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1 Uvod

Do dnesni doby bylo popsano velké mnoZstvi druhii bodlinatych mysi rodu Acomys
mysi (Wilson & Reeder 2005), avsak jejich vzajemné vztahy se nadale reviduji. S novymi
vzorky pochézejicich z novych lokalit by byla mozna jejich alespon ¢aste¢na revize.

Béhem poslednich expedic pracovnikii na$i katedry a dalSich ¢eskych zoologickych
pracovist do Jordanska, Egypta, Keni, Libye, Malawi, Jemenu, Kypru, franu a Turecka se
podafilo shromazdit mnoZstvi vzorkiit DNA bodlinatych mysi a zalozit laboratorni populace
hned nékolika z nich. Tento material, doplnény posléze vzorky ze zoologickych zahrad a
zahraniénich vyzkumnych instituci, se stal zakladem pro tuto diplomovou préci, majici za cil
upfesnénit fylogenetické vztahy v ramci rodu Acomys na zakladé kombinace molekularnich
dat (viz rukopis ¢lanku Piiloha 4) a behavioralnich experimentd.

Zv1asté nekteré lokality, kde byly odchyceny Zivé mysi bodlinaté ¢i alesponl ziskany
vzorky DNA, jsou velmi zajimavé. Sinaj (typova lokalita 4. dimidiatus Cretzschmar, 1826),
Jemen, ran a Spojené Arabské Emiraty dobfe pokryvaji asijskou &ast arealu. Egypt A.
cahirinus (Desmarest 1819) a dva vzorky, jeden z populace chované v ZOO Plzei plivodem
ze severniho Cadu a zjevné mylné oznaGovany jako A. seurati, druhy z hor stfedni Libye,
pochazely jiZ z oblasti, kde by mimo bodlinatych mysi ze skupiny cahirinus-dimidiatus mohl
prichazet v ivahu i jihosaharsky druh A. airensis. Jinou zajimavou a zcela neprobadanou
oblasti je severni Kefia. V minulosti byly z Keni (pfevazné ovSem jiZni) popsany nejméne
¢tyfi nové druhy rodu Acomys (A. ignitus, A. kempi, A. percivali, A. wilsoni). V neposledni
fad¢ vzorky z Malawi, kde Zije 4. spinosissimus, umoznily srovnani s patrné velmi bazalni
formou rodu Acomys.

Nejkontroverzn€j§i skupinou vramci rodu Acomys je cahirinus-dimidiatus.
Karyotypové studie u linie cahirinus naznacuji jejich blizkou ptibuznost (Zima et al. 1999,
Macholan et al. 1995), ktera byla podpofena odchovem hybridniho potomstva (Holeckova
2000, Frynta & Sadlova 1998). Naopak, pfi pokusech odchovat hybridni potomstvo mezi A4.
cahrinus a A. dimidiatus nebylo zatim dosazeno Gspéchu (Frynta & Sadlova 1998, Hole¢kova
2000), ackoli je 4. dimidiatus dodnes fadou autorl nerozliSovana od 4. cahirinus ¢i uvadéna
jen jako poddruh tohoto druhu. Etologické pokusy v této praci jsou zaméfené na zkoumani
druhového rozpoznavani mezi 4. cilicicus, reprezentujici skupinu 4. cahirinus, a populace z

Iranu, reprezentujici skupinu 4. dimidiatus sensu lato.
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Cilem této prace o bodlinatych mysich rodu Acomys je:

Shromazdit a zpracovat nové vzorky z pfedtim téméf nestudovanych oblasti jiho-
zapadni Sahary. Kréty, Kypru. Turecka. Jemenu, Perského zalivu. Keni a Malawi.
Vytvoftit databazi sekvenci dvou geni mitochondrialni DNA: z rychle se vyvijejiciho
genu D-loop, poskytujiciho vysoké rozliSeni pro nedavnou evolu¢ni historii a o néco
pomaleji vyvijejiciho se genu cytochromu b, ktery umozni celkovy pohled na danou
problematiku.

Zrekonstruovat fylogenetické vztahy uvnitt skupiny cahirinus-dimidiatus.

Pokusit se roztesit kolik druhti rodu Acomys obyva severni Kenu a zjistit, zda se tyto
formy vyskytuji v sympatrii.

Ur¢it. zda jiz existuje druhové rozpoznavani a prekopulaéni reprodukéné izolacni
mechanismy (RIM) mezi zastupci hlavnich linii uvniti skupiny cahirinus-dimidiatus.

Potvrdit ¢i vyvratit druhovy status téchto forem z hlediska prekopula¢nich bariér.



3 Literarni prehled

3.1 Biologie rodu Acomys

3.1.1 Rozsireni

Jednotlivé druhy bodlinatych mysi rodu Acomys obyvaji aridni kamenité i pisCité poustni a
polopoustni biotopy predev§im v Africe. Dale se vyskytuji na poloostrové Sinaj, v Izraeli.
Jordansku, Syrii. na Arabském poloostrové. pobiezi Perského a Omanského zalivu (iran.
Pakistan), na mediterannich ostrovech Kypr, Kréta a jim ptilehlém pobtezi Turecké Kilikie

(Bates 1994).

3.1.2 Charakteristika

Bodlinat¢ my3i jsou mali hlodavci s dorzalni ¢asti téla pokrytou tvrdymi bodlinami. Jako
dospéli jedinci dosahuji délky téla 70-175 mm a vahy 11-90 g (Nowak 1999). Schopnost
autotomie ocasu je povazovana za f{yziologickou adaptaci, vzniklou jako antipreda¢ni
obranny mechanismus (Shargal et al. 1999). Zbarveni srsti je svétle nacervenalé. rezavé
hnédé a spodni casti téla jsou bilé (Nowak 1999, Osborn & Helmy 1980). Piinejmensim u tfi

druhi se vyskytuji 1 melanické formy.

3.1.3 Ekologie

Bodlinaté mysi jsou primarné no¢ni hlodavci, ale néktefi maji svou aktivni dobu flexibilni,
zavislou na pfirodnich podminkach (Cohen & Kronfeld-Schor 2006, Scantlebury et al. 2004,
Demas et al. 2001, El-Bakry et al. 1998, Haim et al. 1994) a sympatricky zijicich jedincich
(Gutman & Dayan 2005, Jones et al. 2001. Zisapel et al. 1999, Haim & Rozenfeld 1993).
ProtoZe obyvaji poustni prostredi, které je charakterické svou nestdlou potravni nabidkou
béhem roku. staly se viezravymi hlodavci. Zivi se plzi (Broza & Nevo 1994), hmyzem.
semeny a dal$im rostlinnym materidlem (Nowak 1999, Osborn & lelmy 1980). Na
nedostatek potravy mysi odpovidaji dvojim zpisobem, jedni za¢nou Castéji vyhledavat novou
potravu a ztracet tak svou télesnou hmotnost, zatimco druzi naopak snizi svou aktivitu a tim
pfizpisobi svij vydej energie jejimu piijmu bez vyznamné ztraty télesné hmotnosti (Gutman

et al. 2007, Gutman et al. 2006). Vody je zde stily nedostatek a tak ji musi ziskdvat



z potravy. Pokud je jim predkladdna pouze suchd strava (semena), ztraceji svou télesnou
hmotnost (Degen & Kam 1992). V obdobi sucha je voda ziskdvana pojidanim Zivoci$né
potravy (Kronfeld-Schor & Dayan 1999, Broza & Nevo 1994, Kam & Degen 1993, Neal
1984) a stava se tak vice zastoupenou slozkou v pfijimané stravé (Broza & Nevo 1994). Pro
preziti v aridnim prostiedi si vyvinuly riizné adaptace. Pti nedostatku potravy snizuji rychlost
metabolismu a teplotu téla (Ehrhardt et al. 2005. Merkt & Taylor 1994. Perrin & Downs
1994, Weissenberg & Shkolnik 1994), vytvati si zadsoby télesného tuku (Ehrhardt et al. 2005)
a vylucuji koncentrovanéjsi mo¢ (Weissenberg & Shkolnik 1994). Pii dehydrataci je krevni
plasma schopna konzervace snizenim vypousténi proteintt (Horowitz & Borut 1994).
Také bodliny se piizptsobuji pobytu v tropickém a subtropickém podnebi, maji hluboké ryhy
ke shromazd’'ovani vody. ktera naslednym odpafovanim ochlazuje organismus (Chernova &
Kuznetsov 2001). Dospéli jedinci 4. russatus jsou ziejmé nejlépe adaptovani na horké
poustni podminky (Haim et al. 2006. Kronfeld-Schor et al. 2000. Elvert et al. 1999), nejenze
maji nejnizsi klidovy metabolizmus v ramci rodu Acomys (Degen 1994). ale i v ramci ¢eledi
Gerbillinae (Degen ct al. 1986).

Zastupci rodu Acomyvs podléhaji predaci. jak ze strany vzduSnych (Edut & Eilam
2003. Eilam et al. 1999, Mandelik ct al. 1999, Hendric ct al. 1998), tak i pozemnich
predatori (Jones & Dayan 2000). Béhem svého Zivota se uéi rozpoznavat a nasledné se 1
vyhybat podnétim signalizujicim pfitomnost predatora (Jones & Dayan 2000. Carere et al.

1999).

3.1.4 Sociilni vztahy

Bodlinaté mysi ziji socialnim zpusobem. tvoii skupiny skladajici se z nékolik samcu a samic
s mlad’aty. Slozeni a vzajemné vztahy ve skupindch Zijicich ve volné piirodé nejsou prozatim
podrobnéji prozkoumdny. Z laboratorniho pozorovani se na zakladé miry pohlavniho
dimorfismu a analyzy kopula¢niho chovani zda. Ze reproduké¢ni systém je pravdépodobné
polygynni (Dewsbury & Hodges 1987). V laboratornich chovech samice projevuji vétsi miru
agrese nez-1i samci. pokladaji se tedy za dominantni ¢leny skupiny, avsak v obdobi laktace
jsou samice agresivni 1 vii¢i sobé navzajem (Vasakova 2004, Porter 1976). Samice povazuji
sexualn¢é nezkusené samce pievazné za vettelce. a proto je zvysena agresivita zamétena praveé
na né. Agresivita proti zkusenym samcim byla slabsi (Andres & Deni 1982), coz je mozna

obrana proti infanticidé (Vasakova 2004).



3.1.5 Obdobi rozmnozovani

Obdobi rozmnozovani je zavislé na podminkach prosttedi. ve kterém se jednotlivé druhy
bodlinatych mysi rodu Acomys nachazeji. Za dobrych podminek se samice druhl 4. percivali
a A. wilsoni, zijici v Tanzanii, mohou mnozit téméi po cely rok (Neal 1983). Ke sniZeni
plodnosti dochazi u nékterych druht v zimnich mésicich, v méné pfiznivém obdobi dochazi
k poklesu fertility (Novakova 2005, Shargal et al. 2000. Vodickova 2000, Sicard & Fuminier
1996, Young 1976). Délka biezosti je také neobvykle dlouha a pohybuje mezi 36 az 42 dny
(Peitz 1981), protoze velkou ¢ast vyvoje mlad'ata prodélavaji v prenatalnim vyvoji (Brunjes
1990). Pocet mlad’at ve vrhu s¢ pohybuje mezi 1 az 5, nejéastéji se vSak rodi 2 mladata
(Novakova 2005. Vodickova 2000. Dempster et al. 1992, Dewsbury & Hodges 1987. Neal
1983. Young 1976). Pocet mladat ve vrzich je u A. dimidiatus a A. cahirinus pozitivné
korelovan s poc¢tem jedinct ve skuping a s poradim vrhu matky (Charvatova 2005, Novakova
2005). Estralni cyklus trva 11 dni, je tedy docela dlouhy (Peitz 1981), po porodu dochazi k
estru postpartum (Peitz 1981). Primérna porodni vaha mlad’at je 5.6-6.4 g (Novakova 2005,
Vodi¢kova 2000, Dewsbury & Hodges 1987), dospéli jedinci dosahuji hmotnosti v priméru
33.7-43.4 ¢ (Dewsbury & Hodges 1987). Mlad’ata se rodi vétsSinou osrsténa (Dieterlen 1963).
avSak novorozenata A. subspinosus se rodi hola, chloupky jsou viditelné nasledujici den po
porodu (Dempster et al. 1992). Den po porodu oteviraji o¢i (Dewsbury & Hodges 1987) a
jsou schopna pohybu na kratké vzdalenosti (Dieterlen 1963). USni boltce jsou volné a prsty u
nohou oddélené od druhého dne. fezaky se zacinaji profezavat sedmy den (Dempster et al.
1992). Patii tedy mezi prekocialni druhy, coz je v ramci mySovitych hlodavel sensu lato
neobvyklé a jde zjevné o odvozeny (apomortni) stav. Pohlavni dospélost nastdva u samcti ve
véku 55-65 dni a samic ve véku 45 dni (Peitz 1981), sva prvni mlad'ata rodi ve staii okolo
100 dni (Novéakova 2005, Peitz 1981). Novakova (2005) zaznamenala pohlavni dimorfismus
ve velikosti t¢la. Sameci jsou od narozeni signifikantné vétSi nez samice a v ontogenezi se
tento rozdil nezvySuje. Samice tedy béhem prenatalniho vyvoje investuje vice do samcu
(Novakova 2005). Sekundarni pomér pohlavi se u bodlinatych mysi nelisi od poméru 1:1

(Novakova 2005).

3.1.6 Samci rodic¢ovska péce
Fyziologicky vyvoj a rist mlad’at u hlodavci maze byt ovlivnén ptitomnosti samce (Elwood
& Broom 1978 ex Makin & Porter 1984). Samci bodlinatych myS$i se ucastni péce o

potomky. Pfi porodu olizuji ¢aste¢né vytlaceny plod, pfidrzuji jej a tim ziejmé usnadnuji jeho



narozeni (Dieterlen 1962 ex Makin & Porter 1984). Dulezitou roli v rozvoji paternalniho
rodiCovského chovani hraje ptedchozi zkusSenost. Samci jsou velice tolerantni ke svym
mlad’atim a dokaZi rozeznavat mezi vlastnimi a cizimi mlad’aty (Makin & Porter 1984). Cas
straveny se svymi potomky je soustfedén na dobu nepfitomnosti samice. s vékem mlad’at se
tato doba prodluzuje (Szjiarto et al. 1985, Makin & Porter 1984, Porter et al. 1980). Svym

chovanim pfispiva k termoregulaci a ochrané mlad’at.

3.2 Fylogenetické vztahy

My3Soviti hlodavci rodu Acomys byli do roku 1999 neoficialné nazyvani ..acomyine™ (Hanni
et al. 1995). Dubois et al. (1999) napsal. ze Acomys a Uranomys tvoti monofyleticky klad na
urovni podceledi a pojmenoval jej “Acomyinae™. Pozdé€ji Michaux & Catzeflis (2000)
oznacili Acomyinae (podle Hanni et al. 1995) jako klad zahrnujici rody Acomys. Deomys.
Lophuromys a Uranomys.

Do roku 1909. kdy Dollmann popsal rod Uranomys. byly nastfadany podrobnosti o
rozlisné morfologii mezi Acomys a Lophuromys. zvlasté patrné ve stavbé srsti a vzoru
okluznich stolicek (Denys et al. 1992). Casem ptibyvaly nemorfologické prace. které
spole¢né dokazovaly monofyletické postaveni vy$e zminénych tii rodd a jejich fylogenetické
1zolace od zbytku Murinae. Imunologické studie (Fraguedakis-Tsolis et al. 1993, Sarich 1985
ex Fraguedakis-Tsolis et al. 1993) a analyzy aminokyselinovych sekvenci inzulinu (Graur
1994) oznacily Acomys za stejné¢ vzdalenou linii od Murinae jako jsou i dal$i podceledi
patfici do Muridae. DNA-DNA hybridizace studovana Chevret et al. (1993) zaclenila
Acomys. Uranomys a Lophuromys jako monofyleticky klad. Fylogenetické analyzy sekvenci
mitochondridlniho 125 a rRNA (Hanni et al. 1995) a pankreatického genu pro ribonukleasu
A (Dubois et al. 1999) dodate¢né piidali molekularni data podporujici existenci tohoto kladu.
Analyzou Casto se opakujicich sekvenci v jaderném genomu (LINES) byla zjisténa totozZnost
DNA elementu. pojmenovaném Lx, ktery je specificky pro Murinae. ale chybi u Acomys,
Uranomys a Lophuromys (Pascale et al. 1990). Zastupci Deomys byli nakonec pfidani ke
zbylym tiem rodum a zahrnuty do fylogenetickych analyz jaderného proteinu, kodujici gen
LCAT (Lecithin Cholesterol Acyl Transferase) (Michaux and Catzeflis 2000), také LCAT
v kombinaci s genem vWF (von Willebrand Factor) (Michaux et al. 2001). Vysledky jasné
potvrdily davny vztah Acomys, Uranomys a Lophuromys ke zbytku mysSovitym hlodavciim a

demonstruji jednoznacné jejich fylogenetické spojeni s Deomys, na rozdil od stanoviska



zaloZzeného na fylogenetické analyze celého cytochromu b Martin et al. (2000), ktera
nevyfesila postaveni Acomys k ostatnim rodim mysi.

Systematici souhlasili s vyfazenim Acomys a ostatnich Deomyinae z Murinae, ale
nemeli urCenou jeji sesterskou skupinu (Dubois et al. 1999, Chevret a Hanni 1994).
DNA/DNA hybridiza¢ni experimenty (Chevret et al. 1993) a analyzy sekvenci DNA z patého
exonu genu KBP (kallikrein-binding protein) (Agulnik a Silver 1996) naznacuji, Ze Acomys,
Uranomys a Lophuromys si jsou fylogeneticky bliZsi s podceledi Gerbillinae, nez s vlastnimi
Murinae. Michaux a Catzeflis (2000) svymi molekularnimi vysledky ptechodné potvrdili

sestersky vztah mezi skupinami Gerbillinae, Acomyinae a Murinae (viz obr. 1).
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Obr. 1. Synteticky strom shrnujici vysledky ze tfi ptistupit MP, NJ, ML sekvenovanim genu LCAT. Hodnoty
bootstrapu oznatenych nodii jsou (v zavorce jsou uvedeny v poradi MP, NJ, ML) nasledujici: 17 (65, 59, 25),
18 (98, 99, 68), 19 (94, 89, 72), 20 (100, 100, 95), 21 (99, 100, 77). Strom je zakofen&n p&ti sekvencemi
Dipodidae (pfevzato z Michaux & Catzefliz 2000).



Rekonstrukce fylogenetickych vztahli na zakladé analyz kombinujicich sekvence dvou
jadernych gentit LCAT a vWF (Michaux et al. 2001) poskytuji silné podpofeny vysledek,
sesterskou skupinou Acomyinae je Gerbillinae a klad tvofeny témito dvéma liniemi je
sestersky k Murinae.

Podle molekularnich hodin doslo k prvni radia¢ni udalosti mezi témito tfemi skupinami
asi pred 17.9-20.8 miliony lety (Michaux et al. 2001). Tento odhad se trochu lisi od téch, jez
byly ziskany z jinych molekuldrnich dat pted 15,5-17 miliony (Michaux a Catzeflis 2000) a
pted 14 miliony lety(Chevret et al. 1993). Ke druhé radia¢ni udalosti dochazi asi pied 16.5-
18,5 miliony lety. Toto vedlo k oddéleni Acomyinae a Gerbillinae, ale také doslo k radiaci
skupiny “kieck™ (Arvicolinae, Sigmodontinae, Cricetinae, Myospalacinae) a ,,Afrického™
kladu (Nesomyinae, Mystromyinae, Cricetomyinae. Dendromurinae). Podle Aguilat et al.
(1996) je toto obdobi (konec casného Miocénu) charakteristické svymi klimatickymi
zménami, které podporovaly Sifeni v Evropé¢ a Africe.

Vztah mezi sesterskymi skupinami Gerbillinae a Acomyinae (resp. Deomyinae) a jejich
zafazeni s Murinae do monofyletickém kladu je odivodnéno analyzami sekvenci jadernych
genu IRBP (Jansa a Weksler 2004) a dalSich ¢tyt jadernych geni (GHR, BRCA1. RAGI a c-
mos) (Steppan ct al. 2004) (viz obr. 2).
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Obr. 2: Strom sestaveny metodou Maximume-likelihood (ML) (model GTR+I+T"). Cisla nad
vétvemi ukazuji podporu bootstrapingu pro jednotlivé nody metodou ML a ¢isla pod vétvemi
ukazuji Bayesianské posteriorni pravdépodobnosti. Jména jednotlivych kladu jsou zkratky
z prvnich tiech pismen podceledi nebo ¢eledi. Dipodidae spoleéné s neoznacenymi taxony

jsou ,.outgroup”. Méfitko je rovno 0.01 (pfevzato z Steppan et al.2004).

Piestoze jsou vySe zminéné studie nejednotné v urceni ptibuzenskych vztahG rodu
Acomys, v posledni dobé prevlada nazor, Ze Deomyinae jsou sesterskou skupinou piskomili
(Gerbillinae) (Pennello et al. 2006, Jansa & Weksler 2004, Steppan et al. 2004, Michaux et
al. 2001, Agulnik & Silver 1996, Chevret et al. 1993).



Barome et al. (2000) se pokusili na¢rtnout mozny fylogeograficky scénar jednotlivych
linii bodlinatych mysi rodu Acomys. Ackoli centrum radiace je stale sporné. bylo ptihlédnuto
k praci Matthey (1968 ex Barome et al. 2001b), ktery navrhuje jako centrum vzniku
vychodni Afriku. Jednim z dal$ich moznych mist je udavana jizni Afrika.

Prvni migra¢ni vina sméfovala na jih kontinentu béhem stfedniho Miocenu (9,7-13.7
milion let). kde vznikaji rody A. subspinosus a A. spinosissimus (obr. 3 A). DalSimi liniemi.
které se osamostatiiovaly ve svrchnim Miocenu (pied 5,9-8.3 miliony lety), byly jak A.
russatus (obr. 6a) migrujici smérem na Blizky Vychod. tak 4. wilsoni (obr. 3 B). ktera vznika
fyzickym odd¢lenim od zbytku stavajicich populaci ve vychodni Africe. Pokracujici
vikarianci déle vznika také rod A. ignitus (obr. 3 B), ktery mohl speciovat na stejném uzemi
jako predchazejici 4. wilsoni v dobé rozmezi mezi Miocenem a Pliocenem (pied 4.7-6.6
miliony let; Barome et al. 2000).

Skupina cahirinus-dimidiatus (obr. 4-5) vznikajici na konci Pliocenu (pted 2-2.8
miliony let) sdilela pfi Sifeni na zapad spole¢nou historii. a proto ma velmi slozité vnitini
uspotfadani, které neni do dnesniho dne rozic$ené. Linie pattici do kladu dimidiatus (jako je
A. dimidiatus) se Sifila smérem na sever k Blizkému Vychodu. pfes Rudé moie a jih
Arabského poloostrova, na zapad kontinetu do znamé¢ lokality Burkina Faso, kde vznika druh
A. johannis (obr. 3 C). Pata vina, ktera se pravdépodobné udala nékdy pred 0.7-1 miliony let.
se skladala ze dvou migracnich udalosti. Jedna sméfovala na zapad Afriky a vedla ke vzniku
druhu A. dirensis a druha. $ifici se na sever. dala vzniknout A. cahirinus (obr. 3 D). Posledni
faze, odehravajici se ve Starovéku, je poznamenana ¢innosti ¢lovéka, jez pravdépodobné
zavlekl bodlinaté mysi z Egypta nejen na prilehlé ostrovy jako je Kypr, Kréta (Kunze et al.
1999). ale také na jizni pobtezi Turecka, kde byly pozdéji popsany jako rody /. nesiotes. A.

minous a A. cilicicus (Barome et al. 2000) (obr. 3 E).
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C) Ctvrta vlna migrace: 2.8-2 mil. let
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Obr. 3: Fylogeografycky scénat disperze bodlinatych mys$i rodu Acomys. zaloZzeny na

sekvencich cytochromu b (podle Barome et al. 2000).
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Obr. 4: Chovan¢ populace skupiny cahirinus pochazejici z (a) Abu Simbel - Egypt, (b)
Kahira - Egypt. (c) pobtezi Kilikie - Turecko. (d) pohofti Akakus - Libye. (e) Cinarli - Kypr.
(f) Tibesti - Cad.
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Obr. 5: Chované populace skupiny dimidiatus pochazejici z (a) Wadi Ramm - Jordansko. (b)
Bandar Abbas - Iran.

Obr.6: Chovana populace (a) skupiny russatus pochéazejici z laboratornich kolonii

v Némecku a (b) 4. sp pochazejici z Keni.
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Bodlinaté mysi rodu Acomys patiici do komplexu cahirinus-dimidiatus se staly Siroce
uzivanym modelem pro fyziologické (napt. Dickinson et al. 2007, Degen 1994, Haim &
Zisapel 1999, Heffner et al. 2001, Shanas et al. 2002, Scantlebury et al. 2003, 2004),
behavioralni (napi. Porter et al. 1989. Friedman et al. 1997, Eilam et al. 1999, Jones a Dayan
2000, Edut a Eilam 2003, Eilam 2004, Pinter-Wollman et al. 2006) a evolué¢ni (napf. Nevo
1985. Krasnov et al. 2005) studie (pro bibliografii Van der Straeten 1994). Ackoli je tato
skupina morfologicky odlisna (Denys et al. 1994), pokud jde o vztahy mezi jednotlivymi
populacemi/druhy. neexistuje dosud zadna shoda mezi tradi¢nimi systematiky (Wilson a
Reader 2005). Nasledkem toho t¢m¢éf vSechna studovana zvirata pochazeji z blizkosti regionu
Jordansko. Izrael. Sinaj - Egypt. kde byly popsany jako A.cahirinus (Demarest, 1819). bez
ohledu k jejich preciznimu systematickému stavu (Carere et al 1999, Heftner et al. 2001,
Weber & Hohn 2005).

Barome et al. (1998, 2000, 2001a) analyzoval ¢ast sekvenci mtDNA (cytochrom b) u
14 druhi Acomys a upozornil na existenci dvou odlisnych kladl uvniti skupiny dimidiatus-
cahirinus. Prvni zahrnuje A. dimidiatus (Cretzschmar. 1826) z oblasti od Sinaje. lzracle.
Jordanska az po Saudskou Arabii a jeho sesterskou vétev vcéetné dosud nepojmenovanych
forem z Kamerunu a Burkina Faso v zapadni Africe. Druhd linic obsahuje A. airensis
Thomas & Hinton (1921) z Nigeru a Mali a A. cahirinus (E. Geoffroy. 1803) z Egypta.

Piekvapivé maji dva stiedomoiské druhy 4. nesiotes Bate (1903) z Kypru a A. minous
Bate (1906) z Kréty téméf 1dentické sekvence cyt b s A.cahirinus z typové lokality v Kéhite.
Zbyvajici druhy ze Stfedomoiské oblasti, A.cilicicus Spitzenberger (1978) z Kilikie (JV
pobfezi Anatolie, Turecko) a s A.minous. sdileji trochu odlisny haplotyp (oznaceny B)
neznamého puvodu, ale presto jednoznacné blizce pfibuzny s A.cahirinus (Barome et al.
2001a. 2000). Z vyse uvedenych udaji je mozné usoudit. Ze Sttedomoiské druhy bodlinatych
myS$i nejsou pozustali po endemické tietihorni fauné, ale spiSe potomci nedavného,
nejpravdépodobnéji komenzalniho spojeni s lidmi, ktefi se prepravovali za obchodem v této
oblasti.

Nedavno Volobouev et al. (2007) formalné povysil dimidiatus na dobry druh.
Prezkoumané karyologické (Volobouev et al. 2002, 1996a.b, Kunze et al. 1999, Zima et al.
1999, Kivanc et al. 1997, Macholan et al. 1995. Sokolov et al. 1993, Nevo 1985).
morfologické (Denys et al. 1994) a biogeografické poznatky ukazuji zietelné rozdily mezi
A.cahirinus z Afriky (zahrnujici Egypt) a A.dimidiatus z Asijské ¢asti zahrnujici také Sinaj.
Existuji také fylogeografické scénafe zahrnujici imigraci dimidiatus z Afriky na jih

Arabského poloostrova pies Rudé moie. Navzdory rozsahlé distribuci A.dimidiatus v Asii
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(Bates 1994), tdhnouci se od Sinaje, celym Arabskym poloostrovem, Iranskym pobiezim
Perského a Omanského zalivu k zapadnimu Pékistanu (Bobrov a Neronov 1998), byly
doposud molekuldrnimi metodami zkoumany pouze populace ze Sinaje, Izracle a Jordanska.
Zarazeni A.dimidiatus mezi druhy mtze byt také podporovano faktem, Ze dosud jesté
nebyli v pfirodé ani v zajeti popsani zadni plodni hybridi mezi A.dimidiatus a A.cahirinus.
Nicméné Jordan (2000) poukazuje na existenci sterilnich hybridi mezi komenzalni tmavou
formou populace A. cahirinus z Kahiry a velkou svétlou formou z Gizy (pfedmésti Kahiry),
uvadéné jako A. dimidiatus megalodus Setzer (1959). Jako typova lokalita A.dimidiatus
megalodus jc udavana Suczka oblast (Wadi Sayal), av8ak druhové zafazeni populace nebylo
prokazano molekularnimi metodami. a podle Volobuev et al. (2007) se v misté polozeném v

africké casti Egypta ocekava vyskyt spiSe A.cahirinus nez A.dimidiatus.

3.3 Rozpoznivani

3.3.1 Rodicovské rozpoznavani

Samice bodlinatych mysi jsou schopny rozeznat vlastni mlad’ata od cizich (Porter et al.
1980). Kritérium, podle kterého matky poznaji vlastni potomky. je pravdépodobné ..znacka™,
ktera je na mladata prenesena prosttednictvim matefské péce. coz piedstavuje olizovani.
kojeni a chouleni (Porter 1986). Tato ..znacka™ muze byt charakteristicka pro kazdou
populaci, protoze slozeni stravy se v kazdé z lokalit lisi v relativnim zastoupeni jednotlivych
1 kdyz podobnych slozek (Porter 1986). U bodlinatych mysi (4. cahirinus) (Mcl'adyen-
Ketchum & Porter 1989) a piskomild (Meriones unguiculatus) (Valsecchi et al. 1996) bylo
popséno, zZe blizce ptibuzni jedinci (rodi¢e a dalsi ¢lenové skupiny) hraji vyznamnou roli ve
vyvoji potravni preference mlad’at.

Samci bodlinatych my$i maji také schopnost rozeznavat mezi vlastnimi a cizimi
mlad’aty (Makin & Porter 1984). Jiny druh hlodavce a sice kie¢ik Peromyscus maniculatus
vyZzaduje pritomnost znamé samice (El-Haddad et al. 1988) pro spravné rozpoznani znamého
pachu z mladéte. Clark et al. (2003) popsal u samci piskomilt (Meriones unguiculatus)
schopnost rozpoznat saméi a sami¢i novorozence podle pachu, ktery je produkovan pouze
samci.

Kojici samice bodlinatych mys$i produkuji mateisky feromon, ktery mlad’ata nasleduji

od prvniho dne narozeni (Porter & Ruttle 1975). avsak jeho atraktivita se snizuje s rostoucim
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vékem mlad’at, ve véku mezi 20. - 25. dnem prestava byt preferovan (Janus 1988, Porter &

Doane 1979. Porter et al. 1978a).

3.3.2 Rozpoznavani mezi mlad’aty

Seznamovani mlad’at patficich do jednoho vrhu se déje prostiednictvim fyzického
kontaktu (chouleni). béhem kojeni a po celou dobu dospivani (Porter & Wyrick 1979).
pomoci n¢hoz si vyvijeji schopnost rozpoznat jednotlivé ¢leny vlastniho druhu (Porter 1988,
Porter & Wyrick 1979, Porter et al. 1978b). Chouleni neni preferovano mezi pohlavimi (Deni
etal. 1983).

U prvnich experimenti A. cahirinus se ¢tyiclennou skupinou (dva pary biologickych
sourozencl), kdy byla mlad'ata ponechana az do zacatku testu se svymi rodici. se testovalo
zda preference ,huddling™ chouleni poskytuje obraz urcujici socidlni vztahy mezi blizce
pfibuznymi (Porter & Doane 1979, Porter & Wirick 1979, Porter et al.1978b). Skupina ¢tyf
mlad’at mladsich 14 dnt se choulila dohromady (Porter et al. 1982, Porter & Wyrick 1979).
ale po¢inajc 15. dnem sc projevila sourozenccka preference (Porter & Wyrick 1979, Porter et
al. 1978b). Jednim z dalsich pokust bylo oznac¢eni mlad’at umélymi pachy (dva typy pachi).
Nepiibuznd mldd’ata se stejnym pachem se vzajemné preferovala a tudiz i rozpoznavala na
zakladé shody fenotypického standardu (Porter et al. 1983). Toto bylo také popsano u
hraboSe Microtus ochrogaster, kdy 1 po 21 denni izolaci (pferuSované kazdy tieti den)
mlad’ata rozpoznavala své biologické sourozence (Paz y Mino & Tang-Martinez 1999).
Stejny vysledek byl zaznamenan i u hrabose Microtus arvalis po 35 denni izolaci (Bolhuis et
al. 1998).

Piimy kontakt ma vyznamny vliv na vyvoj socidlnich interakci. Pokusy, pii kterych
byla mlad’ata A. cahirinus vychovavana u neptibuznych adoptivnich samic. byly vyuzity pro
testovani rtiiznych kombinaci mlad’at, lisicich se v délce adopce. Mlad’ata jsou vychovadvana
jako normalni ¢lenové adoptivni rodiny. zatimco biologicti sourozenci jsou oddéleni az do
zacatku testu. Vysledky ukazaly, 7e nezalezi na délce adopce. Mlad'ata, ktera spolecné
vyrustala, se pii naslednych testech i signifikantné vice parovala, a to nezavisle na genetické
piibuznosti (Porter et al. 1981). OvSem pokusy provedené Kareem (1983) tyto vysledky
nepotvrzuji. Heth et al. (2003) prokazal v obdobném pokusu mezi Mus musculus a Mus
spicilegus (adoptovani byli vzdy dva biologi¢ti sourozenci najednou), Ze pokud mlad’ata maji
staly kontakt s vlastnim sourozencem, dokazi si zapamatovat charakteristickou rodinnou

»Znacku®.
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Schopnost rozpoznavat své sourozence nemusi byt trvala. Vyplyva to z pokusi, pfi
kterych byla jednotlivd mlad’ata 4. cahirinus izolovana po dobu 8 dna (Porter & Wyrick
1979). Av3ak pokud jsou izolovani dva sourozenci spole¢né (Porter et al. 1986, Porter et al.
1983). nebo dojde ke kratkému preruseni izolace, dochazi k opétovnému rozpoznani mezi
sourozenct (Porter et al. 1986, Porter et al. 1983, Porter & Wyrick 1979). V ptipad¢ prvniho
setkani nevlastnich mlad’at u bodlinatych mysi A. cahirinus dochazelo k oboustrannému
rozpoznani (Skolnick et al. 1992), coz bylo také popsano u mysi (Mus musculus) (Kareem &
Bernard 1982). Ztrata schopnosti rodinného rozpoznavani se také objevuje u Microtus
arvalis (Lambin & Mathers 1997).

Porter et al. (1984) se zaméril na vzajemné si cizi mlad’ata A. cahirinus. Pary, které
byly umistény spole¢né ¢i oddéleny miizkou. si vytvotily vzajemnou preferenci nezavisle na
svételném cyklu (tma po celou dobu testu nebo svétlo/tma opakujici se v cyklech). U pokust
s rozdilnou stravou mezi oddélenymi biologickymi sourozenci, ktefi byly chovani s cizimi
vrstevniky. byla vysledna frekvence parovani shodna. jak mezi biologickymi sourozenci. tak
mezi jedinci udrzovanymi na stejné stravé (Porter ct al. 1989).

U nékolika druhti hlodaveu dochazi ke snaze vyhnout se ptibuzenskému kiizeni. zda se.
Ze je to nasledek prepubertalnich asociaci (Porter 1988). Vytvoiené pary hrabosa (Microtus
canicaudus). které spolecné vyrostly, mély nasledné mensi pocet vrhi. nez vzijemné si
neznamé pary (Boyd & Blaustein 1985 ex Porter 1988). U piskomill a bodlinatych mysi byla
pozorovana zpozdénd reprodukce (Agren 1984. vlastni pozorovani). K opacné situaci
dochazi u hrabose Micronus pennsylvanicus (Pugh & Tamarin 1988). Ke sniZeni reprodukce
dochézelo také u dvou druht kiecktt (Peromyscus leucopus a Peromyscus maniculatus),
pokud byli rodi€e mezidruhové adoptovani (Hawkins & Cranford 1992). Pii studiu
prekopula¢nich mechanism® u dvou blizce pfibuznych druht mysi Mus musculus a Mus
hortulanus se zjistila schopnost rozpoznani pouze na zaklad¢ olfaktorického testu moci
(Kotenkova et al. 1989). Frynta et al. (1995) se zabyval populacemi mySice Apodemus
agrarius 7 Evropy a Dalného vychodu. Z pozorovani vyplynulo, 7e mySice preferuji pach
cizi. le¢ ne zcela vzdalené populace. Evropské populace preferuji jinou evropskou populaci
pied dalnévychodni a obé jmenované pied populaci vlastni.

Dal3i prace se zaméfily na zdroj informace o pohlavi a reprodukénim stavu. Hrabosi
(Microtus pennsylvanicus) maji pét zdroji pachi, jmenovité: vykaly, anogenitalni oblast,
zadobo¢ni c¢ast téla. tlama a moc¢. Prvni tfi zminéné zdroje jsou zcela pod vlivem
gonadotropnich hormonu, ale zbylé dva ne, a proto mohou byt dalezité v komunikaci

(Drickamer 2001) a rozliSeni pohlavi (Ferkin & Johnston 1993, 1995a). Dominantni samci
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mySi (Mus musculus domesticus) davaji najevo své postaveni pied submisivnimi jedinci
zvySenym znacenim moci (Drickamer 2001). Nekteré pachy se méni v pribéhu
reprodukéniho cyklu samice (Ferkin & Johnston 1995b). Souhrnné feceno, kazdy zdroj
pachu poskytuje mnoho rozmanitych typ informaci (Johnston 2003. Ferkin & Johnston

1995a, 1995b, 1993, Smith & Block 1991).

3.3.2.1 Souhrn

Hlodavci jsou schopni zaznamenévat nepatrné rozdily mezi pachy a pfizpusobit tak své
chovani podle ziskané informace. Pachy mohou odrazet ménici se biologicky stav jedince
jako je strava (napf. Porter et al. 1989, McFadyen-Ketchum & Porter 1989, Valsecchi et al.
1996). socidlni postaveni (Drickamer 2001) nebo zdravotni stav (Penn et al. 1998).
Prostfednictvim pachu mohou také ziskat dilezitou informaci o neménném znaku. jakym je
geneticka ptibuznost. (napf. Busquet & Baudoin 2005, Mateo 2003), coz se zvlasté uplatiiuje
u testll. umoziujicich zkoumat rozdilné chovani k piibuznym a nepfibuznym jedinciim. Tato
schopnost byla demonstrovdna u nékolika druhti hlodavct: Acomys cahirinus (napt. Janus
1988. Kareem 1983, Porter et al. 1983. Porter et al. 1981. Porter & Wyrick 1979). Mus
spicilegus (Busquet & Baudoin 2005), Spermophilus beldingi (Holmes 1986) nebo

Mesocricetus auratus (Heth et al. 1998).
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4 Metodika

4.1 Rekonstrukce fylogeneze na zakladé sekvencnich dat

4.1.1 Material

Tato prace zahrnuje analyzu vzork( od 57 jedinci bodlinatych mys$i rodu Acomys.
Jedinci pochézejici z Egypta, Libye, Cadu, Kypru, Turecka a Iranu byli odchyceni Danielem
Fryntou a kolektivem z volné Zijicich populaci. Kazdému Zivému zvifeti byl sterilnimi
nizkami odstfizen kousek ocasku, ktery byl zafixovan v mikrozkumavce s 96% etanolem.
Dalsi vzorky pochazeji z mrtvych zvitat, ktera byla ziskana béhem expedic do volné ptirody.
nam byly poskytnuty Milosem Macholanem (Kypr), Petrem Bendou (poloostrov Sinaj,
Jemen a [ran). Davidem Modrym (Jordansko, Kena) a Zoo Plzen (Kréta, Arabské Emiraty a
laboratorni populace A. dimidiatus z Bronxu). Slezina, ledviny, jatra, svalovina nebo $picka
ocasku byly z kazdého jedince také odebrany sterilnimi ntizkami. ihned po jeho smrti a dany

do mikrozkumavek s 96% etanolem. Lokality studovanych jedinct jsou uvedeny v tabulce 1.
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4.1.2 Izolace DNA

Celkova DNA byla izolovana z ledvin, svaloviny a $pi¢ek océaskii uchovavanych v 96%
etanolu. Nejprve byly ze vzorkl osuSenim na filtratnim papife odstranény zbytky etanolu.
Pouzitim komeréné¢ dodavané sady DNAeasy® Tissue Kit (Qiagen) byla provedena samotna
izolace s pouzitim i dodaného protokolu. Uspésnost izolace DNA z jednotlivych vzorki byla
posléze ovéfena pomoci elektroforetické analyzy nanesenim 8 pl izolatu na 1% agarézovy
gel (0,3 mg agardzy, 30 ml 1x TBE, 1 ul ethidiumbromidu (EtBr) 10 mg/ml). Nasledné byly

vSechny vzorky oznaceny a uskladnény pii-18 °C.

4.1.3 PCR a sekvenace DNA

Pomoci polymerazové ftetézové reakce (PCR, Sambrook et al. 1989) byly
amplifikovany pozadované useky mtDNA na termocycleru TECHNE (TC-312). Cely
Mitochondridlni Kontrolni Region (dale jen MCR) s postranimi ¢astmi geni tRNA byl
postupné¢ amplifikovan dvéma navzijem se piekryvajicimi segmenty o celkové délce
pohybujici se mezi 986 — 996bp. Pro ziskani PCR produkti MCR prvniho a druhého
scgmentu o délce 530 bp respektive 470 bp byly pouzity primery podle Bellinvia (2004) viz
obr. 7. Oznaceni primert se shoduje s oznac¢enim autorky (1 a 2 pro prvni segment. 3 a 4 pro

druhy):

1L 5'-ATAAA CATTA CTCTG GTCTT GTAAA C-3°
2H 5'-CACAG TTATG TTGRT CATGG-3"
3L 5-CGTTC CCCTA AATAA GACA-3’

4H “TAATT ATAAG GCCAG GACCA-3’

wn

Pro amplifikace alespon ¢asti genu pro cytochrom b byly pouzity primery podle

Barome et al. (1998). Oznaceni primert se shoduje s oznac¢enim autora.

ND6-2 L 5'-ATATC CAAAC ACAAC CAACA T-3°

cytb30H 5'-GATCC ATAGT AGATG CCTCG TCC-3°

cytb8L 5-CCCCA TCCAA CATCT CTGCT TGATG AAA-3’
thr3H 5'-CTCCA TTCCT GGCTT ACAAG AC-3’

SloZeni PCR reak¢nich smési je uvedeno v tabulce 2 a programy PCR reakcei v tabulce 3.



Tabulka 2: Slozeni smési pro PCR

 reakenismes na 1 reakoi (u) o vrebee
10x PCR buffer (Fermentas) 5 Fermentas
MgCl; (50 mM) 25 Fermentas
dNTP (10mM) 5 Fermentas
forward primer (10 uM) 25 Generi-Biotech
revers primer (10 uM) 25 Generi-Biotech
Tag polymeraza (5 U/ml Fermentas) 0,5 Fermentas
dd H.O 27
DNA 5
celkem 50
Tabulka 3: Programy pro PCR reakce
MCR:
~ krokprogramu  Teplota(®C)  dobatvani
1-pocCate€ni denaturace 95 °C 180s
2-denaturace 95 °C 30s
3-nasednuti primeru 50 °C 60s
4-polymerace 72 °C 60s
5 go to step 2 30x
6-zavérecna polymerace 72°C 15 min
7- zchlazeni 15°C ©
cytochrom b:
krok programu ~___ Tepiota (°C) . dobatrvani
1-pocateéni denaturace 93 °C 120s
2-denaturace 93 °C 60 s
3-nasednuti primeru 52 °C 60 s
4-polymerace 72°C 60 s
5 go to step 2 35x
6-zavére€na polymerace 72°C 120 s

7- zchlazeni 15°C L




Koncentrace a slozeni smési pro PCR bylo stejné u vSech parti primerd (MCR,
cytochrom b). Teplotni program pro MCR spole¢né se sloZzenim smési byl pfevzat od
Bellinvia (2004) a Barome (1998) pro cytochrom b. U nékterych vzork musela byt pro
optimalizaci kone¢ného produktu PCR sniZena teplota pro nasedani primerti, pro MCR na 47
°C a u cytochromu b na 52 °C.

Cely produkt PCR reakce byl nanasen na 1% agarézovy gel spole¢n¢ s délkovym
standardem (GeneRuler™ 100bp DNA Ladder, Fermentas). Pomoci elektroforetické analyzy
byla porovnavana délka amplifikovaného fragmentu s délkovym standardem. Nékteré PCR
produkty byly purifikovany pomoci komer¢né prodavaného kitu Qiaquick® PCR purification
kit (Qiagen, Hilden, Germany), avSak u produktd, které obsahovaly vice namnoZenych
fragmenti DNA, musel byt nami pozadovany fragment vyfiznut z agarézového gelu a
purifikovan pomoci kitu QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen). U obou kith se
postupovalo podle protokolu vyrobce. Kvalita a koncentrace putifikovaného PCR produktu
byla kontrolovédna na nanodropu v sekvenacni laboratoii biologické sekce PiF UK.

Nasledna sekvenac¢ni analyza byla provedena s totoznymi primery jako primarni PCR
(pro MCR: 1L, 3L a pro cytochrom b: ND6-2 L, cytb8 L) a samotna sekvenace byla

provedena v zahrani¢ni laboratofi Macrogen, Korea.

The Mitochondrial Control Region

D-loop

1L

>

2H

3.|><—

: RNA%

tRNA Thr

ETAS Central Domain

Obr. 7: Grafické znazornéni rozloZeni primerti na MCR.
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4.1.4 Vyhodnoceni chromatogramu a tvorba alignmentu

Zkoumané useky DNA byly pro oba geny sekvenovany ve dvou navzijem se
prekryvajicich usecich. Originalni chromatogramy byly zkontrolovany pro mozné sekvenacni
chyby pomoci programu Chromas 2.01 (http://www.technelysium.com.au/chromas.html) a
nasledné exportovany ve formatu FASTA. Pro navazani sekvenci byl pouZit program BioEdit
5.0.0. (Hall 1999). Pomoci programi GENEDOC 2.6.2003 (Nicholas and Nicholas 1997) a
ClustalX 1.81 (Chenna et al. 2003, Thompson et al. 1997) byly zhotoveny vSechny

alignmenty.

4.1.5 Alignment pro MCR

Jednotlivé alignmenty zhotovené pro MCR byly rozdéleny do skupin podle jiz
znamych pfibuzenskych vztahll nebo v pfipadé vzorkl pochazejicich ze severni Keni podle
lokalit. Alignment zahrnujici skupinu cahirinu-dimidiatus byl ozna¢en jako MCRDim (viz.
Ptiloha 5 CD, tab. 12), oznaceni MCRKenya (viz. Ptiloha 5 CD, tab. 13) bylo pouZzivano pro
skupinu vSech vzorku pochézejicich ze severni Keni. Analyza zahrnujici haplotypy obou
vySe jmenovanych skupin byla oznaCena jako MCRCom (viz. Pfiloha 5 CD, tab. 14).
Vsechny sekvence pro MCR byly na obou koncich zkraceny tak, aby zac¢inaly a koncily ve

stejné pozici.

4.1.6 Alignment pro cytochrom b

Oveéfeni, zda sekvence genu cytochromu b (cyt b) neobsahuji stop kodon (pieloZenim
alignmentu sekvenci cytochromu b na protein), bylo zkontrolovano pomoci programu
GENEDOC 2.6.2003. Pro dalsi analyzy byly vytvofeny tfi alignmenty, pro prvni analyzu
byla pouzita sekvence o délce 530 bp, ktera obsahovala i cytochromu b pfedchéazejici tRNA
(NADH dehydrogenase 6), tento alignment byl oznacen jako cytbND6 (viz. Ptiloha 5 CD,
tab. 15). Druhy alignment oznacen jako cytbBar (viz. Ptiloha 5 CD, tab. 16) byl zkacen tak,
aby doslo k homologii mezi jednotlivymi sekvencemi a zarovei s prvni pozici kodonu. Délka
alignmentu cytbBar byla 794 bp a také obsahoval sekvence pochazejicich z praci Barome et
al. (1998) a Barome et al. (2001a,b). Tteti alignment oznacen jako cytb3 (viz. Pfiloha 5 CD,
tab. 17) byl velmi kratky (162 bp) a také obsahoval sekvence pochéazejicich z praci Barome et
al. (1998) a Barome et al. (2001a,b).
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4.2 Fylogenetické analyzy

Metody pouzity pro vyhledani optimualnich fylogenetickych stromi byly maximalni
parsimonie (Maximum Parsimony - MP), maximalni vérohodnosti (Maximum likelihood -
ML). distan¢ni metodou (Neighbor-joining - NJ) a metodou Monte Carlo (Bayesovska

analyza - BA).

4.2.1 Distanéni metoda (Neigbor-joining, NJ)

S pomoci programu PAUP* 4.0b10 (Swofford 2002) byly vypocteny a zhotoveny
vSechny stromy pro MCR distan¢ni metodu neigbor-joining (Saitou & Nei 1987). Tato
metoda vyuziva vstupni data podle matice genetickych podobnosti. V tomto ptipadé jsem
pouzila vzdalenosti vypoctené pomoci modelu Jukes — Cantorova. Pro odhad relevantni
topologie vétvi byla uzita metoda 1000 bootstrap pseudoreplicates (Felsenstein1985). Pro
vypocet distanéni metody NJ pro vSechny aligmnety cytochromu b uzitim metody 1000
bootstrap replicates s Kimurovou dvouparametrovou distanci (Kimura 1980) byl pouzit
program MEGA 3.1 (Kumar ct al. 2004). Chi-kvadrat test na homogenitu frekvence bazi
mezi jednotlivymi taxony nevysel statisticky prikazny (p= 0.99) a proto mohla byt pouzita

Kimurova dvouparametrova distance.

4.2.2 Metoda maximalni aspornosti (Maximum parsimony, MP)

Také pro vyhodnoceni tylogenetickych stromi metodou maxialni parsimonie byl vyuzit
program PAUP* 4.0b10 (Swofford 2002). Principem této metody je vybrat strom (stromy)
s minimalnim poc¢tem evoluc¢nich krokt pro objasnéni vstupniho alignmentu. Pro maximalni
parsimonii bylo vyuzito analyzy heuristického hledani se 100.000 nahodnymi pfidanimi
sekvenci (hsearch addseq = random nreps = 100.000; algoritmus swap = TBR). Podpora
jednotlivych noda byla vyhodnocena wuzitim 1000 (resp. 10.000) pseudo-replikaci
(Felsenstein 1985). Znaky nebyly vazeny. nicméné nejdiive byly vyzkousSeny rtizné véahy

transversi a transici a tak bylo provéfeno, Ze tento parametr nema podstatny vliv na vysledky.
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4.2.3 Metoda maximalni pravdépodobnosti (Maximum likelihood, ML)

Vhodny evolu¢ni model pro studované mtDNA sekvence byl zvolen hierarchickym
testem vérohodnosti v programu Modeltest 3.7 (Posada & Crandall 1998). Metoda
maximalni pravdépodobnosti posuzuje jednotlivé hypotézy o evolu¢ni historii zkoumanych
taxonu z hlediska pravdépodobnosti, Ze jsou v souladu se ziskanymi daty. Navrzeny model
byl nasledné pfidan do vstupniho souboru dat. Na fylogenetické stromy vypoctené metodou
maximalni pravdépodobnosti byl opét pouzit program PAUP* 4.0bl10 (Swofford 2002).
Uzitim heuristického vyhledavani s 300 nahodné ptfidanymi sekvencemi (Prikaz:
criterion=likclihood; hscarch addsecq=random nrep=300 swap=TBR). Podpora ziskan¢
topologie byla zjisténa pomoci 750 pseudoreplikaci (bootstrap) s poctem nahodnych ptidani

sekvence redukovanym na 10 v kazdé pseudoreplikaci.

4.2.4 Bayesovska analyza (Bayesian analyza, BA)

Bayesovska metoda pocitana programem MrBayes 3.1 (Huesenbeck and Ronquist
2001) je zaloZena na vyhledavani ncjvhodnéjsich stromt pomoci Markov chain Monte Carlo
algoritmu (Larget & Simon 1999). Tato metoda nam dovolila rozdélit alignment MCR do tii
¢asti podle rychlosti jednotlivé se vyvijejicich aseki: (1) tRNA, (2) CD a (3) ETAS s CSB
(viz nize). Program Modeltest 3.7 (Posada & Crandall 1998) vybral vhodné evolu¢ni modely
pro kazdou studovanou ¢ast MCR zvlast’, a ty byly nasledné dodany do vstupniho datového
souboru. Ptikaz: Iset applyto=(1) nst=6 rates=equal; lset applyto=(2) nst=6 rates=equal; lset
applyto=(3) nst=2 rates=invgamma; unlink revmat=(all) statefreq=(all) shape=(all)
pinvar=(all): prset ratepr=variable: memc ngen=6000000 printfreq=100 samplefreq=100
nchains=4 savebrlens=yes. Analyza byla ukoncena po probéhnuti 6x 10° generaci
s ukladanym stromem kazdych 100 generaci. Po zkontrolovani ustalené frakvence stromi
mohlo dojit k odstranéni prvnich 1 500 000 generaci (15 000 strom() a vytvofeni

konsensualniho stromu. Pfikaz: sumt filename=xx contype=allcompat burnin=xx.

4.3 Graficka uprava stromi

Veskeré ziskané stromy z vySe popsanych postupl byly vizualizovany v programu

TreeView 1.6.5 (Page 1996) a nasledné graficky upravovany v programu MS PowerPoint.
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4.4 Analyza behavioralnich dat

4.4.1 Material

V behavioralni casti byly pouzity bodlinaté mysi patfici do skupiny cahirinus-
dimidiatus (A.cilicicus a A. sp. [ran) viz tab. 4. Zakladajici jedinci t&chto populaci byli
ziskani odchytem ve volné ptirodé¢ na pobiezi Kilikie v Turecku (4. cilicicus) a Bandar
Abbas v [ranu (Acomys sp. iran). Jednotlivé populace byly zaloZeny z malého poétu jedinci,
ale poté byly drzeny dlouhodobé ve velkém poctu. Z tohoto divodu se neocekava, ze by
mezi jedinci byla nulova genetickd variabilita. Studované druhy byly chované v 47
sklenénych akvariich o velikosti 60 x 50 x 40 cm za standardnich laboratornich podminek.
V kazdém akvariu byla podestylka zhoblin, ukryty zkvétinace a krabicek. Potrava
(standardni krmivo pro potkany a mysi STI, pSenice. chléb. sezonn¢ jablka a Cerstva trava) i

voda byly poskytovany ad libitum.

Tab. 4: Pocet samic v estru nato¢enych pii pokusech.

~_ Druh__ Poletsamic
! A. cilicicus 13
Aspzlraon | 8

Struktura skupin

Zakladajici skupina jedinct se skladala ze dvou blizce si pfibuznych samic a jednoho
nepiibuzného samce. Toto seskupeni je dilezité z hlediska reprodukce (Young 1976).
Pohlavni dospélost je dosazena okolo 90 dnl. coz je priznivd doba pro zaloZeni nové
skupiny. V dal$ich mésicich se jedinci ve skupiné nechali volné mnozit. V ptipadé vysoké
denzity nebo agresivniho chovani ve skupiné dochazelo k umélé manipulaci (umeéla disperze

jedinct).

4.4.2 Zaznam jednotlivych mezidruhovych rozpoznavani

Experimentalni skupina byla sloZzena ze dvou samct a samice v estru. Jeden ze samcii
patfil ke stejnému druhu jako testovana samice, av§ak pochazel z jiné skupiny. Druhy samec
pattil k jinému druhu neZz testovana samice. Testovaci akvarium o velikosti 100 x 40 x 40 cm

a dvé plastikové krabicky o velikosti 17.5 x 10,5 x 10,5 ¢cm, byly diikladn¢ odpachované pred
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kazdym testem. Nejprve byly otfeny jarovym piipravkem a poté jeste 96% etanolem, aby se
zamezilo zanechani pachovych stop a nasledné nespravnym vysledkiim. Nataceni probihalo
po setméni, coz je pro mysi bodlinaté obdobi aktivity.

Samci byli vybirani pro kazdy pokus podle dominantniho postaveni. které zaujimali ve
své skuping, coz se dalo odhadnout podle velikosti testes a celkového vzhledu zvirete. Po
odchytu byli umisténi do plastikovych krabi¢ek s miizkou na jedné strané. Jednotlivé
krabi¢ky byly umistény doprostied experimetnalniho akvaria (obr. 8). Samice v estru byly
snadno vyhledavany na zdkladé pozorovani zvifat ve skupiné. Estrdlni samice je totiz
intenzivné nasledovéana samcem, ktery usiluje o spareni. Odchyt mysi pro kazdy pokus byl
velmi opatrny a rychly, aby se pfedeslo stresové situaci. Vpusténim samice do testovaciho
akvaria byl zapocat pokus.

Pro ziskani nahravek behaviordlnich pokusii byla pouzita tato technika: kamera,
infracervené svétlo (zméfena intenzita svétla byla 4 luxy), televizor a video. Po uplynuti 50-ti
minutového pokusu se jednotlivé mys$i zvazily (vahy znacky OHAUS LS 200 s pfesnosti

0.1g) a nasledn¢ byly navraceny do svych domovskych akvarii.

Obr. 8: Testovaci akvarium s plastikovymi krabickami pro umisténi samct

4.4.3 Sledované chovani

Po vpusténi samice do akvaria se samci, ktefi byli umisténi v krabickach, bylo nataceno
chovani samice. Mezidruhové rozpoznavani bylo vyhodnoceno v programu ACTIVITY

(Vrba & Donat 1993). U jednotlivych prvki chovani byl zaznamenan pocet a doba trvani.
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Hodnoceny byly tyto prvky:

vyskyt v pravé poloviné akvaria

vyskyt v levé poloving akvaria

¢ichani k pravému vnéj$imu okraji krabicky
¢ichani k levému vnéj$imu okraji krabicky
sezeni u samce v pravé krabicce

sezeni u samce v levé krabicce

¢ichani pfimo k samci uvnitf pravé krabicky
¢ichani ptimo k samci uvnitf levé krabicky
panacek na pravé strané

panacek na levé strané

¢isténi se na pravé strané

¢isténi se na levé strané

Pro statistické vypocty byly nekteré aktivity slouc¢eny do nasledujicich kategorii:

OUT left/right - vyskyt v levé/pravé poloviné akvdéria, panacek v levé/pravé
poloviné akvaria a ¢i$téni na levé/pravé poloving akvaria
IN left/right - sezeni u samce v levé/pravé krabicce a ¢ichani pfimo k samci

uvnitf levé/pravé krabicky

Po zpracovani jednotlivych nahravek v programu ACTIVITY (Vrba & Donat 1993) se

vypocetla celkova doba, kterou samice stravila danou aktivitou (viz vySe). Pomoci

neparametrického dvouvybérového Wilcoxonova testu v programu STATISTICA (Statsoft

2001).
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5 Vysledky

Prvni fragment, amplifikovany pomoci primerti 1L a 2H, byla ¢ast skladajiciho se z
gasti tRNA™ (2 bp), celého genu tRNA™™ (68 bp) a MCR v rozmezi od 529 bp do 553 bp
obsahujiciho také prvni polovinu Centralni Domény (CD). Druhy amplifikovany usek dlouhy
od 463 bp do 471 bp, zahrnuje také polovinu Centralni Domény a sahé aZ do oblasti zaCatku
regionu 12S tRNA, zahrnujiciho gen tRNA Phe (86 bp). Délka analyzovanych sekvenci MCR
véetné tRNA byla v rozmezi 986 - 995 bp. Jednotlivé ¢asti MCR jsou znadzornény na obr. 7
(viz vy$e) a jejich délky v tab. 5.

Prvni amplifikovany usek cytochromu b se skladal z NADH dehydrogenaze 6 a asi
poloviny cyt b o délce v rozmezi 530 bp az 850 bp, druhy usek o délce 850 bp, obsahujici jak
necely cyt b, tak také tRNA™ Délka jednotlivych amplifikovanych fragment genu pro
cytochrom b nebyla stejna, a proto se pfistoupilo k rozdéleni alignmentu do tfi soubori tak
aby bylo dosazeno homologie mezi jednotlivymi haplotypy. Prvni alignment oznacen jako
cytbND6 byl dlouhy 530 bp (obsahoval také tRNA), druhy oznacen cytbBar po zkraceni pro
dosaZeni homologie s prvni pozici kodonu, byl dlouhy 794 bp a byl doplnén o sekvence
ziskané z genové banky (GenBank, NCBI) viz tab. 6. Tteti alignment oznacen jako cytb3 se
skladal z naSich sekvenci cyt b a soucasné byl doplnén o sekvence ziskané za genové banky
(GenBank, NCBI) viz tab. 6. Délka alignmentu byla pouze 162 bp (strom viz. Pfiloha 3).

Programem Modeltest 3.7 (Posada & Crandall 1998) byly navrhnuty evolué¢ni modely
sekvenci jez se zna¢né liSily pro jednotlivé Casti z kterych se skladda MCR. Nékteré modely
byly rozsifeny o ,,gama“ (I', jehoZ parametr o charakterizuje tvar gama rozlozZeni), pfipadné
Hinvariantni (I, parametr urcujici proporci invariantnich pozic v sekvenci) korekci na
heterogenitu substitu¢nich frekvenci v riznych ¢astech nukleotidové sekvence. Navrzené

evolu¢ni modely sekvenci a jejich parametry shrnuji tabulky 8-10.

Tab. 5: Seznam aligmenti vytvofenych pro jednotlivé analyzy a délky ziskanych sekvenci.

nazev
alignmentu | MCRCom | MCRDim | MCRKenya | cytbND6 | cytbBar | cytb3

délka
sekvence
MCR 986-995 bp | 993-995 bp | 986-994 bp

délka
sekvence

cytb 530bp | 794 bp | 162 bp
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Tab. 6: Piehled sekvenci ziskanych z GenBank.

délka sekvence

GenBank

druh (cytochrom b) (bp) | Accession No. citace
Gerbillus nigeriae 1081 AF141226 Ducroz et al. 2001
Gerbillus gerbillus 1081 AJ851269 Chevret & Dobigny 2005
Acomys spinosissimus
(Tanzénie) 1141 AJO10559 Barome et al. 2001b
Acomys spinosissimus
(Malawi) 1141 796067 Barome et al. 1998
Acomys ignitus
(Kwale District) 1141 796063 Barome et al. 1998
Acomys ignitus
(Bushwhackers) 1141 796064 Barome et al. 1998
Acomys wilsoni
(Shinba Hills) 961 AJ010560 Barome et al. 2001b
Acomys wilsoni
(Bushwhackers) 1021 AJ010561 Barome et al. 2001b
Acomys sp.
(Wayen BF) 1141 796055 Barome et al. 1998
Acomys sp. Barome
(Kaya BF) 1141 AJ010564 Direct Submission
Acomys sp.
(Camerun) 1141 796058 Barome et al. 1998
Acomys sp. Barome
(Oursi-BelDiaka) 1141 AJ012022 Direct Submission

Barome & Tranier 2005

Acomys johannis 1141 AJ010567 Unpublished
Acomys dimidiatus
(Taf) 1141 796061 Barome et al. 1998
Acomys dimidiatus
(Mt Sinai) 1141 796060 Barome et al. 1998
Acomys airensis
(Hamdara) 1141 X96996 Barome et al. 1998
Acomys airensis AJ012021 Barome
(Dazinga) 1121 Direct Submission
Acomys minous
(Vai) 1141 AJ233955 Barome et al. 2001a
Acomys minous
(Elafonisos) 1141 AJ233951 Barome et al. 2001a
Acomys cilicicus 1141 AJ233957 Barome et al. 2001a
Acomys cahirinus 1141 796051 Barome et al. 1998
Acomys nesiotes 1141 AJ233952 Barome et al. 2001a
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5.1 Struktura MCR

Cast mitochondrialniho genomu, ktera byla sekvenovana u bodlinatych mysi rodu
Acomys, se liSila ve své délce od 986 bp (Ken3-247, Ken3-113, Ken3-174, Ken3-231, Ken3-
240, Ken3-237) do 995 bp (SIN2, JOR4, JOR1). Alignment zahrnuje celou oblast MCR a po
stranach lezici geny tRNA: &ast tRNA™ a cely tRNAP™® na 5" konci, ¢ast tRNA™ na 3°
konci. Oblast samotného MCR se pohybovala v rozmezi 833 bp - 840 bp (viz tab. 7). Vzorky
pattici do skupiny cahirinus-dimidiatus, A. russatus a Kenyal mély nejdelsi oblast domény
MCR s délkou v rozmezi 838-840 bp. U skupiny Kenya2 byla oblast MCR dlouhé v rozmezi
836-837 bp, zatimco skupina Kenya3 meéla nejkrat$i sekvence vrozmezi 833-834 bp.
Domény ETAS a CSB jsou oblastmi s velkou nukleotidovou variabilitou. Studie provedené u
jinych druhii ukazuji velkou variabilitu mezi doménami, ale typicky vzor frakvence bazi (A +
T) > (C + G), ktery byl popsan pro savéi MCR byl zachovan (Sbisa et al. 1997). Primérna
frekvence jednotlivych bazi pro cely MCR byla 33,15 % A, 32,62 % T, 23,60 % C, 10,63 %
G.

ETAS Extended terminal-associated sequence domain

ETAS doména byla uvniti skupin aZ na Kenya3 konstantni a dosahovala délky 264 bp:
cahirinus-dimidiatus, Kenyal; 261 bp: Kenya2; 257-258 bp: Kenya3 a 260 bp: A. russatus
viz tab 7. Alignment dosahoval délky 267 nukleotidovych pozic, ve kterych bylo 115 (50,6
%) pozic variabilnich. Nejvétsi variabilita se nachazela v jedné oblasti o délce 50 bp, kterad
zacinala 113. nukleotidovou pozici. Tato oblast byla, jak velmi hypervariabilni, tak bohata na
kratké inzerce a delece. Pied a za touto hypervariabilni oblasti se nachéazeji dvé velmi malo
variabilni oblasti, které byly popsany Sbisa et al. (1997) a Larizza et al. (2002) u dosud
analyzovanych hlodavct. Slozeni bazi u vSech analyzovanych vzorki v ETAS doméné bylo

nasledujici A>T>C>G.

CD Central domain

Centralni doména dosahovala stejné délky u vSech vzorka 305 bp (viz tab. 7), z nichz
51 (16,7%) nukleotidovych pozic bylo variabilni. CD je nejkonzervovangjsi ¢asti v oblasti D-
loop, neobsahuje inzerce ani delece a projevuje velkou stabilitu nukleotidové sekvence. Pres
svou velkou stabilitu zde neni obsazeno mnoho fylogenetické informace. Frekvence bazi

vSech vzorki bylaT>C> A > G.
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CSB Conserved sequence block domain

V alignmentu CSB bylo vcetné veskerych inzerci a deleci obsazeno 280
nukleotidovych pozic, z nichz 143 (51%) bylo variabilni. Tento usek se lisil ve své délce od
268 bp do 273 bp (viz tab. 7). V doméné CSB bylo mozné rozpoznat tfi motivy (CSBI1,
CSB2 a CSB3) (Larizza et al. 2002), které jsou relativn¢ dobte konzervované u rodu Acomys.
Avsak pouze CSB1 a CSB2 byly dobfe rozpoznatelné. Nejvice nukleotidové variability bylo
zaznamenano v oblasti mezi CSB1 a CSB2 motivy a v posledni 50 bp na 3" konci. Frekvence

bazi byla nasledna A>T > C > G.

Tab. 7: Délky sekvenci jednotlivych oblasti MCR

Druh (pocet vzorki) | ETAS (bp) CD (bp) CSB (bp) Cely MCR (bp)
A. dimidiatus (7) 264 306 269-270 839-840
A. sp. Iran, Jemen (5) 264 306 268 838
A. cahirinus (9) 264 306 268-269 838-839
Kenyal (7) 264-265 306 269-270 839-840
Kenya2 (12) 261 306 269-270 836-837
SPI2 257 306 272 834
Kenya3 (10) 257-258 306 270 833-834
A. russatus (3) 260 306 273 839

37



5.2 Parcialni analyza skupiny cahirinus-dimidiatus

Alignment (MCRCom) byl vytvofen z 24 vzorki, které reprezentuji 22 haplotypu. Tti
vzorky pattici do skupiny A. russatus byly pouzity jako outgroup. Useky mtDNA sekvenci
MCR o délce 993 — 995 bp (viz tab. 5) (1006 nukleotidovych pozic), ze kterych bylo 219
mist variabilnich a 195 parsimoné informativnich. Znamé lokality haplotypl jsou zobrazeny
na obr. 9.

Jednotlivé topologie stromu, které byly zrekonstruovany metodami MP, NJ a BA si
byly velmi podobné aZ na ML, ktera se trosSku lisila. Hodnoty bootstrapu jednotlivych analyz
MP, NJ, ML a posteriorni pravdépodobnost pro BA jsou uvedeny v zavorkach. MP, NJ a BA
stromy obsahuji bazalni vétveni, které vedlo k rozlieni na dvé jasné¢ odlisné skupiny. Prvni
je Afro-Mediteranni skupina (100, 100, 65, 1.00), ktera obsahuje haplotypy ze Severni
Afriky, Kréty, Kypru a Turecka. Druha skupina, nazvana Asijska (74, 89, - , 0.67),
obsahovala haplotypy ze Sinaje, Jordanska, Arabského poloostrova a franu. Nekorigovana p
distance mezi haplotypy patfici do Afro-Mediterani a Asijské skupiny se pohybovala
v rozmezi 6.0-8.1 % (viz. Piiloha 1).

Haplotypy patfici k Afro-Mediterani skupin€ si byly navzajem velmi podobné
(nekorigovana p distance se pohybovala v rozmezi 0.2-2.2%), avSak lze je rozdélit na slab¢
podpotenou linii zahrnujici vzorky z Kahiry a Kypru (55, 73, -, 0.69) a druhou, o néco 1épe
podpofenou linii zahrnujici zbylé haplotypy zjiZni Sahary (J Egypt, J Libye, S Cad),
Turecka a ostrovni Kréty (85, 89, 64, 0.77).

Asijsky klad je vyrazné méné homogenni neZz Afro-Mediteranni (uvniti skupiny
nekorigované p distance 0.3-5.6%) a lze jej rozdélit do tii jasn¢ odliSnych a geograficky
lokalizovanych linii: (1) Sinaj-Jordansko (100, 100, 93, 1.00), (2) Jemen (100, 100, 97, 1.00),
(3) Iran-Arab. Emiraty (100, 100, 57, 1.00). Vzajemné postaveni téchto linii je zpravidla
nerozieSené. Pfehled fylogenetickych stromi ziskanych jednotlivymi netodami ukazuji

obrazky 10-13.
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Obr. 9: Lokality haplotypu skupiny cahirinus-dimidiatus. Ozna¢dni skupin: cahirinus —

dervena a dimidiatus — zelena.
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topologie).
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5.3 Parcialni analyza vzorku ze severni Keni

Alignment sestaven z 34 vzorkd reprezentujicich 31 haplotypd. Tti vzorky patfici do
kladu 4. russatus byly pouzity jako outgroup. Délka amplifikovanych sekvenci byla v
rozmezi 986 — 994 bp (viz tab. 5) 1014 nukleotidovych pozic. Parsimoné informativnich
znakl bylo 244 z celkovych 285 variabilnich znaka.

Topologie stroml vytvoiené metodami MP a NJ si byly velmi podobné viz obr. 15 a
16. Hodnoty bootstrapu jednotlivych analyz MP a NJ jsou uvedeny v zdvorkach. Bazalni
vétveni vedlo k rozliSeni dvou skupin. Prvni linie ozna¢enda Kenya3 (67, 67) obsahuje
haplotypy ze Sesti lokalit severni Keni, z nichZ na dvou se objevuje svétla forma a na zbylych
¢tyrech lokalitach, lezicich pfevazné v blizkosti Rudolfova jezera (Turkana lake), se nachazi
populace tmavé melanické formy. Druhd skupina (72, 89) obsahovala haplotypy pouze
svétlych forem z osmi lokalit v severni Keni. Nekorigovana p distance mezi haplotypy,
patficimi do vySe zminénych tfech skupin, se pohybovala vrozmezi 11.2-14.8 % (viz.
Ptiloha 5 CD, tab. 18).

Haplotypy, patfici do linie Kenya3, si byly navzdjem velmi podobné (nekorigovana p
distance se pohybovala vrozmezi 0.5-2.4 %) a tato skupina, zahrnujici jedince dvou
barevnych forem, byla tudiz dobte podporfena (100, 100). Jeji sesterskou skupinou (podpora:
67, 67) je haplotyp SPI2, pochézejici z laboratorni kolonie v Némecku, mylné povaZzovany za
A.spinosissimus.

Druha skupina, jez vznikla bazalnim vétvenim, je méné homogenni neZ jizZ zminéna
Kenya3, nekorigované p distance uvnitt této skupiny jsou v rozmezi 9.6-10.4 %. Lze ji
rozdélit do dvou jasn€ odlisnych klad®, z nichzZ je prvni pojmenovany jako Kenyal (100,
100) a druhy jako Kenya2 (100, 100). Haplotypy pattici do kladu Kenyal tvofi jedinou dobie
podpofenou skupinu. Nekorigované p distance vramci linie Kenyal se pohybovaly
v rozmezi 0.2-0.9 %.

Zbyvajici haplotypy nélezi do linie Kenya2. Byly také velmi podobné (nekorigované p
distance 0.1-1.2 %), avSak je lze rozdélit do dvou velmi dobfe podpofenych linii: (1)
haplotyp pochazejici z nejjiznéjsi ¢asti zkoumané oblasti spole¢né s haplotypy z lab. linii Zoo
Plzen (96, 100), (2) zbylé &tyti lokality (100, 100). Piehled fylogenetickych stromi
ziskanych metodami MP a NJ ukazuji obr. 15 a 16.
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Obr. 14: Lokality haplotypt pochazejicich ze severni Keni. Tmavé modré kole¢ko znaci

jedince tmavé (melanické) formy a spolecné s tmavé modrym kole¢kem s zlutym okrajem

znaci jedince svétlé formy patfici do linie Kenya3. Svétle modré kolecko znaéi svétlé formy

patfici do linie Kenyal a fialové patii linii Kenya2.
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metodou MP (&isla predstavuji hodnotu bootstrapu).
Oznacdni skupin: skupina Kenyal — svétle modra, skupina Kenya2 — fialova, skupina Kenya3 tvavé modra. skupina

russatus — hnéda.
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Obr. 16: Fylogeneticky strom sestaveny na zaklad€ vstupniho alignmentu MCRKenya

metodou NJ (¢isla predstavuji hodnotu bootstrapu).

Oznacdni skupin: skupina Kenyal — svétle modra. skupina Kenya2 — fialova. skupina Kenya3 tvavé modra. skupina
russatus - hnéda.
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5.4 Celkova analyza sekvenci oblasti MCR

Z celkového poctu 58 vzorki bylo identifikovano 53 haplotypt, 317 znakd bylo
variabilnich, z toho 277 znakl bylo parsimoné informativnich.

Vysledné topologie stromt, ziskané z analyzy sloucenim v3ech sekvenci MCR, se
v hlavnich rysech neodli$uji od topologii stromi z jednotlivych parcidlnich analyz skupin.
Zustava zachovana monofylie vSech skupin. Pfesné ptibuzenské vztahy mezi jednotlivymi
skupinami nejsou jednoznacné, ale je zcela zfejmé, Ze skupina Kenya3 ma vyrazné bazalnéjsi
pozici nezli zbylé skupiny vyjma linie russatus. Ptehled fylogenetickych stromt ziskanych

jednotlivymi metodami ukazuji obr. 17-20.
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Obr. 17: Fylogeneticky strom sestaveny na zakladé vstupniho alignmentu MCRCom

metodou MP (¢isla predstavuji hodnotu bootstrapu).

Ovnaédni skupin: skupina cahirinus — ¢ervend, skupina dimidiatus — zelend. skupina Kenyal — svétle modra, skupina

Kenya2 — fialova, skupina Kenya3 tvavé modra, skupina russatus — hnéda.
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Obr. 18: Fylogeneticky strom sestaveny na zakladé vstupniho alignmentu MCRCom

metodou NJ (¢isla pfedstavuji hodnotu bootstrapu).

Oznac¢dni skupin: skupina cahirinus — Cervend, skupina dimidiatus — zelena, skupina Kenyal

Kenya2 - fialova, skupina Kenya3 tvavé modra, skupina russatus — hnéda.

svétle modra, skupina
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Obr. 19: Fylogeneticky strom sestaveny na zakladé vstupniho alignmentu MCRCom

metodou ML (&isla predstavuji hodnotu bootstrapu).

Oznacdni skupin: skupina cahirinus — Servena. skupina dimidiatus — zelend, skupina Kenyal — svétle modra, skupina

Kenya2 — fialova, skupina Kenya3 tvavé modra, skupina russatus — hngda.
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Obr. 20: Fylogeneticky strom sestaveny na zakladé vstupniho alignmentu MCRCom
metodou Bayesovské analyzy (Cisla ukazuji hodnoty posteriornich pravdépodobnosti spravné
topologie).

Oznafdni skupin: skupina cahirinus — ¢ervena. skupina dimidiatus — zelend, skupina Kenyal — svétle modra, skupina

Kenya2 — fialova, skupina Kenya3 tvavé modra, skupina russatus -- hnéda.
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5.5 Analyza sekvenci genu pro cytochrom b

Alignment oznacen jako cytBar byl sestaven z 12ti nové sekvenovanych vzorkl a 22
blizce pifibuznych sekvenci, pfevzatych z genové banky. Tii sekvence patfici do skupiny
Gerbillidae byly pouzity jako outgroup. Délka amplifikovanych sekvenci byla 794 bp (viz
tab. 5). Parsimoné informativnich znaki bylo 297 zcelkovych 338 variabilnich znaki.
Hodnoty bootstrapu jednotlivych analyz MP a NJ jsou uvedeny v zavorkach.

Vysledky potvrdily monofylii skupiny cahirinus (100, 100) i skupiny dimidiatus (98,
98), ktera se jesté jasné€ rozde€luje na dvé linie, z nichZ prvni obsahuje haplotypy z franu (100,
100) a druha ze Sinaje a Saudské Arabie. Postaveni skupiny oznacené jako Kenyal neni
zietelné, ale zda se byt nejpiibuznéjsi s 4. sp. ze zapadni Afriky (oblast Burkina Faso) (-, 48),
p distance jsou vrozmezi 9.6-12.1% (viz. Pfiloha 5 CD tab. 19). Skupina prozatimné
oznacena jako Kenya2 se naopak zda byt nejpiibuznéjsi s A. ignitus (-, 67), p distance jsou
vrozmezi 11.0-14.4 % . Vzorek pochazejici z Malawi tvofi monofyletickou skupinu s A.
spinosissimus (100, 100) na bazi kladogramu. Piehled fylogenetickych stromil ziskanych
jednotlivymi metodami ukazuji obr. 21-24.

Druhy alignment, oznafen cytbND6, byl sestaven pouze z 12ti naSich noveé
sekvenovanych vzorki o délce 540 bp (viz tab. 5). Parsimoné informativnich znakt bylo
pouze 85 z celkovych 146ti variabilnich znak. Hodnoty bootstrapu jednotlivych analyz MP
a NJ jsou uvedeny v zavorkach.

Vysledky opét potvrzuji monofyletické skupiny cahirinus (100, 100) a dimidiatus (81,
96). Kenyal se stavi jako sesterska linie skuping€ cahirinus-dimidiatus (70, 82). Dale se
odd¢luje linie oznaCend jako Kenya2 a na bazi kladogramu lezi Kenya3 spole¢né s A.lewisi
(oznaeno LEW). Strom vypoéten metodou NJ fadi Kenya3 a LEW do spoleéné skupiny
(nekorogovana p distance 14.1% viz. Pfiloha 2) coz nesvéd¢i o jejich blizké ptibuznosti.

Treti alignment oznacet cytb3 byl sestaven z 13ti nové sekvenovanych vzorki a 6
blizce pfibuznych sekvenci, pfevzatych z genové banky. Délka sekvenci byla pouze 162 bp
znichz 47 znakl bylo parsimoné informativnich z celkového poétu 62 variabilnich znakil.

Vysledny strom (viz. Pfiloha 3) vyvraci mozné piibuzenské spojeni Kenya3 s A.

wilsoni (nekorigovana p distance 17.3-17.8 % viz. Ptiloha 5 CD tab. 17).
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Obr. 21: Fylogeneticky strom sestaveny na zakladé vstupniho alignmentu cytbBar metodou

MP (¢isla piedstavuji hodnotu bootstrapu).

Oznacédni skupin: skupina cahirinus -- Cervend, skupina dimidiatus — zelend, skupina Kenyal - svétle modra, skupina

Kenya2 — fialova, skupina Kenya3 tvavé modra, skupina russatus — hnéda a skupina spinosissimus — oranZova.
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Obr. 22: Fylogeneticky strom sestaveny na zakladé vstupniho alignmentu cytbBar metodou

NIJ (¢isla predstavuji hodnotu bootstrapu).
Oznacdni skupin: skupina cahirinus - Cervena. skupina dimidiatus — zelend, skupina Kenyal — svétle modra. skupina

Kenya2 — fialovd, skupina Kenya3 tvavé modra. skupina russatus — hnéda a skupina spinosissimus — oranZova.
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Obr. 23: Fylogeneticky strom sestaveny na zakladé vstupniho alignmentu cytbND6 metodou

MP (&isla predstavuji hodnotu bootstrapu).
Ozna¢dni skupin: skupina cahirinus - ¢ervena, skupina dimidiatus — zelend, skupina Kenyal — svétle modra. skupina

Kenya2 - fialova, skupina Kenya3 tvavé modra, skupina russatus — hnéda.
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Obr. 24: Fylogeneticky strom sestaveny na zaklad¢ vstupniho alignmentu cytbND6 metodou

NJ (¢isla predstavuji hodnotu bootstrapu).

Oznacdni skupin: skupina cahirinus — ¢ervena, skupina dimidiatus — zelend, skupina Kenyal — svétle modra, skupina

Kenya2 — fialova, skupina Kenya3 tvavé modra. skupina russatus — hnéda.
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5.6 Vysledky mezidruhového rozpoznavani

Do analyzy bylo zahrnuto 5 parametrii chovani, u kterych se pfedpokladalo, Ze
nejpravdépodobnéji vyvrati nulovou hypotézu. Vysledky vSech sledovanych parametri
chovani jsou uvedeny v Ptiloze 5 CD, tab. 20. V tabulce 11 jsou uvedeny prumérné doby
(sec) analyzovanych parametri chovani spole¢né svysledky neparametrického
dvoustranného Wilcoxonova testu. Hodnoty jsou uvedeny pro situaci, kdy je samec A.
cilicicus vzdy umistén v levé krabicce. Signifikantné prokazatelny vysledek byl zaznamenan
pouze v piipadé, kdy samice oCichavaly vné&jsi otvor krabi¢ky. Samice obou druhil travily
vice €asu ocichavani vnéj$iho otvoru krabicky samce vlastniho druhu, ,,OPENING* (z =
2,311, P = 0,020). U ostatnich sledovanych faktori nebyl nalezen rozdil mezi ¢asem, ktery
samice stravila v levé a pravé poloviné akvaria (tzn. u samce vlastniho/ciziho druhu): ,,OUT*
zahrnujici vyskyt a sledovanou ¢innost (panacek, grooming) v pravé ¢i levé ¢asti akvaria a
,»IN*“ zahrnujici €ichani pfimo k samci a vyskyt samice uvnitt krabi¢ky s miizkou. V piipadé
pouZiti jednostranného testu dostaneme signifikantni vysledek u faktoru ,,SNIFF®, kdy
samice Cichala pfimo k samci oddéleného mtizkou (z = 1.650, jednostranny: P = 0.049,

dvoustranny: P = 0.098).

Tab. 11: Primérna doba, kterou samice stravily danou aktivitou. Signifikantni hodnota je

vyznacena tucné.

A.sp ran A.cilicicus Z p-level
OUT-left 1614,7 s 928,3 s 0.10] 0.848
OUT-right 958,5 s 837,6's ’ ’

IN-left 572,3 288,6 s

IN-right 236,1 s 394,0 s 1060 0285
OPENING-left 280,6 s 342,8 s

OPENING-right | 14495 20855 2! 0,020
SNIFF-left 232,8's 215,8s

SNIFF-right 153,7 s 261,0 s 160 0.0%8
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6 Diskuse

6.1 Skupina cahirinus-dimidiatus

U vSech tfech vzorkii pochdzejicich z jizni casti Saharské pousté: Abu Simbel
(archeologické misto v J Egypté), pohoti Akakus (JZ Libye; sousedici s pohofim Tassili N'
Ajjer v Alzirsku), a pohofi Tibesti (S Cad) se nachazeji MCR sekvence, které bezpochyby
patii k A. cahirinus sensu stricto. Navzdory vzdalenosti 2200 km, mezi pohofim Akakus a
Abu Simbel, byly na vySe yjmenovanych tfech lokalitdch nalezeny haplotypy. které jsou témet
identické (MCR p vzdalenost 0.3 %). Z toho vyplyva, Ze roz$ifeni tohoto druhu zahrnuje také
vétSinu centralniho Saharského regionu. Typova lokalita A. airensis, nachazejici se na
plosin¢ Air. je dalsi jiho-saharska horska oblast, sdili s vySe zminénymi misty téméf stejné
ekologické podminky. PloSina Air. ktera je situovana "jen" 700 km od pohofi Akakus a 800
km od nahorni plosiny Tibesti, vznasi otdzku o druhové identité holotypu A. airensis. Jediné
geneticky prozkoumané populace. oznaované jako A. airensis. jsou sice jasn¢ odlisné od
A.cahirinus. ale pochazeji nikoli z horskych oblasti Airu, ale z nizinych oblasti dale na zapad
v Nigeru a zejména v Mali (Barome et al. 2001. 2000. 1998). Ackoli byly provedeny
podrobné morfologické analyzy ponékud rozsdhlejSiho materidlu A.airensis (Sicard &
Tranier 1996, Denys et al. 1994), neni z nich ¢tenafi zcela jasné. zda lze tento druh spolehliveé
rozeznat od jihosaharskych A.cahirinus jen na zakladé mortologickych znaka.

Vysledky analyzy sekvenci MCR jasné podporuji piedchozi studie. jez ukazuji na
parafyletické postaveni druhu 4. cahirinus, zZijici v severni Africe, vzhledem k druhiim rodu
Acomys. pochazejicim ze severnich sttedomotskych ostrovi a pobtezi Turecka (4. nesiotes,
A. minous a A. cilicicus). Vysledky poskytuji dalsi dikaz o nedavné imigraci bodlinatych
mys$i do severo-vychodniho Mediteranniho regionu. MCR neni kodujici sekvence. ma
rychlejsi vyvoj nez cytochrom b a proto poskytuje citlivéj$i analyzu pro potvrzeni resp.
vyvraceni antropogeniho puvodu stfedozemnich druhti bodlinatych mysi. Zna¢na podobnost
mezi jednotlivymi haplotypy 2z pevninské Afriky a ze severo-vychodniho Stredomofi
naznacuje, ze predci A. nesiotes, A. cilicicus a A. minous se nejspise $ifili jako komenzalové
s obchodniky ve Starovéku. Jejich postaveni jako platnych druhi je proto sporné, pokud
nepiijmeme koncept evolué¢niho druhu.

Barome et al. (2001) sekvenoval cytochrom b u ostrovni populaci A. minous z Kréty a
popsal dvé skupiny. které maji jasné odlisné mitochondridlni sekvence, oznacil je A a B.

Také se zminuje o haplotypech 4. nesiotes z Kypru a A. cahirinus, ktery pochazi z typové
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lokality v Kahife a patii do skupiny A, zatimco A. cilicicus z pobiezi Turecké Kilikie do
skupiny B. Sekvence MCR poskytly podobny obraz jako sekvence genu pro cytochrom b.
Haplotypy z Kypru a Kahiry tudiz zjevné odpovidaji skupiné A, zatimco haplotypy z Kréty a
Turecké Kilikie, skupin¢ B. Dalsi haplotypy patfici do skupiny B byly objeveny na vyse
uvedenych trech mistech jizni Sahary. Mzeme si domyslet, 7e nositelé haplotypové skupiny
B, ktefi kolonizovali Krétu a Tureckou Kilikii ve Starovéku. byli mozna prevezeni
egyptskymi nebo fénickymi obchodnimi lodémi z jizniho Egypta. Nicméné provzorkovani
severni Afriky je stdle natolik nedostatecné. Ze neni mozno vyloucit Zadnou oblast severni
Afriky jako mozny zdroj ostrovnich haplotypua skupiny B.

Vzajemna hybridizace forem s haplotypy skupin A a B potvrzuje skute¢nost. zZe obé
skupiny pfispély ke vzniku soucasné A4.minous (Barome et al. 2001). Navic jak 4. cilicicus
tak A. cahirinus z Abu Simbel (patfici do B skupiny) se v laboratornich podminkach volné
kiizi s A. nesiotes 7. Kypru a 4. cahirinus 7. Kahiry. pattici do skupiny A (Frynta a Sadlova
1998. vlastni poznatky).

Relativné velka divergence mezi Afro-Mediterannim a Asijskym kladem podporuje
nazor (Volobuev et al. 2007). ze africka A. cahirinus a asijskd 4. dimidiatus jsou jasne
odlisné druhy. Nicméné podle sckvenci cytochromu b analyzovanych Barome et al. (2001a,
2000) ma i A. dimidiatus své nejblizsi piibuzné na atrickém kontinentu. a to konkrétné v
zapadni Africe (Kamerun. Burkina Faso).

Znac¢na podobnost byla nalezena mezi haplotypy A. dimidiatus ze Sinaje a Jordanska, tj.
oblasti znamych vyskytem odlisnych chromozémovych forem (Nevo 1985). To podporuje
soucasné poznatky svédéici o volném kiizeni mezi dvéma chromozomalnimi formami (36 a
38 chromozomové). a tedy o tom, Ze nositelé téchto karyotypt velmi pravdépodobné patii k
jedinému druhu (Volobouev et al. 2007).

Podobnost iranskych haplotypii s haplotypy pochazejicich z Arabskych Emiratd,
lezicich na druhé strané¢ Perského a Omanského zalivu. mlze byt snadno vysvétlena
nedavnou geologickou historii. Béhem posledni doby ledové se v misté dne$niho Perského
zalivu vytvofil pevninsky most. umoznujici volné $ifeni fauny z jihu Arabského poloostrova
na severovychod smérem k iranu (Anderson 1999).

Jednim z vyznamnych poznatk( udinénych pii zpracovavani sekvenci je objeveni
znaéné divergence uvniti Asijské¢ho kladu. Cast jizniho Arabského poloostrova je tedy
teritorium s vysokou haplotypovou rozmanitosti. a proto to nemtiZze byt pouze oblast
periferniho Siteni rodu Acomys. Je malo pravdépodobné, Zze by dochazelo ke kolonizaci

Arabského poloostrova ze severovychodni Afriky ptes Sinajsky poloostrov a Jordansko. Vice
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pravdépodobna koloniza¢ni udalost vyplyva z davného poklesnuti hladiny Rudého mofie a
naslednym vznikem pevninského mostu, spojujictho vychodni Afriku s jiznim Arabskym
poloostrovem, jak jiz bylo navrzeno Volobouev (2007) a Barome et al. (2000).

Asijsky klad neni pravdépodobné zastoupen pouze jednim druhem. Vysledky
naznacuji, 7e haplotypy z Iranu a Arabskych Emiratil a stejné tak i haplotypy z Jemenu jsou
jen vzdalené pribuzné s haplotypy pochazejicimi ze Sinaje a Jordanska. Morfologické studie,
ktera byla provedena na skeletech A. dimidiatus a A. sp. iran, potvrzuji jasnou odlidnost mezi
Sinajsko-Jordanskou a {ransko-Emiratskou linii (Benkovicova 2006). Protoze A. dimidiatus
(Cretzschmar, 1826) byl popsan z¢ Sinaje, Sinajsko-Jordanska linie bez pochyby odpovida
nominotypickému poddruhu tohoto druhu. Naproti tomu védecka jména nositeld Jemenskych
a Iranskych haplotypovych linii (pokud by byla jejich druhova & poddruhova odlisnost
prokazana) by méla byt hledana mezi star§imi popisy ze stejné zemépisné oblasti. A. whitei
Harrison, 1980 7z Omanu a 4. d homericus Thomas, 1923 7z Jemenu (typova lokalita Aden)
mozna odpovidaji nasi [ransko-Emiratské linii. Avsak oba popisy se zminuji o holotypech s
melanickym zbarvenim. coz by mohlo nazna¢it moznou zaménu s komenzalni tmavé
zbarvenou formou 4. cahirinus. Kromé toho existuji jesté dva starsi popisy z blize neur¢ené
Arabic: hispidus (Brant, 1827) a megalotis (Lichtenstein, 1829). Spravna pojmenovani pro
nami studované a sekvenované formy tedy nelze bez dalsi revize typového materialu

jednoznacéné stanovit.

6.2 Severni Kena

Druhova prislusnost kenskych populaci rodu Acomys. V Keni byly do dne$ni doby
popsany nejméné Ctyfi druhy: 4. ignitus Dollman (1910) — terra typica: Voi. Kena, 4. kempi
Dollman (1911) — terra typica: Chanler Falls, N Guaso Nyiro. Kena. 4. percivali Dollman
(1911) — terra typica: Chanler Falls. Nyiro, Kena, a 4. wilsoni Thomas (1892) — terra typica:
Chanler Falls. Mombasa, Kena. Prace, které se zabyvaji situaci v Keni obsahuji vzorky, které
byly ziskany jizn¢ od Rudolfova jezera. Honacki et al. (1982) zaradil A. ignitus Dollman
(1910) a A. percivali Dollman (1911) jako synonymum pro A. cahirinus Desmarest (1819),
ale podle pozdéjsich genetickych vysledk( se ukazalo, ze A. ignitus je samostatny druh
sestersky ke skupiné cahirinus-dimidiatus (Barome et al. 2001a. b, 2000, 1998, Janecek et al.

1991). Stejné tak A. percivali je zjevne odlisny od A. ignitus i A. cahirinus (respektive A.
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dimidiatus - Volobouev et al. 2007, 1996a), ale jeho pfesné postaveni neni dosud znamo
(Janecek et al. 1991).

Vsechny naSe vzorky pochdzejici ze severni Keni byly ziskany v . Eastern province®,
ve vzdalenosti do 150 km od Rudolfova jezera. Navzdory velmi malé geografické
vzdalenosti mezi lokalitami odchytu je 1ze rozdé¢lit do tii samostatnych a geneticky vyrazné

odli$nych linii, dale provizorné oznacované jako Kenyal. Kenya 2 a Kenya 3.

Vzijemné vztahy mezi formami z Keni. Jednotlivé mitochondrialni linie ze severni
Keni se navzdjem zfetelné¢ odliuji: mezi Kenya3 a Kenya2 je nckorigovana p distance
vypoctena z MCR nejveétsi a pohybuje se v rozmezi 12.4-14.8 %. Kenya3 a Kenyal 12.3-
13.1 % a mezi Kenya2 a Kenyal je divergence nejnizsi, ale stale velka 9.6-10.4 %, pro
cytochrom b je nekorigovana p distance vypoctend pouze mezi skupinou Kenyal a Kenya2
vrozmezi 13.1-14.1 %. Protoze je pétiprocentni divergence v sekvenci pro cytochrom b
povazovana mnohymi autory za arbitrarni hranici pro diferenciaci druhu. mizeme bez vahani

mluvit o tfech riznych druzich obyvajicich studovanou oblast v severni Keni.

Kena 3. Na ticch lokalitach lezicich nejblize Rudolfovu jezeru a jedné lezici asi o 100
km dale na vychod v pousti Charbi. Ziji populace bodlinatych mysi s tmavym (melanickym)
zbarvenim srsti. Na jinych dvou lokalitach se vyskytuji svétlé formy. z nichz prvni se nachazi
také v blizkosti Rudolfova jezera. do 40 km od vySe zminénych tiech lokalit a druha lezi asi
20 km od vySe zminéné lokality nachdzejici se v pousti Charbi. U obou barevnych forem
ztéchto lokalit byly zjistény sekvence MCR a cytochromu b. které patii do jediné
mitochondrialni linie prozatimné oznacené jako Kenya3 (p vzdalenost 0.5-2.4%). Z toho
vyplyva. ze melanické zbarveni neni druhovym znakem a nejspiSe jen reflektuje Zivotni
prostiedi, ve kterém se dana populace nachazi. Uvnitt rodu Acomys byl barevny
polymorfismus popsan opakované. A. lewisi popsana Atallahem (1967) ma tmavé zbarveni a
byla zprvu povazovana za samostatny druh jen na zakladé melanického zbarveni. A7 pozdéji
byla podle morfologickych (Harrison & Bates 1991) a genetickych (Janecek et al. 1991) dat
zafazena do druhu A. russatus (Wagner 1840), ktera ma jinak svétle zlatavé zbarveni. A.
lewisi Zije na ¢ernych ¢edicovych svazich v Jordansku (Atallah 1967). tudiz tmavé zbarveni
pozitivné koreluje s prostiedim. K popisu nové formy bodlinaté mysi na zdkladé odlisného
zbarveni nez u jiZ popsanych exemplaii doslo v historii jiz nékolikrat, napi. Thomas (1923)
popsal A. d. homericus, coz je patrné pouze tmava forma A. dimidiatus (Cretzschmar 1826)

zijici na jihu Arabského poloostrova (Harrison & Bates 1991). Dalsi ukazkou dvou
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melanickych forem vramci jedné linie je skupina A. cahirinus (Desmarest 1819).
Komenzalni populace Zijici v Kdhife je tmava (melanicka) forma a naopak populace z Abu
Simbel (J Egypt), pohofi Akakus (JZ Libye), pohoii Tibesti (Cad), ptilehlych
Stftedomoiskych ostrovi Kypr. Kréta a Tureckého pobiezi Kilikie jsou svétlé formy patiici
k A. cahirinus sensu stricto viz vyse.

Bohuzel se nepodafiilo ziskat sekvence genu pro cytochrom b této linie (Kenya 3), a
proto je tézké urcit jeji bliz§i postaveni v ramci rodu Acomys, popiipad¢ identifikovat
s nékterym z popsanych druhti (jmen). Fragment sekvence. ktery se podafilo ziskat.
obsahoval predevsim Gsck genu pro tRNA a jen malou ¢ast genu pro cytochrom b. Podle
distanéni metody NJ se tato linie Kenya3 pfipojila ke skupiné 4. russatus i kdyz
nekorigovana p distance mezi témito dvéma skupinami je 14.1 %, tudiz se jedna o dvé velmi
odlisné linie. Tento vysledek se potvrdil i pfi snaze porovnat pouhych 165 znakl patficich
pouze genu pro cytochrom b s dal§imi druhy patfici do rodu Acomys. Zcela urcité se jedna o
samostatnou linii. ale bez prodlouzeni stavajiciho useku cytochromu b a ziskani novych
vzorku od dal$ich druht z této oblasti nelze vylou¢it identitu s nékterym jiz znamym druhem.
Mohlo by se jednat o A. wilsoni (ale i na kratkém srovnavaném useku bylo 17.3-17.8 %

rozdild) nebo A. percivali, u kterého jesté nebyl cytochrom b sekvenovan.

Kena 2. Na péti lokalitach lezicich nejsevernéji. nejvychodnéji a nejjiznéji ze vSech
odchytovych lokalit (vzdalenost mezi severni a jizni populaci je asi 200 km) byly nalezeny
sekvence genu pro cytochrom b a MCR nalezici do jedné linie prozatimné oznaené jako
Kenya2 (MCR p distance 0.1-1.2 %). Podle sekvence genu pro cytochrom b byla nalezena
mala podobnost této linie Kenya2 s A. ignitus, avSak p distastance se nachazi v rozmezi 11.0-
14.4 % coz svédc¢i o dvou velmi odlisSnych druzich. Tyto vysledky podporuji nazor Janecka et
al. (1991) a Barome et al. (2001a,b, 2000, 1998) o samostatném postaveni A. ignitus jako
druhu. avsak jeji postaveni jako sesterské skupiny cahirinus-dimidiatus musi byt vyvraceno

nalezenim novych dvou linii v severni Keni.

Kena 1. Zna¢na podobnost sekvenci geni pro MCR a cytochrom b (MCR p distance
0.2-0.9 %) byla nalezena také u zbylych tfech lokalit lezicich od sebe jen par kilometra
v pomysiném stfcdu mezi liniemi Kenya3 a Kenya2. Prozatimné byla tato skupina oznacena
jako Kenyal a znové objevenych severokenskych linii si je nejvice pfibuzna
s Kenya2. Sekvence cytochromu b ukazuji na vzdalenou pfibuznost mezi Kenyal s A. sp.

Burkina Faso. avSak nekorigovana p distance je v rozmezi 9.6-12.1%. Vysoké hodnoty p
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distanci jasné ukazuji, Ze se jedna o dvé diferencované linie (druhy). JiZ vySe bylo zminéno,
ze haplotypy zlokality Burkina Faso jsou podle sekvenci cytochromu b nejbliz§imi
pfibuznymi se skupinou A. dimidiatus (Barome et al. 2000, 2001) a tudiz i s Kenyal.
Podrobnéjsi rozieSeni o mozném postaveni haplotypt patficich do skupiny Kenyal neni

v této chvili mozno lépe urcit.

Vylouéeni pritomnosti A. ignitus. Podle novych vysledkl prezentovanych v této praci
neni A. ignifus identicka s Zddnou nami studovanych forem a nelze ani jednozna¢né prohlasit,
Ze je sesterskym druhem k celé skupiné cahirinus-dimidiatus. V piipad¢ forem Kenya 1 a 2
lze identitu s A. ignitus zamitnout z divodu jednozna¢nych rozdila v sekvencich cyt b.
v piipadé formy Kenya 3 na zakladé rozdilné (vyrazn¢ bazalnéjsi) pozice této formy na

kladogramu ziskaného z MCR.

Biogeografické zhodnoceni situace v Keni. Severni Kena je zjevné oblasti
s ptckvapiveé velkou rozmanitosti bodlinatych mysi. V této praci jsou prezentovany tfi
haplotypové linie bodlinatych mysi rodu Acomys, a sice na 14 lokalitach lezicich v okruhu
pouhych 200 km. Pfinejmen$im dv¢ z nich jsou dosud neznamé. Neni zcela vylouceno. Ze
patii k dosud neznamym druhlim. Druhova pestrost by mohla souviset s tim. Ze Uzemi na
kterém byly provedeny odchyty. prodélalo v minulosti velmi slozitou geologickou historii
(Denys 1999 ex Barome et al. 2001b). Zjizni ¢asti Keni jsou popsany c¢tyfi druhy
bodlinatych mysi. tato velmi vysoka diferenciace na tak malém uzemi je v souladu
s hypotézou Baroma et al. (2001b. 2000) o vzniku a nasledném Sifeni bodlinatych mysi

z vychodni Afriky.

6.3 Bazalni skupiny rodu Acomys.

Skupina 4. russatus zahrnujici také tmavou (melanickou) formu. pivodné
povazovanou za samostatny druh A. lewisi, tvofi podle sekvenci MCR samostatny druh (p
distance 0.6-1.7 %), a tim podporuje nazor o monofyleti¢nosti téchto dvou barevnych forem
(Harrison & Bates 1991, Janecek et al. 1991). Postaveni této skupiny neni zcela jednoznacné.
Podle Janecek et al. (1991) je 4. lewisi vice piibuzny s 4. subspinosus, av§ak podle sekvenci
cytochromu b tyto dvé skupiny spolu netvofi shluk (cluster). coz také ukazuje prace Barome
et al. (2001b). Nas strom je zakotenény skupinou Gerbillidae, Janecek et al. (1991) pouzil
pro detailni analyzu celé skupiny Acomys nezakotenény strom, tudiZ mohlo dojit ke zkresleni

vysledka.
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Jiz tradi€né se A. spinosissimus fadi mezi skupiny lezici na bazi kladogramu. Sekvence

cytochromu b pochdzejici z Malawi se shoduji s témi, jez byly sekvenovany Barome et al.
(2001b).

6.4 Druhové rozpoznavani

Vysledky etologickych pokust zaméfenych na druhové rozpoznavani mezi A. cilicicus.
reprezentujici skupinu 4. cahirinus, a populace z {ranu, reprezentujici skupinu A. dimidiatus
sensu lato, nejsou zcela jednozna¢né. Samice v estru signifikantné vice ocichavaly vnéjsi
otvor krabicky se samcem, patiici do stejného druhu (jednostranny Wilcoxontv test: p=
0.0104). Preference samce vlastniho druhu byla prokazatelna (pouze jednostrannym testem) i
pfi testovani piimé doby kontaktu mezi samici a samcem, kdy samice ¢icha pfimo k samci
umisténého za mfizkou v krabi¢ce (p= 0.0493). Naproti tomu porovnani ¢asovych utseku.
které samice stravila na jednotlivych polovinach testovaného akvaria, ¢i v blizkosti samce,
nebylo signifikantni.

Design tohoto experimentu byl korektni, vyvazeny z hlediska dal$ich faktoru. Navic
samice volily mezi dvéma cizimi samci. z nichz jeden patii ke stejnému druhu a druhy
k blizce pribuznému druhu, tudiz ani s jednim samcem nepti$la v minulosti do kontaktu a
nemohlo tak dojit ke zkresleni vysledku.

Statisticky prukazné preference tykajici se oCichavani jak vnéjsiho otvoru. tak i samce
naznacuji. Ze samice jsou schopny rozpoznat samce vlastniho druhu. Pfinejmensim v piipadé.
Ze jeden ze srovnavanych samct patii do jiné linie v ramci skupiny cahirinus-dimidiatus.
Zjisténé preference jsou vsak nepfili§ vyrazné. a tak neposkytuji jasnou odpoveéd’ na to. zda
mezi A. cahirinus a A. dimidiatus jiz existuje efektivni prekopulaéni reprodukéné izola¢ni
mechanismus (RIM). Na zodpovézeni této otazky bude zapotiebi novych etologickych
pokust, umoziujicich pfimy kontakt a tedy pafreni, jakoz i1 novych hybridiza¢nich
experimentt. Dosavadni vysledky pokust odchovat hybridni potomstvo mezi A. cahrinus a
A. dimidiatus byly pfevazné negativni. Podle Frynty & Sadlové (1998) a Holeckové (2000)
nedochazi k GspéSnému odchovu téchto dvou linii. Jordan (2000) vsak uvadi existenci
sterilnich hybridi mezi komenzalni tmavou formou populace A.cahirinus z Kahiry a velkou
svétlou formou oznacovanou jako A.dimidiatus megalodus z Gizy. Posledné jmenovanou
formu vsak dosud nikdo molekularné nestudoval, a tak neni v nejmensim jisté, Ze skuteéné
patii do kladu dimidiatus. Podle molekularnich studii je zndmo, Ze linie asijska (dimidiatus) a

africko-mediterdnni (cahirinus-cilicicus-nesiotes-minous) si jsou blizce pfibuzné, le¢ jasné
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odlisené¢ (Barome et al. 1998, 2000, 2001a, 2001b, vlastni poznatky). Uvniti afro-

mediterranni skupiny silna prekopula¢ni izolace zjevné neexistuje (Frynta & Sadlova 1998,
Holeckova 2000). Vysledky této prace mély odpoveédét na otazku, zda jiz doslo k vytvoieni

reproduk¢nich bariér mezi touto a asijskou linii.
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Zaver

Vysledky této prace lze shrnout do nékolika bodu:

Rozsiteni druhu 4. cahirinus zahrnuje vétsinu centralniho Saharského regionu.

Bylo potvrzeno, ze druh A. cahirinus zijici v severni Africe ma parafyletické
postaveni vzhledem k druhim rodu Acomys, pochazejicim ze severnich

sttedomoftskych ostrovli a pobtezi Turecka (4. nesiotes, A. minous a A. cilicicus).

Africkd A. cahirinus a asijska A. dimidiatus jsou vyrazné geneticky rozdilné a patrné

se jedna o dobré druhy.

Na zékladé zjisténych genetickych vzdalenosti uvnité Asijského kladu, miazeme fici.
ze tato linie neni pravdépodobné zastoupena pouze druhem A.dimidiatus. Haplotypy
z {ranu a Arabskych Emiratd. jakoZ i haplotypy z Jemenu jsou jen vzdalené pfibuzné
s haplotypy pochazejicimi ze Sinaje a Jordanska a jejich nositelé mohou patfit

k samostatnym druhim (poddruhiim).

V severni Keni se nachazeji tfi rizné druhy obyvajici oblast v okruhu do 200 km.
Identita téchto druhu s nékterou z dosud znamych forem studovanych jinymi autory

pomoci molekuldrnich metod nebyla prokazana.

Bylo potvrzeno, Ze tmava forma A. lewisi a svétla forma A. russatus tvoti podle

sekvenci MCR monofyletickou skupinu a jde patrné o jediny druh.
Na zéaklad¢ etologickych pokust se neda s jistotou urcit. zda se jiz vyvinuly efektivni

prekopula¢ni RIM mezi skupinou cahirinus-dimidiatus. Pravdépodobné dochazi

k druhovému rozpoznavani s preferenci sexudlnich partnerti (samct) t¢hoz druhu.
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9.2 Priloha 2 - Matice nekorigovanych genetickych vzdalenosti (p-distance) pro

alignment cytbND6. Zluté vyznacené policko zna¢i p-distanci mezi Ken3 a LEW.

Ken2- Ken1- Ken3- Ken2-
139 210 LEW YEM2 YEM1 SIN2 237 JOR4 NES1 IRA3 NES2 255

Ken2-139 | 0,000

Ken1-210 | 0,082 0,000

LEW 0,127 0,143 0,000

YEM2 0,088 0,079 0,159 0,000

YEM1 0,087 0,079 0,158 0,004 0,000

SIN2 0,089 0,074 0,140 0,045 0,043 0,000

Ken3-237 | 0,126 0,133 0,141 0,147 0,146 0,131 0,000

JOR4 0,089 0,074 0,143 0,045 0,043 0,004 0,135 0,000

NES1 0,074 0,091 0,134 0,066 0,068 0,062 0,144 0,062 0,000

IRA3 0,091 0,079 0,153 0,040 0,040 0,042 0,146 0,042 0,068 0,000

NES2 0,072 0,088 0,132 0,066 0,066 0,060 0,142 0,060 0,002 0,066 0,000

Ken2-255 | 0,017 0,096 0,134 0,104 0,104 0,102 0,144 0,102 0,083 0,104 0,081 0,000

9.3 Priloha 3: Fylogeneticky strom sestaveny na zakladé vstupniho alignmentu

cytb3 metodou NJ (Cisla predstavuji hodnotu bootstrapu nad 50%).
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9.4 Priloha 4:

Phylogenetic relationships within cahirinus-dimidiatus group of the genus Acomys
(Rodentia: Muridae): new mitochondrial lineages from Sahara, Iran and Arabian

Peninnsula

Rukopis €lanku vznikl na zaklad¢ této diplomové prace a neni jeji pfimou soucasti, je

ptikladan pro dokresleni vystupu daného projektu.
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Running title: Phylogeny of Acomys from Near East

Abstract.

Spiny mice belonging to cahirinus-dimidiatus group of the genus Acomys have
become a widely used model in physiology and behaviour. To improve current
knowledge concerning phylogeny of this taxon, we analysed 24 samples from Libya,
Chad, Egypt, Jordan, Cyprus, Turkey, Yemen and Iran. We sequenced two segments of
mitochondrial D-loop of total length from 986 to 996 bp (1007 nucleotide positions) and
described 22 haplotypes.

The results confirmed considerable differences between Afro-Mediterranean and
Asian clades. The former clade corresponds to A. cahirinus which is paraphyletic with
respect to Cretean 4. minous, Cypriot A. nesiotes and Turkish A. cilicicus. Most
probably, these three species colonised NE Mediterranean area only recently. A.
cahirinus haplotypes from SE Sahara (S Egypt, SW Libya, S Chad) resembled those of
A.cilicicus and A.minous, while haplotypes of A.nesiotes were close to that found in
commensal A4.cahirinus from Cairo.

Most surprising finding was a considerable genetic variation within Asia.

Moreover to a clear haplotype group belonging to 4. dimidiatus sensu stricto from Sinai
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Peninsula and Jordan, we detected two previously unknown haplotype groups, one from
Yemen, and the other from Iran and United Arab Emirates. These clades are fairly

distinct and separate species/subspecies status of their beares should be considered.

Key words: spiny mice, mitochondrial DNA, D-loop, phylogeography,

commensalism, Yemen, Libya, Cyprus, Persian Gulf

Introduction

Spiny mice belonging to cahirinus-dimidiatus group of the genus Acomys have
become a widelly used model for physiological (e.g., Degen 1994, Heffner et al. 2001,
Shanas et al. 2002, Scantlebury et al. 2003, 2004), behavioural (e. g., Porter et al. 1989,
Friedman et al. 1997, Eilam et al. 1999, Jones and Dayan 2000, Edut and Eilam 2003,
Eilam 2004, Pinter-Wollman et al. 2006) and evolutionary (e.g., Nevo 1985, Krasnov et
al. 2005) studies (for bibliography see Van der Stracten 1994). Although this group is
morphologiclally distinct (Denys et al. 1994), there is no agreement among traditional
taxonomists as concerned the relationships among individual populations/species
(Wilson and Reader 2005). Consequently, nearly all experimental animals coming
somewhere from the region of Fertile Crescent were reported as A.cahirinus (Demarest,
1819), irrespective to their precise taxonomic status (e.g., Carere et al 1999, Hefner et
al. 2001, Weber and Hohn 2005).

Barome et al. (1998, 2000, 2001) who analysed variation in mtDNA sequences
for cytochrom b in 14 Acomys species revealed existence of two distinct clades within
dimidiatus-cahirinus clade. The first one comprises 4. dimidiatus (Cretzschmar, 1826)
from Sinai, Israel, Jordan and Saudi Arabia, and its sister branch including unnamed
forms from Cameroon and Burkina Faso. The latter clade includes 4. airensis Thomas
et Hinton, 1921 from Niger and Mali and 4. cahirinus (E.Geoffroy, 1803) from Egypt.

Surprisingly, two Mediterranean species A4.nesiotes Bate, 1903 from Cyprus, and
A.minous Bate, 1906 from Crete, had cyt b sequences almost identical to those of
A.cahirinus from type locality in Cairo. The remaining species of the Mediterranean
area, A.cilicicus Spitzenberger, 1978 from Cilicia (SE coast of Anatolia, Turkey) as well
as some A.minous shared somewhat different haplotype lineage {labeled B) of unknown
origin, but still unequivocally closely related to those of A.cahirinus (Barome et al.
2000, 2001). The above findings may suggest that these Mediterranean species are not

survivors of endemic Tertiary fauna, but rather descendants of recent, most probably
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originally commensal, colonists transferred to this area by humans. Nevertheless, this
likely scenario needs an additional support based on DNA sequences evolving even
more rapidly than do cyt b.

Recently, Volobouev et al. (2007) formally elevated dimidiatus to the species
rank and reviewed karyological (cf. Nevo 1985, Sokolov et al. 1993, Macholan et al.
1995, Volobouev et al. 1996a,b, 2002, Kivanc et al. 1997, Kunze et al. 1999, Zima et al.
1999), morphological and biogeographical evidence suggesting clear differences
between A.cahirinus from Africa (including Egypt) and A.dimidiatus from Asian part of
the range including Sinai. They also hypothesised phylogeographic scenario including
immigration of dimidiatus from Africa to South of Arabian Peninsula through the Red
Sea. Nevertheless, in spite of extensive distribution of A.dimidiatus in Asia (Bates
1994), ranging from Sinai, throughut Arabian Peninsula, Iranian coast of Persian Gulf
and the Gulf of Oman to W Pakistan (Bobrov and Neronov 1998), only populations
from Sinai, Israel and Jordan have been examined by molecular methods, so far.

Species rank of A.dimidiatus may be supported also by fact that fertile hybrids
between A.dimidiatus and A.cahirinus, neither natural nor artificial, have been
described, yet. Jordan (2000), however, reported sterile hybrids between dark
commensal population of A.cahirinus from Cairo and a large pale form from Giza
(suburb of Cairo) referred as A4.dimidiatus megalodus Setzer, 1959. As the type locality
of the latter taxon is Suez region (Wadi Sayal), species identity of the latter population
was not proved by molecular methods, and according to Volobuev et al. (2007), not
A.dimidiatus but rather A.cahirinus have to be expected at the locality situated in the
African part of Egypt, we treat this report with caution.

The aim of this paper was (1) to collect additional samples from previously
nearly unstudied regions of SW Sahara, Cyprus, Yemen and the Persian Gulf; (2) to
sequence fragments of rapidly evolving mitochondrial gene providing high resolution
for recent evolutionary history; (3) to reconstruct phylogenetic relationshps within
cahirinus-dimidiatus group; (4) to briefly discuss taxonomic implication; and finally (5)

to evaluate existing phylogeographic scenarios.
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Material and methods

Specimens

For the present study, 24 individuals belonging to cahirinus-dimidiatus group of
the genus Acomys were analysed. Our specimens or their maternal ancestors were live
trapped from natural populations in Egypt (2 samples), Libya (1), Cyprus (2), Crete (1),
Turkey (1), Sinai Peninsula (4), Jordan (3), Yemen (2), Arab Emirates (1), and Iran (3).
Other samples come from laboratory populations originating in Egypt (1), Chad (1), and
Z0O0s (2) in Bronx and Prague (original localities unknown). Tip of tail was taken from
each sampled animal and stored in ependorf tube with 96% ethanol. Origin of the

specimens is given in Table 1.

DNA extraction
Total genomic DNA was isolated from kidney, muscle, finger or tail tips
preserved in absolute ethanol. Samples were treated according to the protocol for DNA

extraction present in commercial DNAeasy Tissue Kit (Qiagen).

DNA sequencing

The entire Mitochondrail Control Region (MCR) and the flanking tRNA genes
were amplified in two overlapping segments by polymerase chain reaction (PCR) for a
total length of about 1007 bp. PCR products of about 530 bp, were obtained from all
samples using primers 1 (5'- ATAAACATTACTCTGGTCTTGTAAAC-3") and

2 (5'- CACAGTTATGTTGRTCATGG-3"); PCR products of about 470 bp were
obtained using primers 3 (5'- CGTTCCCCTAAATAAGACA-3") and

4 (5'-TAATTATAAGGCCAGGACCA-3"). Those are the same primers used in
Bellinvia (2004). The first amplified region included part of tRNA™, the entire gene
for the tRNA™ and from 529 to 553 bp of the MCR up to about one half of the Central
Domain. The second amplified region extended from about one half of the MCR
conserved central domain to the beginning of 12S tRNA region included the gene tRNA
Phe (86 bp) and from 463 to 471 bp of the MCR up to about too one half of the Central
Domain. PCR reactions were carried out in 50 pl volumes including 2.5 pl of each 10
uM primer, 5 pl of 10x PCR buffer (Fermentas) 5 pl of 10 mM dNTP, 2.5 ul of 50 mM
MgCl,, 0.5 pl of 5 U/ml Fermentas Taqg DNA polymerase and about 200 ng of DNA.
The PCR amplification protocol consisted of 31 cycles of denaturation at 95°C for 30 s,

annealing at 50°C for 1 min, and extension at 72°C for 1 min; a further 15 min
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elongation step at 72°C followed the last cycle. Concentration and composition of the
reaction mix were similar for both the pairs primer. The protocol used was according to
Bellinvia (2004). For some of the samples the temperature of annealing had to be be
decreased to 47°C to obtain an usable PCR product. All PCR products were purified
with the help of Qiaquick® purification kit (Qiagen, Hilden, Germany) and directly

sequenced using the same primers used for amplification.

Sequence analysis
Sequences were aligned and manually checked using programmes Clustal X
(Thompson et al. 1997) and GENEDOC version 2.6.003 (Nicholas and Nicholas 1997).

Distance neigbor-joining (NJ), maximum parsimony (MP) and maximum
likelihood (ML) analyses were performed in PAUP* version 4.0b10 (Swofford 2002)
and Bayesian analysis (BA) was conducted with MrBayes 3.1 (Huesenbeck and
Ronquist 2001). For MP we conducted heuristic search analyses with 100,000 random
taxon addition replicates using tree-bisection and reconnection (TBR) branch swapping.
The branch support was evaluated using 1000 bootstrap pseudoreplicates (Felsenstein
1985). All characters were equally weighted and unordered. Nevertheless, various
weight schemes regarding transitions and transversions were tried but with no clear
effect on the inferred topologies. Tree search with NJ algorithm was done with Jukes —
Cantor distance and 1000 replicates and the final topology was supported by 1000
bootstrap pseudoreplicates.

Optimal model of studied mtDNA sequence evolution was selected by AIC in
Modeltest 3.7 (Posada and Crandall, 1998). For ML analysis we used heuristic search
with 300 random taxon addition replicates and the TBR branch swapping. Support for
the ML tree topology was assessed by bootstrap analysis with 750 pseudoreplicates (in
each 10 random addition replicates only).

Bayesian method allowed us to partition studied sequence into three segments:
(1) tRNA, (2) CD and (3) ETAS plus CSB (see below). Two independent runs of
analyses were conducted with a random starting tree and run for 6x 10 generations and
the trees were sampled every 100" generation. The bunr-in command was used to

discard first 15000 trees (1,500,000 generations).
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Results

We analysed 24 samples representing 22 haplotypes. In addition, three samples of
A.russatus were included as an outgroup. We obtained aligned sequences consisting of
1006 nucleotide positions, of which 219 sites were variable and 195 were parsimony-

informative.

D-loop structure

The segment of mitochondrial genome sequenced in this study for 27 specimens
of Acomys is about 995 bp. It covered the intire D-loop region and flanking tRNA
genes: part of the tRNA™ and the entire tRNAP™ at 5°, part of the tRNA™™ at 3°. The
D-loop region itself ranged in length from 837 to 839 bp. All studied species have very
similar length of each part D-loop region. The ETAS and the CSB domains accounted
for most of the nucleotide variation.

Extended terminal-associated sequence (ETAS) domain as nearly invariantly
263 bp long, the only exceptions were all A. russatus (259 bp) and one 4. dimidiatus
(JOR1: 264 bp) haplotypes. The alignments measured 270 nucleotide positions, of
which 88 (32.5%) were variable. Most of the sequence variability was concentrated in
one region of about 40 bp starting approximately at nucleotide 101. This region
appeared both hypervariable and rich in short insertions and deletions, only eleven
nucleotide positions were preserved in all sequences.

The length of the Central domain (CD) was invariantly 305 bp of which 32
nucletide sites (10.5%) were variable. The CD is the most preserved region in the D-
loop.

Conserved sequence block domain (CSB) alignments measured, including all
insertion and deletions, 277 nucleotide positions of which 105 (37.9%) were variable.
The length of CSB domain was usually 268 bp, however, it consists of 269 bp in
A.nesiotes, A.cahirinus from Cairo, A.cilicicus, four A.dimidiatus haplotypes (JORI,
JOR2, JOR3, JOR4); 270 bp in two A.dimidiatus haplotypes (SIN2, BRONX), and even
273 bp in A.russatus. The CSB was possible to divide into tree groups according to their
CSB length and structure (Larizza et al. 2002). The three CSB motifs are relatively well
conserved in Acomys. In all samples, CSB1 and CSB2 were well recognizable. Most of
the domain nucleotide variability was concentrated in the region between CSB1 and

CSB2 and in the 56 bp at the 3" end of the domain.
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All the recovered topologies agreed substantially, MP, NJ and BA produced
nearly the same trees, while ML somewhat differs. Thus only two contrasting trees, i.e.,
MP and ML are shown in Fig. 2 and Fig. 3. Bootstrap support for MP, NJ and ML trees,
and posterior probabilities of BA, are given in parentheses, respectivelly. MP, NJ and
BA revealed that the basal branching resulted in following two clerly distinct clades.
The former one further referred as an Afro-Mediterranean clade (100, 100, 65, 1.00)
contained haplotypes from North Africa, Crete, Cyprus and Turkey. The latter clade
further referred as an Asian (74, 89, -, 0.67) contained haplotypes from Sinai, Jordan,
Arabian Peninsula as well as those from Iran dimidiatus. Uncorrected p distance
between haplotypes belonging to Afro-Mediterranean and Asian clades varied within
the range 6.0-8.1 % (Table 2).

Haplotypes belonging to the Afro-Mediterranean clade are very similar to each
other (uncorrected p distance varied within the range 0.2-2.2 %.), nevertheless, weakly
supported lineage including samples from Cairo and Cyprus (55, 73, - , 0.69) may be
distinguished from that one (85, 89, 64, 0.77) comprising remaining haplotypes from
Southern Sahara (S Egypt, S Libya, N Chad), Turkey and Crete Island.

The Asian clade is less homogenous than the Afro-Mediterranean one (within-
group uncorrected p distances 0.3-5.6 %.). It splits into three distinct and geographically
localised lineages: (1) Sinai-Jordan (100, 100, 93, 1.00), (2) Yemen (100, 100, 97,
1.00), (3) Iran-Emirates (100, 100, 57, 1.00). The relative position of these lineages in
the tree was not resolved. Some procedures placed Yemenite haplotypes together with
those from Iran and Emirates (NJ, BA) while the other ones (MP, ML) rather with

haplotypes from Sinai and Jordan, statistical support was nevertheless rather poor.

Discussion

Surprisingly, we found D-loop sequences belonging without any doubt to A.
cahirinus sensu stricto in all our three samples coming from Southern part of Sahara
Desert: Abu Simbel archaeological site (S. Egypt), Akakus Mts (SW Libya;
neighbouring to Tassili N* Ajjer Mts in Algeria), and Tibesti Mts. (N Chad). In spite of
2200 km distance between Akakus Mts and Abu simbel the haplotypes found in these
three sites are nearly identical (p distance 0.3 %). This may suggest that the range of this
species encompass also most of the Central Sahara region. Because the type locality of
A. airensis in Air, i.e., another south Saharan mountain region sharing with our

localities almost the same ecological conditions, is situated “only” 700 km from Akakus
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and 800 km from Tibesti, it raises the question about species identity of 4. airensis
holotype (but see Denys et al. 1994, Sicard and Tranier 1996). The only genetically
examined populations labeled as A. airensis, which are distict from A.cahirinus, come
from lowlands of Mali and Niger (e.g., Barome et al. 1998, 2000, 2001).

As expected, our results also clearly supported results of previous studies
suggesting paraphyletic status of the Acomys species coming from North Mediterranean
islands and coast (4. nesiotes, A.cilicicus and A. minous) with the respect of North
African species A. cahirinus. Our data provide further evidence supporting recent
immigration of spiny mice on NE Mediterranean region. As D-loop is non-coding
sequence evolving even faster than cyt b, it provides somewhat more sensitive test to
disprove anthropogenous origin Mediterranean species of spiny-mice. Close similarity
among particular haplotypes from mainland Africa and those from NE Mediterranean
suggest that ancestors of A. nesiotes, A.cilicicus and A. minous dispersed most probably
as commensals with ancient trade, and their status as valid species is rather questionable
without adoption of evolutionary species concept.

Barome et al. (2001) who sequenced cytochrom b identified two clearly distinct
mitochondrial sequence groups labeled as A and B within populations of 4. minous on
Crete Island. They also reported that haplotypes of A. nesiotes from Cyprus and A.
cahirinus from the type locality in Cairo belong without any doubt to group A, while
those of A. cilicicus from Cilicia coast to group B. Although, we sequenced another
mitochondrial gene, exactly the same pattern emerged. Consequently we may
tentatively conclude that our haplotype lineages from Cyprus and Cairo correspond to A
group, while those from Crete and Cilicia to B group. We found haplotypes belonging
apparently to the B group also in above mentioned three localities of the Southern
Sahara. We can speculate that bearers of B group haplotypes that colonized Crete and
Cilicia in antiquity were transferred by Egyptian and/or Phoenician trade ships from
Southern Egypt. Nevertheless, sampling in North Africa is still too poor to allow
exclusion of any mainland region as a potential source area of island haplotypes of B
group.

As populations bearers of both A and B haplotype group contributed to
contemporary 4.minous (Barome et al. 2001), and both A.cilicicus and A.cahirinus from
Abu Simbel (belonging to B group) hybridized in our laboratory freely with 4.nesiotes
and A.cahirinus from Cairo belonging to A group (Frynta and Sadlova 1998 and new
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data), we warn against premature taxonomic splitting of mainland populations of
A.cahirinus according to haplotype group.

Relatively deep divergence between Afro-Mediterranean and Asiatic clades
supports the view of Volobuev et al. {2007} about clear distinctness between African 4.
cahirinus and Asian A. dimidiatus. Nevertheless, A. dimidiatus has closest relatives in
Western Africa (Cameroon, Burkina Faso) according cyt b sequences analysed by
Barome et al. (2000, 2001).

A close similarity that we found between A.dimidiatus haplotypes from Sinai
and Jordan, i.e., regions known to be inhabited by different chromosomal forms of this
species (Nevo 1985), also supports the current results that 36 and 38 chromosome forms
interbreed freely and thus obviously belong to a single species (Volobouyev et al.
2007).

Similarity of Iranian haplotypes with that from Emirates on the opposite side of
Persian Gulf and the Gulf of Oman may be easily explained by recent geological
history. There was a land bridge in place of the contemporary Persian Gulf that allowed
free faunal dispersion from the South of the Arabian Peninsula toward North-East to
Iran during the Ice Ages (Anderson 1999).

Considerable sequence divergence that we found within Asian clade is probably
the most surprising finding of this paper. Obviously, southern part of the Arabian
Peninsula is a territory with high haplotype diversity and not just a peripheral area of
Acomys expansion. Thus, it is unlikely that Arabian Peninsula was colonized by 4comys
from Northeasternmost Africa via Sinai and Jordan. More probably, the colonisation
event resulted from prehistoric marine transgression and corresponding lanbridge
through Red Sea as suggested by Barome et al. (2000) and Volobouev (2007).

Asian clade may not represent just a single species. Our results suggest that
haplotypes from Iran and Emirates as well as those from Yemen are only distantly
related to those from Sinai and Jordan. As A.dimidiatus (Cretzschmar, 1826) was
described from Sinai, Sinai-Jordan lineage corresponds without any doubt to
nominotypic subspecies. Scientific names for bearers of Yemenite and Iranian
haplotype lineages (if their taxonomic distinctness would be proved) should be searched
among older geographically congruous descriptions. There are 4.whitei Harrison, 1980
from Oman supposedly matching our Iran-Emirates lineage, and A.d homericus
Thomas, 1923 from Yemen (type locality Aden). Both these descriptions, however,

report holotypes as dark coloured that may suggest possible confusion with commensal
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A.cahirinus. In addition, there are two older descriptions from unspecified Arabia:
hispidus (Brants, 1827) and megalotis (Lichtenstein, 1829). Nevertheles, for any
taxonomic decision morphological, hybridization and behavioural data supporting
specific or subspecific status of these populations are indispensable. Moreover, D-loop

sequences their African relatives are needed to evaluate sequence variation.
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Table 1. Samples utilized in D-loop analysis

Geographic
No. Species Locality origin
35°18'N
NES1 A. nesiotes  Agirdag, Cyprus (leg. M. Macholan) 33°15'E
35°19°06 N
NES2 A .nesiotes  Cinarli 4km SE, NE Cyprus (leg. D. Frynta) 33°47° 26 E
Cairo, Egypt, laboratory colony at Charles University, Praha 30°04° N
CAIR A. cahirinus (founders provided by O. Barome) 31°14°E
Abu Simbel archaeological site, Egypt, 22°22°N
SIM1,SIM2  A4. cahirinus  (founders captured by Jan Borek) 3I°38°E
Mts Akakus, Libya 25°44° 562 N
LIB A. cahirinus  (colony founders captured by D.Frynta and L.Schwarzova) 12°08° 211 E
Tibesti, Chad,
CHAD A.cahirinus  laboratory colony in ZOO Plzeti -
E of Silifke, Turkey, 2 samples
laboratory colony at Charles University, Praha 36°26° N
CIL A. cilicicus  (colony founders captured by J. Sadlova) 34°06" E
MIN A. minous  Crete, laboratory colony in ZOO Plzen -
Jabal Hafit, United Arab Emirates, laboratory colony in ZOO Plzeni
(colony provided throuh Breeding centre
for endangered arabian wildlife, Sharjah, UAE, 24°04' N
EMIR A.sp. founders captured by Peter Arras, Al Ain) 55°47 E
Khos Hangan, N of Bandar Abbas, Iran; S00 m a.s.l. 27°38° 362 N
IRA1 A sp.. (colony founders captured by D.Frynta, L.Schwarzova and P.Kunzov4) 56°13" 226 E
Zagros, Iran (colony founders captured by D.Frynta, 28°55" 892N
IRA2 A. sp. L.Schwarzova and P.Kunzova) 52°31"770 E
27°27° 745N
IRA3 A. sp. Dehbarez, Iran (leg. P. Benda and P. Nova) 57°19" 197 E
16°39'N
YEMI A.sp. Hawf, Jemen (leg. P. Benda) 53°03'E
16°39° N
YEM2 A.sp. Hawf, Jemen (leg. P. Benda) 53°03'E
29°08' N
SIN1 A. dimidiatus  Wadi Gharandal, Sinai, Egypt (leg. P. Benda) 3I°51'E
29°08' N
SIN2 A. dimidiatus  Wadi Gharandal, Sinai, Egypt (leg. P. Benda) 31°51'E
29°36° N
JOR3 A.dimidiatus  Wadi Ramm, Jordan (colony founders captured by D. Modry) 35°24"E
Wadi Ramm, Jordan, ZOO Plzefi
JOR4 A.dimidiatus  (founders captured by D.Modry a Pe%) -
29°36'N
JORI A.dimidiatus  Wadi Ramm, Harab Antar, Jordan (leg. D. Modry) 35°24°E
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JOR2

BRONX

RUSI

RUS2

LEW

A.dimidiatus
A. dimidiatus

A. russatus

A. russatus
A.russatus

LHlewisi

Wadi Ramm, Lawrence spring, Jordan (leg. D. Modry)
Lab. Strains, 2 samples, ZOO Bronx and ZOO Prague
Lab. Strain, Charles University, Prague

Wadi Ramm, Harab Antar, Jordan (leg. D. Modry)

laboratory colony, Jordan (leg. D. Modry)

29°36'N
35°24°E
29°36' N
35°24'E
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Fig. 1. Map of studied localities.
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Fig. 2. Strict consensus of 22 maximum parsimony trees. Tree length =326, CI =0.7761
(when parsimony uninformative characters are excluded CI =0.7583), RI = 0.9189, RC =

0.7131. The robustness of each node is indicated by bootstrapping values (in percent) that
were obtained by 1000 pseudoreplicates.
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Fig 3. Maximum likelihood tree. 100 random additions. The total number of rearrangements
tried was 14129 and the score of the best tree found was 3040.46902. The robustness of each
node is indicated by bootstrapping values (in percent) that were obtained by 300
pseudoreplicates with 10 random additions. The HKY+G model parameters chosen by
Modeltest were: base frequency A= 0.32310, C=0.2476, G=0.1162, T=0.3131;
Transition/transversion ratio = 7.0843 (kappa = 15.16474); proportion of invariable site =

none; gamma distribution shape parameters = 0.0853.
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9.5

Priloha S (CD)

Tabulka 12: Alignment MCRDim (FASTA).

Tabulka 13: Alignment MCRKen (FASTA).

Tabulka 14: Alignment MCTCom (FASTA).

Tabulka 15: Alignment cytbND6 (FASTA).

Tabulka 16: Alignment cytbBar (FASTA).

Tabulka 17: Alignment cytb3 (FASTA).

Tabulka 18: Matice nekorigovanych genetickych vzdalenosti (p-distance) pro
alignment MCRKen.

Tabulka 19: Matice nekorigovanych genetickych vzdalenosti (p-distance) pro
alignment cytbBar.

Tabulka 20: Vystupni hodnoty z programu ACTIVITY
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