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Souhrn

Diplomova prace na téma Fylogeografie rodu Squalius v Albanii

popisuje genetickou diverzitu tohoto rodu v Albanii a ptilehlych oblastech a to na
zéklad¢ molekularni analyzy cytochromu b.

V této oblasti byly identifikovany celkem tfi linie nejasného taxonomického postaventi,
které se vzajemné geneticky liSily v priméru o 1,6 % - 2,1 %. Jedna linie je rozsifena
smérem na sever od Albanie, v celé perijadranské oblasti, dalsi linie se vyskytuje hlavné
tektonickych jezer Prespa a Ochrid, odkud pronika zejména do jizni Casti Albanie.
V povodi Ochrid -Drin-Skadar systému se ob¢ linie vyskytuji sympatricky.
Fylogeneticka a taxonomicka situace rodu Squalius se v této ¢asti Balkanu jevi jako

zajimavé téma i pro budouci detailné;si studie.

Kli¢ova slova: Squalius, Albanie, cytochrom b, fylogeografie



Summary

The thesis is focused on the issue of the Squalius genus phylogeography in Albania in
the Balkan region. Phylogenetic analyses of sequence variation at mitochondrial genes
(cytochrome b) were used to examine these issues for the freshwater fish genus Squalius
from various river systems in the Adriatic Sea region. There were identified 3 genetic
lineages of vague taxonomic position where the genetic variation amount to 1.6-2.1 %.
The first lineage is distributed in north of Albania and in the whole Periadriatic region,
the second lineage is especially spread to northern part of Albania and the third lineage
covers especially the zone of the European ancient lake systems on the Balkan
Peninsula (Lake Ohrid and Prespa), from where expands to the southern part of Albania.
There sympatrically coincide the both lineage in the hydrological river-lake system of
Drin and Skadar. The phylogenetic and taxonomic position of the Squalius genus in the

region seems to be interesting topic for subsequent and more detailed study.

Keywords: Squalius, Albania, cytochrome b, phylogeography



1. Uvod

Fylogeografie se zabyva principy a procesy, které fidi geografickou distribuci
genealogickych linii pfedev§im uvniti druhu, ¢i u blizce ptibuznych druhii (Avise,
2000). Tato véda vyuziva molekularné geneticka data k testovani paleogeografickych
hypotéz, které vysvétluji soucasnou distribuci rostlin a zivoCicha. Lze tedy fici, ze se
jedné o hrani¢ni obor, jenz mimo jiné Uzce souvisi také s evoluéni biologii, taxonomii a
dal$imi obory.

Evoluce a speciace jsou procesy, které¢ rozhodujici mérou ovliviluji soucasné rozsiteni
organismil na planeté. Kolonizace, radiace, izolace a extinkce hraji hlavni roli v
diverzifikaci organismu (Bernatchez et Wilson, 1998; Hewitt, 2001). Klimatické zmény
(napt. stiidani glaciald a interglaciali v pleistocénu) mély za nasledek stazeni druht do
refugii béhem obdobi s neptiznivymi podminkami a odtud jejich naslednou rekolonizaci
béhem obdobi s piithodnéjsimi podminkami (Bernatchez et Dodson, 1991; O'Reilly et
al., 1993; Wilson et al., 1996). Geograficka izolace, geneticky drift a selekce lokalnich
adaptaci prispiva k vyrazné vnitrodruhové diferenciaci populaci, zatimco genovy tok
brzdi jejich genetickou divergenci. Rozdily mezi genetickou strukturou populaci druhu
reflektuji koloniza¢ni udalosti béhem obdobi rekolonizace a mohou tak slouZzit k
rekonstrukcim disperznich procestt (Avise et al., 1987). Obecné lze fici, Ze evoluce a
disperze sladkovodnich ryb uzce souvisi s paleogeografickymi procesy a s historickym
vyvojem ficnich tokd v disledku geologického vyvoje krajiny (Bianco, 1990;
Bermingham et Martin, 1998). Sladkovodni ryby mohou dosédhnout nového povodi
zpravidla béhem tfi rtiznych geologickych udélosti (fi¢ni piratstvi, soutok fek v
dasledku snizeni motské hladiny a sniZzeni motské salinity v ptibfeznich oblastech).
Tyto disperzni procesy maji riizny vliv na druhovou skladbu biogegrafickych provincii
(Bermingham et Martin, 1998), a mohou také vysvétlit genetické formovani druha
(Waters et al., 1994). Popisovani distribuce vnitrodruhové a mezidruhové genetické
rozmanitosti poskytuje zdkladni informace k biogeografii, systematice a ochranafskému
usili (Avise, 2004; Crandall et al., 2000). Fylogeografie ptedstavuje soucasny koncep¢ni
a metodologicky pokrok v rekonstrukci vyvoje diverzity a zdkonitosti speciace. Je také
uziteCnd v systematickych a evolu¢nich studiich. Ve fylogeografickych studiich se
nejvice vyuziva mitochondrialni DNA. U vétSiny zivoCichti totiz predava pii pohlavnim

rozmnozovani sam¢i gameta do sami¢i pouze své haploidni jadro, a proto nedochézi



Kk pfenosu mimojadernych (mitochondrialnich) genti. Mimojaderné geny se, narozdil od
genl jadernych, nepodileji na nésledném meiotickém dé€leni a s tim souvisejicim
crossing-overem. To V praxi znamena, ze nejsou kombinovany s geny sam¢imi, a tudiz
maji vSichni potomci mimojadernou genetickou vybavu totoznou s matkou. Tento jev se
nazyva matroklinita. Diky matroklinité jsou mitochondridlni geny vhodnym objektem
molekularnich studii, jelikoz se rychle vyviji a nepodléhaji rekombinaci (Avise, 2004).
Proto analyza mtDNA umoziiuje odvozovat historii populaci a identifikovat miru
diferenciace mezi populacemi. K tomuto ucelu se nejcastéji pouziva analyza
nukleotidovych sekvenci mitochondridlniho genu cytochromu b (napt. Zardoya &
Doadrio, 1998, 1999; Durand et al., 2002, 2003, 1999; Briolay et al., 1998; Doadrio &
Carmona, 2004; Brito et al., 1997). Dals§i mitochondrialni gen, jenZ je uZiteCny pro
identifikaci rybich druhl je cytochromoxiddza 1 (CO x 1), ktery se zacal vyuZivat
Vv pozdé&jsi dobé nez gen pro cytochrom b (Hebert et al., 2003; Perea et al., 2010). Nékdy
se vyuziva také genil jadernych, napf. prvni intron rekombinaci — aktivujiciho genu
(RAG - 1), nebo gen kodujici ribozomalni protein S7, popiipadé kombinace obou, a to
zejména v novejsich studiich (Perea et al., 2010). Aplikace téchto metod by méla jeste
zptesnit rozliSovaci schopnosti molekuldrnich analyz pouzivanych ve fylogeografii
(Avise, 2000). Nicméné jednotlivé lokusy nemuseji presné reflektovat skutecné
popula¢ni vztahy (Nichols, 2001; Crow et al., 2004; Weisrock et al., 2006).
Fylogenetické stromy vytvofené na zdklad¢ analyz mitochondidlni a jaderné DNA
mohou byt rozdilné, a to kvili horizontalnimu pfenosu gent v disledku hybridizace
nebo introgrese (Machado et Hey, 2003; Rokas et al., 2003; Weisrock et al., 2006).
Proto je vyhodné pouziti vicendsobnych lokusti (Weisrock et al., 2006). V soucasnosti
se také stale Castéji pouziva analyza mikrosatelitli (Razpet et al., 2007; Susnik et al.,
2007).

Sladkovodni ichtyofauna Stftedomofti je charakteristickd vyskytem fady endemickych
druhti. Naproti tomu v ostatnich evropskych fi¢nich systémech je ichtyofauna vyrazné
ovlivnéna dunajskymi druhy s velkym aredlem vyskytu (Crivelli et Maitland, 1995;
Kottelat et Freyhof, 2007). Evoluce a disperze sladkovodnich ryb v mediteranu jsou
intenzivné studované jevy, dtlezité pro pochopeni biogeografického vyvoje této oblasti.
Az dosud byly fylogenetick¢ a taxonomické studie sladkovodnich ryb mediteranni
oblasti provadény piedevsim na Pyrenejském poloostrové (napt. Zardoya et Doadrio,
1998; Machordom et al., 2000; Sanjur et al. 2003; Doadrio et Carmona, 2006; Doadrio
et Elvira, 2007; Doadrio et al., 2007; Robalo et al., 2007), v Recku (napi. Apostolidis et



al., 1997; Doadrio et Carmona, 1998; Durand et al., 1999; Zardoya et al., 1999; Kottelat
et Barbieri, 2004; Bohlen et al., 2006a; Kottelat et Economidis, 2006; Freyhof et
Kottelat, 2007). Zapadobalkanské populace byly studovany predevsim z taxonomického
hlediska (napf. Zupanéi¢ et Bogutskaya, 2002; Bogutskaya et Zupanéi¢, 2003; Kovagié,
2005; Bianco et Kottelat, 2005; Economidis, 2005; Kova¢i¢ et Sanda, 2007; Miller et
Sanda, 2008; Mustafi¢ et al., 2008; Zupanéi¢ et al., 2010, Mar¢i¢ et al. 2011) a jen v
menSi mife byla pozornost vénovana fylogenetickym vztahtim (Tsigenopoulos et
Berrebi, 2000; Tsigenopoulos et al., 2002; Ketmaier et al., 2004; Freyhof et al., 2005,
2006; Perdices et al., 2008, Markova et al. 2010). Dosud publikované fylogenetické a
fylogeografické prace z oblasti zapadniho Balkanu jsou vSak casto ovlivnéné
nedostateénym pokrytim fady oblasti. Zasadni vyznam detailniho pfistupu z hlediska
kvalitniho pokryti Gzemi vzorky studované taxonomické skupiny byl jasné ukazan v
praci Markové et al. (2010). Diky kterému byla vyfeSena otazka fylogenetickych vztahi
parem z oblasti Albanie, véetné detekce dosud védecky nepopsané linie v jednom
Z fi¢nich systémil.

Oblast zapadniho Balkdnu je tak evidentné stale jednou z nejméné prostudovanych
evropskych oblasti z hlediska objasnénosti evolu¢nich vztahti a systematiky
sladkovodnich ryb. Mnoho taxonti z této oblasti bylo popsano velmi recentné (viz vyse).
Na zapadnim Balkané¢ pfitom leZi i nejstarsi evropskd jezera, Ochridské, Prespanské a
Skadarské, které jsou povazovana za oblasti vyznamné pro speciaci a podporu
endemismu sladkovodnich organizml (Albrecht et Wilke 2008). Hydrograficka sit
zapadniho Balkanu je pfitom velmi ¢lenita. V blizkém okoli jezernich systémi jsou
prameny né¢kolika fi¢nich povodi, takze je mozné, ze fada druht se vyskytuje nejen v
jezerech, ale i v okolnich povodich (viz Markov4 et al. 2010).

Tato diplomové prace je zaméfena na fylogenetické vztahy a distribuci jelct rodu
Squalius v oblasti Albanie, a to na zakladé analyzy mitochondrialniho genu cytochromu
b. Takovato studie doposud na uzemi Albanie nebyla provedena, a to ptesto, ze zastupci
rodu Squalius zde Ziji prakticky ve vSech povodich a jsou zde jednim z nejhojnéjsich

druhii sladkovodnich ryb.

Cile prace:
1) Na zaklad¢ analyzy cytochromu b popsat fylogenetické vztahy mezi populacemi

jelct rodu Squalius na uzemi Albanie a v ptilehlych oblastech.
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2) Popsat distribuci téchto populaci a pokusit se na zakladé ziskanych dat navrhnout

mozné kolonizac¢ni scénafe v oblasti zdpadniho Balkanu.

2. Problematika

2.1 Fyzickogeograficka charakteristika Albanie

Albénie je piimotsky stat v jihovychodni Evropé. Lezi na pobiezi Jaderského a
Jonského mote. Na severu sousedi s Cernou Horou, na severovychodé¢ s Kosovem, na
vychodé s Makedonii a na jihu s Reckem. Reliéf Albanie je velice ¢lenity, na vychodé
zemé& se nachazi albansko-fecky horsky masiv a ze severu pronikaji do Albénie
Dinarské hory, které se tdhnou pfi zdpadnim pobiezi Balkanu az z izemi Chorvatska.
Nejvyssim vrcholem Albanie je hora Korab, lezici na hranicich s Makedonii a ty¢ici se
do vysky 2764 m n. m. Clenitost albanského reliéfu a jeho historicky vyvoj mély také
nemaly dopad na formovani balkanské biodiverzity az do dnes$ni podoby. Pravé tizemi
Albanie je vyznamnou oblasti z hlediska cetnosti vyskytu endemickych druhd.
V pribéhu pleistocénu, kdy dochazelo ke znaénym klimatickym zménam vlivem
stiidani glacidlnich a interglacidlnich obdobi, byly mediteranni poloostrovy (Balkan
nevyjimaje) vyznamnymi refugii evropské fauny. To vedlo, spole¢né s dalSimi jevy,
K naristu endemismu Vv celé mediteranni oblasti. V soucasné dobé je stfedomofi
povazovano za jedno z tzv. horkych mist svétové biodiverzity, jelikoZ je zde vysoka
koncentrace endemickych druhli, zhruba 0,9 % endemickych obratlovct a 4,3 %
endemickych rostlin (Myers et al., 2000).

Uzemi Albanie vynika nejen hypsometricky pestrym reli¢fem, ale také znaéné hustou
ficni siti. VéEtSina fek prameni na vychodé v horach a odtéka zdpadnim smérem do
jaderského utmofii. Jednou zvyjimek je feka Drin, kterda teCe severnim smérem
k hranicim s Cernou Horou a ktera je nejdel3im albanskym tokem (148 km).

Tato feka vznika soutokem Bilého a Cerného Drinu a je vyznamna i z hlediska
biogeografie sladkovodnich ryb, jelikoz propojuje jezera Ochrid a Skadar, ¢imz vznika
tzv. Ochrid — Drin — Skadar systém. DalSimi vyznamnymi fekami 1. fadu (tekoucimi do
mofe) jsou smérem od severu na jith — Buna, Mat, Ishém, Erzen, Shkumbin, Seman a

Vjosé a na jihu u hranic s Reckem nevelka feka Bystrica (viz obr.1).
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Obr. 1. Hydrologicka sit Albanie
(prevzato z  http://upload.wikimedia.org/

wikipedia/commons/b/b8/Albanian_Rivers.png )

AR |

Albanské feky maji vesmés charakter podhorskych fek sttedomotského typu. Maji tudiz

nejvetsi prutok v zimnich mésicich a brzy na jate, naopak v 1ét€ casto vysychaji.

Samostatnou kapitolou jsou pak albanskd jezera, konkrétn¢ Skadarské, Ochridské a
Prespanské. Jezera Ochrid a Prespa jsou tektonického pivodu a jejich stafi je
odhadovano na 5 mil. let. Vznikla tedy zfejmé v obdobi pliocénu (Albrecht & Wilke,
2008), coz koresponduje také s vysledky analyz DNA, provedenych na zastupcich
jezerniho planktonu (Wagner & Wilke, 2011). Ob¢ jezera lze tedy povazovat za
nejstarSi na evropském kontinentu. Tektonicky ptivod jezer ma také za nasledek jejich
mimofadné velkou hloubku, zejména pak u jezera Ochrid, kde je uvddéna maximalni
hloubka 289 m a primérna hloubka 155 m. Jezero Prespa je pak o pozndni mél¢i,
s maximalni hloubkou 58 m (Matzinger et al., 2006; Albrecht & Wilke, 2008). Tteti
Z mistnich velkych jezer — Skadarské - vzniklo jako kryptodeprese zaplavena fekou
Moraca, kterd dodnes ptfivadi do jezera zhruba 62 % jeho vody. Zbylou c¢ast ziskava
jezero z podzemnich prament (Talevski et al., 2001). Skadarské jezero je se svou

maximalni rozlohou 530 km? nejveétsim jezerem na Balkané.
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Vsechna tii albanské jezera vykazuji vysoky podil endemickych druhti, coz je dobie
patrné na piikladu ryb. V jezete Prespa bylo z 11 plGvodnich druht ryb zjiSténo 9
endemickych (82 %), v jezete Ochrid z 21 ptivodnich druht 7 endemickych (33,3 %) a
Vv jezete Skadar 7 druhil ze 34 (20,6 %) (Talevski et al., 2001). Z toho vyplyva, Ze tato

jezera maji pro balkanskou biodiverzitu a druhovou jedine¢nost zna¢ny vyznam.

2.2 Charakteristika rodu Squalius

Rige: Zivo¢ichové (Animalia)

Kmen: strunatci (Chordata)

Podkmen: obratlovci (Vertebrata)
Ttida: paprskoploutvi (Actinopterygii)
Rad: maloostni(Cypriniformes)
Celed’: kaproviti (Cyprinidae)

Rod: jelec (Squalius)

Vyse uvedena taxonomicka klasifikace rodu Squalius je stale ¢asti taxonomu piijmana,
byt’ nékteré novejsi prace zpochybiiuji zarazeni tohoto rodu do ¢eledi Cyprinidae (Chen
& Mayden, 2009). Podle zastanct tohoto nazoru by totiz podceled’ Leuciscinae méla byt
povysena na Celed’ Leuciscidae, kam lze zatadit i jelce rodu Squalius. Ve své praci se
prozatim budu drzet star$i vzité systematiky.

Rod Squalius je euroasijskym zastupcem kaprovitych ryb. V mistech svého vyskytu
Casto patii mezi hlavni zastupce sladkovodnich ryb, coz je dano jednak jeho vysokou
diverzitou, zna¢nou pfizpusobivosti a u nekterych druhtt (napf. S. cephalus) také
Sirokou ekologickou valenci. Diky svému rozsiteni je tento rod také dobrym modelem
pro testovani biogeografickych hypotéz. Zastupci tohoto rodu se navic vyskytuji jak ve
stojatych vodach, tak v fekéch, a to ve vSech rybich pasmech, od cejnového az po
spodni ¢ast pasma pstruhového.

Jelci jsou stfedné velké ryby, nejmensim zastupcem je Spanélsky Squalius malacitanus
(max. 90 mm), nejvétsim druhem pak jediny zéstupce nasi ichthyiofauny jelec tloust’ -

S. cephalus (600 mm, vzacné i vice) (Kottelat & Freyhof, 2007).
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2.2.1. Squalius ve stFredomori

Nejvétsi druhova diverzita tohoto rodu je v mediteranni oblasti. Tim, jak se zlepSuje
aplikace molekularné-genetickych metod v biologickych disciplinach, zoologii
nevyjimaje, tim roste i pocet popsanych druhii nejen sladkovodnich ryb, ale i dalsich
skupin organismu.

Rod Squalius je toho typickym piikladem. Jesté v 90. letech minulého stoleti uvadéli
néktefi autofi z izemi Evropy 15 popsanych druhi (z toho 13 z mediteranu), (Doadrio
& Carmona, 1998). Na konci prvniho desetileti nového milénia pak uvadéli systematicti
zoologové zuzemi Evropy uz 24 validnich druhti (Kottelat & Freyhof, 2007).
V soucéasné dobé Ize podle nejnovéjsich poznatkl na internetovém serveru fishbase.org
nalézt jiz 29 druht pro Uzemi Evropy (viz tabulka 1), pfi¢emz n¢které druhy stale cekaji
na své popsani. Na druhou stranu je mozné, ze nékterym taxontim bude zpétn¢ odebrano
oznaceni druh, jelikoz n€které popisy by mohly byt po dikladnéjsi revizi povazovany za

neplatné. Z Balkanu a ptilehlych ostrovll je momentalné uvadéno 17 druhii.

Tab. 1 Soucasny vycet evropskych zastupcui rodu Squalius

Zdroj: http://www.fishbase.org/search.php

rodové a druhové jméno

Squalius aphipsi
Squalius albus

Squalius aradensis

Squalius carolitertii
Squalius castellanus
Squalius vardarensis
Squalius cephalus
Squalius cii
Squalius ghigii
Squalius illyricus
Squalius janae
Squalius keadicus
Squalius laietanus
Squalius lucumonis
Squalius malacitanus
Squalius microlepis
Squalius moreoticus
Squalius orpheus
Squalius pamvoticus
Squalius peloponensis
Squalius platyceps
Squalius prespensis
Squalius pyrenaicus
Squalius squalus
Squalius svallize
Squalius tenellus
Squalius torgalensis
Squalius valentinus

Squalius zrmanjae

autor popisu

(Aleksandrov, 1927)
(Bonaparte, 1838)

(Coelho, Bogutskaya, Rodrigues & Collares-Pereira, 1998)

(Doadrio, 1988)

Doadrio, Perea & Alonso, 2007
Karaman, 1928

(Linnaeus, 1758)

(Richardson, 1857

(Gianferrari, 1927)

Heckel & Kner, 1858

Bogutskaya & Zupancic, 2010
(Stephanidis, 1971)

Doadrio, Kottelat & de Sostoa, 2007
(Bianco, 1983)

Doadrio & Carmona, 2006

Heckel, 1843

(Stephanidis, 1971)

Kottelat & Economidis, 2006
(Stephanidis, 1939)
(Valenciennes, 1844)

Zupancic, Maric, Naseka & Bogutskaya, 2010
(Fowler, 1977)

(Glnther, 1868)

(Bonaparte, 1837)

Heckel & Kner, 1858

Heckel, 1843

(Coelho, Bogutskaya, Rodrigues & Collares-Pereira, 1998)

Doadrio & Carmona, 2006
Karaman, 1928
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vyskyt

Rusko

jezero Trasimeno, Italie
Portugalsko
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Spanélsko

Recko a Makedonie
Euroasie

Recko, o. Lesbos
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Chorvatsko
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Spanélsko
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Chorvatsko
Chorvatsko
Portugalsko
Spanélsko
Chorvatsko


http://www.fishbase.org/search.php

2.2.2. Squalius na Balkané

V soucasné dob¢ je tedy na Balkané evidovano 17 platnych druhi (viz vyse), pfiCemz
nejvétsi druhova diverzita je v oblasti zapadniho Balkanu a Recka. Soucasné poznatky
naznacuji, ze v oblasti Balkanu se vyskytuji dvé hlavni neptibuzné fylogenetické linie

(Perea et al. 2010).

A) Linie 1 - je tvofena druhy ze zapadni a jizni Casti Balkanu. Patii sem Squalius
squalus complex, S. prespensis, S.peloponensis , S. moreoticus a S. albus, endemicky
pro jezero Trasimeno Vv centralni Casti Apeninského poloostrova a také S. janae

z istrijského poloostrova a S. platyceps z jezera Skadar a jeho pfitokd.

B) Linie 2 - zahrnuje druhy zijici na uzemi dnes$ni Bosny a Hercegoviny a Chorvatska.
Jsou to S. zrmanjae, S. microlepis, S. tenellus, S. svallize, S. illyricus. Tyto druhy jsou

blizce piibuzné s italskym S. lucumonis z oblasti Tyrhénského mofe.

Evoluéni vztahy zejména u prvné jmenované linie jsou doposud znaéné nejasné. Je to
dano jednak komplikovanymi fylogenetickymi vztahy téchto druhtt a také
nedostate¢nym pokrytim né€kterych zkoumanych oblasti. To, Ze je tato skupina doposud
znaén€ neprobadand, naznacuji i1 nckteré zajimavé, a pomérné recentni objevy a to
zejména nedavny popis dvou novych druhii — S. janae (Bogutskaya & Zupan¢i¢, 2010)
a S. platyceps (Zupanéi¢ et al., 2010).

Nejméné prozkoumanou oblasti z hlediska fylogenetickych vztahli a taxonomie tohoto
rodu je pak Uzemi Albanie. AZ doposud panoval nadzor, Ze se v Albanii vyskytuji tii
popsané druhy a jeden druh doposud védecky nepopsany. Jsou to S. prespensis (endemit
z jezera Prespa), S. pamvoticus, jenz okrajové zasahuje na jih Albanie z Recka (Kottelat
& Freyhof, 2007) a vySe zminény S. platyceps. Dale se jesté v literatufe uvadi
nepopsany druh z povodi feky Aoos (v Albanii pod ndzvem Vjos€) a to S. sp. A00s
(Kottelat & Freyhof, 2007). Avsak tyto druhy z dostupnych tdaji obyvaji spiSe
okrajové oblasti Albanie (obr. 2), pti¢emz rod Squalius je bézny v kazdém povodi.

Tato prace by meéla vnést vice svétla do nejasnych vztahi prvné jmenované
fylogenetické linie, byt’ jednoznacné rozieseni celé problematiky je momentalné ziejmé

nad rdmec jedné diplomové prace.
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Obr. 2. Mapa Albdnie s vyskytem popsanych druhit rodu Squalius
Montenegro
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3. Material a metodika

3.1 Material

Materidl na mou diplomovou préci, jenz se nachazi v depozitafi Narodniho muzea
v Praze, byl sesbirdan Dr. Radkem Sandou b&hem né&kolika cest na uzemi Albanie
v letech 2004 a 2009. Vzorky (celé ryby) byly sesbirany ze vSech hlavnich povodi

Albanie a ulozeny v 96 % etanolu.

3.2 Izolace DNA

Ryby byly odloveny elektrickym agregatem (mensi procento chyceno do siti, popf.
odkoupeno od rybait). Z ¢asti odlovenych ryb byly odebrany vzorky jesté v terénu.
Zbylé ryby byly uloZeny do etanolu a zpracovany v laboratofi. Niizkami sterilizovanymi
plamenem po kazdém odbéru, byla vzdy odstiizena cast pravé bfisni ploutve, ktera byla
ulozena do 96 % etanolu.

Pted izolaci byl zkazdého vzorku ploutve odstfizen kousek tkané€, jenZ byl omyt
destilovanou vodou a na petriho misce poté skalpelem rozmélnén na drobné castecky.
Nasledujici postup sledoval protokol komeréni izolacni sady GenAid. Vzorky byly
umistény pies noc v topném bloku ProBiot, pfi teplot¢ 58°C. Elektroforézou jsem
ovefil, zda doslo ke spravné izolaci DNA. K tomu byl pouzit 1% agarozovy gel. Gel byl
pfipraven z 50ml TBE, 0,5 mg agar6zy (Agarose Serva) a 1 pl ethidiumbromidu (EtBr,
10 mg/ml) a v elektroforéze ponechan 30 minut pii 95 V. Poté byl gel prosvicen UV
svétlem. Vzorky, kde se zdafila izolace DNA byly oznaceny a nasledné uloZeny v

mrazaku do — 25°C.

3.3 PCR a sekvenace DNA

Amplifikace DNA byla za pouziti termocycleru provedena metodou PCR (Sambrook et
al. 1989). Byly pouzity nasledujici primery amplifikujici ¢ast genu pro cytochrom b
mitochondrialni DNA (Perdices & Doadrio, 2001).

5’AACCACCGTTGTATTCAACTACAA3’ — GIuF — vnéjsi primer
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5’ACCTCCGATCTTCGGATTACAAGACCG3’ - ThrR — vngjsi p.
CCTGAAAYATYGGYGTRGT — CB4-Glu — vnitini p.
TTCGCATTYCAYTTCCTCCT — Phox-Thr — vnitini p.

Reakéni smés je uvedena v Tab. 2. Ke zjisténi pripadné kontaminace byla provadéna

negativni kontrola (tzn. smés bez piidani DNA).

Tab. 2: Slozeni smési na PCR

Chemikalie Mnozstvi (ul)
dd H20 Dle mnozstvi DNA
Taq pufr (+(NH,), SO,4) (10x) 5ul
dNTP (10 mM) 1 ul (0,2 mM)
MgCl2 (25mM) 3ul (1,5mM)
Primery (100 mM) Kazdy 1 ul (2 mM)
Taq DNA Polymerase Su/pl 0,4 ul
DNA Podle koncentrace
celkem 50 pl

Tab. 3: Program pro PCR (Perdices & Doadrio, 2001)

Krok Teplota Cas
Predenaturace 94°C 350s
5 cykla 94°C 45s

53°C 45s

72°C 90s
29 cyklu 94°C 45s

58°C 45s

72°C 90s

72°C 560s
chlazeni 4°C

Poté, co probéhla reakce, byly 2 ul PCR produktu opét naneseny na 1 % agarozovy gel
spole¢né s délkovym standardem oznacujicim délku ziskaného fragmentu (GeneRuler™
100bp DNA Ladder, Fermentas). Vzorky, u kterych doslo u uspésné amplifikaci cyt b
byly nasledné precistény lihem. Produkt byl poté zaslan do korejské firmy Makro.Gen,

kde byl osekvenovan a sekvence byly zaslany zpét.

3.4 Alignment

Chromatogramy, které nam byly zaslany zpét, byly prohlizeny v programu Chromas

Lite 2.01. Cast mtDNA byla sekvenovana jak pomoci vnéjsich, tak pomoci vnitinich
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primerd, proto bylo zapotiebi sekvenci S jednim primerem spojit s reverzni
komplementarni sekvenci stejného jedince, ktery byl ziskdn sekvenaci s druhym
primerem. To bylo provadéno v softwaru BioEdit 7.0.9.0. (Hall 1999). Ve stejném
programu byl také po sefazeni sekvenci pod sebe proveden aligment. Délka
pouzitelnych sekvenci se mirné lisila (cca 20- 50 bp), proto byly vSechny sekvence
zarovnany na nejmens$i moznou pouzitelnou délku. Tim, ze byl odstranén prvni
nukleotid, byla srovndna prvni pozice sekvenci s prvni pozici ¢teciho ramce. Nasledné
jsem overil v programu Mega5.0.5. neptitomnost stop kodonu, coz potvrdilo, Ze jde o

protein kodujici sekvenci.

3.5 Tvorba datasetu

Jako zaklad vSech molekularnich analyz byly do datasetu pouZity vzorky nasbirané
Radkem Sandou Vv Albanii v letech 2004 a 2007. Celkem bylo analyze cytochromu b
podrobeno 117 vzorkl z vlastniho sbéru. K tém bylo ptfidano dalSich 117 vzorkl z celé
sttedomoftské oblasti, které byly staZzeny z internetové databaze Genbank, genbankové
kody a mista sbéru jak vlastnich, tak stazenych vzorki jsou v tabulce 4. VSechny vzorky
byly v programu BioEdit zarovnané pod sebe a byly odstranény okrajové sekvence, tak
aby cely dataset zac¢inal stejnymi nukleotidy. Tim padem, se délka sekvenci cytochromu
zkratila na 1100 parQ bazi.

V internetové databazi Genbank jsem poté dohledal n¢kolik dalSich sekvenci, které byly
z lokalit, jez spadaly do oblasti hlavniho zajmu, avSak tyto sekvence byly vyrazné
kratsi.

Jednalo se zejména o vzorky z Italskych lokalit, které dle naSich predpokladi méli patfit
do nékteré z albanskych linii. Jednalo se o 10 jedinct v 6 haplotypech. VVzorky byly
pfidany do datasetu a cely dataset byl poté zkradcen na 810 bazi, coz byla délka novée
ptidanych vzorkl. Tim padem jsem mél k dispozici 2 datasety. K témto byl jesté
posléze pfidan dalsi, opét ze vzorkil z lokalit, které byly pro mou préci zajimavé a to
z okoli jezera Prespa a dalSich oblasti Italie. Opét byly vSechny vzorky ptizplisobené
pfidanym jedinciim a cely dataset byl tak zkracen na 570 bp. Takto upravené datasety
byly poté pouzity pro tvorbu haplotypovych siti, ptivodni nejdelsi, pak pro konstrukci
fylogenetického stromu. Poté bylo v programu DnaSP provedeno sjednoceni vzorka do

haplotypovych skupin, ¢imz vznikl pro 1100 bp dataset 144 haplotypt.
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Tabulka ¢. 4. Seznam lokalit sbéru, véetné lokalit z Genbank (osmimistny kod)

kodGenB
HM560205
HM560204
HM560197
HM560213
HM560211
HM560207
HM560203
HM560201
HM560191
HM560189
HM560187
HM560185
HM560183
HM560181
HM560179
HM560177
HM560212
HM560206
HM560204
HM560202
HM560200
HM560198
HM560196
HM560194
HM560192
HM560190
HM560188
HM560186
HM560184
HM560182S
HM560180
HM560178
AY509827
JQ652369
JQ652368

(u albanskych vzorkii neni uveden za lokalitou stat)

lokalita
Arno, Arezzo, ltalie

Vipava river, Isonzo basin, Slovenia
Prespa lake, Greece

Zrmanja river, Croatia

Cabriel river, Jucar basin, Spain
Zalomka river, B.and H.

Goksu Cayi, Euphrates basin, Turkey
Celemin river, Barbate basin, Spain
Guadares river, Guadiaro basin, Spain
Arno basin, Arezzo, Italy
Matarrana, Spain

Evrotas river, Sparta, Greece
Cetina river, Croatia

Limia river,Spain

Algibre river, Arade basin, Portugal
Aphips river,Russia

Magro river, Jucar basin

Rama lake, Neretva, B. and H.
Vipava river, Isonzo basin, Slovenia
Rama lake, Neretva, B. and H.
Celemin river, Barbate basin, Spain
Guadalete river, Spain

Uluchaj river, Dagestan, Russia
Trebizat river, Neretva, B. and H.
Guadiaro river, Spain

Arno basin, Arezzo, Italy
Matarrana, Spain

Miras river, Peloponnesus, Greece
Cetina river, Croatia

Limia river,Spain

Algibre river, Arade basin, Portugal
Aphips river, Russia

?

Pinios River, Greece

Bacchiglione River, Italy
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pocet bp
1100

1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
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JQ663536
10663535
HM560193
AF090753
AF090760
AF090757
AF090755
AF090752
AF090758
AY549463
AF090756
AF090754
AF421828
AY549462
AJ252820
AJ252788
AJ251092
JQ436544
10436542
10436540
1Q436545
10436543
10652365
HM560210
AF095609
AF090754
AF421827
AF421825
AF421823
AF421821
AF421819
AF421817
AF421815
AF421813
AF421811
AF421809
AF421807
AF421805
AF421803
AF421801

Krka, Croatia

Krka, Croatia

Krenica lake, Neretva, B. and H.
Lake Prespa

Evrotas, Greece

River Alphios, Greece

River Manikiotiko, Greece
River Nestos, Greece

Lake Stymphalia, Greece
Lake Busko, B. and H.
River Thiamis, Greece
River Sperchios, Greece
Ombrone, Italy

Imotzki, Croatia

Evrotas, Greece

Evinos, GRE

Krka, Croatia

Jarama River, Spain
Jarama River, Spain
Jarama River, Spain
Jarama River, Spain
Jarama River, Spain

Buech River, France

Mira river, Odemina, Portugal
Rubas River

River Sperchios

Tajo, Spain

Arade: Arade, Portugal
Guadiana, Spain

Bogarra: Segura, Spain
Algar: Algar, Spain
Guadalmena: Guadalquivir, Spain
Serpis: Serpis, Spain
Estena: Guadiana, Spain
Pesquero: Tajo, Spain
Albufera de Valencia, Spain
Una: Jucar, Spain

Azuer: Guadiana, Spain
Cinca: Ebro, Spain

Matarrana: Ebro, Spain
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1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
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1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
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AF421799
AF421797
AF421795
AF421793
AF421791
AF045993
AF421828
AF421826
AF421824
AF421822
AF421820
AF421818
AF421816
AF421814
AF421812
AF421810
AF421808
AF421806
AF421804
AF421802
AF421800
AF421798
AF421796
AF421794
AF421792
AF421790S
AF045991
AY549462
AY549460
AJ252819
AJ252803
AJ252805
AJ252791
AJ252787
AJ252818
AJ252810
AJ252808
AJ252806
AJ252788
AJ252790

Adaja: Duero, Spain
Boedo: Duero, Spain
Salas: Limia, Spain

Vivey: Mino, Spain
Almonte: Tajo, Spain

Tagus basin, Spain
Ombrone: Ombrone, Italy
Arrago: Tajo Spain

Arade: Arade, Portugal
Lagunas de Ruidera: Guadiana, Sp.
Bogarra: Segura, Spain
Algar: Algar, Spain
Guadalmena: Guadalquivir, Spain
Estena: Guadiana, Spain
Pesquero: Tajo, Spain
Serpis: Serpis, Spain
Albufera de Valencia, Spain
Una: Jucar, Spain

Azuer: Guadiana, Spain
Matarrana: Ebro, Spain
Adaja: Duero, Spain
Boedo: Duero, Spain
Salas: Limia, Spain

Vivey: Mino, Spain

Po: Po, Italy

Montemayor: Guadalquivir, Spain
Guadiana basin, Sp.
Imotzki, Croatia

Lake Trasimeno, Italy
Tibera, It.

Po, Italy

Euphrat, Turkey

Ebro, Spain

Kirinthos, GRE

Tibera, It.

Tigris, Turkey

Euphrat, Turkey

Tigris, Turkey

Evinos, GRE

Kizilirmak, Turkey
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AJ251092
BiH6
BiH17
BiH18

SmicrolepBiH2
SmicrolepBiH3

BiH62
BiH61
Bos401
Bos956
Bos957

B95

A1865
A1861
A1867
Zet110
Zetl11l
Zetl12
Zet113
>A405Vjose
>A562
>BiH7
>Bos771
>Bos946Pavlo
>Bos980

>A300Squalus

>Zetll4
>Z47Devol
>Z44Devol
>Z46Devol
>A407Vjose
>D9SkadarL
>Bos772Mat
>D3756
>D630
>A63
D37580hrid
>A363
>A408
>A510

Krka, Croatia

Trebizat river, Neretva, B. and H.
Trebizat river, Neretva, B. and H.
Trebizat river, Neretva, B. and H.
Krenica lake, Neretva, B. and H.
Krenica lake, Neretva, B. and H.
Rama lake, Neretva, B. and H.

Rama lake, Neretva, B. and H.

Suica r., Duvanjsko polje, B. and H.

Busko blato, reservoir, B. and H.

Busko blato, reservoir, B. and H.

Trebisnjica r., Popovo Polje, B. and H.

Zalomka river, B.and H.
Zalomka river, B.and H.
Zalomka river, B.and H.
Zeta

Zeta

Zeta

Zeta

Vjose

Devolli

Trebizat river, Neretva, B. and H.
Mat, Milot

Pavllo

Bregava r., Nerevtza, B. and H.
Erzen, Pellumbas

Zeta

Devolli

Devolli

Devolli

Vjose

Skadar lake

Mat

Ohrid lake

Osumi, upstr. Uznove
Shkumbini

Ohrid

Erzen

Vjose

Drinos - Vjose
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1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
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1100
1100
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1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
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>A511
>A512
>A513
>A514
>B0os795
>Bos944
>D117
>D116
>D529
>D590
>D19
>D238
>D239
>D4381
>D304Devol
>D628

>D10SkadarL

>D526
>D4383
>D629
>D3789
>D3757
>D332
>D3792
>Zet109
>Zet108
>A64
>A114_1Sc
>A114 2Sc
>A115Sc
A301
>A302
>A362
>A364
>A406
>A563
>A564
>A565
>Bos773
>Bos774

Drinos - Vjose
Drinos - Vjose
Drinos - Vjose
Drinos - Vjose
Fani i Vogel
Pavllo

Kiri

Kiri

Erzen
Terkuza
Skadar lake
Shkumbini
Shkumbini
Shushica
Devolli
Osumi
Skadar lake
Erzen
Shushica
Osumi

Ohrid lake
Ohrid lake
Osumi

Ohrid lake
Zeta

Zeta
Shkumbini
Shkumbini
Shkumbini
Shkumbini
Erzen

Erzen

Erzen

Erzen

Vjose

Devolli
Devolli
Devolli

Mat

Mat
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1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
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1100
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>Bos797
>B0s945
>Bos947
D18
>D72
>D73
>D74
>D75
>D76
>D118
>D183
>D184
>D185
>D202
>D203
>D204
>D205
>D206
>D258
>D261
>D331
>D423
>D424
>D482
>D571
>D572
>D573
>D574
>D575
>D583
>D584
>D588
>D589
>D3759
>D3790
>D3791

>745
AJ252798

AJ252785
AJ251093

Fani i Vogel
Pavllo
Pavllo
Skadar Lake
Gomsige
Gomsige
Gomsige
Gomsige
Gomsige
Kiri

Fani

Fani

Fani
Shkumbini
Shkumbini
Shkumbini
Shkumbini
Shkumbini
Prespa
Prespa
Osumi
Bistrica
Bistrica
Shushica
Zeze
Zeze
Zeze
Zeze
Zeze
Terkuza
Terkuza
Terkuza
Terkuza
Ohrid lake
Ohrid lake
Ohrid lake

Devolli

Drinos, Albania

Alento, Italy

Zrmanje, Croatia

1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
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EU791884 Merse River, ltaly 810

Eu791883 Merse River, ltaly 810
EU791881 Ticino River, Italy 810
EU791879 Ticino River, Italy 810
EU791882 Merse River, Italy 810
EU791880 Ticino River, Italy 810
AJ002326 Prespa 570
AJ002328 Prespa 570
AJ002324 Prespa-Skadar 570
AJ002325 Prespa 570
AJ002327 Prespa 570
AJ389551 A00S 570
AJ002349 Pinios, GRE 570
AJ002352 Acheloos,GRE 570
AJ002331 Evinos,GRE 570
AJ002348 Pinios, GRE 570
AJ002330 Evinos,GRE 570
AJ002332 Alfios,GRE 570
AJ002329 Thyamis,GRE 570
Thyamis,Acheron,Louros, Arachthos,
AJ002345 GRE 570

3.6 Fylogenetické analyzy

V programu jModelTest 0.1.1 (Posada 2008) byly pomoci Akaikeho informacniho
kritéria (AIC) a Bayesovského informac¢niho kritéria (BIC) vypocitany modely pro
vSechny datové soubory (viz tabulka ¢. 5). Pfislusna data byla poté vyhodnocena
nasledujicimi fylogenetickymi metodami: Neighbor-joining (NJ), Maximum Parsimony
(MP), Maximum Likelihood (ML) a Bayesovska Analyza (BA). U metod BA a ML byl
zvolen vybrany evoluéni model. K prohliZzeni ziskanych stromli byl pouZit program

TreeView 1.6.6 (Page, 1996) a Fig Tree., kde byly také upravovany.
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Tab. 5 Prehled ziskanych evolucnich modeli

1100bp

BA

AIC BIC

Model = GTR+I+G Model = TIM3+I+G
partition = 012345 partition = 012032
-InL = 8976.7212 -InL = 8981.6968
K =302 K=300
freqA =0.2768 freqA =0.2710
freqC = 0.2938 freqC=0.2929
freqG = 0.1455 freqG = 0.1525
freqT =0.2839 freqT =0.2836
R(a) [AC] = 1.1659 R(a) [AC] = 2.0623
R(b) [AG] = 42.5702 R(b) [AG] = 56.0538
R(c) [AT] = 0.6219 R(c) [AT] = 1.0000
R(d) [CG] = 2.3079 R(d) [CG] = 2.0623
R(e) [CT] = 9.4740 R(e) [CT] = 12.7753
R(f) [GT] = 1.0000 R(f) [GT] = 1.0000
p-inv = 0.4600 p-inv = 0.4540
gamma shape = 1.0670 gamma shape = 1.0250

Likelihood = (GTR+I+G) Likelihood = (TIM3+1+G)

3.6.1. Neighbor - joining (NJ)

Tato distan¢ni metoda vyhledava strom na zakladé podobnosti mezi sekvencemi. Jako
substitu¢ni model byl pozit Kimura 2-parametrovy model, ktery pfedpoklada shodné
frekvence vSech bazi ale rozdilné frekvence tranzici a transverzi (Kimura 1980). K
pocitani byl pouzit software PaupUp 1.0 (Calendini & Martin 2005), jenZ navazuje na
program PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2002). Pro odhad vérohodnosti ziskaného stromu
byl proveden bootstrap s 1000 pseudoreplikacemi (Felsenstein 1985).

3.6.2. Maximum Parsimony (MP)

Metoda maximalni parsimonie (uspornosti) vybira ze vSech moznych stromu ty, které
maji nejkratsi délku, coZz znamend, Ze jsou tvofeny nejmensSim poctem evolucnich
krokti. K pocitani byl pouzit program PAUP* 4.0b10 (Swofford 2002). Pomoci této
metody byly vyhledany nejparsimonialngjsi stromy za pouziti heuristického
vyhleddvani s poctem 1000 opakovani ndhodného piidani sekvenci a také
prohledavanim okolnich stromii pomoci nahodného piechazovani vétvi (Tree bisection-

reconnection - TBR). Cely ptikaz: hsearch addseq=random nrep=1000 swap=TBR.

27



Podpora jednotlivych vétvi byla stejné jako v pfedchozim pifipad¢é ovétena bootstrapem

s 1000 opakovani.

3.6.3. Maximum likelihood (ML)

Pomoci programu ModelTest, za pouziti heuristického vyhledavani, byl zvolen
nejvodnéjsi strom. JelikoZ byla metoda zna¢né ¢asové naro¢na, byl zvolen postup za
pouziti online verze programu PhyML 3.0 (Guindon & Gascuel 2003). Topologie

ziskanych stromt byla opét ovétrena bootstrapem s 1000 pseudoreplikacemi.

3.6.4. Bayesovska analyza (BA)

Pro metodu, kterd se zaklada na vypoctu posteriornich pravdépodobnosti hypotéz, které
jsou ptimo zavislé na pozitém modelu a vstupnich datech, byl pouzit software MrBayes
3.1.2 (Huelsenbeck & Ronquist 2001), ktery pracuje metodou Markov Chain Monte
Carlo (MCMC, Larget & Simon 1999). Stejné jako v metodé ML byl model zvoleny
programem jModelTest. Pocet generaci byl nastaven na 5000000, z kazdé sté generace
byl ulozen strompiicemz z kazdé sté generace byl ukladan strom (pifikaz: mcmcep
ngen=5000000 nchains=4 printfreq=100 savebrlens=yes). Timto zptsobem bylo
odstranéno 10000 stromt (z 50000 ulozenych). Piikaz: sumt burnin=10000. U kazdé
vétve jsou zobrazeny hodnoty posteriornich pravdépodobnosti (pokud byly nad 75%).

3.7 Tvorba haplotypovych siti

Pro konstrukci haplotypovych siti musely byt datasety fadné upraveny a to tim
zpiisobem, ze byli pfidani do datasetu vSichni jedinci se stejnymi haplotypy (ktefi se
naopak pii tvorbé datasetu pro fylogenetické stromy museli odstranit). Navic byli
Z datasetu odstanéni vSichni jedinci, ktefi, podle fylogenetickych stromt nebyli souc¢asti
ani jedné z albanskych linii. Datasety byly vytvofeny pro tii rizn€ dlouhé sekvence
DNA, pro 570 bp, 810 bp a 1100 bp.

Takto upraveny dataset byl v programu Network 4.6.1.0. podroben analize jehoz
vysledkem byly haplotypové sité. Program vyhodnoti jednotlivé sekvence na zakladé

jejich indelové a substitucni rozmanitosti a posléze je slouc¢i do jednotlivych haplotypti.
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Jednotlivé haplotypy v siti pak svou velikosti odpovidaji poctu jedincii. Haplotypy byly
nasledn¢é vybarveny podle fi¢niho povodi, ve kterém byly nalezeny. Barva koresponduje

s barvami v ti¢nich povodich v mapach.

4. Vysledky

4.1. Fylogenetické stromy

Fylogenetick¢ stromy zpracované na zakladé Bayesovské analyzy, Maximum
Likelihood, Maximum parsimony a Neighbor-joining byly vytvofeny pro 1100 paru
bazi dlouhy dataset. Projevily se vétSinou dobré podpory vétvi (viz obr. 3).
Z fylogenetického stromu je patrné, Ze v oblasti Albanie a ptilehlého okoli se vyskytuji
3 hlavni linie. Linie A je tvofena druhovym komplexem Squalius squalus a zasahuje
severn¢ od Albanie okolo celého perijadranského prostoru az do Itdlie. Soucasti této
linie je také vzorek z genbanku AY549460, coz by mél byt S. albus z jezera Trasimeno
v Italii, ktery je tedy tzce piibuzny sS. squalus. Dalsi linii je linie B, ktera je
zastoupena jedinci s centrem vyskytu kolem starych tektonickych jezer Ochrid a Prespa.
AvsSak v této linii jsou obsazeni také jedinci z fek Osum (povodi Semanu), Vjosé a
dalSich tokii zejména z jizni Casti Albanie. Linie se vyskytuje také v povodi Ochrid-
Drin-Skadar systému, kde je sympatricka s linii C. Tato tfeti linie ma t&€zisté vyskytu
v severni Albanii, a t0 Vv jiz zminéném hydrologickém systému Ochrid-Drin-Skadar,

dale v fekach Mat, Ishém a Erzen. Situaci nejlépe dokumentuje obrazek ¢. 4.
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Obr.3. Bayesovsky konsensudlIni strom sestrojen na zakladé sek. cyt.b. C.vétvi predstavuji hodnoty bayesovské posteriorni probability a

Bootstrap podpory stat. Metod v poradi BI/ML/MP/NJ. Zobrazeny jsou hodnoty nad 75%
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Mezi jednotlivymi albanskymi vétvemi a uvnitf vétvi byly také v programu MEGA 5.

Vypocitany prumérné p-hodnoty udavajici miru genetické divergence (viz tab. 6)

Tab. 6. Hodnoty vnitriliniové a meziliniové divrgence

Linie

A 0,0082

Linie

B 0,003

Linie

C 0,0022

Linie

A Linie B 0,021
Linie Linie

A C 0,016
Linie Linie

B C 0,016

Jak je z této tabulky patrno, tak jsou p - hodnoty pomérné nizké. Za piedpokladu, Ze by
platila u kostnatych ryb uvadéna mutacni rychlost 0,5 — 0,9 % za milion let (Avise,
2000), pak lze odhadovat, ze vnitroliniové rozdéleni je pleistocénniho stafi a doslo
k nému tedy pomérné recentné. Meziliniové p-distance poukazuji na to, Ze k oddéleni
téchto linii mohlo dojit bud’ na konci pliocénu, nebo zacatkem pleistocénu. Mutaéni
rychlost je vSak tieba brat se zna¢nou rezervou, jelikoz se muze liSit nejen mezi druhy,
ale i mezi populacemi.

Dale byly porovnany p-hodnoty mezi témito tfemi populacemi, nasledné¢ mezi jedinci
druhd S. peloponensis, S. moreoticus, S. pamvoticus, S vardarensis a pyrenejskym S.
laietanus.

Tyto druhy tvofi velkou fylogenetickou linii (Perea et al., 2010). Tyto p-hodnoty jsou
sefazeny v tabulce 7. Z uvedenych hodnot vyplyva, ze doslo k oddé€leni téchto druhd
podstatné diive a to pravdépodobné béhem pliocénu, nejspis vice nez pied 10 mil. lety.
Zaroven nelze s jistotou tvrdit, zda jsou albanské linie samostatnymi druhy, ¢i nikoliv.

Ziejmé vSak je, Ze v porovnani s druhy validnimi jsou genetické rozdily mezi nimy

31



podstatné mens$i. Genetické divergence se mezi témito platnymi druhy pohybovaly

v rozmezi 4,6 % - 7,0 %, zatimco u albanskych linii jen v rozmezi 1,7 % - 2,1 %.

Tab.7. Primérné p-hodnoty namérené mezi albanskymi liniemi a zdstupci vybranych

druhii

Species 1 Species 2 Dist

LINIE A LAIETANUS 0,062
LINIE A MOREOTICUS 0,043
LAIETANUS MOREOTICUS 0,070
LINIE A VARDARENSIS 0,054

LAIETANUS VARDARENSIS 0,050
MOREOTICUS VARDARENSIS 0,059

LINIE A LINIE B 0,021
LAIETANUS LINIE B 0,059
MOREOTICUS LINIE B 0,046
VARDARENSIS LINIE B 0,054
LINIE A PAMVOTICUS 0,042

LAIETANUS PAMVOTICUS 0,059
MOREOTICUS PAMVOTICUS 0,046
VARDARENSIS PAMVOTICUS 0,056

LINIE B PAMVOTICUS 0,041
LINIE A LINIE C 0,017
LAIETANUS  LINIEC 0,061
MOREOTICUS LINIE C 0,041
VARDARENSIS LINIE C 0,050
LINIE B LINIE C 0,016
PAMVOTICUS  LINIE C 0,040
4.2 Haplotypové sité

Nejvice zastoupenym haplotypem (v nejvice povodich) byl u 1100bp dlouhého
cytochromu haplotyp BOS 771, ktery byl pfitomen v 6 fekach. Tento haplotyp nalezi do
linie C. Z linie B byl nejvice zastoupenym haplotypem haplotyp Z44 DE.

Na tyto haplotypy se také vaze nejvice dalSich haplotypt a zifejmé se tedy jedna o centra
diverzifikace.

U haplotypt linie A je situace pomérné nepiehledna. Tato perijadranskd linie ma
pomérné komplikované vztahy. Podoba haplotypové sité také ziejmé souvisi s velkym
arealem vyskytu jedinct, kteti byli zahrnuti do analyzy. Jediny haplotyp BiH 6 je zde

zastoupen ve dvou povodich. Ostatni haplotypy jsou svym vyskytem vazany na
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rozptylem zkoumanych vzorkd.

Nejlépe vztahy mezi haplotypy a fiénimi sitémi charakterizuje obr. ¢. 4.

Obr.4. Haplotypova sit na zaklade 1100bp cytochromu b.

Barevnymi elipsami jsou vyznaceny hlavni linie (viz také strom)
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Geograficka distribuce haplotypti a jednotlivych linii je dobfe patrnd z map na
obrazkach 5.-7.

Obr.5.Rozlozeni haplotypii v Albadnii
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Obr.6 Vzorky haplotypii ze zapadniho Balkanu
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Obr. 7 Haplotypy linie A v severni Italii
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K mapkdm je jeste zapotiebi pfifadit pro orientaci vysvétlivky pro kategorizaci vzorkda.

KAT 1- LINIE A-1100 bp - vlastni sbér
KAT 2 - LB -1100 bp —vs

KAT 3-LC-1100bp - vs

KAT 4 — LA -1100 bp - Genbank
KAT5-LB-1100 bp - GB
KAT6-LA-810bp-GB

KAT 7- LA-570 bp - GB
KAT 8- LB -570bp - GB

KAT 9 — VLASTNI SBER MIMO LINIE

Je zde dobie vidét ptitomnost linii B a C v Povodi Semanu a Ohrid-Drin-Skadar
systému. U feky Seman, je mozné vysvétleni v ddvném propojeni jezera Prespa s timto
tokem, a nebo je pfi¢ina v malém poctu vzorki zieky Devoll, kde nebyla linie C
zjis$téna, coz lze prikladat také ndhodé. Nelze vyloucit ani zavleceni clovékem, byt se to
zd4 mén¢ pravdépodobné vzhledem k tomu, Ze vzorky byly odebrany jak z horni, tak ze

spodni ¢asti toku a na obou lokalitach byli zastupci této linie pfitomni.

5. Diskuse

Tato prace do znaéné miry potvrdila diivéjsi studie (Sanjur et al., 2002; Perea et al.,
2010). Tyto prace déli mediteranni linie jelcd na 3 velké skupiny. Prvni tvofi rod
Petroleuciscus (Bogustkaya, 2002). Dalsi velkou linii tvofi druhy Squalius squalus
complex, S. prespensis, S.peloponensis , S. moreoticus a S. albus, endemicky pro jezero
Trasimeno v centralni ¢asti Apeninského poloostrova a také S. janae z istrijského
poloostrova a S. platyceps z jezera Skadar a jeho pfitoki. Druhova platnost je vSak u
nékterych taxontli nejasna.

Dalsi velkou linii jsou pak druhy S. zrmanjae, S. microlepis, S. tenellus, S. svallize a S.

illyricus (Perea et al., 2012), coz bylo v ramci této studie rovnéz potvrzeno. Linie, ktera
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zahrnuje také Squalius squalus complex (linie A), je sesterska pro dvé dalsi pribuznéjsi
linie (B a C). Pokud by se linie B oznacila jako samostatny druh (coz by vsak
vyzadovalo dal$i analyzy), pak by bylo vyvraceno tvrzeni o endemismu toho druhu pro
jezero Prespa a jeho pfitoky (Kottelat & Freyhof, 2007), jelikoZ se zastupci této linie
vyskytuji i v dalSich tocich (Shkumbin, Seman, Vjos€, Ochrid-Drin-Skadar). Navic se
vyskyt zédstupct této linie siln¢ piekryva s aredlem nepopsaného druhu S. sp Aoos
(Kottelat & Freyhof, 2007) a neni vylouceno, Ze S. prespensis a S. sp. A0os jsou jeden a
tentyz druh. Tyto teorie by mohla potvrdit nebo vyvratiti diikladnéjsi studie zaloZené na

dal$ich markerech a také na morfometrii.

5.1. Kolonizace

Kolonizaci sladkovodnich ryb na Balkdné v minulosti ovliviiovala celd fada faktori.
Mezi 3 nejvyznaméjsi faktory patii ficni piratstvi, pokles hladiny moie v prabéhu
glaciali a snizeni salinity Egejského mote, taktéz v pleistocénu (Durand et al., 1999)

(viz obr.8).

Obr.8. Kolonizacni schéma Balkanu, dle Duranda et. al, 1999.
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Dle téchto teorii byl kolonizovan jih Balkanu (Recko) V pribéhu pleistocénu z refugii
lezicich na severu (Albanie), a to jak fi¢nim piratstvim, tak poklesem hladiny mofi
Vv prib¢hu pleistocénnich glacialti. V tomto obdobi totiz dochazelo k velkym vykyvim
motské hladiny, a to az 0 200 m (Bianco, 1990). Obdobi glaciali se stiidalo s obdobim
interglaciali. Béhem glaciali v sobé obrovské mnozstvi ledu akumulovalo
nezanedbatelné procento moiské vody, coz vedlo Kk razantnimu snizeni hladiny oceant.
Poté nasledovala obdobi vyrazné teplejsi (interglacialy), pii kterych dochéazelo opét ke
zvySovani teplot 1 hladin mofi. Pfi snizovani motské hladiny dochéazelo k prodlouzeni
ficnich toku, jelikoz se jejich usti posouvalo o mnoho kilometrti dal s tim, jak mote
ustupovalo. Diky tomu dochazelo k soutokiim ftek, ke kterym by pfi bézné trovni
motské hladiny dojit nemohlo, coz samoziejmé zvySovalo ptedpoklady pro disperzi
ichtyofauny. Na uzemi Balkénu byl tento jev velmi dilezitym faktorem pti formovani
soucasné distribuce sladkovodnich ryb. Dle této teorie (Durand, et al., 1999) byl
zapadni Balkan kolonizovan prave v disledku poklesu motské hladiny, a to ze severu,
tedy z Gizemi dne$ni Albanie. Podobné se vyjadiuji i dal$i autofi (napt. Bianco, 1990),
ktefi se také piiklangji k moznosti kolonizace Recka ze severu v obdobi pleistocénu (viz

obr. 9).

Obr. 9 Kolonizacni teorie podle Bianca, 1990, a vymezeni tii hlavnich linii jelcii
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Tyto teorie jsou vSak v rozporu s nasimi poznatky, které¢ vychazeji z topologie stromu a
odhadu divergenci na zakladé primérnych p-hodnot. Z téchto tidaji spise vyplyva, ze

ke kolonizaci jithozapadniho Balkanu nedochdzelo smérem ze severu na jih, ale spise
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opacn¢, zteckych refugii smérem na sever, a to ziejmé jest¢ v pliocénu, kdy také
znacén¢ kolisala hladina mofi.

Jako dalsi potenciondlné mozny koloniza¢ni scénaf ve sledované oblasti lze tedy
navrhnout ten, Ze se jelci §ifili v piedpleistocénim obdobi z oblasti Recka smérem na
sever, a to ziejmé jak fi€nim pirdtstvim, tak i v disledku kolisdni motské hladiny. Odtud
se ziejmé jako prvni odstépila linie A, ktera ziejmé nedlouho poté (mozna ale az ve
spodnim pleistocénu) kolonizovala Apeninsky poloostrov, a to praveé diky vyraznému
poklesu motské hladiny. Vezmeme-li v vahu hloubku Jaderského moie (zejména
Vv severni Casti je hloubka jen kolem 100m) a ptedpokladany pokles jeho hladiny béhem
vySe zminénych kulminaci (az 200 m), dojdeme k zavéru, ze Gstup moiské hladiny byl
tak velkych rozmérii, Ze nebrdnil migraci fauny z Balkdnu na Apeninsky poloostrov a
naopak.

Podle ziskanych vysledkii se jako pravdépodobné jevi to, ze zastupci linie A
Z Apeninského poloostrova v pozdé€jsi dobé (pleistocén) rekolonizovali opét zapadni
¢ast Balkanu. Tomu na zékladé stromti nasvéd€uji odvozenéjsi haplotypy balkénskych
jedincti z této linie (viz strom a mapy). Tato teorie by také korespondovala
s perijadranskym rozsifenim S. squalus. Na potvrzeni této teorie by vSak bylo zapotiebi
vice dat ze severozdpadu Balkéanu.

Samotna diverzifikace téchto linii na uzemi dneSni Albanie jiz probihala b&hem
pleistocénu, a to prevazné diky fi€nimu piratstvi. Znacnou roli hral zejména fakt, Ze cela
tato oblast je krasového puvodu (tvofena vapenci), coz jsou idealni podminky pro fi¢ni
erozi a navic je pro Albanii charakteristicka husta fi¢ni sit’ diky mistnim geografickym

podminkam.

6. Zavér

Tato prace je doposud prvni takto dikladnou analyzou fylogenetickych vztaht
albanskych jelct na zédkladé molekularnich dat. Prace poodkryla fylogenetické vztahy
této skupiny ryb v oblasti, ktera je jednou z poslednich malo probadanych ¢asti Evropy.

Na zaklad€é molekularni analyzy cytochromu b se podafilo odhalit 3 vzajemné nepftilis
diverzifikované linie a popsat jejich rozsifeni. Zaroven byly vysloveny pochybnosti o
validité platnych taxond v rdmci téchto skupin. Je ziejmé, Ze soucasné znalosti o

rozSiteni druht nalezicich do téchto linii jsou do zna¢né miry nepiesné. Je to dano
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jednak vySe zminénym nedokonalym ,zmapovanim“ dané problematiky a jednak
pouzivanim spise morfologickych metod, které diky vysoké morfologické plasticité ryb
nemuseji byt vzdy priikazné. Cela situace je vSak komplikovanégjsi a zasluhovala by si
detailnéjsi studii, coz by mél byt i jeden z cili pro potencionalni dizertacni praci

v budoucnu.
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Pilohy

Priloha 1. Nezakorenéna haplotypova sit' (570bp)

Cervena cisla na vétvich oznacuji mutace

Priloha 2. Nezakorenena hapl. sit' (810bp)
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Priloha 3. Mapa oblasti, ze kterych pochdzely zkoumané vzorky

Mapové podkiady: figni sit,
ano v softwaru ESRI - ArcGIS 10.1
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Priloha 4. Orientacni mapa lokalit odkud byly zkoumané vzorky (vl. sbér i GB)
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Priloha 5. Seznam lokalit znazornénych v mapdach
Y délka
é.v
kod ve stromu mapé lokalita cyt.
Trebizat river, Neretva, B. and H.,

BiH6 1 Kravica 1100
BiH17 2 Trebizat river, Neretva, B. and H. 1100
BiH18 3 Trebizat river, Neretva, B. and H. 1100
SmicrolepBiH2 4 Krenica lake, Neretva, B. and H., Sovici 1100
SmicrolepBiH3 5 Krenica lake, Neretva, B. and H. 1100
BiH62 6 Rama lake, Neretva, B. and H. 1100
BiH61 7 Rama lake, Neretva, B. and H. 1100
Bos401 8 Suica r., Duvanjsko polje, B. and H. 1100
Bos956 9 Busko blato, reservoir, B. and H. 1100
Bos957 10 Busko blato, reservoir, B. and H. 1100
B95 11 Trebisnjicar., Popovo Polje, B. and H. 1100
A1865 12 Zalomka river, B.and H. 1100
A1861 13 Zalomka river, B.and H. 1100
A1867 14 Zalomka river, B.and H. 1100
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