soucasnych skupin (Bogdanowicz et Owen 1992) a odkud se
opakované po ustupech kvartérniho zalednéni Sifili do temperatnich oblasti. Z pohledu
chiropterologie zaujima vyzna¢né misto v ramci Palearktidy oblast Stfedomofi, piedstavujici
z hlediska vyvoje evropské flory a fauny v kvartéru tizemi mimoiadného vyznamu (Bilton et
al. 1998, Lozek et Horacek 2004a, b). Dlouholety a detailni chiropterologicky vyzkum
nashromazdil z tohoto Gzemi velké mnozstvi informaci, které je mozno za vyuziti novych

metod a pristupll interpretovat ve svétle nejnovéjsich fylogeografickych poznatkd.

1.1 Strucna charakteristika Stredomori

Stiredomotska podoblast palearktické oblasti zaujima severni ¢ast Afriky, jizni Evropu — od
Kanarskych ostrovii, Iberského poloostrova po Bosporskou uzinu a dale zahrnuje Predni Asii
az po Kaspické jezero a Persky zaliv (Buchar 1983). Vychodnéji jsou k ni ptitazovéany jizni
oblasti u Kaspického jezera pod severnimi svahy pohoii Elborz (hyrkanska provincie) a tzky
pruh eremidlnich Gzemi pfi pobfezi Arabského moie az k zédpadni hranici indomalajské
oblasti. Posledni zminéna oblast byvala n¢kdy piifazovana i ke stfedoasijské podoblasti.

Ve Stfedomoii je mozno nalézt mnoZstvi rozmanitych endemickych taxonti, z nichz
mnohé ndlezeji do skupin s vyrazné tropickym rozsitenim. LeZi zde centra, v nichZ podle
doneddvna obecné rozsifenych piedstav preckavala invazni arborealni fauna eurosibifské
celé oblasti zapadni Palearktidy povazuje Stredomoii de Lattin (1967). Jeho jadrem jsou
uzemi priléhajici ke Sttedozemnimu mofi (které je soucasti Atlantského oceanu), nalezeji
vSak k nému 1 oblasti vzdalené od pobtezi stovky kilometrti, hovoii se o tzv. holomediteranu.
De Lattin (1967) jej déli na devét podoblasti: atlantomediteranni, adriatomediteranni,

pontomediteranni, tyrrhenskou, kanarskou, mauretanskou, kyrénskou, krétskou a kyperskou.



Ptirozenym centrem Stfedomoii je panev Stiedozemniho mote. Z geografického
hlediska se rozklada od Gibraltarské Gziny na zapad¢ po Marmarské mote, Bosporskou uZinu
a Levantské mote na vychodé. Zatimco Marmarské mote je chdpano bézné jako soucast
Sttedozemniho mote, Cerné moie za jeho souéast povazovano nebyva. V nejvychodnéjsi ¢asti
je Stfedozemni mote spojeno uméle vytvorenym Suezskym priplavem s Rudym motem.
Me¢lky podmoisky hibet tdhnouci se od Sicilie k pobiezi Tuniska déli Stfedozemni mofe na
dvé casti/podoblasti: zdpadni Stredomoii a vychodni Stfedomoti. Vyznamnou soucasti
Stfedozemniho mote jsou velké ostrovy — Sardinie, Sicilie, Korsika, Malta, Kréta a Kypr.
Flora a fauna téchto ostrovi je tvofena unikatnimi spoleCenstvy a je pozoruhodnd z hlediska

fylogeneze a fylogeografie.

1.2 Stredomori jako ,,horky bod“ evoluce palearktické fauny v kvartéru

Stfedomotfi je pfisuzovana klicova tloha v evoluci evropské fauny a flory v obdobi kvartéru,
kdy dochazelo ke stfidani glacidlnich a interglacialnich udobi. Toto Gizemi bylo v minulosti
vSeobecn¢ povazovano za refugium druhli a spolecenstev, které nebyly schopné piezivat
v severnich zemépisnych Sitkach v dobé kvartérnich zalednéni. Podle donedavna piijimanych
pfedstav se aredly organismi s nastupujicimi obdobimi glacidli stahovaly na jih do
sttedomotské oblasti, odkud se ze dvou az tii refugii v dobé interglacidlu Sifily zpét do
pivodnich oblasti na severu (de Lattin 1967, Buchar 1983, Spinar 1986). Vyzkumy
posledniho desetileti vSak naznacuji, ze dosavadni predstavy opakovanych migraci a ustupt
ze severnéji leZicich oblasti do Stfedomoii a naslednych rekolonizaci bude nutno revidovat.
Ukazuje se, ze existuji druhy, u nichZ se s nastupem glaciald astup na jih predpokladal a
ptitom jejich vyskyt v oblasti Stfedomoii v dobé glacialu nelze dolozit. To znamena, Ze tyto
druhy musely neptiznivé udobi zalednéni piezivat na stanovistich mnohem vySe na severu nez
se doposud predpokladalo (Bilton et al. 1998, Lozek et Horacek 2004a, b). Ve svétle novych
poznatkli se Stfedomoii daleko vice jevi jako tizemi vyznalujici se znacnym druhovym
endemismem nez oblasti, kterd slouzila jako zékladna pro postglacialni kolonizaci
sttedoevropského regionu (Bilton et al. 1998). Oblast Stfedomoii je povazovana za ,,horky
bod“ v evoluci diverzity palearktické fauny, za kiiZzovatku spolecenstev lesit mirného pasma
zapadni Palearktidy a spolecenstev semiaridniho pésu jizni Palearktidy (Gaton et Divid 1994).

Studium miry diferenciace mezi sttedoevropskymi a sttedomotskymi populacemi blizce
pribuznych taxont je jednim z aktualnich ukoll systematické zoologie a fylogeografie, a to

zejména v souvislosti s ménicim se pohledem na vyvoj fauny stiedni a jizni Evropy



v meziledovych dobach. V SirSich souvislostech se naskytd moznost vyuzit taxoni zminéné
oblasti jako modelové druhy pro sledovani evolucnich procesti a fylogeografickych vztahii
nejen evropské, ale i svétové fauny. Rad Chiroptera a jeho &eledi k takovym modelovym
skupindm patii, jak o tom svéd¢i pokracujici intezivni vyzkum vyuzivajici nejmoderné;jsi

biologické a biochemické metody.

1.3 Strué€na historie chiropterologického vyzkumu v oblasti Stredomofri

Chiropterologické vyzkumy maji v ramci inventarizace evropské a palearktické fauny
pomérné dlouhou tradici. Netopyfi jsou diky specifické télesné stavbé a zplsobu zivota
skupinou, kterd vzdy upoutévala pozornost odborniki i laikli. Zprvu se systematicky vyzkum
zaméfoval na vytvareni kolekei dokladovych exemplaiti druhii a subspecii pro muzejni sbirky
a jejich katalogizaci a to zejména v zapadni Evropé (Miller 1912). Po druhé svétové valce se
do centra vyzkumu netopyri dostala také vychodni Evropa, vcetné¢ Balkénu, ktery je
Uhrin et al. 1996, Benda et al. 2003, Krystufek 2004). Dalsimi oblastmi na néz se soustfedila
pozornost chiropterologii je severni Afrika, oblast tzv. Maghrebu (Alzirsko, Tunisko,
Maroko) a Libye, tvofici jizni hranici palearktické oblasti na styku s oblasti afrotropickou
(Cockrum 1976, Gaisler 1983, 1984, Handak et Elgadi 1984, Benda et al. 2004). Tato oblast
ziejmé sehrala kli¢ovou ulohu pfi fylogenezi vrapenct z ¢eledi Rhinolophidae i dalSich druhti
fadu Chiroptera z tropického pasu a jejich adaptaci a postupnou kolonizaci temperatnich
biotopti Eurasie (Csorba et al. 2003).

V poslednich desetiletich se pozornost chiropterologii stale vice zaméfuje na méné
prozkoumanou vychodni ¢ast Stredomoti. Mimo jiz zminény Balkansky poloostrov a ostrovy
Kréta a Kypr je to oblast Blizkého vychodu, hlavné Syrie, Turecko, iran a Irak (DeBlase et
Martin 1973, Benda et al. 1999a, b, 2006). Z faunistického hlediska jsou velmi zajimavé také
stiedoasijské republiky byvalého Sovétského svazu leZici na jiznim okraji palearktické oblasti
geograficky a klimatologicky souvisejici s oblasti Blizkého vychodu. Vzhledem
ke geopolitické situaci po 2. svétové valce zde méli sporadickou piilezitost provadét vyzkum
zoologové ze zemi byvalého vychodniho bloku. Chiropterologickym vyzkumiim se vénovali
1 sovetsti zoologové. Jejich odborna sdéleni vSak neméla velkou Sanci vyvolat pozornost
v zahrani¢i, protoZze vychazela v t€Zko dostupnych periodikach regionalnich vyzkumnych
ustavi. Navic byla psana v rusting, pro Zapad tézko akceptovatelné. Jen obc¢as byla doplnéna

kratkym souhrnem v anglictiné (napt. Strelkov 1997). Situace se zménila az v 80. a 90. letech



minulého stoleti, kdy fada ruskych autort zacala publikovat 1 v anglicky psanych odbornych

periodikach (Strelkov 2000), podobna situace byla i v Cing.

1.4 Vyuziti molekularné genetickych metod se zretelem k taxonomii,
fylogenezi a postaveni fadu Chiroptera

Obtizna urcitelnost nekterych taxond i skupin a poznani jejich evolucni historie jsou hlavni
davody, pro¢ se k systematickym vyzkumim a vytvareni evolu¢nich modelli zacaly vyuzivat
metody molekularni genetiky, podobné jako byla diive vyuzivana karyologie (Zima 1982,
2004, Zima et al. 1992a, Bickham et al. 2004). Tyka se se to i druhové velmi pocetného
a z ekologického hlediska adaptibilniho fadu Chiroptera (Wilkinson et al. 1998, Nikaido et al.
2000, Wang et al. 2003, Tian 2004, Miller-Butterworth et al. 2005, Bilgin et al. 2006 a dalsi).
Soustavnd systematika a biogeografie této skupiny ma dlouhou tradici vychazejici
z obrovského mnozstvi dat ziskanych klasickymi morfologickymi metodami. Relativné
neddvno se v klasické systematice zacaly vyuzivat obecné biologické metody jako je
serologie, imunologie €i jiz zminénd karyologie (Zima 1982, 2004, Zima et al. 1992a).
Aplikace metod molekularni genetiky znamenaly zacatek nové etapy a umoznily do bézné
laboratorni praxe prevést metodiky pracujici se zdkladnimi jednotkami zivé hmoty, jako jsou
nukleové kyseliny a jednotlivé geny a s jejich pomoci se pokusit proniknout do davné
evolu¢ni minulosti (Nei et Kumar 2000). Do klasické morfologické taxonomie postupné stale
vice vstupuji matematické a statistické metody, které nejprve umoznily objektivni zpracovani
zakladnich dat a dnes v rdmci genetickych molekuldrnich analyz slouzi k vytvareni a testovani
komplexnich fylogenetickych hypotéz.

Vysledky téchto studii pomahaji potvrzovat ¢i zpochybnovat dosavadni systematické
poznatky, aktualizovat a revidovat stavajici zoologické tfidéni, pfispivat k determinaci obtizné
rozliSitelnych, alopatrickych a kryptickych druhli letouni (Mayer et von Helversen 2001,
Mayer et al. 2007, Kiefer et al. 2002, Li et al. 2003, Hulva et al. 2004, 2007, Juste et al. 2004,
Miller-Butterworth et al. 2005, Russo et al. 2005, Li et al. 2006, 2007, Chen 2006). Podobné
je tomu v ramci druhovych komplexii u jinych skupin savct (Nikaido et al. 2001, Triant et
DeWoody 2006, Lebedev et al. 2006) nebo nizSich obratloveii, napt. lososovitych ryb
vytvarejicich mnozstvi morfologicky obtizn€é rozliSitelnych forem (Radchenko 2004).
Molekularni genetické metody lze za jistych omezeni vyuzit i pii fylogenetickych
a fylogeografickych studiich vyuzivajicich zoologicky material z muzejnich sbirek (Su et al.

1999). Neékteii autofi vyuzivaji k taxonomickym a fylogenetickymi studiim letounil



kombinaci morfometrickych metod doplnénych molekularni analyzou (Peters et al. 2002,
Benda et al. 2004). Absence zfetelnych morfologickych rozdili mezi druhy ztéZuje ptesnou
identifikaci druhi u mnoha skupin obratlovct (Giannini et al. 2006). Mayer et al. (2007) a
Ibanez et al. (2006) se pokusili u netopyri ze zapadni Palearktidy porovnat druhovou
determinaci pomoci klasické morfologie s metodou vyuziti sekvenci mitochondralniho genu
ndl (NADH dehydrogenase subunit 1). Genetickd analyza ukézala, Ze v ramci zminéného
regionu existuje neocekdvané vysoky pocet dosud nepopsanych kryptickych taxond.
Fylogenetickd systematika zaloZend na molekularné¢ genetickych metodach je dilezitou
védeckou metodou, bez niz se soucasna taxonomie neobejde (Teeling et al. 2005).

U tadu Chiroptera je vyznam molekuldrni genetiky podtrzen skuteCnosti, ze druhy
nejpocetnéjsi fad tfidy Mammalia je skupinou, u niz existuji neptili§ pocetné paleontologické
nalezy. Z nich je mozno jen omezen¢ usuzovat na evolucni trendy (Horacek 1976, Woloszyn
1987, Rocek 2002, Jones 2005) a je proto obtizné sledovat evoluci jednotlivych taxont
v ramci fadu. Nekteré druhy fadu Chiroptera se vyznacuji zna¢nou mobilitou a schopnosti
migrovat na velké vzdalenosti a reagovat tak na nejriiznéj$i podnéty jako jsou naptiklad
klimatické zmény, pestrost potravniho spektra apod. (Robinson et al. 2005). Tato adaptibilita
vedla k neobycejn¢ bohaté ekologické a behaviordlni diverzifikaci umoziujici jednotlivym
druhim adaptovat se na témét vSechny terestrické biotopy a zaujmout dulezité role v ramci
nik jednotlivych ekosystému (Jones 2005). Napt. Bickham et al. (2004) uvad¢ji, ze rod Myotis
je charakteristicky vysokou druhovou, ale velmi nizkou karyotypickou diverzitou. Pfitom
patii k nejrozsifenéjSim a nejpocetnéjSim savéim rodim zahrnujicim 90 druhti a 4 podrody
(Simmons 2005) a je mozno jej povazovat za kosmopolitni rod. Chybi pouze v Antarktid¢,
stejné jako ostatni zastupci rodu Chiroptera.

Metody molekularni genetické analyzy jsou dilezitym voditkem pro taxonomické
revize 1 mapovani fylogeneze fadu, ale mohou pfinést i nové poznatky tykajici se biologie,
ekologie a etologie dané¢ho druhu, intraspecifickou variabilitu v ramci taxont nevyjimaje (van
den Bussche et al. 1993, Kerth et al. 2000, Rossiter et al. 2000, 2000a, 2001, Newton et al.
2003, Pestano et al. 2003, Sakai et al. 2003, Piaggio et al. 2005, Hulva et al. 2007a).

Ptikladem toho, jak dalece mohou genové analyzy zménit panujici nahled na taxonomii
celych tada, je novy pohled na tad Chiroptera jako celek. Az do konce 20. stoleti byl
vSeobecné piijiman tradi¢ni pohled monofyletického fadu s dvéma hlavnimi vétvemi, podiady
Megachiroptera a Microchiroptera. V 80. letech se objevila hypotéza ptredpokadajici
polyfyleticnost tadu Chiroptera, podiad Megachiroptera byl povazovan za piibuzny

poloopicim z podiddu Prosimia (Pettigrew 1994, 1995). Tato hypotéza, znama pod nazvem

10



»flying primates®, se stala velmi populdrni. Jeji autofi predpokladali, ze fad Chiroptera je
soucasti skupiny Archonta, kam se fadili primati, tany a letuchy, nicméné fylogenetické
rekonstrukce na zékladé molekuldrni analyzy pro ni nepfinesly zddné dikazy (Pumo et al.
1998, Teeling et al. 2002). Soucasné vysledky zalozené¢ na hybridizaci DNA a poméra
A+T/C+G nasvédcuji tomu, Ze nadceled Rhinolophoidea je sesterskou skupinou celedi
Pteropodidae (Megachiroptera), nikoliv vSak ostatnich ze skupiny Microchiroptera. Tato
parafyletickd hypotéza byla podpoiena nejnovéjsSimi studiemi (Teeling et al. 2002, 2005).
Pumo et al. (1998) a Nikaido et al. (2000) na zdklad¢ analyzy kompletni mitochondridlni
DNA kaloné Pteropus dasymallus dospéli k nazoru, ze fad Chiroptera je monofyleticky a ma
blizko ke skupiné¢ Ferungulata, zahrnujici fady Carnivora, Perissodactyla, Cetartiodactyla a
Pholidota.

Co mozna nejpiesnéjsi taxonomicka determinace ma velky vyznam i v rdmci ochrany
ohrozenych druhti obratlovct (Su et. al. 1999, Rossiter 2000). Pocetna skupina druhti z fadu
Chiroptera je v dusledku destruktivnich zasaht ¢lovéka do ekosystéml ohrozena vyhubenim.
K nejvice ohroZzenym patii také vrapenci (Baillie et al. 2004, Bontadina et al. 2002). Neni
vyjimkou, ze nove popsané druhy byvaji znamy z jediné lokality, coz vyZzaduje ochranarska
opatteni (Hulva et Horacek 2002, Davalos 2005). Zachranné programy in Situ a predevsim ex
situ u kriticky ohroZenych druhii obratlovcti velmi Casto vychazeji z chovu nékolika malo
desitek poslednich jedincli, mnohdy nejasného taxonomického a genetického pivodu.
V ramci piibuznych druhi schopnych plodného kiizeni hrozi genova eroze. Geneticka
populacni analyza by méla byt soucasti managementu populaci v§ech ohrozenych druht a to
jak v zachrannych chovech, tak v chranénych uzemich. Je predpokladem stanoveni
optimalniho postupu vychazejiciho z biologickych charakteristik jednotlivych taxonil
(Ransome et Hudson 2000). To se tyka také vSech evropskych druhti fadu Chiroptera, dnes
chranénych zakony jednotlivych evropskych zemi i v ramci Bonnské konvence o st¢hovavych
druzich. Rozsahl¢ civiliza¢ni a klimatické zmény v ekologii krajiny vétSiny evropskych zemi
(sttedomotskou oblast nevyjimaje) se projevily negativnim zplisobem na pocetnosti témet
vSech druhil netopyrt (Bontadina et al. 2002) a vyzaduji opatfeni vychazejici z komplexniho
posouzeni situace. Monitoring a taxonomicky vyzkum druhd, doplnéné metodami
molekularni taxonomie pfindseji i v tak dlouhodob¢ faunisticky sledovaném regionu jako je

Evropa stale nové poznatky, které je mozno vyuzit z teoretického i praktického hlediska.
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1.5 Podstata molekularné genetickych metod vyuzivanych v taxonomii

Zivocisna mitochondrialni DNA je mala kruhova molekula o velikosti 1520 kb. Sklada se
z okolo 37 genl kodujicich 22 tRNA, 2 rRNA a 13 mRNA, které pozdéji koduji proteiny
zapojené do transportu elektronti a oxidativni fosforylace v mitochondrii. Pro malé rozméry
a kompaktni stavbu se mitochodrialni DNA (mtDNA) stala v biologii diilezitym prostfedkem
a voditkem pro pochopeni evolucnich vztahli vramci Zivo¢isSné fiSe — vztahli mezi
populacemi, druhy a vys$Simi taxony (Wilkinson et al. 1997). Mitochondridlni DNA je
charakterizovana absenci rekombinace a vysokou frekvenci nukleotidovych substituci a tedy
rychlou evoluci. Vysokd muta¢ni rychlost je vyhodna pro studium rozmnozovani, paternity
a struktury blizce ptfibuznych populaci (Macholan et Munclinger 2004). Dalsi specifickou
vlastnosti mtDNA je skutecnost, Ze je pfedavana pouze po mateiské linii a je haploidni. To je
vyznamné z hlediska genetickych a fylogeografickych analyz. V souvislosti s poznatky
o genech lokalizovanych na chromozomu Y, u biparentdln¢ ptendSenych jadernych genech
muze poskytnout informace o rozdilech v chovani ¢i migraci mezi pohlavimi (Kerth et al.
2003). Do té doby byly takové vyzkumy realizovdny pomoci restrikénich endonukledz.
S objevem polymerdzové tetézové reakce (polymerase chain reaction — PCR) se oteviela
moznost ziskavat sekvence mtDNA u mnoha taxond, coz jinak piedstavovalo casové velmi
naro¢nou praci (Irwin et al. 1991). PCR je metoda, ktera umoznuje amplifikovat in vitro
pozadovany specificky usek DNA, fragment definované délky. Metoda neni naro¢nd na
mnozstvi pivodniho vzorku DNA, postaci i extrémné malé mnozstvi, teoreticky i jedna jedina
molekula z ptivodniho vzorku DNA. Princip metody spoc¢iva v kopirovani sekvence templatu
v né¢kolika po sob& jdoucich cyklech, pficemz v kazdém cyklu se pocet kopii zdvojnésobi,
protoze fragmenty, které se nasyntentizovaly v pfedchozich cyklech slouzi zarovenl jako
matrice v nasledujicich cyklech, tim mnozstvi DNA postupné narGstd. Dal§im krokem je
sekvenovani, spocivajici v ur¢eni sekvence nukleotidl (resp. bazi) v jednom z fetézci DNA,
druhy fetézec je komplementarni (Macholan et Munclinger 2004).

Fylogenetickd analyza materidlu pouzitého v této diplomové praci je zalozena na
sekvencich mitochondrialniho genu pro cytochrom b. Cytochrom b je protein ucastnici se
transportu elektrond a mitochondrialni oxidativni fosforylace a gen, ktery ho koduje je hojné
vyuzivan pro fylogenetické studie. Vysledky zaloZené na analyze genu pro cytochrom b jsou
snadno porovnatelné a je tedy vyuzivan pii fylogenetickych studiich u vSech skupin

obratlovcti (Halanych et al. 1998, Slowinski et Keogh 1999, Castresana 2001, Bradley et
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Baker 2001, Li et al. 2003, Sakai et al. 2003, Wang et al. 2003, Hulva et al. 2004, Juste et al.
2004, Radchenko 2004, Tian et al. 2004, Miller-Butterworth et al. 2005 a dalsi).

1.6 Charakteristika ¢eledi Rhinolophidae a jeji recentni rozsireni

V tadu letounti (Chiroptera) piedstavuje monogenericka ¢eled” Rhinolophidae s vice nez 77
druhy rodu Rhinolophus zieteln¢ definovanou skupinu vyznacujici se fadou typickych znaka
(na ¢enichu a kolem nozder jsou ndpadné blanité vyristky, které slouzi k usmérnovani zvukt
vydavanych pii echolokaci, nosni listek je slozeny ze tii ¢asti — podkova, sedlo a lanceta;
boltce jsou bez tragu, ale s velkym antitragem; ocas i uropatagium jsou mirn¢ redukovany).
Na rozdil od ptislusnikti ¢eledi Vespertilionidae jsou zvuky pifi echolokaci vydavané nosem
(Andéra et Horacek 1982). Zplsob echolokace vrapenci byva povazovan za dilezity
systematicky znak naznacujici evolucni vztahy ¢eledi Rhinolophidae v rdmci fadu Chiroptera
(Kingston et Rossiter 2004, Teeling et al. 2002, Eick et al. 2005). Za ptivodni centrum vzniku
¢eledi Rhinolophidae jsou povazovany tropy Starého svéta — Afriky ¢i Asie (Bogdanowicz et
Owen 1992). V téchto oblastech dosahuje celed’ recentné maximalni druhové diverzity
(Nowak et Paradiso 1983).

Ptislusnici Celedi jsou rozsifeni v tropickém a mirném pasmu Starého svéta od Irska
ajizni Afriky po Filipiny, Salamounovy ostrovy a severovychodni Australii. V Evropé
zasahuji po stfedni ¢asti kontinetu, Nizozemi, sttedniho Némecka a jizniho Polska (Simmons
2005). Obyvaji nejrtiznéj$i biotopy v lesnaté i odlesnéné krajin€, od nizin az po horské
oblasti. Ukryty vyhledavaji predev§im v jeskynich, stromovych dutinich a druhotné

ey

1 v lidskych sidlech. Druhy Zijici v mirném pasmu hibernuji v podzemnich tkrytech. Nékteré
druhy Ziji solitérné a jiné se shromazd’uji v koloniich. Jsou znamy druhy, kde ob¢ pohlavi ziji
spolecné po cely rok; samice vSak pravidelné vytvarfeji matefské kolonie. Vrapenci jsou
insektivorni, na lov vylétaji pozd¢ji, nez jiné druhy letound. Obycejné lovi solitérné, ve vysce
kolem Sesti metrt a jsou schopni zmocnit se kofisti 1 na zemi (Nowak et Paradiso 1983).

Rod Rhinolophus popsal vroce 1799 Lacépéde, chronologicky fazeny seznam
synonym rodu uvadi Miller (1912), recentni vycet vSech znamych druhi uvadi Csorba et al.
(2003) a Simmons (2005); ob¢ prace uvadéji seznam vSech pouzitych synonym v ramci

skupiny. K ¢eledi Rhinolophidae byla v minulosti jako podceled’ pfiifazovana celed’

Hipposideridae (Koopman 1993, Simmons 2005).
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1.6.1 Struény prehled taxonomie €eledi Rhinolophidae

Taxonomie ¢eledi Rhinolophidae, pfestoze je monogenericka, je pomérné slozitd uz vzhledem
k tomu, Zze zahrnuje mnoZzstvi druhd s rozsdhlymi arealy rozSifeni — od mirného pasu po
tropické oblasti Starého svéta. Populace jednotlivych druhti jsou vystaveny pusobeni
nejruznéjSich selekénich faktori — klimatu, ktery v severnich castech aredlu rozsifeni
stimuluje hibernaci, specifickym geomorfologickym podminkdm tzemi, potravni nabidce ¢i
pusobeni izola¢nich mechanismi. To vSe se odrazi v télesné stavbé, fyziologii i v pusobeni
genetickych a evolucnich procest v ramci regionalnich subpopulaci. Popisy stavajicich druhii
rodu Rhinolophus jsou zaloZeny na morfologickych znacich, jako je struktura nosniho listku,
pozice horniho premolaru a na kranidlnich a télesnych rozmérech (Bogdanowicz 1992,
Bogdanowicz et Owen 1992). Prvni detailnéj$i piehled taxonomie Celedi Rhinolophidae
pochazi od Andersena (Andersen 1905a, b, Andersen 1918). Na Andersenovy prace navazali
ve 40. letech minulého stoleti Tate et Archbold (1939) a Tate (1943), kteti vzali v ivahu
1nové popsané formy. Taxonomické clenéni Celedi podle Andersona nedoznalo dlouha
desetileti Zadnych podstatnych zmén. O novy pohled na systematiku ¢eledi Rhinolophidae se
pokusil jiz zminény Bogdanowicz (1992) metodou numerické analyzy lebecnich a télesnych
rozméru srovnanim s dosud publikovanymi tidaji. Na zékladé¢ morfologické disperzni analyzy
a fenogramii zrevidoval tfidéni Andersena (1905a, b), Tate et Archbolda (1939) a navrhl nové
rozdéleni podle skupin. Mediteranni druhy jsou podle tohoto tfidéni rozdéleny na skupinu
ferumequinum (R. ferumequinum), euryale (R. euryale, mehelyi) a hipposideros (R.
hipposideros). Rhinolophus blasii je zafazen s otaznikem do skupiny capensis — podskupiny
landeri. Zminény autor dospél k zavéru, ze centrum vzniku celedi Rhinolophidae lezi
v orientalni oblasti s tim, Ze pfedek rodu Rhinolophus pravdépodobné obyval tropické destné
lesy. Celed Rhinolophidae srodem Rhinolophus patfi spolu s &eledi Hipposideridae
k vyvojové nejstar§im formam letound. Nejstar§i znamé fosilni nalezy zéastupct pochazeji
z obdobi pozdniho az stfedniho eocénu a rané¢ho oligocénu. Mladsi nalezy jsou znamy
z Afriky, Asie a Australie (Butler 1978, Hand 1984, Sige 1990, Hand et Kirsch 1998, Rocek
2002).

Popisy novych druhti rodu Rhinolophus (napf. Kock et. al. 2000) a vysledky
molekularné genetickych analyz dosud popsanych taxonii naznacuji, Ze bude zapotiebi
provést celkovou revizi systematiky ¢eledi Rhinolophidae, véetné déleni ptibuznych druhii do
jednotlivych skupin. Navrh nového déleni v porovnani se stdvajicim délenim Bogdanowicze

(1992) uvadeji Csorba et al. (2003). Zakladni taxonomickou a morfologickou charakteristiku
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evropskych ptislusnikt ¢eledi Rhinolophidae podava Krapp (2001). Podrobny popis a prehled
evropskych druhti rodu Rhinolophus, véetné karyotypt, arealu rozsifeni, vyctu subspecii,
ptibuzenskych vztahi a paleontologickych nalezii udavaji pro Rhinolophus ferrumequinum
Gaisler (2001a); Rhinolophus hipposideros Roer et Schober (2001); Rhinolophus euryale
Gaisler (2001b) Rhinolophus blasii Krystufek et Puli¢ (2001); Rhinolophus mehelyi Gaisler
(2001c). Pro palearktickou oblast shrnuli taxonomické a biogeografické poznatky pro celed’
Rhinolophidae do urovné subspecii Horacek et al. (2000), komplexni poznatky pro zminénou
celed ve vychodnim Stfedomoti shrnuji Benda et Horacek (1998) a Benda et al. (2003, 2006).
Ptehled v ramci globalniho rozsifeni Celedi pak podavaji Csorba et al. (2003), obecné
informace uvadéji van den Brink (1968), Vaughan (1986), Gorner et Hackenthal (1987),
Schober et Grimmberger (1997) a dalsi.

1.6.2 Prehled taxonomie druhti rodu Rhinolophus ve stfedomoiské oblasti

Vrapenec velky Rhinolophus ferrumequinum (Schreber 1774)
Plivodné popsan jako Vespertilio ferrum-equinum.

Typova lokalita: Burgundsko, Francie (Miller 1912)

Rozsiteni: Alzirsko, Maroko a Tunisko; jizni Evropa od Portugalska po Recko, severnd
po jizni oblasti Anglie, Nizozemsko, jizni Némecko, Rakousko, Cesko, Slovensko
a Bulharsko; Turecko, Kypr, Gruzie, Azerbajdién; Ukrajina, Krym, Kavkaz; pobftezi
Stiedozemniho mofe od Turecka po Izrael a Jordansko; severovychodni Irak, iran,
Turkmenistan, Uzbekistan, jizni Kazachstdn, Pakistan, severni Indie, Nepal, Sikkim,
Cina, Korea a Japonsko vcetné malych ostrovil (Gaisler 2001a, Csorba et al. 2003,
Simmons 2005). Nalezy na néckterych lokalitich v zépadni a stfedni Evropé
(Nizozemsko, Polsko) odrazeji doCasné Sifeni a prilezitostné zalety na severnim okraji
arealu (Simmons 2005).

V ramci Celedi je to druh s nejvétSim aredlem rozsifeni — od zapadni Evropy aZz po
Japonsko. Je povazovan za typicky prvek fauny jizni Palearktidy (Benda et al. 2006)
a polytypicky druh (Andersen 1905a, Felten et al. 1977, Horacek et al. 2000, Gaisler 2001a,
Csorba et al. 2003, Simmons 2005). Ze vSech palearktickych vrapencii je nejvetsi
a nejrobustnéjsi, délka té€la se pohybuje od 54 do 71 mm (Gaisler 2001a). Vzhledem

k velkému aredlu rozsiteni, rozdilnym klimatickym podminkdm a morfologické variabilité se
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setkdvame u tohoto druhu s vysokym mnozstvim taxont, které jsou dnes povazovany z velké
¢asti za synonyma (Miller 1912, Csorba et al. 2003).

Podle Thomase (1997, ex Csorba et al. 2003) maji platnost tyto subspecie:
Rhinolophus f. ferrumequinum z Evropy a severni Afriky; R. f. creticus z Kréty; R. f. irani
z Irdku, franu a Turkménie; R. f. proximus z Afghanistianu, Uzbekistanu a Ka$miru; R. f.
tragatus ze severni Indie az vychodni Ciny; R. f. korai z Koreje a R. f. nippon z Japonska a
vychodni Ciny.

V roce 1904 popsal Cabrera ze Spanélska, z oblasti Valencie, subspecii R. f. obscurus,
jejiz validita byla nasledné vztazena na severoafrické populace R. ferrumequinum. Oproti
nominatni subspecii R. f. ferrumequinum se méla vyznacovat menSimi télesnymi rozmeéry.
Miller (1912) vSak opravnénost popisu této subspecie po prozkoumani dokladového materialu
zpochybnuje. Recentné Thomas (1997, ex Csorba et al. 2003) dospél na zaklad¢ odchytu
nékolika exemplaiti v severozapadni Africe k nazoru, ze ptislusnici populaci Rhinolophus
ferrumequinum ze severozapadni Afriky se velikosti zietelné lisi od evropskych populaci
a popis subspecie obscurus by mohl byt opravnény. DNA analyza materidlu z Evropy
a Alzirska vSak nic takového neprokazala, porovnavané populace nalezeji tedy k nominatni
subspecii. SkuteCnost, ze télesnd variabilita jednotlivych subpopulaci mize byt ovliviiovana
ve velké mire klimatickymi faktory, nikoli jen genetickou konstituci, doklada popis subspecie
R. f. martinoi Petrov, 1941 z Makedonie (Gaisler 2001a), ktera je nekterymi autory
povazovana za validni subspecii (Felten et al. 1977, Iliopoulou-Georgudaki et Ondrias 1986)
1 kdyz Krystufek (1993) na zaklad¢ multivariatni statistické analyzy dokazuje, ze rozdily ve
velikosti téla mezi nominatni formou a R. f. martinoi jsou dany vlivem klimatickych faktort
a zminénou subspecii povazuje za synonymum nominotypické formy. Konvergentni vyvoj
provazeny morfologickou adaptaci na specifické podminky prostfedi miize vést k obtizné
rozliSitelnosti i na urovni druhu, jak doklada Strelkov (1971) na piikladu sympatrického
vyskytu druhtt Rhinolophus ferrumequinum a Rhinolophus bocharicus. Zminény autor uvadi,
ze populace Rhinolophus ferrumequinum, obyvajici poust Karakum, jsou svétle zbarvené
a dortistaji menSich rozméra, takze se, co se velikosti tyce, podobaji se populacim blizce
ptibuzného R. bocharicus. Velikost téla jako jedno zrozhodujicich kritérii nemusi mit
z taxonomického hlediska vzdy dostatecné¢ vypovidajici hodnotu, protoze je ovlivnéna
mnozstvim ekologickych faktord. Jiz zminény KryStufek (1993) na zaklad¢ fenetické analyzy
dat 368 exemplait R. ferrumequinum z jihovychodni Evropy, které podle lokalit rozdélil do
24 geografickych vzorki, zminuje paradoxni jev — pfislusnici populaci z teplejSich oblasti

jsou vetsi nez piislusnici severnéji zijicich populaci. To je v rozporu s Bergmannovym
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zoogeografickym pravidlem a Geist (1987, 1990 ex Kristufek 1993) na zakladé zminéné
skute¢nosti dokonce vyvozuje, Ze Bergmannovo pravidlo neplati. Vysvétleni (podle
Krystuftka 1993) patrné spociva v tom, ze R. ferrumequinum jakozto insektivorni hibernator
reaguje na nabidku potravy a v teplych, tzn. ,pfiznivych®, mésicich kumuluje energii pro
vydej v zimnich mésicich béhem hibernace. Pomér délky aktivniho obdobi s hojnosti
a dostupnosti potravy k dob¢ hibernace je pro jizni populace podstatné ptiznivéjsi a umoziuje
jim dortstat vétSich télesnych rozméra (Rossiter et al. 2000, Robinson 2005). Tento jev —
zmenSovani télesné velikosti u severskych populaci — vSak neni mezi evropskymi netopyry
pravidlem, napiiklad Bogdanowicz (1990) u Myotis daubentonii naopak platnost
Bergmannova pravidla potvrzuje. Podrobny ptehled vSech dosavadnich popisi subspecii
druhu Rhinolophus ferrumequinum piedkladaji Felten et al. (1977). Na zakladé dokladového
materidlu riznych casti Evropy a zapadniho Stfedomoii dospé€li k ndzoru, Ze poddruh
Rhinolophus f. ferrumequinum reprezentovany vzorky ze stfedni Evropy, Balkanu a zapadni
Anatolie, se osteometricky lisi od subspecie R. f. obscurus (material z Iberského poloostrova,
Sardinie a Korsiky), R. f. martinoi (Makedonie a Sicilie) a stejné tak jako R. f. irani.
U materialu z Francie konstatuje, ze exemplare z jiznich oblasti statu nalezi k subspecii R. f.
obscurus, zatimco vzorky pochazejici z Italie vykazuji znaky pfislusnosti k nominatni
subspecii R. f. ferrumequinum. Stejné tak, jako vzorky z Kréty. Vychodoanatolské a levantské
populace fadi rovnéz k poddruhu R. f. ferrumequinum. Uvadi, ze pfislusnici afghanskych a
iranskych populaci jsou mensi a tudiz se zfetelné odliSuji od nominatni subspecie a patii
k subspecii R. f. irani. Zaroven vyslovuje otazku, zda R. f. irani neni synonymum sR. f.
proximus.

Subspecie R. f. creticus byla popsana na zakladé¢ jedincti nalezenych v jeskyni Milatos
na Krét¢ vroce 1974 (Iliopoulou-Georgudaki et Ondrias 1986). Oproti nominatni subspecii
ma byt mensich télesnych rozméra a svétlejsiho zbarveni.

Z taxonomického hlediska je zajimava asijska subspecie R. f. nippon Temminck, 1835
povazovana za samostatny druh. Vroce 1876 byla Dobsonem (ex Csorba et al. 2003)
oznacena za taxon konspecificky s R. ferrumequinum. Recentné¢ Thomas (1997 ex Csorba et
al. 2003) gzjistii na zakladé analyzy mitochondrialni DNA mezi subspeciemi R. f.
ferrumequinum a R. f. nippon znacnou distanci sekvenci (21,6—24,5 %), coz podporuje

hypotézu, ze R. f. nippon miize byt skuteéné samostany druh.
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Vrapenec maly Rhinolophus hipposideros (Borkhausen, 1797)
Gmelin (1788) a Bechstein (1789), jej uvadi jako Vespertilio ferrum-equinum, Kerr (1792),
jako Vespertilio ferrum-equinum minor. V roce 1797 publikuje Borkhausen jméno Noctilio
Hipposideros (vse viz Miller 1912).

Typova lokalita: Francie (Miller 1912)

Rozsiteni: Irsko, severni Evropa po Ibersky poloostrov a Maroko, jizni Evropa
a severni Afrika, Bulharsko, Izrael, Jordansko, Arabsky poloostrov, Sidan, Etiopie, Dzibuti,
Kyrgyzstdn, KaSmir. Nalezy znékterych lokalit v severozapadni aseverni Evropé
(Nizozemsko) ziejmé souviseji s docasnou zménou severni hranice aredlu rozsiteni, ptipadné
s Cast¢jSimi zalety migrujicich jedinct (Simmons 2005)

Jeden z nejmensich druhti rodu Rhinolophus a nejmensi z evropskych vrapenct. Délka
téla se pohybuje mezi 40—45 mm. Je povazovan za polytypicky druh (Benda et al. 2006).
Orientaci v systematické klasifikaci druhu komplikuje velké mnozstvi synonym a to jak na
urovni druhu, tak poddruhi (Miller 1912, Csorba et al. 2003) dané nedostateCnou pocetnosti
vychoziho materidlu a morfometrické variabilit¢ dil¢ich populaci. Gaisler (2001a) uvadi
nasledujici subspecie: Rhinolophus h. hipposideros, vyskytujici se v kontinentalni Evropé¢,
severné od Alp, vychodnim smérem pak pies Arménii a severozapadni {ran. Britské ostrovy,
véetné Irska obyva Rhinolophus h. minutus. V oblasti Stfedomofi, v¢etné Korsiky, Sardinie,
Kypru, ale také Arabie, Stidanu a Eritrey zije subspecie Rhinolophus h. minimus. Vzhledem
k tomu, ze druh jako celek se vyznacuje velkou regiondlni a klimaticky podminénou
variabilitou, byva nékdy toto de€leni zpochybiniovano, vcetné izolovanych populaci na
Britskych ostrovech. Roer et Schober (2001) cituji sdéleni Bauera (1960), Ze v kontaktnich
zonach od stifedni Francie, severni Italie, upati Alp, az po Karpaty existuji hybridni populace
subspecii R. h. hipposideros a R. h. minimus. Koopman (1994) uvadi ze severni Afriky (terra
typica Mogador, Maroko) subspecii Rhinolophus h. escalarae, z jizni Evropy a vychodni ¢asti
Stfedomoii, vetné nckolika ostrovii a Etiopie a Sudanu jiz zminénou subspecii R. h.
minimus; z Korsiky R. h. majori; z Britskych ostrovi R. h. minutus; nominatni subspecie R. h.
hipposideros podle autora obyva kontinentalni Evropu, az po vychodni ¢ast Cerného mofe.
Z oblasti Zakavkazi, Iraku, Kazachstanu a Kasmiru uvadi subspecii R. h. midas. Palmeirim
(1990) je piesvédcCen, ze variabilita druhu R. hipposideros se odviji od lokalnich klimatickych
podminek a tudiz i velikost télesnych rozmért v celém Stfredomoti, neodraZi piimé evolu¢ni
vztahy mezi populacemi. Podle autora je déleni druhu R. hipposideros na jednotlivé subspecie
v ramci kontinentalni Evropy bezptfedmétné. Benda et al. (2006) konstatuji, Ze existuji dva

zakladni pohledy na taxonomii R. hipposideros. Prvni z nich, konzervativnéjsi, vychazejici
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zprace Andersona (1905a) je zalozeny na morfometrickych rozdilech délky predlokti
porovnavanych exemplai. To ptevzala celd fada autorti a na zdklad€ tohoto bylo rozliSeno
nékolik forem v ramci Sttedomoti a pfilehlych oblasti. Jiného nazoru jsou Felten et al. (1977),
kteti sledovali rozdily v morfologii a rozmérech lebky. S jejich vysledky se ztotoznil také
Corbet (1978), ktery uvadi v ramci celého druhu pouze dvé subspecie: R. h. hipposideros
v Evropé a R. h. midas ve vychodni ¢asti arealu druhu, od Iraku po Kas$mir. Felten et al.
(1977) navic oddélili populace z Kréty a Eritrey jako pfislusniky subspecie R. h. minimus.
Karyologicka analyza (Zima et al. 1992, Zima 2004) vSak naznacuje jiné skutecnosti a nabizi
tieti typ geografické variability R. hipposideros. Zatimco exemplaie ze stfedni Evropy
(Cesko, Slovensko), Balkanu (Bulharsko, Recko), Zakavkazi (Azerbajdzan) maji v diploidni
sadé 56 chromozom, exemplafe z Blizkého vychodu (Anatolie, Syrie, Jordansko) maji 58
chromosomil. Tteti skupina z Kyrgyzstanu s 62 chromozomy by mohla reprezentovat zv1astni
druh. Na zéklad¢ porovnani karyotypti dochazi Zima et al. (1992) k pfedstavé dvou navzajem
evolu¢né izolovanych skupin. Prvni z nich, vyskytujici se v Evrop¢ az po Kavkaz, druha pak
na Blizkém vychodé. Takova piedstava zpochybiiuje koncept R. hipposideros jako
polytypického druhu podle Koopmana (1994), Csorby et al. (2003), ale neni v pifimém
rozporu s piedstavou Feltena et al. (1977), resp. Corbeta (1978).

Vrapenec Blasitiv Rhinolophus blasii Peters, 1867

Vroce 1857 jej Blasius uvadi pod nazvem Rhinolophus clivosus. Jméno vsak jiz bylo
preokupovano jménem R. clivosus Cretzschmar, 1830, a proto Peters (1867) zavedl nové
jméno R. blasii (Benda et al. 2006).

Typova lokalita: Blasius (1857) uvadi Italii, Sicilii, Istrii a Dalmacii, Miller (1912)
»jihovychodni Evropu®, Ellerman et Morrison-Scott (1951) vSak vymezuji typovou lokalitu
na [talii, s nejvétsi pravdépodobnosti na Terst nebo jeho okoli.

Rozsiteni: druh s mediterdannim a afrotropickym rozSifenim. V Palearktidé se
vyskytuje v oblasti Maghrebu, v jihovychodni Evropé a na Balkané¢ (vcetné ostrovi
vychodniho Stfedomoii) pfes Zakavkazi, Blizky vychod az po jihozapadni Turkmenistan,
Afghanistan a Pakistan. V afrotropické oblasti zahrnuje rozsiteni jihozapadni Arabii a pasmo
savan vychodni a jizni Afriky, od Eritrey po Natal (Benda et al. 2006).

Vrapenec stiedni velikosti, o néco vétsi nez Rhinolophus euryale. Délka téla se
pohybuje mezi 42-62 mm. Systematické vztahy tohoto polytypického druhu k ostatnim

prislusniktim ¢eledi nejsou jasné, Krystufek et Pulic (2001) udavaji, Ze je blizce ptibuzny R.
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euryale a R. mehelyi. Autofi cituji Andersena (1918), ktery fadi zminéné 3 druhy do
podskupiny garoensis, skupiny pusillus. Koopman (1994) rozeznava subspecii R. b. blasii
ze severozapadni Afriky a jizni Evropy a jihozapadni Asie; R. b. meyeroehmi z Iranu,
Turkménie, Afghanistanu a Pakistanu; R. b. andreinii z Etiopie a Somalska a R. b. empusa
rozSitenou v jihovychodni Africe od jizntho Konga po Transvaal. Systematiku druhu
zalozenou na morfologii jedinci komplikuje ostrlivkovity aredl roz$ifeni. Jednotlivé recentni
populace jsou izolovany a vzdaleny od sebe tisice kilometrl, obyvaji rozdilnd Zivotni
prostiedi a liSi se tedy télesnymi rozméry a zbarvenim (Csorba et al. 2003). Felten et al.
(1977) na zaklad¢ materialu padesati exemplaia R. blasii z celé palearktické oblasti déli druh
do dvou subspecii: R. b. blasii, vyskytujici se v celém Stfedomoti, na Kypru a po zapadni
Turecko a Levantu a jiz zminénou, v t¢ dob¢ jim nové popsanou subspecii R. b. meyeroehmi
z Afghénistanu a franu. Tento nazor je obecné pfijiman ve vétsing pozdgjsich praci (Horacek

et al. 2000, Csorba et al. 2003).

Vrapenec jizni Rhinolophus euryale Blasius, 1853
Typova lokalita: Miléno, Italie (Miller 1912)

Rozsiteni: Od Zakavkazi po Turecko, Izrael, Jordansko; jizni Evropa od Portugalska,
stiedni Francie po jizni Slovensko, Mad’arsko, Slovinsko, Balkansky poloostrov a Rumunsko;
Turkmenistan, [ran, AlZirsko, Maroko, Tunisko, mediteranni ostrovy (Gaisler 2001b,
Simmons 2005).

Stiedné velky druh vrapence dorustajici délky 43—58 mm, v ramci arealu rozsifeni
uvadéji Csorba et al. (2003) dvé subspecie: R. e. euryale ze severozapadni Afriky, Jizni
Evropy, mediterannich ostrovii, Turkmenistanu a Iranu; R. e. judaicus ze Syrie, jizniho Irdku
a Izraele. Forma judaicus byla na zakladé deviti exemplai pochazejicich z oblasti Jeruzaléma
popsana jako zvlastni druh podrodu Euryalus Matschie, 1901. Revize télesnych rozméru
a dalsich znakd holotypu R. (Euryalus) judaicus véetné dentalnich charakteristik ukazuje, ze
jméno R. (Euryalus) judaicus je mladsi synonymum jména R. mehelyi a neni pouzitelné pro
oznaceni levantskych populaci R. euryale (Benda et al. 2006). Ostatné R. euryale a R mehelyi
byli dlouhou dobu zaménovani. DeBlase (1972) shrnul kriteria pouzitelna pro rozliseni téchto
dvou druhti (délka ptredlokti, pomér clankl ctvrtého prstu, velikost a tvar nosniho listku,
utvafeni dentice a délka lebky) a zjistil, Ze nejspolehlivéjsimi determina¢nimi znaky jsou
utvareni lancety a zygomatickd Sitka lebky, nicméné i zde dochazi k urCitému prekryvani

kranialnich a dentalnich rozméra, vcetné zygomatické Sitky. Felten et al. (1977) navrhuji
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pouzit k odliSeni obou druhii rozptyl hodnot lebecnich znakl a struktury humeralni epifyzy.
Dalsim druhem, ktery byva sR. euryale zaméfovan je Rhinolophus blasii. Paunovi¢ et
Stamenkovi¢ (1998) zjistili metodou multivariatni analyzy ktidelnich znaki (¢lanek ctvrtého
prstu a zapésti) a dvou lebecnich znakl (kondylobazalni délka a zygomaticka Siika) prukazné
rozdily mezi dvéma taxony. Gaisler (2001b) konstatuje, Ze pies urcitou morfologickou
variabilitu vypadaji populace zminéného druhu od Iberského poloostrova po Balkan velmi
podobné, s vyjimkou Korsiky, odkud pochédzi série odchytli jedincti menSich télesnych
rozmérl. PrisluSnici nékterych populaci ze Sardinie a jizni Evropy byli v minulosti popsani
pod jmény Euryalus toscanus, E. atlanticus a E. cabrerae (Miller 1912, Simmons 2005). Tato
jména jsou povazovana za synonyma nominotypické formy. Z Korsiky vSak zatim zadna
subspecie popsana nebyla, coZ ovSem v budoucnosti, a pfi pouziti novych taxonomickych
metod, neni vylouceno. Ze severni Afriky byly na konci 19. stoleti a na pocatku 20. stoleti
popsany 3 formy: Rhinolophus algirus Loche, 1867; Euryalus barbarus Andersen et
Matschie, 1904 a Euryalus meridionalis Andersen et Matschie, 1904. Vzajemna odliSnost
téchto forem a jejich vztah k nominotypické formé je vSak velmi problematickd (Gaisler
2001b). Podobné¢ diskutabilni postaveni ma subspecie R. e. nordmanni Satunin 1911, popsana
ze Zakavkazi (Benda et al. 2006).

Vrapenec Mehelytiv Rhinolophus mehelyi Matschie, 1901
Typova lokalita: Bukurest, Rumunsko (Miller 1912)

Rozsiteni: Portugalsko, gpanélsko, Francie, Rumunsko, Bulharsko, Recko, Srbsko,
Cerna Hora; Zakavkazi; Maroko, Tunisko, AlZirsko, Lybie; Egypt a mediteranni ostrovy,
Turecko, Kypr, fran, Irak, Izrael a Jordansko; Afghénistan (Simmons 2005).

Druhy nejvétsi evropsky vrapenec, ktery se ale vyznacuje velkou variabilitou
télesnych rozméri, takze mize byt zaménén se stiedné velkymi druhy, zejména s R. euryale
(Gaisler 2001c). K zdméné obou zminénych druhl pfispiva 1 skutecnost, Ze Casto obyvaji
stejné biotopy, nicméné jak zjistili Russo et al. (2005), lisi se naroky na habitat. Velikost t¢la
je 42-64 mm. Velka variabilita télesnych rozmérd R. mehelyi se odrazi i v taxonomii.
Koopman (1994) uvadi u tohoto druhu 2 subspecie: R. m. mehelyi z Evropy a R. m. tuneti ze
severni Afriky; Gaisler (1983) fadi k této subspecii alzirské populace druhu. Popis subspecie
R. m. tuneti vychazi z morfologickych odlisnosti — delsi ocas, usi a 4. metakarpus a kratsi
tibie v porovnani s nominotypickou subspecii (Cockrum 1976). V roce 1904 popsal Cabrera

na zékladé jedince odchyceného ve Spanélsku tento druh jako Rhinolophus carpetanus
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(Miller 1912). Pozdé&ji byl ale tento taxon povazovan za subspecii vrapence Mehelyova R. m.
carpetanus odlisujici se od nominatni subspecie vétSimi rozméery. Kahman (1958) na zaklade
analyzy externich a kranialnich rozmérti R. m. carpetanus a R. mehelyi dospél k zavéru, ze
v ramci druhu neexistuje prokazatelna variabilita na urovni subspecii. Podobn¢ povazuji tento
druh za monotypicky Felten et al. (1977), Corbet (1978) a Gaisler (2001c). Podle Horacka
(2000) je jednim zhlavnich divodt pro¢ se R. mehelyi jevi jako monotypicky druh
skutecnost, ze je k dispozici zatim pomérné malo poznatkil tykajicich se jeho geografické

variability.

1.7 Cil prace

Jak jiz bylo uvedeno, Stfedomoii patii vramci Palearktidy k oblastem vyznacujicim se
neobycejnou biodiverzitou. Velmi zajimavym uzemim z hlediska fylogeografickych studii
a tvah je jeho vychodni ¢4st, na pomezi Palearktidy a orientalni a afrotropické oblasti. Diky
riznorodym klimatickym podminkdm se vyznacuje existenci specifickych, casto diametralné
odlisnych biotop a fytogeografickych celkli (Zohary 1973), coz se zéasadnim zpiisobem
projevuje ve vSech aspektech biologie taxonl zdejsi fauny. V obecném piehledu je na zakladé
literarnich pramenti vypracovan strucny piehled soucasného stavu druhové diverzity netopyii
fauny Stfedomoiské oblasti, véetné porovnani Udaji a nalezti u diskutovanych taxont
vychodniho Stfedomofti (Benda et al. 2006, 2007, Benda et Horacek 1998).

Taxonomickd determinace materidlu zpracovavaného v predklddané praci vychazi
z klasickych morfologickych metod doplnénych matematickymi analyzami osteometrickych
dat (Benda et al. 2006). Metody molekularni genetiky nabizeji pii feseni fylogeografické
problematiky moznosti ziskat zcela nové udaje a ty pak porovnat s dosavadnimi
taxonomickymi poznatky ziskanymi pomoci ,klasickych®* metod (Hulva et al. 2007). Cilem
ptedkladané diplomové prace bylo proto pomoci molekularni analyzy mitochondrialni DNA
vybranych druhti rodu Rhinolophus pfispét k doplnéni stavajicich poznatkd a pokusit se
zjistit, zda a do jaké miry se geneticky 1isi haplotypy jednotlivych populaci rodu Rhinolophus
ve sledovanych geografickych lokalitach vychodniho Stifedomofi.

Na zéklad¢ dostupné literatury tykajici se dosavadnich poznatkil o fylogenezi celedi
Rhinolophidae v ramci Stfedomoii i1 nékterych dalSich regionii a zudaji ziskanych
molekularni genetickou analyzou tkani z exemplait druhd Rhinolophus ferrumequinum, R.

hipposideros, R. blasii a R.euryale ze sttedomotskych, sttedoevropskych a blizkovychodnich
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populaci jsem se pokusil posoudit fylogeograficka a taxonomickd specifika diverzifikace

zminéné Celedi.

Stanovené cile prace:

Molekularni analyza genu pro cytochrom b druhti Rhinolophus ferrumequinum,

R. hipposideros, R. blasii a R. euryale z oblasti Stiedomofi.

Porovnéni ziskanych vysledki se stavajicim taxonomickym clenénim rodu
Rhinolophus.

Problematika subspecifického déleni Rhinolophus ferrumequinum v ramci Palearktidy
se zietelem na oblast vychodniho Stiredomofi.

Totéz u druha Rhinolophus hipposideros, R. blasii a R. euryale.

Posouzeni ziskanych tidaji jednotlivych populaci vySe zminénych druht v kontextu

fylogeografickych vztaht a literarnich udaji.
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2 Material a metodika

2.1 Material

K analyze bylo pouzito celkem 113 vzorkii 4 druhi celedi Rhinolophidae: Rhinolophus
hipposideros, R. ferrumequinum, R. euryale a R. blasii. VSechny vzorky, které byly pouzity
pro molekularni analyzu, pochazeji z exemplati ziskanych odchytem ve volné piirodé. Cast
znich byla usmrcena, fixovana v ethanolovém konzervacnim roztoku a nechana jako
dokladovy muzejni materidl, ulozeny v Narodnim muzeu v Praze (NMP). Dalsi ¢ast vzorkil
pochazi z jedinct, kteti byli po odebrani tkdné¢ vypusténi zpét do ptirody. Vzorky poskytl Dr.
Petr Benda z Narodniho muzea, prof. Ivan Horacek a Dr. Pavel Hulva z Piirodovédecké
fakulty UK. Kompletni piehled vzorkt studovanych taxonti, ptislusnych lokalit a autort sbért

je uveden v tabulce 1.

Tab. 1. Seznam lokalit a zdrojii analyzovanych vzorki.
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Cislo

Inventarni |terénniho Datum
Kod Cislo protokolu | Rod Druh Zemé Lokalita sbéru] Coll.
CHO007 | NMP 90433 |pb2835  [Rhinolophus | blasii Kypr Kalavasos, 3 km NW 19.4.2005 | P. Benda et al.
CH128 pb2908 Rhinolophus | blasii Jemen Sana, Sana'a 5.10.2005 | P. Benda
CHI32 |NMP 91072 [pb3379 [Rhinolophus | blasii Recko Crete, Omalos 1.10.2006 | P. Benda et al.
CH134 |NMP 91085 |pb3392  [Rhinolophus | blasii Recko Crete, Amnisos, 1 km S 4.10.2006 | P. Benda et al.
CH147 NMP 91793 | pb3472 Rhinolophus blasii Libanon Kfar Zabad 24.1.2007 | P. Benda et al.
CH149 |NMP 91795 |pb3474 [Rhinolophus | blasii Libanon K far Zabad 24.1.2007 | P. Benda et al.
CH175 pb2907 Rhinolophus | blasii Jemen Sana, Sana'a 5.10.2005 | P. Benda
CH179 NMP 91794 |pb3473 Rhinolophus | blasii Libanon Kfar Zabad 24.1.2007 | P. Benda et al.
CHI190 | NMP 90930 [pb3336 [ Rhinolophus | blasii Kypr Troodos Forest, valley N of Kakopetria 27.7.2006 | P. Benda
CH204 pb2908 Rhinolophus | blasii Jemen Sana, Sana'a 5.10.2005 | P. Benda
CH224 | NMP 90929 |pb3335 [Rhinolophus | blasii Kypr Troodos Forest, valley N of Kakopetria 27.7.2006 | P. Benda
CH226 |NMP 91792 | pb3471 Rhinolophus | blasii Libanon K far Zabad 24.1.2007 | P. Benda et al.
CH230 pb2078 Rhinolophus | blasii Kosovo Bubel 27.10.2001 | P. Benda
CHI114 pb2907 Rhinolophus | blasii Jemen Sana, Sana'a 5.10.2005 | P. Benda
CH145 |NMP 91771 |pb3449 [Rhinolophus |euryale Libanon Hagel el Azime 21.1.2007 | P. Benda et al.
CHI187 |NMP 90631 |pb2843 [Rhinolophus [ euryale Slovensko NandraZ 1.8.2005 | P. Benda
CH213 |NMP 91804 |pb3483 [Rhinolophus |euryale Libanon Aamchite 28.1.2007 [ P. Benda et al.
CHO001 NMP 91225 | CHI161 Rhinolophus ferrumequinum | Kypr Troodos Forest, 4,5 km SW of Kakopetria 14.10.2005 | I. Horacek et al.
CHO026 NMP 91204 | CH106 Rhinolophus ferrumequinum | Kypr Akamas Pen., Smigies Trail 12.10.2005 [ I. Horacek et al.
CHO038 NMP 90432 | pb2834 Rhinolophus [ ferrumequinum | Kypr Kalavasos, 3 km NW 19.4.2005 | P. Benda et al.
CH049 NMP 91250 [ CH028 Rhinolophus ferrumequinum | Kypr Akamas Pen., Smigies Trail 27.3.2005 | I. Horacek et al.
CHO53 NMP 91205 [ CH107 Rhinolophus ferrumequinum | Kypr Akamas Pen., Smigies Trail 12.10.2005 [ I. Horacek et al.
CHO054 NMP 91206 | CH118 Rhinolophus [ ferrumequinum | Kypr Akamas Pen., Smigies Trail 12.10.2005 [ I. Horacek et al.
CHO057 NMP 91235 | CH254 Rhinolophus ferrumequinum | Kypr Afendrika 17.10.2005 [ I. Horacek et al.
CHO078 | NMP 90490 Rhinolophus | ferrumequinum | Turecko Muradiye 23.6.2003 [ J. Hotovy
CHO098 NMP 48270 |pb1539 Rhinolophus ferrumequinum | Izrael/Syrie Nimrod Fortress, Golan Hights 18.7.1999 | P. Benda
CHI108 | NMP 48936 |pb1983  [Rhinolophus | ferrumequinum | Syrie Qala’at Samaan 3.6.2001 | P. Benda et al.
CH112 |NMP 48352 [pb1635 | Rhinolophus | ferrumequinum | iran Deh Bakri 7.4.2000 | P. Benda et al.
CHI121 pb2081 Rhinolophus | ferrumequinum | Kosovo Mrasor 27.10.2001 | P. Benda
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CHI25 CGx Rhinolophus [ ferrumequinum | Cerna Hora | Stari Bar 19.9.2001 | J. Hotovy
CH130 NMP 91092 | pb3399 Rhinolophus ferrumequinum | Recko Crete, Gerani 6.10.2006 | P. Benda et al.
CH131 NMP 91104 |pb3411 Rhinolophus ferrumequinum | Recko Crete, Milatos, 1 km E 7.10.2006 | P- Benda et al.
CH133 NMP 91120 |pb3427 Rhinolophus ferrumequinum | Recko Crete, Kolymvari 9.10.2006 | P. Benda et al.
CH137 LE113 Rhinolophus | ferrumequinum | Libanon Afqa Cave 26.6.2006 [ I. Horacek et al.
CH142 |NMP 91084 |pb3391 Rhinolophus [ ferrumequinum | Recko Crete, Amnisos, 1 km S 4.10.2006 | P. Benda et al.
CHI150 |NMP 91788 |pb3467 Rhinolophus | ferrumequinum | Libanon Bcharré 23.1.2007 | P. Benda et al.
CH155 |NMP 91796 |pb3475 [Rhinolophus | ferrumequinum | Libanon Ras al Assi 25.1.2007 | P. Benda et al.
CH159 |NMP 91071 |pb3378 | Rhinolophus |ferrumequinum |Recko Crete, Omalos 1.10.2006 | P. Benda et al.
CH164 LE195 Rhinolophus | ferrumequinum | Libanon Ras el Assi, Deir Mar Maroun Monastery 29.6.2006 | I. Horacek et al.
CH171 |NMP 91750 |pb3428 [Rhinolophus | ferrumequinum | Libanon Mrouj 19.1.2007 | P. Benda et al.
CH181 NMP 48892 [ pb1939 Rhinolophus [ ferrumequinum [ Syrie Qala'at Sheisar (Hama) 31.5.2001 [ P. Benda et al.
CH182 pb2080 | Rhinolophus | ferrumequinum | Kosovo Mrasor 27.10.2001 | P. Benda
CH189 pb2794 | Rhinolophus | ferrumequinum [ Slovensko Silica 26.1.2005 [ P. Benda
CH193 pb2795 Rhinolophus | ferrumequinum | Slovensko Hodru$a-Hamre 27.1.2005 | P. Benda
CH206 |NMP 91752 |pb3430  [Rhinolophus | ferrumequinum | Libanon Mrouj 19.1.2007 | P. Benda et al.
CH207 pb2826 | Rhinolophus | ferrumequinum | Kypr Cinarli, 4 km SE 17.4.2005 | P. Benda et al.
CH214 |NMP 48935 |pb1982 [ Rhinolophus | ferrumequinum | Syrie Qala'at Samaan (Halab) 3.6.2001 | P. Benda et al.
CH217 |NMP 91768 |pb3446  [Rhinolophus | ferrumequinum | Libanon Hagel el Azime 21.1.2007 | P. Benda et al.
CH223 |NMP 91081 |pb3388 Rhinolophus | ferrumequinum | Recko Crete, Patsos, 1,5 km N 3.10.2006 | P. Benda et al.
CH225 LE210 Rhinolophus | ferrumequinum | Libanon Ras el Assi, Deir Mar Maroun Monastery 29.6.2006 | I. Horacek et al.
CH228 |NMP 91070 [pb3377 | Rhinolophus | ferrumequinum | Recko Crete, Omalos 1.10.2006 | P. Benda et al.
CH229 |NMP 91105 |pb3412 Rhinolophus | ferrumequinum | Recko Crete, Milatos, 1 km E 7.10.2006 | P. Benda et al.
CH234 NMP 91249 [ CH027 Rhinolophus ferrumequinum | Kypr Akamas Pen., Smigies Trail 27.3.2005 | I. Horacek
CHO10 NMP 91270 | CHO57 Rhinolophus [ hipposideros Kypr Cinarli, 4 km SE 6.4.2005 | 1. Horacek
CHO034 NMP 90424 | pb2825 Rhinolophus [ hipposideros Kypr Cinarli, 4 km SE 17.4.2005 | P. Benda et al.
CHO043 NMP 91830 | CH230 Rhinolophus hipposideros Kypr Cinarli, 4 km SE 15.10.2005 [ I. Horacek
CHO065 NMP 91823 [ CH023 Rhinolophus | hipposideros Kypr Akamas Pen., Smigies Trail 27.3.2005 | I. Horacek
CHI135 |NMP 91090 |pb3397 [Rhinolophus | hipposideros Recko Crete, Gerani 6.10.2006 | P. Benda et al.
CH136 |NMP 91801 |pb3480 [Rhinolophus | hipposideros Libanon Faraya 27.1.2007 | P. Benda et al.
CH138 |NMP 91097 |pb3404 [Rhinolophus | hipposideros Recko Crete, Milatos, 1 km E 7.10.2006 | P. Benda et al.
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CH139 NMP 91825 | CHO25 Rhinolophus [ hipposideros Kypr Akamas Pen., Smigies Trail 27.3.2005 | I. Horacek et al.
CH140 NMP 91821 [ CH020 Rhinolophus | hipposideros Kypr Akamas Pen., Smigies Trail 27.3.2005 [ I. Horacek et al.
CH141 NMP 90926 |pb3332 Rhinolophus | hipposideros Kypr Troodos Forest, valley N of Kakopetria 27.7.2006 | P. Benda et al.
CH146 |NMP 48054 |pb1159 [Rhinolophus | hipposideros Syrie Crac des Chevaliers 28.6.1998 | P. Benda et al.
CH148 NMP 91261 | CH040 Rhinolophus [ hipposideros Kypr Troodos Forest, 1,5 km N of Troodos 29.3.2005 | I. Horacek et al.
CH153 |NMP 91755 |pb3433  [Rhinolophus | hipposideros Libanon Mroyj 19.1.2007 | P. Benda et al.
CHI156 | NMP 48097 | pb0934 Rhinolophus | hipposideros fran Emam Sadeh 1.5.1997 | P. Benda
CHI157 |NMP 91263 | CH042 Rhinolophus [ hipposideros Kypr Troodos Forest, 5 km SW of Kakopetria 29.3.2005 [ P. Benda et al.
CH161 NMP 90924 [pb3330 [Rhinolophus | hipposideros Kypr Troodos Forest, valley N of Kakopetria 27.7.2006 | P. Benda
CH162 |NMP 91753 |pb3431  [Rhinolophus | hipposideros Libanon Mrouj 19.1.2007 [ P. Benda et al.
CH163 |NMP 91091 |pb3398 [Rhinolophus | hipposideros Recko Crete, Gerani 6.10.2006 | P. Benda et al.
CH166 |NMP 90424 |pb2825 [Rhinolophus | hipposideros Kypr Cinarli, 4 km SE 17.4.2005 | P. Benda et al.
CH174 |NMP 91809 |pb3488 [Rhinolophus [ hipposideros Libanon Nabaa es Safa 29.1.2007 [ P. Benda et al.
CH176 NMP 90923 |pb3329 Rhinolophus | hipposideros Kypr Troodos Forest, valley N of Kakopetria 27.7.2006 | P. Benda
CHI183 |NMP 91822 |CHO021 Rhinolophus [ hipposideros Kypr Akamas Pen., Smigies Trail 27.3.2005 [ I. Horacek et al.
CH184 pb2793 | Rhinolophus | hipposideros Slovensko Silica 26.1.2005 | P. Benda
CH186 pb2796 | Rhinolophus | hipposideros Slovensko Hodru$a-Hamre 27.1.2005 | P. Benda
CH188 pb2792 Rhinolophus | hipposideros Slovensko Zlatno 25.1.2005 | P. Benda
CH192 pb2797 | Rhinolophus | hipposideros Ceska rep. Mofina 2.2.2005 | P. Benda
CH197 |NMP 49028 |pb2054 [Rhinolophus [ hipposideros Recko Kombotades (Lamia) 31.8.2001 | P. Benda
CH199 pb2791 Rhinolophus [ hipposideros Slovensko Licince 25.1.2005 | P. Benda
CH200 NMP 91262 | CH041 Rhinolophus [ hipposideros Kypr Troodos Forest, 1,5 km N of Troodos 29.3.2005 | I. Horacek et al.
CH203 NMP 91824 | CH024 Rhinolophus hipposideros Kypr Akamas Pen., Smigies Trail 27.3.2005 | P. Benda et al.
CH208 NMP 91229 | CH166 Rhinolophus hipposideros Kypr Troodos Forest, 4,5 km SW of Kakopetria 14.10.2005 | I. Horacek et al.
CH209 LE36 Rhinolophus | hipposideros Libanon Port al Khalars 23.6.2006 | P. Benda et al.
CH211 |NMP 91769 |pb3447 [Rhinolophus | hipposideros Libanon Hagqel el Azime 21.1.2007 | P. Benda et al.
CH212 NMP 90928 |pb3334 Rhinolophus | hipposideros Kypr Troodos Forest, valley N of Kakopetria 27.7.2006 | P. Benda et al.
CH216 |NMP 91827 | CH047 Rhinolophus | hipposideros Kypr Troodos Forest, 1,5 km N of Troodos 29.3.2005 [ I. Horacek et al.
CH219 |NMP 91798 |pb3477 [Rhinolophus [ hipposideros Libanon Antelias 25.1.2007 [ P. Benda et al.
CH222 |NMP 91775 |pb3453  [Rhinolophus | hipposideros Libanon Aaqura 22.1.2007 [ P. Benda et al.
CH227 |NMP 91790 |pb3469 [Rhinolophus | hipposideros Libanon Bcharré 23.1.2007 | P. Benda et al.
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CH236 CH131 Rhinolophus | hipposideros Kypr Troodos Forest, 4.5 km SW of Kakopetria 13.10.2005 [ I. Horacek et al.
CH237 CH151 Rhinolophus [ hipposideros Kypr Troodos Forest, 1.5 km N of Troodos 13.10.2005 [ I. Horacek et al.
CH239 CH138 Rhinolophus | ferrumequinum | Kypr Troodos Forest, 4.5 km SW of Kakopetria 13.10.2005 [ I. Horacek et al.
CH240 CH139 Rhinolophus | ferrumequinum | Kypr Troodos Forest, 4.5 km SW of Kakopetria 13.10.2005 [ I. Horacek et al.
CH241 CH152 Rhinolophus | ferrumequinum | Kypr Troodos Forest, 3 km W of Troodos 14.10.2005 | I. Horéacek et al.
CH243 LE200 Rhinolophus ferrumequinum | Libanon Ras el Assi, Deir Mar Maroun Monastery 29.6.2006 | 1. Horacek et al.
CH245 |NMP 91234 | CH231 Rhinolophus | ferrumequinum | Kypr Cinarli, 4 km SE 15.10.2005 | I. Horacek et al.
CH246 H7 Rhinolophus | ferrumequinum | Italie Castelcivita, camp u feky Calore 20.6.2007 | P. Hulva
CH247 HS8 Rhinolophus | ferrumequinum [ Italie Castelcivita, camp u feky Calore 20.6.2007 | P. Hulva
CH248 HI12 Rhinolophus ferrumequinum | Italie Castelcivita, camp u feky Calore 20.6.2007 | P. Hulva
CH249 H13 Rhinolophus | ferrumequinum | Itélie Castelcivita, camp u feky Calore 20.6.2007 | P. Hulva
CH250 H14 Rhinolophus | ferrumequinum [ Italie Castelcivita, camp u feky Calore 20.6.2007 | P. Hulva
CH251 HI5 Rhinolophus | ferrumequinum | Italie Castelcivita, camp u feky Calore 20.6.2007 | P. Hulva
CH252 H16 Rhinolophus | ferrumequinum | Italie Castelcivita, camp u feky Calore 20.6.2007 [ P. Hulva
CH254 CH137 Rhinolophus | ferrumequinum | Kypr Castelcivita, camp u feky Calore 20.6.2007 | P. Hulva
CH257 LE113 Rhinolophus | ferrumequinum | Libanon Afga Cave 26.6.2006 [ I. Horacek et al.
CH258 LE036 Rhinolophus [ hipposideros Libanon Port al Khalars 23.6.2006 [ I. Horacek et al.
CH260 H6 Rhinolophus ferrumequinum | Italie Castelcivita, camp u feky Calore 20.6.2007 [ P. Hulva
CH261 H4 Rhinolophus | ferrumequinum | Italie Castelcivita, camp u feky Calore 20.6.2007 | P. Hulva
CH262 H3 Rhinolophus | ferrumequinum [ Italie Castelcivita, camp u feky Calore 20.6.2007 | P. Hulva
CH263 H2 Rhinolophus [ ferrumequinum | Italie Castelcivita, camp u feky Calore 20.6.2007 | P. Hulva
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K vyslednému souboru ziskanych sekvenci byly pfidany pro porovnani dal$i sekvence
publikované v internetové databazi PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=
pubmed). Jedna se o kompletni sekvence genu pro cytochrom b rodu Rhinolophus. Jako
outgroup byly do analyz pouzity kompletni sekvence cytochromu b druhti Myotis mystacinus
(Kuhl, 1817), Miniopterus magnater Sanborn, 1931, Pteropus rufus (Tiedermann, 1808) a
Hipposideros armiger (Hodgson, 1836) (tab. 2).

Tab. 2. Seznam pouzitych sekvenci publikovanych v internetové databazi PubMed

PubMed Rod Druh Region Citace
EF544402 Rhinolophus | ferrumequinum | Henan Province (Cina) Niu et al. 2007
EF544414 Rhinolophus | ferrumeguinum | Henan Province (Cina) Niu et al. 2007
EF544417 Rhinolophus | ferrumeguinum | Henan Province (Cina) Niu te al. 2007
AB085722 Rhinolophus | ferrumequinum | Japonsko Sakai et al. 2003
DQ351847 Rhinolophus | ferrumeguinum | Cina Feng et al. 2006
AB085723 Rhinolophus | ferrumequinum | Japonsko Sakai et al. 2003
DQ297575 Rhinolophus | ferrumequinum | Yunnan (Cina) Liet al. 2007
DQ297586 Rhinolophus | hipposideros Upper Langford (Velka Britanie) | Li et al. 2007
DQ297596 Rhinolophus | luctus Huibei (Cina) Li et al. 2007
DQ297589 Rhinolophus | pusillus Sichuan (Cina) Li et al. 2007
DQ865344 Rhinolophus | blythi — Xu et al. 2006
DQ297581 Rhinolophus | monoceros Yangmingshan (Taiwan) Li et al. 2007
AB061526 Rhinolophus | pumilus Japonsko Nikaido et al. 2001
DQ297592 Rhinolophus | cornutus Okupirika, Hokkaido (Japonsko) Li et al. 2007
EF555788 Rhinolophus | monoceros Henan Province (Cina) Niu te al. 2007
EF544418 Rhinolophus | affinis Henan Province (Cina) Niu et al. 2007
DQ987605 Rhinolophus | affinis — Xu et al. 2006
EF517303 Rhinolophus | sinicus Guizhou (Cina) Cui et al. 2007
EF544424 Rhinolophus | pearsoni Henan Province (Cina) Niu et al. 2007
EF517309 Rhinolophus | pearsoni Guizhou (Cina) Cui et al. 2007
EF517310 Rhinolophus | pearsoni Yunnan (Cina) Cui et al. 2007
AY665140 Myotis mystacinus — Tsytsulina et al. 2005
EF517308 Miniopterus | magnater Hainan (Cina) Cui et al. 2007
AB085732 Pteropus rufus Madagaskar Sakai et al. 2003
DQ297585 Hipposideros | armiger Guangxi (Cina) Li et al. 2007

2.2 Metodika

2.2.1 lzolace DNA

Material pro izolaci DNA byl odebiran z usmrcenych jedincl, ktefi byli fixovani
v denaturovaném ethanolu. Cést kiidelni blany (velikosti piiblizné 3x3 mm) byla po

odstfizeni vlozena do 1,5 ml mikrozkumavek s ¢istym 96% ethanolem. Tkan byla rozstiihana
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na co mozno nejmensi kousky a umisténa do sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek. Po odpateni
ethanolu byla nasledné provedena izolace podle postupu komeréné dodavané soupravy pro
izolaci DNA-Dneasy Tissue Kit od firmy Qiagen, dle protokolu doddvaného s izola¢ni sadou.

Po izolaci byla ovétena piiblizna koncentrace pomoci elektroforézy (5 ul DNA + 2 ul
vkladaciho pufru bylo nandseno na agarézovy gel). VSechny vzorky izolované DNA byly

oznaceny a ulozeny pii —18 °C do mraziciho boxu.

2.2.2 PCR

Sledovany gen pro cytochrom b byl amplifikovan pomoci primeru uvedeného v tabulce 3.
Sekvence primeru byla pfevzata z prace Sakaie et al. (2003). Délka amplifikovanych tseki je

ptiblizné 1200 bp.

Tab. 3. Sekvence primeru pouzitého pro amplifikaci studovaného genu. Oznaceni primeru

odpovida nazvu, ktery je uveden v ptislusné publikaci (Sakai et al. 2003)

Oznaceni
Gen . F/R Sekvence primeru

primeru

CytbF1 forward 5’-GACCAATGATATGAAAACCATCGTT-3’
Cytochrom b

CytR1 reverse 5’-GGCCCTCCTCCCCTGGTTTACAAGAC-3’

Reak¢ni smés byla ptipravena vzdy do celkového objemu 25 pl na vzorek, presné
slozeni smési je uvedeno v tabulce 3. Do pfedem pfipravené smési bylo standardné pfidavano
5 ul dané DNA. V ptipad¢, ze koncentrace vysledného produktu byla nedostacujici, opakoval
jsem reakci, ale voda v reak¢ni smési byla kompletné¢ nahrazena ptisluSnou DNA vzorku.
Slozeni smési, s pfidanim 5 pl dané DNA je v tabulce 4 oznaceno jako ,,a* a sloZzeni smési,
kde byla voda nahrazena ptisluSnou DNA je oznaceno jako ,,b“. PPP Master Mix je komer¢ni
smés firmy Top-Bio, s. r. 0., obsahujici veskeré komponenty s vyjimkou primerd, potiebné

pro provedeni PCR reakce (Taq polymeraza, dNTP, pufr s MgCl, a stabilizatory).
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Tab. 4. Slozeni reakéni smési pro PCR (mnozstvi jednotlivych chemikalii v pl a vztazeno na

jednu reakci)

a b
PPPMMix 12,5 12,5
H,O 6,2 -
Forvard (10ul) 0,65 0,65
Reverse (10ul) 0,65 0,65

20 13,8
DNA 5 11,2
Total 25 25

PCR reakce probihaly v termocyklerech Mastercycler gradient (Eppendorf). Programy

pouzité v PCR reakcich jsou uvedeny v tabulce 5.

Tab. 5. PCR program pouzity pro amplifikaci studované¢ho genu

Faze Pocet opakovani Teplota Cas
Pocatecni denaturace 1x 94 °C 3 min
Denaturace 94 °C 40 s
Nasedani 35x% 51°C 40 s
Prodluzovani 60 °C 3 min
Konecné )
prodluzovani P 60°C 10 min
Chlazeni 1x 4°C 20 min

Pro vzorky z exemplatft druhu R. hipposideros pochazejicich z Kypru musel byt PCR
program upraven. Pivodni teplota nasedani (51 °C) musela byt snizena na 41 °C, ostatni

nastaveni parametrt zistalo nezménéno (tab. 5)

2 ul PCR produktu byly naneseny na 0,8% agardzovy gel a pomoci elektroforézy byla
nasledné ovéfena kvalita a pribliznd koncentrace produktu. V PCR reakcich se vzdy
amplifikoval pouze pozadovany usek. Ziskané produkty byly zamrazeny a pfipraveny

k dal$imu zpracovani.
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2.2.3 Elektroforéza

Horizontalni elektroforéza byla provadéna na agar6zovém gelu pii 110 V. Jako pufr byl
pouzit 1x koncentrovany TAE. Gel byl standardné pfipravovan z 0,8% agardzy, pro pozdé;si
vizualizaci DNA pod UV zafenim byl do kazdého gelu o objemu 60 ml pfidan 1 pl
ethidiumbromidu (EtBr).

2.2.4 Purifikace

PCR produkty byly purifikovany ethanolovou precipitaci. Produkt byl pfeveden do 1,5 ml
mikrozkumavky. Nasledné byla pfidana 1/10 objemu 3M octanu sodného, déale 50 pl 100%
vymrazeného ethanolu a 10—15 minut byla smés ponechana v mrazicim boxu. Nasledovala
centrifugace 20 minut pfi 13.000 otackach. Poté byl ethanol odsat, v dal§im kroku
nasledovalo pfidani 100 pl 75% ethanolu. Pokracovalo se dalsi centrifugaci po dobu 10 minut
pti 13 000 ot. a po jejim skonceni byl ethanol opét odsat. Nasledovalo suseni produktu 15
min. pti 40 °C a poté bylo pfidano 22 pl sterilni destilované vody. Po purifikaci byly k 5 ul
precisténého PCR produktu piidany 2 pl vkladaciho pufru a provedena elektroforéza k zjisténi

ptiblizné koncentrace produktu.

2.2.5 Sekvenace

Purifikované PCR produkty byly zaslany spolu s odpovidajicim parem primert firmé

Macrogen, kterd vlastni osekvenovani produkti provedla.

2.2.6 Vyhodnoceni chromatogramu a tvorba alignmentu

Usek studované DNA byl sekvenovan z obou koncti tak, aby se sekvence uprostied piekryly.
Analyza chromatogramu a kontrola sekvenci byla provedena pomoci programu Chromas
2.31, ktery je zdarma dostupny na webové strance http:/www.technelysium.com.au
/chromas.html. VSechny sekvence byly na obou koncich upraveny tak, aby zac¢inaly a koncily

ve stejné pozici.
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Alignment sekvenci byl proveden v programu Clustal W (Thompson et al. 1997),
ktery je soucasti programu BioEdit (Hall 1999). Ve stejném programu byly i ziskané sekvence

obou polovin studovaného genu spojeny.

2.2.7 Fylogenetické analyzy

Jesté pied provedenim fylogenetickych analyz byl datovy soubor veskerych zpracovanych
jedincti obohaceny publikovanymi sekvencemi genu pro cytochrom b rodu Rhinolophus a
srovnavacich (outgroupovych) skupin roziazen na jednotlivé haplotypy. Bylo to provedeno
pomoci programu Collapse 1.2 (Posada 2006). Seznam ziskanych haplotypti je uveden
v tabulce 6.

Fylogenetické stromy jsou tvofené¢ ze sekvenci haplotypi uvedenych v tabulce 6.
Jedna se o sekvence druht R. ferrumequinum, R. hipposideros, R. blasii a R. euryale; jako
outgroup byly pouzity sekvence druhti Pteropus rufus, Myotis mystacinus a Miniopterus
magnater. Fylogenetické stromy byly konstruovany metodami maximalni parsimonie
(maximum parsimony, MP), maximalni vérohodnost (maximum likelihood, ML), distan¢ni
metody — neighbor-joining (NJ) a Fitch-Margoliash s maximum likelihood (MLdist)
a s LogDet (LDdist) distancemi a Bayesovskou analyzou (Bayesan analysis, BA).

Pro vyhodnoceni fylogenetickych stromid MP byl vyuzit program PAUP* 4.0b10
(Swofford 2002). Stromy byly konstruovany 10 replikaty heuristického vyhledavani.
Pocatecni strom byl vytvofen procedurou ,,stepwise addition” s ndhodnym ptiddvanim taxont
a poté byl ,,swapovan®“ algoritmem ,tree bisection and reconnection” (TBR). Pro kazdou
analyzu byly zaznamendny pocty maximalné parsimonnich stromd. Statistickd podpora
jednotlivych uzla byla zjiSténa vyuzitim bootstrapové analyzy s 1000 pseudoreplikaty.

Pro ML a MLdist byl substitu¢ni model uréen pomoci hierarchického likelihood ratio
testu v programu Modeltest 3.7 (Posada et Crandall 1998). Pro vypocet nejlepSiho
fylogenetického stromu byl opét pouzit program PAUP* 4.0b10 (Swofford 2002) a pro
nasledny vypocet statistick¢é podpory uzlii metodou bootstrapu s 1000 pseudoreplikati byl
vyuzit program PhyML v2.4.4. (Guindon et Gascuel 2003).

Bayesovskéa metoda pocitana programem MrBayes 3.1 (Ronquist et Huesenbeck 2003)
je zaloZzena na vyhledavani nejlepSich stromli pomoci Markov chain Monte Carlo algoritmu

(Larget et Simon 1999). Analyza byla ukon&ena po prob&hnuti 6 x 10° generaci. Kazdych 100
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generaci doslo kulozeni stromu. Po zkontrolovani ustalené frekvence stromt doslo
k odstranéni prvnich 1 500 000 generaci (15 000 stromt1) a vytvotfeni konsensualniho stromu.

Pomoci programu PAUP* 4.0b10 (Swofford 2002) byl vypocten strom pro distancni
metodu NJ (Saitou et Nei 1987). Strom byl pocitan bez modelu, dale pak s p distancemi a také
s K2P modelem. Statistickd podpora jednotlivych uzli byla zjisténa vyuzitim bootstrapové
analyzy s 1000 pseudoreplikaty.

Pro vypocet stromu Fitch Margoliashovou metodou s ML a LD byl pouzit opét
program PAUP* 4.0b10 (Swofford 2002). Statistickd podpora jednotlivych uzla byla zjisténa
vyuzitim bootstrapové analyzy, u MLdist s 1000 pseudoreplikaty a u LDdist s 450 replikaty.

2.2.8 Haplotypové sité (Haplotype networks)

Byl pouzit program TCS v 1.21 (Clement et al. 2000). Na zaklad¢ metody parsimonie vytvaii
haplotypové sité. Kazdy krok znamena substituci. Velikost ovall vyjadiuje pocet vzorku,
které reprezentuji jednotlivé haplotypy. Pravdépodobnostni limit parsimonie byl nastaven na

95 % vyjimkou druhu R. hipposideros, kde byl ruéné snizen a nastaven limit 65 kroka.
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3 Vysledky

Celkem bylo analyzovano 113 vzorki 4 zapadopalearktickych taxonl ¢eledi Rhinolophidae:
Rhinolophus hipposideros, R. ferrumequinum, R. euryale a R. blasii (tab. 1). Pro analyzu byl
pouzit gen pro cytochrom b. Délka jednotlivych alignmentii musela byt z ptvodnich cca
1200 bp na pocatcich a na koncich ofezana z divodu nedostatecné kvality. Alignment byl
ofezan s ohledem na jednotlivé kodony, celkova délka sekvenci ve findlnim alignmentu je
1128 bp. Kompletni soubor sekvenci vSech ziskanych haplotypii je k dispozici na ptilozeném
CD. Vysledny soubor sekvenci pouzitych pro fylogenenetické analyzy citd celkem 113
sekvenci z mnou analyzovanych vzork a 25 sekvenci pfevzatych z internetové databéaze
GenBank. Z celkového poctu 1128 znakl bylo 627 proménlivych a z nich je 415 parsimonné
informativnich. Sekvence vykazuji vyssi podil A/T (A = 0,346, T = 0,196) a nizsi podil C + G
(0,457) coz je typické pro savce (Irwin et al. 1991). Soubor ziskanych sekvenci, byl rozifazen

na jednotlivé haplotypy, jejichz kompletni seznam je uveden v tabulce 6.

rrrrr

Haplotyp | Vzorek | Region
Rhinolophus blasii
RB 1 CHO07 Kypr
RB 2 CH114, CH175 Jemen
RB 3 CH128, CH204 Jemen
RB 4 CH132, CH134, CH230 Kréta, Kosovo
RB 5 CH147, CH224 Libanon, Kypr
RB 6 CH149, CH179, CH226, CH213 Libanon
RB 7 CHI190 Kypr
Rhinolophus euryale
RE 1 CH145 Slovensko
RE 2 CH187 Libanon
Rhinolophus ferrumequinum
RF 1 CHO001, CH026, CH038, CH049, CH053, | Kypr
CHO054, CH234, CH239, CH240, CH241,
CH254
RF 2 CHO057, CH098, CH108, CH137, CH150, | Kypr, Libanon, Izrael/Syrie,
CH155, CH164, CH171, CH181, CH206, | Syrie
CH207, CH214, CH217, CH225, CH245,
CH257
RF 3 CHO78 Turecko
RF 4 CHI112 fran
RF 5 CH121, CH125, CH130, CH133, CH159, | Kosovo, Cerna Hora, Recko
CH189, CH193, CH228, CH229 (Kréta), Slovensko
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RF6 CH182 Kosovo
RF 7 CH243 Libanon
RF 8 CH142, CH223 Recko (Kréta)
RF 9 CHI131 Recko (Kréta)
RF 10 CH246, CH247, CH248, CH249, CH250, | Italie (Sicilie)
CH251, CH252, CH260, CH261, CH262,
CH263
RF 11 EF544417 Cina
RF 12 EF544414 Cina
RF 13 EF544402 Cina
RF 14 DQ297575 Cina
RF 15 DQ351847 Cina
RF 16 AB085723 Japonsko
RF 17 ABO085722 Japonsko
Rhinolophus hipposideros
RH 1 CHO010, CH043, CH141 Kypr
RH 2 CHO034 Kypr
RH 3 CHO065, CH139, CH140, CH176, CH183, | Kypr
CH203, CH212
RH 4 CH135, CH138, CH163 Recko (Kréta)
RH 5 CHI136, CH153, CH162, CH174, CH219 | Libanon
RH 6 CH146 Syrie
RH 7 CH148, CH157, CH161, CH200, CH208, | Kypr
CH216, CH236, CH237
RH 8 CH156 fran
RH 9 CH166 Kypr
RH 10 CH184, CH186, CH188, CH192, CH197, | Slovensko, Ceska republika,
CH199, Recko,
DQ297586 (GenBank) Velka Britanie (GenBank)
RH 11 CH209, CH258 Libanon
RH 12 CH211 Libanon
RH 13 CH222, CH227 Libanon

3.1 Prehled fylogenetickych analyz jednotlivymi metodami

3.1.1 Maximalni parsimonie (Maximum Parsimony, MP)

Na topologii fylogenetického stromu vytvofeného pomoci metody maximalni parsimonie

(MP), ktery je zndzornén na obr. 1 jsou klady jednotlivych druhti. Jsou patrné dvé bazalni

vétve. Jedna tvofi klad druhu Rhinolophus hipposideros a Rhinolophus luctus a druha se dale

vétvi. Nejvice odvozeny je v této vétvi klad druhd Rhinolophus ferrumequinum, R. blasii a R.
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euryale, ve kterém jsou patrné dvé linie. Prvni linie je dale ¢lenéna na dalsi dvé skupiny.
Prvni skupinu tvofi haplotypy z Blizkého vychodu a druhou skupinu tvofi haplotypy
evropské. Druhou linii kladu R. ferrumequinum tvoii haplotypy z vychodni Asie. Ke kladu
druhu R. ferrumequinum je sestersky klad, ktery je tvofen liniemi druhu Rhinolophus blasii
a Rhinolophus euryale. Linie druhu R. blasii je dale ¢lenéna na dvé skupiny. Prvni skupinu
tvofi haplotypy zJemenu a druhou skupinu tvoii haplotypy z Kosova, Kréty, Kypru a
Libanonu, jejichz monofyleticnost neni vSak pfili§ vysoce podpotfena. Ke kladim druha R.
ferrumequinum, R. blasii, R. euryale je sestersky klad, ktery je tvofeny liniemi druht
Rhinolophus armiger a Rhinolophus sinicus. Ke kladiim rodi R. ferrumequinum, R. blasii, R.
euryale, R. armiger a R. sinicus je dale sestersky klad tvofeny liniemi druhti Rhinolophus
blythi, Rhinolophus pusilus, Rhinolophus monoceros, Rhinolophus cornutus a Rhinolophus
pumilus. V ramci celé vétve je nejvice bazalné umistén klad linii druhu Rhinolophus pearsoni.

Detailni popis jednotlivych linii je uveden v parcialnich analyzach pro jednotlivé druhy.
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Obr. 1. Fylogeneticky strom sestrojeny ze sekvenci cytochromu b metodou MP. Cisla v uzlech znamenaji hodnotu
bootstrapu. CI = 0,461; RI = 0,786. (RB — Rhinolophus blasii, RE — Rhinolophus euryale, RH — Rhinolophus hipposideros,
RA — Rhinolophus armiger, RBL — Rhinolophus blythi, RL — Rhinolophus luctus, RM — Rhinolophus monoceros, RP —
Rhinolophus pearsoni, RPUM — Rhinolophus pumilus, RPUS — Rhinolophus pusilus, RS — Rhinolophus sinicus, RC —
Rhinolophus cornutus, HA — Hipposideros armiger, MyMy — Myotis mystacinus, MiMa — Miniopterus magnater, PR —
Pteropus rufus)
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3.1.2 Maximalni vérohodnost (Maximum likelihood, ML)

Topologie fylogenetického stromu zkonstruovaného pomoci metody maximalni vérohodnosti
(ML) odpovida svoji topologii, ¢lenénim jednotlivych kladu a linii stromu tvofeného metodou
MP. Fylogeneticky strom je uveden na obr. 2. Kladu druhi R. ferrumequinum, R. blasii, R.
euryale je ptibuzny klad tvofeny liniemi druhti Rhinolophus blythi, Rhinolophus pusilus,
Rhinolophus monoceros, Rhinolophus cornutus a Rhinolophus pumilus a k témto tfem kladim
je sestersky klad, ktery je tvofen liniemi druhu Rhinolophus pumilus. V ramci celé vétve je

nejvice bazaln¢ umistén klad tvoreny haplotypy druhid R. armiger a R. sinicus.
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Obr. 2. Fylogeneticky strom sestrojeny ze sekvenci cytochromu b metodou ML. Cisla v uzlech znamenaji hodnotu
bootstrapu. (RB — Rhinolophus blasii, RE — Rhinolophus euryale, RH — Rhinolophus hipposideros, RA — Rhinolophus
armiger, RBL — Rhinolophus blythi, RL — Rhinolophus luctus, RM — Rhinolophus monoceros, RP — Rhinolophus pearsoni,
RPUM - Rhinolophus pumilus, RPUS — Rhinolophus pusilus, RS — Rhinolophus sinicus, RC — Rhinolophus cornutus, HA —
Hipposideros armiger, MyMy — Myotis mystacinus, MiMa — Miniopterus magnater, PR — Pteropus rufus)
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3.1.3 Bayesovska analyza (Bayesan analyses, BA)

Dalsi metodou vyuzitou pro tvorbu fylogenetickych stromu pouzitych v predkladané préci je
metoda Bayesovské analyzy (BA). Fylogeneticky strom vytvofeny pomoci této metody je
znazornén na obr. 3. Stejn¢ jako u predchoziho fylogenetického stromu, i topologie stromu
BA odpovida vyse popsané topologii fylogenetického stromu konstruovaného metodou MP.
Rozdil je pouze vumisténi kladu tvofeného liniemi druhu Rhinolophus armiger
a Rhinolophus sinicus, ktery je zde uveden bazalné od vsech druhti rodu Rhinolophus, jejichz

haplotypy byly zahrnuty do analyzy.
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Obr. 3. Fylogeneticky strom sestrojeny ze sekvenci cytochromu b metodou BA. Strom byl proveden pro 6 x 10° generaci.
Cisla v uzlech udavaji hodnotu posteriornich pravdépodobnosti (posterior probabilities). (RB — Rhinolophus blasii, RE —
Rhinolophus euryale, RH — Rhinolophus hipposideros, RA — Rhinolophus armiger, RBL — Rhinolophus blythi, RL —
Rhinolophus luctus, RM — Rhinolophus monoceros, RP — Rhinolophus pearsoni, RPUM — Rhinolophus pumilus, RPUS —
Rhinolophus pusilus, RS — Rhinolophus sinicus, RC — Rhinolophus cornutus, HA — Hipposideros armiger, MyMy — Myotis
mystacinus, MiMa — Miniopterus magnater, PR — Pteropus rufus)
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3.1.4 Distan¢ni metody

3.1.4.1 Neighbor-joining (NJ)

Prvni distanéni metodou, kterd byla pouzita, je metoda neighbor-joining (obr. 4).
Stejné jako u pfedchozich stomid (MP, ML, BA) i zde je zachovana zékladni topologie
jednotlivych kladi sledovanych druhti). Topologie je identickd s popsanou topologii
fylogenetického stromu zkonstruovaného metodou MP. Zobrazeny strom je pocitdn bez
modelu. Stromy s nejlepSim modelem a K2P maji stejnou topologii vétvi, proto nejsou

zobrazeny.

3.1.4.2 Fitsch-Margoliash

Jako druha z distan¢nich metod byla pouzita metoda Fitsch-Margoliash.

3.1.4.2.1 MLdist

Topologie fylogenetického stromu pocitaného z ML distanci (obr. 5) se lisi v umisténi
vychodoasijskych druht, které jsou zde sesterské ke kladu R. hipposideros a R. luctus,
zatimco v ostatnich stromech tvoii monofylum s klady druhd R. ferrumequinum, R. blasii a R.
euryale. Statistickda podpora je ale nizkd. Hlavni klady jsou ale zachovany, tak jako u

predchozich fylogenetickych strom, jen je odlisna topologie.
3.1.4.2.2 LDdist

Fylogeneticky strom zkonstrovany metodou Fitsch-Margoliash s logdet distancemi (obr. 6)
ma také stejné bazalni cClenénéni jednotlivych kladi vSech druhli, jako je tomu
u fylogenetického stromu tvofeného metodou MP. Rozdil je v umisténi linie druhu
Rhinolophus armiger a R. sinicus. Tato linie je zde umisténa jako sesterska k liniim druht
Rhinolophus blythi, Rhinolophus pusillus, Rhinolophus monoceros, Rhinolophus cornutus
sesterska ke vSem ostatnim druhtim rodu Rhinolophus, je zde vSak velmi nizka statisticka

podpora.

43



RF G
RF 1 Evropa
RF 18
98
RF &
RF§
100
RF2
RFT I Blizky virchod
RF3
o3
L aF 4
100
RF 12
o6 |EKF13
100 RF 11 GenBank - Asle
RF 15
o7 MERHB
RF 1F
86 RF 14
RBS
REG
e |RE1 Kosove, Kréla,
RB 4 Kypr, Libanon
100
21 RB7
83 1oof RE 2 I Jemen
RE3
100 |?E 1 I
RE 2
100
Blizky vyehod
100| gRH S
RH 13
RH &
RH12
RH11
100
100 RH 4 I Evropa
a4 RH 10
s E Ir@n
RL
HA
L Hymy
38 [ 1 BR
I Wama
0

Obr. 4. Fylogeneticky strom sestrojeny ze sekvenci cytochromu b metodou NJ. Cisla v uzlech uvadgji hodnotu bootstrapu.
(RB — Rhinolophus blasii, RE — Rhinolophus euryale, RH — Rhinolophus hipposideros, RA — Rhinolophus armiger, RBL —
Rhinolophus blythi, RL — Rhinolophus luctus, RM — Rhinolophus monoceros, RP — Rhinolophus pearsoni, RPUM —
Rhinolophus pumilus, RPUS — Rhinolophus pusilus, RS — Rhinolophus sinicus, RC — Rhinolophus cornutus, HA —
Hipposideros armiger, MyMy — Myotis mystacinus, MiMa — Miniopterus magnater, PR — Pteropus rufus)
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Obr. 5. Fylogeneticky strom sestrojeny ze sekvenci cytochromu b metodou Fitch-Margoliash s MLdistancemi. Cisla v uzlech
znamenaji hodnotu bootstrapu. (RB — Rhinolophus blasii, RE — Rhinolophus euryale, RH — Rhinolophus hipposideros, RA —
Rhinolophus armiger, RBL — Rhinolophus blythi, RL — Rhinolophus luctus, RM — Rhinolophus monoceros, RP —
Rhinolophus pearsoni, RPUM — Rhinolophus pumilus, RPUS — Rhinolophus pusilus, RS — Rhinolophus sinicus, RC —
Rhinolophus cornutus, HA — Hipposideros armiger, MyMy — Myotis mystacinus, MiMa — Miniopterus magnater, PR —

Pteropus rufus)

45



Eviopa

Blizky vwchod

GenBank - Asle

l!

Kosovo, Kréta, Kypr, Libanon
REB 7
100 Lega
RE 2
| 82 | ‘!ﬁ{na . I Jemen
— 100 [ RE 1
—L RE 2 I
g8~ RBL
o5 RPUS
100 RM 2
o8 RC
ull 79 RPUM
RM 1

10y —— RA1
48 e Rraz

Y e I

RF1
RH 2
x [Rl-w
s7f RH 1
— rH s
- RH 7 Blizky vychod
RH S
RH 13
RH 11
RH 12
RH &8
RH 4
RH 10

RH B ] Iréin

I Evropa

85 g Mymy
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Rhinolophus luctus, RM — Rhinolophus monoceros, RP — Rhinolophus pearsoni, RPUM — Rhinolophus pumilus, RPUS —
Rhinolophus pusilus, RS — Rhinolophus sinicus, RC — Rhinolophus cornutus, HA — Hipposideros armiger, MyMy — Myotis
mystacinus, MiMa — Miniopterus magnater, PR — Pteropus rufus)
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3.2 Rozdily mezi jednotlivymi liniemi

Tab. 7. Hodnoty rozdili(K2P) mezi jednotlivymi liniemi, vyjadiené v % pro gen pro cytochrom b (1128 bp).

(RB — Rhinolophus blasii, RE — Rhinolophus euryale, RH — Rhinolophus hipposideros, RA — Rhinolophus armiger, RBL — Rhinolophus blythi, RL — Rhinolophus luctus, RM —
Rhinolophus monoceros, RP — Rhinolophus pearsoni, RPUM — Rhinolophus pumilus, RPUS — Rhinolophus pusilus, RS — Rhinolophus sinicus, RC — Rhinolophus cornutus, HA —
Hipposideros armiger, MyMy — Myotis mystacinus, MiMa — Miniopterus magnater, PR — Pteropus rufus)

1 2 | 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 ‘ 7 ‘ 8 ‘ 9 ‘ 10 | 1 | 12
1 RF
2 RB 103-11.,8
3 RE 9,9-10,9 8,9-10,0
4 RA 11,4-13 12.6-13,9 11,9-133
5 RBL, RPUS, RM, RC, RPUM | 104-13,7  102-128 113-126  115-128
6 RP 12,0-145  114-155 11,8-15,1  12,1-139  11,7-145
7 RH 12,7-141  12,8-137 12,8-140  12,5-144  123-146  123-149
B HA 18,1-20,0  17,8-183 17,5-18 18,1-189  19.0-19.6 18,8206  18,6-19,2
9 MiMa 265287  254-258 250-257 265266 238252 251267 262274 241
10 | MyMy 24,7-260  26,9-27.9 264272 256272  253-263 273260  25,1-255 269 29,8
11 | PR 22,1-235  223-229 220-224 224226 218234 221232 23,1235 229 26,5 236
12 | RS 104-120  102-10,6 10,3 94 100-104  11,0-120  123-13,1 16,3 25,1 26,1 21,7
13 | RL 12,7-138  124-132 123-128  138-142  12,0-145 128145  125-131 19,1 249 247 227 11,1
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3.3 Parcialni analyzy jednotlivych druht

3.3.1 Rhinolophus ferrumequinum

Do fylogenetickych analyz bylo zahrnuto celkem 54 sekvenci, které reprezentuji 10
haplotypli. K tomuto souboru sekvenci byly pifidany sekvence pievzaté z internetové
databaze, téch bylo celkem 7 a dohromady reprezentuji 7 haplotypti. Celkem tedy bylo
u druhu R. ferrumequinum do fylogenetickych analyz zahrnuto 61 sekvenci, reprezentujicich
17 haplotypt. Useky mtDNA sekvenci cytochromu b jsou o délce 1128 bp. Lokality
haplotypt, v€etné ¢isel vzorki jsou souhrné uvedeny v tabulce 6.

Jednotlivé topologie stromtl, které¢ byly zkonstruovany pomoci metod MP, ML, BA,
NJ, MLdist, LDdist jsou si velmi podobné. Hodnoty boostrapu jednotlivych analyz jsou
uvedeny v zdvorkach (ve stejném potadi jako zkratky fylogenetickych analyz v piedeslé véte).
Cely klad druhu Rhinolophus ferrumequinum (100/98/1/100/98/100) obsahuje bazalni
vétveni, které vedlo k rozliSeni na tfi odlisné linie. Prvni je evropska linie (78/98/1/98/98/98),
kterd je tvofena velmi podobnymi haplotypy. Zahrnuje haplotypy z Kosova (RF 5, RF 6),
Cerné Hory (RF 5), Sicilie (RF 10), Kréty (RF 5, RF 8, RF 9), Kypru (RF 1) a Slovenska (RF
5). Druhd, blizkovychodni linie (84/93/0,93/93/—/95) ma vétsi vzdalenosti mezi haplotypy
a zahrnuje haplotypy z Turecka (RF 3), Kypru (RF 2), Syrie (RF 2), z Golanskych vySin na
hranici Izraele a Syrie (RF 2), dale pak haplotypy z Libanonu (RF 7) a franu (RF 4). Obé tyto
linie jsou si sesterské (100/99/1/99/100). Tteti zietelna linie (93/92/1/97/92/82) je tvotena
haplotypy sekvenci pochdzejich z internetové databéaze, piesné lokality nejsou uvedeny, ale
jednd se vzdy o sekvence pochazejici z jedincii z oblasti vychodni Asie. Na Kypru byly
zjistény dvé zminéné linie (evropskd, RF 1 a blizkovychodni, RF 2).

Haplotypy patfici k evropské linii jsou si navzijem velmi podobné (nekorigovana
p distance se pohybuje v rozmezi 0,1—0,3 %). To samé lze fici 1 o linii blizkovychodni, kde se
hodnota nekorigované p distance pohybuje vrozmezi 0,1-0,6 %. Rozdil mezi evropskou
a blizkovychodni linii se pohybuje vrozmezi 0,9—1,3%. Tieti linie se vyznacuje vétsi
variabilitou (nekorigovand p distance vramci linie 0,1-4,2 %). Podrobny piehled vsech
hodnot nekorigovanych p distanci a pocet substituci mezi jednotlivymi haplotypy je uveden

v tab. .
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Obr. 7. Vysek fylogenetického stromu (BA) pro druh Rhinolophus ferrumequinum se
znazornénim podpory jednotlivych uzli. Hodnoty podpory jsou uvedeny v zavorkach (MP,

ML, BA, NJ, MLdist, LDdist).

Na obr. 8 je ptehled zemi, v nichz leZi lokality zastoupenych haplotypt. Nejsou zde jiz
uvedeny haplotypy sekvenci z internetové databaze, které slouzily pro porovnani pfi
konstrukci fylogenetickych stromt. Numerické hodnoty uvedené mezi jednotlivymi haplotypy
znazoriiuji poCet vzajemnych substituci. Jak jiz bylo uvedeno v pfedchozich analyzach, jsou
zde patrné 2 linie. Pocet substituci mezi evropskou a blizkovychodni linii se pohybuje
v rozmezi 10-15. Malé mnozstvi substituci uvniti jednotlivych lini ukazuje na vzdjemnou

podobnost zastoupenych haplotyptl. Poc¢ty substituci jsou uvedeny v tabulce 8.
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Tab.

8. Zjisténé vzdalenosti mezi jednotlivymi haplotypy R. ferrumequinum. Dolni matice

udava hodnoty nekorigované p distance, horni matice pocty substituci mezi haplotypy.

RF 1 |RF2 |RF3 |RF4 |RF5 |RF9 |RF8 |RF6 |RF7 |RF10 |RF11 |RF12 |RF13 |RF14 |RF15|RF16 |RF17

RF 1 13 13 11 1 3 2 2 12 2 61 64 62 57 59 58 58
RF 2 0,012 4 6 12 14 13 13 1 13 56 61 59 58 60 59 57
RF 3 0,012 0,004 6 12 14 13 13 5 13 58 63 61 58 62 61 59
RF 4 0,010 0,005 0,005 10 12 11 11 7 11 54 59 57 54 58 57 57
RF 5 0,001 0,011 0,011 0,009 2 1 1 11 1 60 63 61 56 58 57 57
RF 9 0,003 0,012 0,012 0,011 0,002 3 3 13 3 60 63 61 58 60 59 59
RF 8 0,002 0,012 0,012 0,010 0,001 0,003 2 12 2 59 62 60 55 57 56 56
RF 6 0,002 0,012 0,012 0,010 0,001 0,003 0,002 12 2 61 64 62 57 59 58 58
RF 7 0,011 0,001 0,004 0,006 0,010 0,012 0,011 0,011 12 57 62 60 59 61 60 58
RF 10 | 0,002 0,012 0,012 0,010 0,001 0,003 0,002 0,002 0,011 61 64 62 57 59 58 58
RF 11 | 0,054 0,050 0,051 0,048 0,053 0,053 0,052 0,054 0,051 0,054 11 13 46 29 30 30
RF 12 | 0,057 0,054 0,056 0,052 0,056 0,056 0,055 0,057 0,055 0,057 0,010 6 a7 24 25 25
RF 13 | 0,055 0,052 0,054 0,051 0,054 0,054 0,053 0,055 0,053 0,055 0,012 0,005 43 22 23 23
RF 14 | 0,051 0,051 0,051 0,048 0,050 0,051 0,049 0,051 0,052 0,051 0,041 0,042 0,038 42 43 43
RF 15 | 0,052 0,053 0,055 0,051 0,051 0,053 0,051 0,052 0,054 0,052 0,026 0,021 0,020 0,037 1 3
RF 16 | 0,051 0,052 0,054 0,051 0,051 0,052 0,050 0,051 0,053 0,051 0,027 0,022 0,020 0,038 0,001 4
RF 17 | 0,051 0,051 0,052 0,051 0,051 0,052 0,050 0,051 0,051 0,051 0,027 0,022 0,020 0,038 0,003 0,004

Tab. 9. Piehled jednotlivych zemi s vy¢tem haplotypt druhu Rhinolopus ferrumequinum

v nich zastoupenych.

Region Haplotypy

Slovensko SK RF 5

Italie (Sicilie) I RF 10

Cerné Hora MNE RF5

Kosovo K RF 5,RF 6

Recko (Kréta) GR RF 5, RF 8, RF 9

Kypr CY RF 1, RF 2

fran IR RF 4

Syrie SYR RF 2

Izrael/Syrie IL/SYR | RE2

Libanon L RF 2, RF 7

Turecko T RF 3
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Obr. 8. Znazornéni geografické distribuce mtDNA haplotypt vrapencti velkych, Rhinolophus

ferrumequinum, ve stiedni a vychodni Evropé€, vychodnim Stfedomoti a na Blizkém vychodé

Pomoci programu TCS byla vytvofena sit’ haplotypt, kterd je uvedena na obr. 9. I zde
je patrné rozdé€leni na dvé linie. Jednotlivé tiseky, ohrani¢ené uzly, znazoriuji rovnéz pocet

substituci mezi jednotlivymi haplotypy.
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Obr. 9. Grafické znazornéni rozdili mezi haplotypy druhu Rhinolophus ferrumequinum
pomoci programu TCS. Jednotlivé useky mezi uzly vyjadiuji pocty substituci mezi haplotypy.
Velikost ovalii vyjadiuje mnozstvi vzork, které reprezentuji jednotlivé haplotypy a Cislo

v nich udava pocet vzorkl dotycného haplotypu.
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3.3.2 Rhinolophus hipposideros

Do fylogenetickych analyz bylo zahrnuto celkem 42 sekvenci, které reprezentuji 13
haplotypii. Useky mtDNA sekvenci cytochromu b jsou o délce 1128 bp. Lokality haplotypt,
vcetné Cisel vzorkil jsou uvedeny v tabulce 6.

Jednotlivé topologie stromt, které¢ byly zkonstruovany pomoci metod MP, ML, BA,
NJ, MLdist, LDdist si jsou navzajem velmi podobné. Hodnoty boostrapu jednotlivych analyz
jsou uvedeny v zdvorkach (ve stejném potadi jako zkratky fylogenetckych analyz v predeslé
vété). Celkovy klad druhu Rhinolophus hipposideros (100/100/1/100/100/100) je ¢lenén na
3 linie (evropska, blizkovychodni a iranskd). Evropska linie (100/98/1/100/98/100) zahrnuje
haplotypy z Recka a to jak z pevniny (RH 10), tak z Kréty (RH 4), dale jsou zde haplotypy
z Ceské republiky (RH 10), Slovenska (RH 10) a Velké Britanie (RH 10, z GenBanku). Linie
blizkovychodni (95/95/0,96/100/95/100) obsahuje haplotypy z Libanonu (RH 5), Syrie (RH
6) a zKypru (RH 1, RH 2, RH 7). Posledni je iranska linie, kterd je zastoupend pouze
haplotypem jednoho exemplafe z franu (RH 8). Oproti ostatnim dvéma liniim je postavena
bazalnéji.

Haplotypy, které tvoii blizkovychodni linii jsou si velmi podobné, nekorigovana
p distance se pohybuje v rozmezi 0,1-0,8 %. Hlubsi divergence je patrna u linie evropské,
kde je hodnota nekorigované p distance mezi obéma zjisténymi haplotypy 1,1 %. Rozdil mezi
blizkovychodni a evropskou lini se pohybuje v rozmezi 2,6—-3,2 % a rozdil mezi témito dvéma
lintemi a linii irdnskou je 2,7-4,4 %. Podrobny piehled vSech hodnot nekorigovanych
p distanci a pocet substituci mezi jednotlivymi haplotypy je uveden v tabulce 10.

Piehled zemi, v nichZ se lokality jednotlivych haplotypti nachazeji je uveden na obr.
11. Jak vyplyva z predchozich vysledki, jsou zde patrné tfi linie. PocCty substituci uvnitt
jednotlivych linii (evropskd a blizkovychodni) ukazuji na nizkou haplotypovou variabilitu
sledovanych populaci, zatimco pocty substituci mezi liniemi v ramci celku ukazuji na
vzajemné odliSeni. Nejvice vzdalena je iranska linie, ta je ale zastoupena pouze jednim
haplotypem, ktery reprezentuje pouze jeden vzorek. Pocet substituci mezi jednotlivymi

haplotypy je uveden v tabulce 10.
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RH 9 Kypr
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— RH3 Kypr
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{45990,78/55/457) Libanen

(s34, 95i61/84ies) C—————— ____[—-F-H-RH12 Libanon
RH 6 Syrle

{100110041/100+100:100)
RH 4 Kréta
v Slovensko, Ceska republlka, Recko,
v RH10 Velka Britanle

/ RH 8 Iréin

{100/88/1/100/881100)

0.1
Obr. 10. Vysek fylogenetického stromu (BA) pro druh Rhinolophus hipposideros se
znazornénim podpory jednotlivych uzlti. Hodnoty podpory jsou uvedeny v zdvorkach (MP,

ML, BA, NJ, MLdist, LDdist).

Tab. 10. Zjisténé vzdalenosti mezi jednotlivymi haplotypy R. hipposideros. Dolni matice

udava hodnoty nekorigované p distance, horni matice pocty substituci mezi haplotypy.

RH 1 RH 2 RH 3 RH 4 RH 5 RH 6 RH 7 RH 8 RH 9 RH10 |RH11 |RH12 | RH13

RH 1 2 5 32 5 4 2 32 1 30 8 7 6
RH2 |0,002 7 34 7 6 4 34 1 30 8 9 8
RH3 |0,004 0,006 35 8 7 5 33 6 33 11 10 9
RH4 0,028 0,030 0,031 34 33 32 48 33 12 35 35 35
RH5 | 0,004 0,006 0,007 0,030 1 5 34 6 32 3 3 1
RH6 | 0,004 0,005 0,006 0,029 0,001 4 33 5 31 4 4 2
RH7 | 0,002 0,004 0,004 0,028 0,004 0,004 30 3 30 8 7 6
RH8 | 0,028 0,030 0,029 0,043 0,030 0,029 0,027 33 46 35 35 35
RH9 | 0,001 0,001 0,005 0,029 0,005 0,004 0,003 0,029 29 7 8 7
RH 10 | 0,027 0,027 0,029 0,011 0,028 0,027 0,027 0,041 0,026 31 33 33
RH 11 | 0,007 0,007 0,010 0,031 0,003 0,004 0,007 0,031 0,006 0,027 6 4
RH 12 | 0,006 0,008 0,009 0,031 0,003 0,004 0,006 0,031 0,007 0,029 0,005 4
RH 13 | 0,005 0,007 0,008 0,031 0,001 0,002 0,005 0,031 0,006 0,029 0,004 0,004
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Obr. 11. Znazornéni geografické distribuce mtDNA haplotypt vrapencti malych, Rhinolophus

a ® ) : -]

hipposideros, v Evropé, vychodnim Stredomoii a Blizkém vychodé

Tab. 11. Piehled jednotlivych zemi s vyétem haplotyp druhu Rhinolopus hipposideros v nich
zastoupenych.

Region Haplotypy
Ceska republika | CZ RH 10
Slovensko SK RH 10

Recko (pevnina) |GR | RH 10

Velka Britanie GB RH 10

Recko (Kréta) GR

Syrie SYR |RH6

Irin IR RH 8

Kypr CYy RH 1, RH 2, RH 3, RH7, RH
9

Libanon L RHS5,RH11,RH 12, RH 13
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Pomoci programu TCS byla vytvoiena sit” haplotypt, ktera je uvedena na obrazku 12.
I zde je patrné rozdéleni na tfi linie. Jednotlivé uzly, znazornuji pocet substituci mezi

jednotlivymi haplotypy.

RH 8 fzén

RH 11 Libanon

RH 10

Ceska republika,
Slovensko, Recko,
Velka Briténie

=]
RH 4 Erata

Obr. 12. Grafické znazornéni rozdilti mezi haplotypy druhu Rhinolophus hipposideros pomoci

programu TCS. Jednotlivé uzly vyjadiuji pocty substituci mezi haplotypy. Velikost ovala
vyjadiuje pocet vzorkl, které reprezentuji jednotlivé haplotypy a ¢islo v nich udava jejich

pocet.

Pro piehlednéjsi znazornéni je na obrazku 13 zobrazen vysledek separatni analyzy jen pro

blizkovychodni linii druhu Rhinolophus hipposideros.
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RH 12 Libanon

RH 11 Libanon

RH 2 EKypr

Obr. 13. Grafické znazornéni rozdilti mezi haplotypy blizkovychodni linie druhu Rhinolophus
hipposideros pomoci programu TCS. Jednotlivé tseky mezi uzly vyjadiuji pocty substituci
mezi haplotypy. Velikost ovali vyjadfuje relativni mnozstvi vzorkl, které reprezentuji

jednotlivé haplotypy.
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3.3.3 Rhinolophus blasii

Celkem bylo analyzovano 15 sekvenci, které reprezentuji celkem 7 haplotypti. Useky mtDNA
sekvenci cytochromu b jsou o délce 1128 bp. Lokality haplotypt, véetné Cisel vzorku jsou
uvedeny v tabulce 5.

Jednotlivé topologie stromt, které¢ byly zkonstruovany pomoci metod MP, ML, BA,
NJ, MLdist, LDdist si jsou navzajem velmi podobné. Hodnoty boostrapu jednotlivych analyz
jsou uvedeny v zavorkach (ve stejném potadi jako zkratky fylogenetickych analyz v predeslé
véte). Na fylogenetickych stromech jsou patrné dvé linie. Prvni linie (72/—/0,40/99/-/64) je
tvotena haplotypy, které jsou si blizce ptibuzné: z Kosova (RB 4), Kréty (RB 4), Kypru (RB
I, RB 5, RB 7) a Libanonu (RB 6). Druhou linii (100/99/1,00/100/99/100) u tohoto druhu
tvoii haplotypy z Jemenu (RB 2, RB 3).

RBS Libanon, Kypr

RB & Libanon

{72140,40/991-/54) RB 1 Kypr
RBT Kypr
{100/99/1/100294100) RB 4 Kréta, Kosovo
RBE 2 Jemen
e (1uuaaﬂmnso-hw}_[ RB 3 Jemen
- RE1 Slovenske
{1004100/1/100/1004100) L RE2 Libanen
0.1

Obr. 14. Vysek fylogenetického stromu (BA) pro druhy Rhinolophus blasii a Rhinolophus
euryale se znazornénim podpory jednotlivych vétvi. Hodnoty podpory jsou uvedeny
v zavorkach (MP, ML, BA, NJ, MLdist, LDdist).

Nekorigovana p distance se vramci prvni linie pohybuje vrozmezi 0,1-0,4 % a
v ramci druhé linie je jeji hodnota 0,1 %. Rozdil mezi obéma liniemi se pohybuje v rozmezi
1,1-1,4 %. Podrobny piehled vSech hodnot nekorigovanych p distanci a pocet substituci mezi

jednotlivymi haplotypy je uveden v tabulce 12.
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Tab. 12. Zjisténé vzdalenosti mezi jednotlivymi haplotypy R. blasii. Dolni matice udava

hodnoty nekorigované p distance, horni matice pocCty substituci mezi haplotypy.

RB 1 |R32 |RB3 |RB4 |RBS |RBG |RB7

RB 1 13 12 2 2 3 1
RB2 | 0,012 1 13 15 16 14
RB3 | 0011 0,001 12 14 15 13
RB4 [ 0002 0012 0,011 4 5 3
RB5 [ 0002 0013 0012 0,004 1 3
RB6 [ 0003 0014 0013 0,004 0,001 4
RB7 | 0,001 0012 0012 0,003 0,003 0,004

Ptehled zemi, z jejichz lokality jednotlivé haplotypy pochazeji je uvedeno na obrazku
15. Jak vyplyva z piedchozich vysledkt, jsou zde patrné dvé linie, které jsou od sebe pomérné
zieteln€ odliSené. Pocet substituci mezi nimi je znazornén na témze obrazku (obr. 15). Vycet

vSech substituci je uveden v tabulce 12.

Obr. 15. Znazornéni geografické distribuce mtDNA haplotypti vrapencti Blasiovych,

Rhinolophus blasii, ve vychodni Evropé€, vychodnim Stfedomoii a Blizkém vychodé.
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Tab. 13. Ptehled jednotlivych zemi s vy¢tem haplotypi druhu Rhinolopus blasii v nich
zastoupenych

Region Haplotypy
Kosovo K RB 4

Recko GR RB 4

Kypr CY RB1,RB5,RB7
Libanon L RB 5,RB 6
Jemen J RB 2,RB 3

Pomoci programu TCS byla vytvotrena sit’ haplotypii, ktera je uvedena na obrazku 16.
I zde je patrné rozdéleni na dvé linie. Jednotlivé uzly znazoriiuji pocet substituci mezi

jednotlivymi haplotypy.

3.3.4 Rhinolophus euryale

Do fylogenetickych analyz byly zahrnuty pouze dvé sekvence, znichz kazda zastupuje
samostatny haplotyp. Useky mtDNA sekvenci cytochromu b jsou o délce 1128 bp. Lokality
haplotypt, vcetn¢ Cisel vzorkii uvadi tabulka 5. Jednotlivé topologie stromu, které byly
zkonstruovany pomoci metod MP, ML, BA, NJ, MLdist, LDdist jsou totozné. Haplotyp ze
Slovenska (RE 1) a halotyp z Libanonu (RE 2) byly vzdy sesterské a jejich divergence je

0,4 % a jsou mezi nimi 4 substituce.
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RE 6 Libanon

RB 5 Libanon, Rypr

RB 4 Kréta, Kosovo

RE 1 Kypr

2 ' RE 3 Jemen

2  RB 2 Jemen

Obr. 16. Grafické znazornéni rozdili mezi haplotypy druhu Rhinolophus blasii pomoci
programu TCS. Jednotlivé useky mezi uzly vyjadiuji pocty substituci mezi haplotypy.
Velikost ovalll vyjadfuje mnozstvi vzorkd, které reprezentuji jednotlivé haplotypy a Cislo

v nich udava jejich pocet.
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4 Diskuze

Faunisticky vyzkum vychodni ¢asti mediterdnu pfinesl v poslednich letech mnoho novych
poznatku tykajici se fadu Chiroptera (Benda et Hora¢ek 1998, Benda et al. 1999a, b, 2003,
2006, 2007, Hanak et al. 2001). K dispozici je mnozstvi novych udaji a autentickych
pozorovani a dokladi o vyskytu jednotlivych druht, jejich aredlech rozsifeni, biologii
a ekologickych narocich jednotlivych populaci. Podafilo se ziskat velky objem dat, kterd je
zapotiebi zpracovavat a pfipravit k dalsSimu vyuziti v kontextu fylogenetickych studii a avah
o diverzité druht v pfislusnych lokalitach. Zakladem stavajiciho taxonomického tfidéni fadu
Chiroptera jsou morfometrickda a morfologickd data znichZ vychdzi i popisy holotypl
a dokladovych exemplaii ve sbirkach (Miller 1912, Corbet 1978). Morfometrické
a morfologické udaje vSak ne vzdy umoziuji jednozna¢nou taxonomickou determinaci. To se
tyka zejména polytypickych druht s klindlni variabilitou znakti, kde mtize byt interpretace
Casto nepatrnych rozdili v osteometrickych a dalSich morfologickych znacich zatiZzena
subjektivnim pfistupem. Ani pouziti statistiky a dalSich matematickych metod nemusi dat
jasnou odpovéd’, protoze hodnota rozdili byva nékdy na hranici prikaznosti (Bogdanowicz
1992). V dob¢, kdy byla morfologie pievladajici taxonomickou metodou, bylo popsano velké
mnozstvi pozdéji synonymizovanych taxonll a to Casto na zdkladé¢ nékolika malo jedinct
z jedné lokality, ze vzorku vypovidajiciho o zlomku pfirozené variability populace (Miller
1912, Roer et Schober 2001). Pouziti obecnych biologickych metod jako je karyotypie
chromozomu ¢i serologie v mnoha ptipadech pfineslo feSeni (Zima 1982, 2004, Zima et al.
1992). U nékterych taxonl vSak tyto metody nelze k determinaci dost dobfe vyuzit, vzhledem
k jejich nizké karyotypické diverzité¢ (Bickham et al. 2004).

Molekularni analyza zaloZend na vyuziti mitochondridlni DNA pfedstavuje metodu
jejiz pomoci mizeme dospét k novym pohlediim na trovni druhti, subspecii, ale i vyssich
taxonomickych jednotek (Teeling et al. 2005, Stadelmann et al. 2007). Porovnanim haplotypt
sledovanych taxonil v topografii fylogenetickych stromii mdme moznost usuzovat nejen na
fylogenetické, ale 1 biogeografické aspekty vyvoje sledovanych skupin a sledovat
morfologické adaptace vzniklé v evoluci konvergentnim a paralelnim vyvojem neptibuznych
skupin (Stadelmann et al, 2007). Pfi posuzovani fylogeografickych vztahti sledovanych
taxonl je optimalnim feSenim vyuziti jak klasickych morfologickych a osteometrickych
metod a porovnani je s vysledky molekularni analyzy, pokusit se porovnat genetické

a fenotypické diference (Peters et al. 2002, Davalos 2005, Miller-Butterworth 2005).
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Taxonomie ¢eledi Rhinolophidae, piestoze obsahuje jen jeden rod, je pomérné slozita
a to hlavné vzhledem k obrovskym aredlim rozsifeni nekterych druhti. Odlisné klimatické
poméry vV jednotlivych oblastech se projevuji ve znac¢né velikostni variabilit¢ jedinch
a populaci vramci jednoho druhu obyvajicich rizné biomy a biotopy (Strelkov 1971,
Krystufek 1993, Benda et al. 2006). Castym jevem je i konvergentni vyvoj, kdy klimatické
podminky modeluji a unifikuji télesné rozméry blizce ptibuznych, nebo i odliSnych druha
(Strelkov 1971). Schopnost adaptability jednotlivych druhli na rizné ¢i ménici se podminky
zivotniho prostiedi do znacné miry piedurcuje jejich evolucni uspéch. Ptikladem takové
adaptivni ekologie vramci rodu Rhinolophus je evoluéni historie Rhinolophus
ferrumequinum, druhu afrického ptavodu s nejvétSsim rozSifenim v ramci Palearktidy
(Bogdanowicz 1992, Bogdanowicz et Owen 1992). Adaptace na sezonni dynamiku
ekosystému aridni Afriky zfejmé predisponovala africké klady komplexu R. ferrumegiunum
pro uspéSnou kolonizaci temperatnich oblasti Palearktidy (podobné tomu bylo ziejmé
u vrapencu Rhinolophus blasii, R. euryale a R. mehelyi), ¢ehoz nikdy nedosahly asijské klady
(Csorba et al. 2003).

Predmétem tfady odbornych sdéleni je otdzka vztahu mezi fenotypem a genotypem
zastupct tadu Chiroptera v kontextu evoluc¢nich a fylogeografickych souvislosti a zmén
genetické variability (Miller-Butterworth et al 2005, Pestano et al. 2005, Robinson et al. 2005,
Russon et al. 2005, Rossiter et al. 2007). Ukazuje se, Zze fenotypické vlastnosti jedinct
a populaci ovliviiuji pfedevsim klimatické podminky a s nim spojené podminky alimentarni
ato do té miry, ze se vymykaji zoogeografickym pravidlim (Krystufek 1993, Benda et al.
2006). Klimatické faktory maji na populace netopyru vliv po cely rok ve vsech ¢astech arealt
rozSifeni druhti, v mirném pasmu Palearktidy vSak vystupuje vliv chladného pocasi. Mirné
zimy prodluzuji potravni nabidku, chladnd jara posouvaji dobu biezosti, idobi poroda
a ovliviiuji mortalitu a pfezivani mlad’at v prvnim roce Zivota (Rossiter et al. 2000, Robinson
et al. 2005). M4 se zato, Ze toto zpozdéni je zplisobeno redukovanou potravni nabidkou,
protoze chladné pocasi omezuje vylet hmyzu. Robinson et al. (2005) zpochybiiuji predstavu,
ze R. ferrumequinum se na celém tzemi svého rozsiteni zivi stejnou potravou. VéEtSina téchto
studii ale pochdzi ze severozdpadniho okraje aredlu rozsifeni druhu. Potrava téchto populaci
se zasadné 1i8i od potravy populaci Zijici v teplych regionech jizni Evropy. Je proto zapotiebi
dalSich studii a definice potencialu predace hmyzi kofisti v raznych geografickych
podminkach. Je ziejmé, ze klimatické vlivy limituji roz§ifeni druht pfedevsim v severni ¢asti
aredlli, ale velmi malo je zndmo o pulsobeni klimatickych vlivii na populacni dynamiku

populaci letounti v teplych a suchych jiznich oblastech (Randsome et Hutson 2000).

63



Dalsi otdzkou je, zda se mechanismus vlivu prostiedi na populace netopyra
v jednotlivych lokalitach projevuje i genotypicky. Sakai et al. (2003) provedli u R.
ferrumequinum molekularni analyzu pomoci mitochondrialniho genu pro cytochrom b u 61
exemplaiti japonskych populaci ziskanych na 16 lokalitdich. Autofi zjistili celkem 11
haplotypt, které vsak byly zastoupeny ve vSech populacich jedincti v 15 ze 16 lokalit, Zadny
z haplotypt nebyl pro danou lokalitu specificky. Sakai et al. dosli k zavéru, ze neexistuje
zavislost mezi pozici jednotlivych haplotypli ve vysledném fylogenetickém stromu
a geografickym ptivodem populaci, na blizkych lokalitdich byly nalezeny zcela nepiibuzné
haplotypy. Ani u dal$iho druhu R. cornutus se nepodatilo dokazat souvislost mezi rozsitenim
jednotlivych alel a lokaci populace z niz vzorky pochazely. Dalsi autofi vSak dospéli k jinym
zjisténim. Tak napiiklad Tian et al. (2004) na zakladé¢ analyzy mtDNA u Miniopterus
schreibersii zjistil, ze mira procentudlni diference sekvenci Spanélskych a orientalné-
australasijskych kladii se pohybuje mezi 15,8—18,9 % a mezi ¢insko-japonskymi klady
a klady australskymi byla tato diference 10,9 %. Z toho vyvozuji, ze evropské, asijské

a australské klady Miniopterus schreibersii ptedstavuji téi rozdilné druhy.

Rhinolophus ferrumequinum

Z vysledki analyzy haplotypd exemplaii R. ferrumequinum pochazejicich z nejvychodngéjsi
asti Stiedomoii: Syrie (3 ex.), Libanonu (10 ex.), Izraele (1 ex.), Turecka (1 ex.), Iranu
(1 ex.), Kypru (14 ex.) a zapadn&ji leZicich lokalit — Kréty (8 ex.), Cerné Hory (1 ex.), Kosova
(2ex.) a Slovenska (2 ex.) jsou patrné dv€ geograficky oddélené linie — evropska
a blizkovychodni. Vzajemnd geneticka divergence téchto linii se pohybuje v rozmezi
0,9-1,2 %. Zajimavé je, ze v obou kladech se objevuji jedinci pochazejici z lokalit na Kypru.
Z pritomnosti dvou skupin rozdilnych haplotypii vjednom tUzemi, zastoupenych jak
v blizkovychodni, tak evropské linii (obr. 7) Ize usuzovat na opakovanou kolonizaci ostrova
riznymi populacemi R. ferrumequinum. U kyperskych jedincl je mezi zminénymi liniemi je
nekorigovana p distance 1,0 %, odpovidajici 13 substitucim. Dva haplotypy 8 exemplait
z Kréty jsou od sebe vzdaleny 0,3 % nekorigované p distance a s minimalnim poctem
substituci (3), jsou ve stejném kladu jako haplotypy ze Slovenska, Kosova, Cerné Hory,
Kypru a Sicilie, napt. krétsky haplotyp RF 5 (obr. 7) je identicky s haplotypy exemplait ze

Slovenska, Kosova a Cerné Hory. Tyto vysledky nepodporuji dosavadni taxonomické zavéry
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a evokuji otazku platnosti popisu krétské subspecie R. f. creticus Ilioupoulou-Georgudaki et
Ondrias, 1986.

Kolonizace ostrovll jednotlivymi druhy a populacemi letount ptedstavuje klasickou
situaci pro vytvaieni fylogeografickych modelt, kde je mozno ovéfovat rizné hypotézy
tykajici se genetické variability taxont, toku gentl a intraspecifické evoluce v Case a prostiedi
(Maharadatunkamsi et al. 2000). Pestano et al. (2003) zabyvajici se fylogeografii druhii tribu
Plecotini na Kanarskych ostrovech zjistil na zaklad¢ analyzy mtDNA, Ze dva mladsi ostrovy
byly kolonizovany téméf soucasné z geologicky starSiho ostrova, nebot’ haplotypy
endemického druhu Plecotus teneriffae na obou zminénych ostrovech jsou velmi podobné,
s nekorigovanou p distanci 0,4 %.

Vse nasvédCuje skuteénosti, ze popis R. f. creticus neni dostate¢né opravnény, nebot’
kolonizace zfejm¢ probéhla velmi recentné a populace nebyly vystaveny ucinku izolacnich
mechanisml. Bude tedy zapotfebi revidovat aparat znakl, ktery vedl k popisu zminéné
subspecie.

Dalsi analyzy budou zapotiebi u iranskych populaci druhu. V materidlu pro analyzu
mtDNA byly irdnské populace zastoupeny jednim exemplafem, jehoz haplotyp je ve
spoleéném kladu s haplotypy exemplarit z Kypru, Libanonu, Izraele, Syrie a Turecka,
p distance jsou mezi nimi minimalni a pohybuji se v rozmezi 0,5-0,6 %. Pokud by se tento
vysledek molekularni analyzou dale potvrdil, znamenalo by to, Ze subspecie R. f. irani
Cheesman, 1921, nemusi byt validni. Zatim vSak nelze vyvozovat zadné SirSi zavéry, bude
zapotiebi dalSich analyz

Co se tyCe exemplaii ze Syrie, byly v genetické analyze zastoupeni tfemi jedinci,
nesoucimi totozny haplotyp (obr. 7), spole¢ny také s exemplafi pochazejicimi z Kypru,
Libanonu a pomezi Izraele a Syrie. Zminény klad se od nejbliz§iho kladu reprezentovaného
exemplafem z Libanonu 1i$i jednou substituci a p distanci 0,1 %.

Porovnanim lebe¢nich rozmér exemplaii téi skupin R. ferrumequinum pochazejicich
ze tfi riznych regionti Syrie a biotopii (poustni oblast, lesnatd krajina) dosp€li Benda et al.
(2006) k zavéru, Ze se od sebe lisi, pfestoze lokality odchytu jsou od sebe vzdaleny jen
150—300 km. Jedinci s nejvétsimi lebe¢nimi rozméry pochézeji ze sttedomoiského pobiezi
Syrie, zatimco nejmensi lebky nalezely jedinciim z oblasti lezicich v blizkosti irackych hranic
a stiedniho toku Eufratu. Hrani¢ni hodnoty kranidlnich rozméra téchto dvou skupin se jen
slabé prekryvaji v hodnotadch lebec¢ni Site. Tteti skupina sestdva z exemplatit z horniho toku

syrského Eufratu — pfechodného uzemi mezi mediteranni a nejaridnéj$Simi oblastmi Syrie.
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Jedinci této skupiny se nachazeji v intermediatni pozici co se velikosti ty¢e mezi obéma
zminénymi skupinami.

Podobné intergradace jako ve velikosti jsou patrné také ve zbarveni srsti. Vrépenci
velci z mediteranniho pobiezi Syrie jsou hnédoSedi, zatimco jedinci z dolniho toku Eufratu
jsou svétle hnédi az bézovi. Mezi tfemi zminénymi skupinami je patrny klinalni posun ve
velikosti 1 zbarveni, od nejvétSich a nejtmavSich z pobfezi mediteranu, po nejmensi
anejsvétlejsi z aridnich oblasti vnitrozemi. O podobné vyrazné velikostni variabilité
a barevné proménlivosti u populaci R. ferrumequinum v Turkmenistanu a Uzbekistanu na
nepiili§ vzajemné vzdalenych lokalitdich (nejvyse 300 km) referuje Strelkov (1971), zadné
taxonomické zavéry z tohoto faktu vSak nevyvozuje.

Benda et al. (2006) konstatuji, ze je otazkou zda vétsi télesné rozméry jedinct R.
ferumequinum zvlh¢ich a tedy uzivn&jSich oblasti Syrie mohou byt divodem
k taxonomickym zavérim nebo zda jsou to morfologické zmény recentniho charakteru
vyvolané intensivnimi environmentalnimi vlivy. Podle Bendy et al. (2006) odpovidaji rozdily
ve velikosti mezi zapadosyrskymi a vychodosyrskymi jedinci R. ferrumequinum rozdéleni
populaci druhu na Blizkém vychodé na dvé subspecie — nominatni zapadni R. f.
ferrumequinum a vychodni R. f. irani. Vétsi jedinci druhu ze zapadni Syrie se co do velikosti
podobaji ptfislusnikiim nominatni formy z Balkénu, stiedni Evropy, Turecka a Kypru, zatimco
exemplafe z vychodni ¢asti arealu se velikostné blizi rozméram R. f .irani. Vzorky z oblasti
horniho Eufratu stoji velikostn€ mezi obéma zminénymi skupinami. Vysledky provedené
molekularni analyzy zatim vyse uvedené zavéry o subspecifickém déleni nepotvrzuji, bude

vSak nepochybné tieba analyzy dalSich vzorki rozsahlejsiho geografického ptivodu.

Rhinolophus hipposideros

Geneticka analyza mtDNA byla provedena ze 40 vzorkil z jedincii pochazejicich z Ceska
(1 ex.), Slovenska (4 ex.), Kréty (3 ex.), pevninského Recka (1 ex.), Kypru (20 ex.), Syrie
(1 ex.), Libanonu (10 ex.) a iranu (1 ex.). Ke zminénym vzorkim byla pfifazena sekvence
exemplate z Velké Britanie prevzatd z GenBanku. Z topologie fylogenetického stromu (obr.
10) jsou patrné tii linie (evropska, blizkovychodni a irdnska). Haplotypy, které tvorii
blizkovychodni linii jsou si velmi blizké, nekorigovand p distance se u nich pohybuje

vrozmezi 0,1-0,8 %. V ramci evropské linie je variabilita mezi exemplafi z Ceska,
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Slovenska, pevninského Recka a Velké Britanie nulova (exemplafe jsou zastoupeny jednim
haplotypem), pouze haplotyp z Kréty je mirné vzdalen (1,1 %).

Podle Bendy et Horacka (1998) a Bendy et al. (2006) je R. hipposideros druh
s prevazné mediterannim typem rozsifeni, v aridnich oblastech se vyskytuje jen velmi vzacné
nebo chybi. Je povazovan za polytypicky druh s velkym mnozstvim subspecii. Csorba et al.
(2003) uvadi Sest subspecii s tim, ze tyto stavajici taxony bude zapotiebi zrevidovat. Populace
druhu z vychodniho mediterdnu déli Felten et al. (1977) na zaklad¢ kranialnich a télesnych
rozmért na Ctyfi skupiny v ramci tii subspecii. Do nominatni subspecie R. h. hipposideros
zahrnuji autofi exemplafe ze zépadniho mediteranu, stfedni Evropy, Balkdnu, Korsiky
a Izraele, coz az na haplotyp jednoho exemplafe z Kréty odpovidd vysledkim provedené
molekularni analyzy (obr. 10). Ptislusniky krétské populace R. hipposideros fadi Felten et al.
(1977) k subspecii R. h. minimus, pficemz méli k dispozici pouze dva exemplafe — holotyp
z vychodni Afriky a jedince z Kréty liSiciho se od holotypu rozméry, sami vSak usoudili, Ze se
jedna o jedince, ktery jest¢ nemusel dortst kone¢nych télesnych rozmért. Ke tieti subspecii
R. h. midas tadi Felten et al. (1977) populace ze severovychodni Anatolie a Afghanistanu.
Corbet (1978) déli druh pouze na dvé subspecie — R. h. hipposideros obyvajici Maghreb,
Evropu a zapadni ¢ast Blizkého vychodu a R. h. midas z vychodnich ¢asti od Irdku po Kasmir.
Nader (1982 ex Benda et al. 2006) piifazuje populace druhu z jizni Arabie k poddruhu R. h.
minimus.

Zjisténé 3 linie jsou vzajemné relativné dobie odlisitelné (2,5-3,5 %), mohou tedy
predstavovat samostatné subspecie. Vysledky koresponduji také s ¢lenénim, definovanym na
zéaklad¢ karyologickych vysledkli (Zima et al. 1992a) a podporuji piedstavu (obr. 12), ze
nominatni subspecie R. h. hipposideros zahrnuje populace z Evropy (Cesko, Slovensko,
Recko, véetné Kréty a Velka Britanie), subspecie R. h. midas je v analyze zastoupena jednim
haplotypem zIranu a je zietelnd odlisitelnd, zatimco haplotypy levantskych populaci
z Libanonu, Syrie a z Kypru vytvareji tfeti odliSnou skupinu.

Skutec¢nost, ze jeden haplotyp miize reprezentovat geograficky znacné vzdalené
populace (Velka Britanie vs. Recko) naznacuje, Ze nemusi existovat striktni souvislost mezi
roz$itenim jedotlivych haplotypi a lokalitou z nichZ jednotlivé vzorky pochazely (obr. 11),

podobn¢ jako zjistil Sakai et al. (2003).
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Rhinolophus blasii

Do fylogenetické analyzy bylo celkem zahrnuto 14 vzorki druhu R. blasii pochazejicich
od jedincti z Kosova (1 ex.), Kréty (2 ex.), Kypru (3 ex.), Libanonu (4 ex.) a Jemenu (4 ex.),
Z topologie fylogenetického stromu jsou patrné dvé linie (obr. 14). Prvni je tvoiena velmi
piibuznymi haplotypy z Libanonu, Kypru, Kosova a Kréty, druhou linii tvoii haplotypy
z Jemenu. Haplotypy v rdmci prvni linie jsou si velmi blizce pfibuzné, nekorigovana hodnota
p distance se pohybuje v rozmezi 0,1-0,4 %. Druhou linii tvofi dva haplotypy z Jemenu,
hodnota jejich vzajemné p distance je 0,1 %. Z vysledki molekularni analyzy (obr. 16) se
nabizi predstava rozd€leni druhu na dvé separatni skupiny populaci. Vzhledem k tomu, ze
hodnota p distance mezi zminénymi liniemi se pohybuje pouze mezi 1,1-1,4 %, vSak nelze
uvazovat o tom, ze jemenské populace zastoupené v analyze by mohly byt pfislusniky formy
R. b. andreinii. Podle Bradleyho et Bakera (2001), pokud je p distance <2 %, jedna se
nepochybné o intraspecifickou variabilitu, podobn¢ i dle Mayera et al. (2007). V uvahu
nepiichazi ani subspecie R. b. meyeroehmi Felten et al., 1977, haplotypy populaci prvni linie
zfejmé nalezi k zapadni, nominatni subspecii R. b. blasii (Horacek et al. 2000, Csorba et al.

2003).

Rhinolophus euryale

Pro druh R. euryale byly pro genetickou analyzu k dispozici pouze tfi vzorky zjedincu
pochézejicich z Libanonu (2 ex.) a Slovenska (1 ex.), reprezentujici pouze dva haplotypy (viz
obr. 14). Jeden je reprezentovan exemplafem ze Slovenska a druhy exemplati z Libanonu.
Hodnota p distance mezi témito dvéma haplotypy je 0,4 %, tedy jsou mezi nimi pouze
4 substituce. Pro maly pocet vzorka ale neni mozné vyvodit zddné vypovidajici zavery
a ziskané vysledky lze povazovat pouze za orientacni. Benda et al. (2006) navrhuji na zaklad¢
velikostnich rozdilti definovat levantskou populaci R. euryale jako samostatnou subspecii,
avsak vysledek analyzy takovyto zavér zatim nepodporuje a bude zapotiebi analyzovat vétsi

mnozstvi vzorku.
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5 Zavér

Predkladand diplomova prace zabyvajici se molekularné genetickou analyzou genu pro
cytochrom b exemplatu ¢tyi druhti rodu Rhinolophus (R. ferrumequinum, R. hipposideros, R.
blasii a R. euryale). Je ptispévkem k mapovani genetické variability populaci vrapenct rodu
Rhinolophus ve vychodni ¢asti Stfedomoii v kontextu novych fylogeografickych poznatkd,
které¢ by klasickymi morfologickymi metodami byly jen obtizné zjistitelné a prukazné.

Studiem této problematiky jsem dospél k nasledujicim zavéram.

U vrapence velkého (Rhinolophus ferrumequinum) byly zjistény dvé blizce pribuzné
linie. Evropska, tvofend haplotypy z Balkdnu, stiedni Evropy, Kréty a Kypru a linie
blizkovychodni s haplotypy z Turecka, Syrie, Libanonu, franu a Kypru. Vzhledem k blizkosti
haplotypii obou linii nelze na zaklad€ ziskanych vysledkli uvazovat o subspecifickém déleni
zminéného druhu v ramci zépadni Palearktidy, pfestoze u jednotlivych populaci byly zjistény
morfologické rozdily. Zajimavym zjisténim je nalez dvou haplotypt na Kypru repezentujicich
jak evropskou, tak blizkovychodni linii, coz nasvédcuje dvoji kolonizaci ostrova zminénym

druhem, patrné jak ze zapadu tak z vychodu.

Analyzou exemplait vrapenec malého (Rhinolophus hipposideros) byly nalezeny tfi
separatni linie. Evropskd zahrnuje haplotypy z Velké Britanie, stfedni Evropy, Balkéanu,
Kréty; blizkovychodni z Libanonu, Syrie a Kypru; tfeti linie je zastoupena haplotypem
z {rdnu. Tyto tii relativng vzdalené linie (2,5-3,0 %) naznaéuji existenci t¥ subspecii, z nich

dvé (R. h. hipposideros z Evropy a R. h. midas z franu) jsou nomenklatoricky definovany.

V ramci dostupného materialu vrapence Blasiova (Rhinolophus blasii) byly nalezeny
dvé linie. Prvni sestdvd z haplotypi z Kosova, Kréty, Kypru a Libanonu. Druhou tvofi
haplotypy z Jemenu. Vzhledem k nizké hodnoté distance (max. 1,4 %) neni diivod uvazovat

o déleni na subspecie.

U vrapence jizniho (Rhinolophus euryale) byly k dispozici pouze dva haplotypy
s minimalni distanci. Neni proto mozné vyvodit zadné zavéry tykajici se uvazované definice
levantskych populaci jako nové subspecie. Ziskané vysledky vSak vzhledem k poctu vzorki

lze povazovat pouze za orientacni.
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Ziskané poznatky molekularni analyzy c¢tyf druhtt vrapenci ve Stfedomoii jsou
ptispévkem k doplnéni stavajicich taxonomickych nazort na ¢lenéni rodu Rhinolophus na
urovni subspecii, vychazejicich doposud ptfevazné z klasickych morfometrickych dat

a karyologickych vyzkumt.
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