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Annotation:

The diversity and biogeography of three dominant cichlid genera (Australoheros, Gymnogeophagus
and Crenicichla) is reviewed within the Argentinean province of Misiones based on newly collected
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implications of the reconstructed phylogenies using mitochondrial DNA have been compared with
the geological history of the area revealing many new insights.
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Prolog

"Brazilie donedavna pripominala zahradnika, ktery za tfeskutého mrazu dycha na teplomér a skulinou
v zamrzlém okné se diva do sadu, zda mu zacnou kvést jabloné. Z pokoleni na pokoleni ujistovali
predstavitelé Brazilie sami sebe a cely svét o nezmérném bohatstvi své zemé. A prece Brazilie po
dlouha desetileti dodavala levné svou kévu, bavinu, kaucuk a kakao - a draze kupovala potraviny a
pramyslové vyrobky jako kazdy slabsi partner na svétovych trzich. Bohata Brazilie nenaSla odvahu
probit se do svého vnitrozemi a vyrvat pralesam jejich nesmirné zdroje...

Jednoho dne vSak brazilsky zahradnik prestal dychat na teplomér a vykasal si rukavy. Prestal se
bldhové domnivat, Ze mu pokvetou jabloné, kdyZ dychne na teplomeér, prestal vérit, Ze ho uzivi iluze.
Posadil se nad rysovaci prkno, naucil se zachazet s logaritmickym pravitkem, vzal theodolit a pustil se
do pralesa. Pochopil, Ze budoucnost jeho zemé zavisi predevsim na dopravnich tepnéch, jez prorazi do
interioru...

Cestou z Foz do Iguact do Curitiby, hlavniho mésta statu Parand, jsme uprostred pralesa narazili na
néco, co nam vzalo dech... Autostrada!... Siroky pruh vozovky na vysokém naspu, rovny jako pravitko;
jen vrstva betonu na ném chybéla. Pasmo vykaceného pralesa po obou stranach na ochranu proti
zataraseni padlymi stromy. Tachometr, ktery po celé hodiny jizdy kolisal mezi dvaceti a triceti za
hodinu, vyskocil na osmdesét a byl by stoupal jesté vys.

A znovu prales, prales...”

(Hanzelka & Zikmund 1956)

Uplynulo jen mélo pres padesat let a dobové svédectvi naSich dvou fenomenélnich cestovatelt o
pocatku budovani brazilské dopravni infrastruktury napti¢ Atlantskym pralesem se stava jiz pouze
jeho smutnym mementem. Na Uzemi jeSté pred sto lety zcela zalesnéného statu Parand preziva dnes
zZ tzv. vnitrozemského nebo téZ parandnského lesa méné nez 3 % jeho puavodni rozlohy. Jednim
z poslednich rozsahlejSich fragmentl Atlantského pralesa zastdva oblast argentinské provincie
Misiones’, ktera se stala cilem prvni etapy nasi studie.

" Nazev provincie je odvozen od zdejsiho pasobent jezuitskych misionait mezi indiany kmene Guarani koncem
17. av prvni poloviné 18. stoleti. Misijni ¢innost byla v roce 1759 na natlak cirkevnich kruht rozhodnutim
portugalské vlady zakazana.



Uvod

Diverzita neotropické ichtyofauny jako disledek geologické historie kontinentu

Neotropicka rybi fauna je nesmirné bohata a tvori okolo 45 % celosvétové sladkovodni ichtyofauny
(napft. Reis et al. 2004, Schaefer 1998). Zaroven je ichtyofauna Stredni a Jizni Ameriky znacného stéri,
jeho? ¢asovy odhad navic dle Lundberga (1998) s poznavanim fosilniho zaznamu neustéle roste. P¥i
patrani po zdrojich tohoto obrovského druhového bohatstvi musime proto zohlednit historii
kontinentu a jeji vliv na modelovani neotropické fi¢ni sité nejméné od doby pozdnékridové.

Dokonalou syntézu historického vyvoje jihoamerickych rek provedli Lundberg et al. (1998); z této
préce jednoznacné vyplyva vliv andské tektoniky a morskych transgresi jakozto dvou primérnich
faktor( formujicich hydrologické poméry tohoto svétadilu. K iniciaci zdvihu prvotnich And a nésledné
propagace andského orogenu vychodnim smérem doSlo pred zhruba 90 miliony let v souvislosti
s dokonéenim oddélovani jihoamerického kontinentu od Afriky. Posun vrasnéného pasu smérem ke
stabilnim oblastem Guyanského a Brazilského Stitu doprovazeny postupnym zdvihem andskych
hfebend probihal dalSich asi 80 miliond let. V tomto vyvoji Ize vysledovat Sest megacykl( taktovanych
velkymi tektonickymi déji, které byly iniciovany pohybem pevninskych blokd (Lundberg et al. 1998,
shrnuti Pidlek 2006). Dasledkem byly postupné se ménici makrohydrologické poméry v andské panvi,
do které byly pavodné svedeny ficni systémy horni a stfedni Amazonky a Orinoka a horni Paran&
odtékajici spole¢né severnim smérem do Karibiku (obr. 1A). Stejné tak se ménily podminky v dolnich
¢astech povodi dnesni Amazonky, Orinoka a Parand, které zaujimaly samostatné panve odvodriované
do Atlantského oceanu. K dynamické transformaci akvatickych systému a alternaci jejich charakteru
mezi ficnim, jezernim, brakickym aZ marinnim prispival nadto morsky prvek. Rozsah transgresi byl
uréovan jednak eustatickou vySkou hladiny, jednak aktualnim zatiZzenim (a sklonem) kontinentu a
stupném zaplnéni andské panve geologickym substrdtem, kteréZto dva jevy byly opét zavislé na
postupu andské orogeneze.

Béhem obdobi miocénu postupné nastala situace, kdy se andsky pés dostal do kontaktu s obéma
prekambrickymi kratony do té miry, Ze byl zadrZen postup synklinaly vychodnim smérem a andska
panev se postupné plnila depozity. DoSlo rovnéZ ke zvyraznéni strukturnich obloukd Michicola a
Vaupes, které se nachézeji v mistech nejtésnéjSiho kontaktu andského pasma s Guyanskym, resp.
Brazilskym Stitem a tvofi dnesni rozvodi Orinoko - Amazonka, resp. Amazonka - Parana. Pred 8 az 7
mil. let do$lo k uzavreni odtoku do Karibiku v dasledku zdvihu severnich hiebend venezuelskych And
a v depozity zaplnéné andské panvi se zacala hromadit zadrzena voda. Po urcitém obdobi bezodtoké
faze vyvrcholila transformace fri¢ni sité prorazenim obloukd El Baul, resp. Purus a propojenim dolnich
a hornich ¢asti Orinoka, resp. Amazonky navzajem. Ustavila se tak dnedni podoba obou téchto
veletok sméfujicich z podhafi And na zapadé ke svych vychodnim deltdm v Atlantském oceanu
(obr. 1B). Vlivem tohoto vyvoje pozorujeme dnes tésnéjsi fylogenetické vztahy mezi faunami hornich
casti obou téchto velkych fek nez jsou vztahy mezi faunou horni a dolni Amazonky, resp. Orinoka.

Strucné receno, dasledkem kolizi pevninskych blokd na pacifickém (a karibském) okraji jihoamerické
desky a jimi vyvolanych tektonickych jevd byla postupna transformace #iéni sité, kterd se vyznamné
podepsala na vyvoji neotropické ichtyofauny a biogeografickych vzorech jejiho dnesniho rozSireni.
Kontrast mezi dynamickym dénim v zapadni ¢asti kontinentu a stabilitou jeho vychodni prekambrické
platformy je neprehlédnutelny. Na rozhrani téchto dvou domén nutné dochazelo k trvalému
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Obr. 1: Paleohydrograficky vyvoj Jizni Ameriky. A - Stav Fi¢nich systéma v obdobi pfed 43 - 30 mil. let, B - Transformace
fi€nich systéma v prabé&hu pozdniho miocénu. PFevzato z Lundberga et al. (1998).

kontaktu odliSnych a dynamicky se vyvijejicich faun, které zde navic mohly opakované nalézat
atociSté v dobach velkych morskych inkurzi. Tyto principy jsou zékladem nékolika hypotéz
pokousSejicich se objasnit historické priciny neotropické diverzity (prehled Hubert & Renno 2006,
Pialek 2006).

Diverzifikace fauny na atlantském pevninském okraji

Deskovou tektoniku zakonité provazely vyznamné jevy i na protilehlém vychodnim,
z geomorfologického hlediska pasivnim okraji jihoamerické pevniny. O dynamice geologického vyvoje
na atlantském pevninském okraji a jeho vlivu na diverzifikaci ichtyofauny obyvajici pobrezni reky a
priléhajici ¢asti vnitrokontinentalnich povodi bylo zatim napsano velmi malo. Ribeiro (2006) asocioval
distribu¢ni vzorce a fylogenetické vztahy raznych skupin neotropickych sladkovodnich ryb
s geologickym vyvojem atlantského kontinentélniho okraje. Definoval hlavni geologické procesy
modelujici zdejsi Ficni faunu, které casové spadaji do tfi raznych historickych obdobi. Vliv téchto
procest posléze demonstroval na konkrétnich kladogenetickych udalostech na tfech raznych
fylogenetickych stupnich.

Ribeirova préace je pro negeologa pomérné obtizné stravitelnym textem, jehoZ reprodukce vyZaduje
predem definovat hlavni pouZivané pojmy. Prvnim z nich je megadém; listovanim v geologickych
slovnicich (napf. Svoboda et al. 1960) a pospojovanim nékolika raznych hesel z oblasti tektoniky lze
dojit k zavéru, Ze dom je brachyantiklinala, tedy sedlovita soucast vrasy, jejiz osa se na obé strany ve
sméru protazeni nori, a tudiz periklindlné uzavira, a ktera je v horizontalnim prarezu stejné Siroka
jako dlouha. Z laického pohledu biologa je megaddm rozlehld kupolovita struktura zemského
povrchu, ktera je tektonického pavodu. JeSté ndzornéji si megadomy predstavime jako obfi (nékolik
set kilometrd v priméru) puchyre zemské kary, které v naSem pripadé vznikly pfi rozpadu zapadni
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Gondwany v oblasti interkontinentalniho riftu oddélujiciho budouci Jizni Ameriku od Afriky. Na obou
novych kontinentech tak po odtrZeni zGstala zhruba polovina kazdého z téchto "megapuchyria”.
DalSim terminem je rift, v prekladu jednoduSe trhlina, ktery geologicka ceStina prejima v pavodni
podobé. Jak srozumitelné objasnuje Cajz (2004) v obsahlé reSerSi vénované prednostné tomuto
vyrazu, je rift a hlavné mechanismus jeho vyvoje jevem c¢asto nesrozumitelnym samotnym geologim.
Jednoduse feceno je rift Uzk& podélna struktura v zemské kire, ktera je charakterizovana ztencenim
litosféry (odbornici laskavé prominou). Pravé kvali narueni litosferického obalu se rift stava ¢astym
mistem projevu raznych tektonickych procest a deformacnich sil. V naSem pripadé se jedna o rifty
vnitropevninské, které se ve velkém mnoZstvi nachazeji v oblasti atlantského okraje jihoamerické
pevniny coby pozistatky kontinentalni kolize a vétSinou s nim sdileji viceméné rovnobézny smér.

V souvislosti s oddélenim jihoamerického kontinentu od Afriky (cca 98 - 93 mil. let) predpoklada
Ribeiro na atlantském pobreZi existenci $esti hlavnich megadomai (obr. 2A). Reky odvodriujici oblast
megadomu tekly v radidlnim sméru dovnitf do vnitrozemi a vlévaly se do rozsahlejsiho Fi¢niho
systému, ktery svym prabéhem zhruba kopiroval obvod megadému a vléval se o nékolik set
kilometrG dale do Atlantiku (obr. 2B). Potter (1997) zdlraznuje, Ze ze vSech jihoamerickych rek
spliuje nejlépe predstavu tohoto modelu feka Parana. Jak jiz bylo naznaceno, cely pas atlantského
pobreZi je protkan bohatym systémem intrakontinentalnich rifta, které jsou pozistatkem
deformacnich procesu spojenych s roztrzenim zapadni Gondwany. Velmi zjednoduSené si mizeme
tuto oblast predstavit jako obrovskou ¢okol&du, jejiz dilky maji tvar extrémné dlouhych obdélnika.

Magdalena
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Obr. 2: A - Schematické znazornéni Sesti megadomua vzniklych p¥i rozpadu zapadni Gondwany a jejich poloha na
jihoamerickém kontinentu. B - Naznaéeni obvodového Fiéniho systému megadomu (Parana) s radialni siti zdrojnic.
Pfevzato z Ribeira (2006).

V obdobi zvySeného pisobeni tektonickych sil a ve spojeni s vulkanickou aktivitou (predevsim
v oblasti vulkanického centra Vitéria/Trindade na jv. pobreZi Brazilie) doslo k rozlaméni pobreZniho
pasu do blokd, které vytvorilo prostor nasledné erozi. Zatizeni pevninského okraje vytvorenym
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geologickym substrdtem zasobilo gravitacni nerovnovahu v zemské kare, k jejimuz izostatickému
vyrovnani doSlo prostrednictvim vertikalnich pohybu riftovych blokd. Vysledkem celého procesu,
ktery muZeme nazvat reaktivaci starych riftovych struktur, je mj. stupriovity pokles okraje
pevninského pasu. Uvedend reaktivace riftu probihd opakované, v megacyklech iniciovanych tymiz
tektonickymi udélostmi jako andsk& orogeneze. Popisované schéma je z pochopitelnych divoda
znacné zjednodudené.

S prvotnimi reaktivacemi riftu spojuje Ribeiro vznik vétsiny atlantskych pobreZnich fek, které sméruji
viceméné kolmo k pevninskému okraji a odtékaji do Atlantského oceanu. Pfi tomto procesu doslo
k oddéleni hornich pasem rek radialné odvodriujicich megadom a k obraceni sméru jejich toku. Z bio-
geografického hlediska predstavuje tento krok pavodni vikariantni udalost mezi povodimi na pobrezi
a uvnitf kontinentu. V dalSich cyklech dochazelo k opakované prestavbé rozvodi a jeho posunu
smérem do vnitrozemi, coZ umozniovalo vyménu ichtyofaun mezi nové ustavenymi pobreZnimi
systémy a prilehlymi vnitrokontinentalnimi rekami. Zatimco k prechodu fauny mezi povodimi po
gravitacnim gradientu postaci pouha eroze, ktera maze ovlivnénim prabéhu koryta vyvolat posun
rozvodi, Ribeirtv model zaloZzeny na vertikalnich pohybech riftovych blokd nabizi "vytah" i pro pohyb
v opa¢ném sméru.

Uvedenymi geologickymi déji vysvétluje Ribeiro kladogenetické udalosti na trech raznych
fylogenetickych urovnich, které odpovidaji vikarianci faun mezi pobreznimi a vnitrozemskymi rekami
ve trech raznych ¢asovych horizontech. "Model A" reprezentuje nejstarsi schéma (pocatek ve starsich
tretihorach az miocénu), jehoZ projevem je sestersky vztah pobreZniho a kontinentélniho taxonu na
arovni podceledi nebo celedi. Pro tento model je charakteristickd existence bazalni, druhové chudé
linie z pobreZni oblasti a bohaté diverzifikovaného kladu, jehoZ zéstupci osidlili rozsédhlou ¢ast
neotropické oblasti (napt. 6 bazalnich druhd vs. cely zbytek celedi Trichomycteridae). "Model B" je
obdobou uvedeného sesterského uskupeni na mezirodové nebo mezidruhové drovni. Vlivem
obousmérné vymény faun nemusi byt v tomto pripadé skupina z pobreZi vyrazné méné
diverzifikovana. Dasledkem kratsiho ¢asového planu pro tento evoluc¢ni scénér (zacatek v mladSich
tretihorach az pleistocénu) je kromé rozdilné fylogenetické drovné i mensi velikost kontinentalniho
aredlu (napt. 2 druhy Lignobrycon vs. 16 druh( Triportheus, Characidae). Konec¢né "model C"
vysvétluje sdileni taxont mezi pobreznimi fekami a prilehlymi pritoky na druhové Grovni. Tento
model predpoklada recentni reaktivaci riftu v pribéhu holocénu a s ni spojenou vyménu faun bez
nasledné diverzifikace; nabizi tak zatim nejvhodnéjsi vysvétleni pro vysokou frekvenci sdileni druhd,
ktera je napf. u pobreznich rek priléhajicich pritokim horni Parana 17 % (Bizerril 1994).

Ribeirova prace naznacila, Ze je atlantsky pevninsky okraj domovem vysoce endemitni a bohaté
diverzifikované rybi fauny, kterd zastava dodnes z velké ¢asti nepopsana, a ze speciacni procesy
probihajici v této oblasti jsou studovatelné. Mimo obvyklé prekazky brani vSak hlubSimu poznani
evoluénich déja i na jihoamerické poméry neobvykle drasticka a stale pokracujici devastace zdejSich
ptvodnich lesnich ekosystémua oznac¢ovanych obvykle souhrnnym pojmem Atlantsky prales.

Atlantsky prales

Atlantsky prales je jednim z 34 definovanych svétovych center biodiverzity, tzv. hotspoti
(http://www.biodiversityhotspots.org). Koncept hotspotd definoval Myers (1988) a jeho cilem je
acinna ochrana a efektivni alokace zdroja do zachovani celosvétového druhového bohatstvi.
Podminky zarazeni oblasti mezi hotspoty se postupné vyvijeji, zdkladnim predpokladem ale zGstava
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redukce pavodniho vegetacniho pokryvu o vice neZz 70 %. Ekosystémy takto oznacené jsou dnes
spole¢né domovem vice nez 77 % terestrickych obratlovct obyvajicich nasi planetu. Tato kritick4
Uzemi zaujimaji celkem plochu okolo 2,3 % suchozemského povrchu a Ziji v nich téméf 2 miliardy
obyvatel (http://www.biodiversityhotspots.org), ktefi jsou vétSinou na rostlinnych a Zivocisnych
vystupech pavodnich ekosystéma existenéné zavisli.

Panuje vSeobecna shoda, Ze jednim z nejzdevastovanéjSich a nejvice ohroZzenych hotspotd je pravé
Atlantsky prales; na tomto Uzemi je dynamika zmén zjevné nejrychlejsi a potreba ochranéarskych
zasahl nejnaléhavéjsi. V soucasné dobé zlstava jiz jen asi 7 - 8 % pralesa z prvotnich 1 az 1,5 mil.
km?, ktery je navic siiné fragmentovan (Galindo-Leal & Camara 2003). K pravdivému vykresleni
soucasného stavu je nutné dodat, Ze pres rozsahlé a rychlé niceni jejich Zivotniho prostredi prezivaji
(alesponi prozatim) témér vSechny rozpoznavané druhy obratlovci ve zbyvajicich izolovanych
ostravcich pavodniho lesa; k recentnimu popisu druhd novych dochézi na tomto Uzemi dokonce v tak
prozkoumanych skupindch jako jsou primati. Tato skutec¢nost snad zlstane dikazem o Zivota-
schopnosti organism a podnétem k védeckym studiim spiSe neZz argumentem ospravedlnujicim
bezuzdnou likvidaci.

Zbytky Atlantského pralesa dnes vyplniuji oblast rozkladajici se na atlantském pobrezi Brazilie mezi
statem Rio Grande do Norte (s hlavnim méstem Natal) na severu aZ po jizni Rio Grande do Sul (Porto
Alegre), kterd zasahuje do vnitrozemi pres severni Argentinu aZ po vychodni ¢&st Paraguaye.
Atlantsky prales zahrnuje rozlicné ekosystémy z nichZ nejvyznamnéjsi jsou tropicky a subtropicky
stélezeleny les, tropicky sezonni les, savana a mangrove. Podle Mittermeiera et al. (2004) se na jeho
Uzemi vyskytuje 20 000 druhd cévnatych rostlin (z nichZ je 40 % endemitnich), 263 druhd savch (27
%), 936 druhl ptakd (16 %), 306 druhd plazd (31 %), 475 druhG obojZivelnika (60 %) a 350 druhd
sladkovodnich ryb (38 %).

Pfi pohledu na satelitni snimky (http://earth.google.com) nebo na mapu zobrazujici vegetac¢ni pokryv
(obr. 3) Ize zjistit, Ze se v oblasti dosud zachovaly dva ponékud rozséhlejsi fragmenty pavodniho
celku. Prvnim z nich je Serra do Mar, asi 1 500 km dlouhy preruSovany horsky hreben tdhnouci se
tésné podél pobreZi mezi Curitibou a Rio de Janeirem. Tropicka vegetace zde odolava civilizacnimu

: Remaining forest
ARGENTINA e %
’ - - Atlantic Forest original extent
< Misiones
= ; p --- State borders

==== |nternational borders

Obr. 3: Situaéni mapka s vyznaénim pavodni rozlohy Atlantského lesa (vlevo) a mapa znazorfujici dneSni fragmentaci
zbyvajicich lesnich porosti (tmavy odstin). Pouze dva z téchto fragmentt prevy3uji svou rozlohou 10 000 km?, Serra do
Mar a Misiones (vpravo). Pfevzato z http://www.biodiversityhotspots.org a Galindo-Leal & Camara (2003).
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naporu prevdzné na strmych jihovychodnich svazich. Pro zdejSi deStny les jsou charakteristické
araukérie a stalezelené dreviny celedi Lauracae a Myrtaceae. Druhym kompaktnim zbytkem pavodni
rozlohy je oblast argentinské provincie Misiones propojend s malym zbytkem pralesa na Gzemi
brazilského statu Parana prostrednictvim hrani¢niho narodniho parku Iguazu.

Provincie Misiones a jeji ichtyofauna

Provincie Misiones vyplriuje Uzky zahnuty vybéZek argentinského Uzemi na severovychodé statu,
kterym se Argentina vkliiuje mezi Paraguay a Brazilii. VétSina hranice této druhé nejmensi provincie
je prirodniho charakteru a tvofi ji vodni toky: Parana na zapadé, jeji pritok Iguazi na severu, San
Antonio (pritok Iguazi) a Pepiri-Guazi (pritok Uruguaye) na vychodé a vlastni tok Uruguay na
jihovychodé. Na jizni strané oddéluji Misiones od sousedni provincie Corrientes rfeky Chimiray (pritok
Uruguay) a Itaembé (pfitok Parand). Provincie zaujima plochu 30 719 km?, co? tvoii necelé 1,1 %
argentinské rozlohy (Chebez 1996).

Geograficky reliéf provincie tvori zvinéna nahorni plosSina s typicky ¢ervenou hlubokou padou. Jeho
nejvyznamnéjSim prvkem je centrdlni horsky hreben, ktery je rozvodim mezi dvéma velkymi
hrani¢nimi fekami Parana a Uruguay a zvySuje se smérem k severu (nejvyssi bod 843 m n. m.). Klima
je subtropické bez vyrazného obdobi sucha, pramérna roc¢ni teplota je 20,1 °C. NejteplejSim mésicem
byva leden, nejchladnéjSim cervenec; denni vykyvy se pohybuji kolem 10 °C. Roéni ahrnné srazky
tvori v priméru 1 650 mm ((daje z let 1959 - 1973), ale mezirocni variace jsou veliké (max. 2 638
mm). Nedavné dlouhotrvajici obdobi sucha jsou davana do souvislosti s rozsdhlym odlesriovanim
v obou sousednich zemich (Chebez, 1996). K dramatickému Ubytku pdvodniho pralesa dochazi i na
Uzemi Misiones. Z prvotnich asi 87 % plochy provincie se jeho rozloha snizila na 40 % (Gdaj z roku
1970, Chebez 1996). Charakter zdejSiho lesa definoval Cabrera (1976) z prevdiné vétsiny jako
subtropicky stéalezeleny les vaviinového typu.

Misiones mé& velmi bohatou fi¢ni sit. Podle Chebeze (1996) ji mimo jiZ jmenované velké reky tvori 270
vodnich tokd vlévajicich se do Parana a dalSich 120 usticich do jejich pritokd, San Antonio a Iguazu.
Jihovychodni ¢ast provincie odvodruje okolo 400 pravostrannych pritokd feky Uruguay a jeji prave
zdrojnice Pepiri-Guazu. Provincii prochazi nejen rozvodi mezi veletoky Parana a Uruguay, ale i hranice
mezi horni a stredni ¢asti jejich povodi (obr. 4). Toto rozdéleni tokd je tvoreno vodnimi stupni rdzné
vySky a stari, z nichz nejznaméjsi jsou vodopady Cataratas del Iguazi a Gran Salto del Mocona
(portugalsky Saltos del Yucuma). Treti z monumentélnich vodopadd, 114 metrd vysoky Salto de Sete
Quedas na vlastnim toku Parand, definitivné zmizel v roce 1982 pod hladinou prehrady Itaipu.

Vodopad Iguazu tvori svétoznamou dominantu stejnojmenného narodniho parku na hranicich mezi
Argentinou a Brazilii. Jeho nejvyssi prieny stuper Garganta del Diablo (Dablav chitan) tvori prevyseni
okolo 70 metra a pro rybi faunu je v protivodném sméru neprekonatelny, jak dokazuje absence
zastupct nékterych (pod)éeledi (Clupeidae, Engraulidae, Potamotrygonidae, Serrasalminae) nebo
rodd (Salminus, Brycon, Prochilodus, Pseudoplatystoma) v hornim toku Iguazi (Chebez 1996).
Spoleéné s vodopady na dalSich pritocich Parana oznacil Ringuelet (1975) tento vodni stupen za
hranici ichtyogeografické provincie horni Parana. Stari Iguazl je odhadovano na 1 aZ 1,5 milionu let.
Tento Udaj byl ziskan prostym vydélenim délky karionu pod vodopadem oddélujicim jej od hlavniho
toku Parand rychlosti, se kterou reka v nékolika poslednich desitkach let obrusuje jeho hranu (1,4 -
2,1 cm/rok). Pokud by se skute¢na doba vzniku prilis neliSila od tohoto trividlniho odhadu, nemél by
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Obr. 4: Mapa znazorfujici jednotlivé €asti povodi Paraguay, Parand a Uruguay vzhledem k poloze Misiones. Tato
provincie zaujima strategickou polohu na rozhrani &ty¥ zoogeografickych oblasti.

lguazd podstatny vliv na distribuci staré neotropické fauny. Shromazdéni vhodného souboru
fylogenetickych dat by umoznilo testovani stari vodopadu prostrednictvim molekularnich hodin.

Vodopad Mocona oddélujici horni Uruguay od jejiho stredniho toku je vyrazné odliSny od Cataratas
del Iguazu. Je pouze 12 metr( vysoky, tvoreny témér dva kilometry dlouhou trhlinou uprostred reky
smérujici podél jejiho toku. Moconé je pravdépodobné starsi neZ Iguazl a pres svoji pomérné malou
vy3ku tvoFi vyznamnou bariéru mezi ichtyofaunou horni a stfredni Uruguay (Ri¢an & Kullander 2008).

Mimo vodopadt Iguazt a Mocona existuji vodni stupné tvorici biogeografickou hranici mezi horni a
stredni casti povodi Parana, resp. Uruguay i na mnoha dalSich ptitocich téchto rek (Chebez 1996).
Faunu obyvajici stredni ¢asti povodi miZzeme oznacit jako prechodnou. Ta je tvorena z jedné casti
horskymi elementy, které se dokazaly navzdory vodopadim Sifit z hornich ¢asti povodi a osidlily
stfedni tok, kde postupné naraZzely na kompetici niZzinnych druhd. Z druhé ¢asti je prechodné fauna

tvorena prvky niZzinnymi, které béhem postupného rozsifovani aredlt proti proudu narazily na
neprekonatelné fyzické prekazky.

Jak naznacily predchozi radky, ma provincie Misiones velmi strategické umisténi na rozhrani
prechodnych faun dvou velkych fek; zahrnuje tak vlastné ¢tyri zoogeografické oblasti (obr. 4). DalSim
faktorem favorizujicim zahajeni védeckych studii pravé v tomto regionu je nesmirné druhové
bohatstvi této malé provincie. Podle Lopeze et al. (2002) vykazuje Misiones navzdory své nepatrné
velikosti nejvy3si miru endemismu mezi vSemi argentinskymi ichtyoregiony. Chebez (1996) udava 222
druhl ryb vyskytujicich se na misionském Gzemi a zdlraznuje, Ze nedostate¢né Udaje pochazeji

zvlasté z povodi Uruguay. Jak mazZe byt vycet z tohoto povodi podhodnoceny, Ize demonstrovat na
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prikladu malé ficky Cufa-Pird, kde bylo béhem t¥i let popsano 7 novych druhd (Rodriguez &
Miquelarena 2005); dal3i dva druhy (rodu Crenicichla a Heptapterus) se pravdépodobné vyskytuji
v nasich terénnich sbérech.

Jako vhodny objekt pro testovani diverzifikace fauny podle Ribeirovy (2006) hypotézy vyvoje
Atlantského okraje zminéné v jedné z predchozich podkapitol mohou dobre poslouZit zastupci celedi
Cichlidae. Cichlidy jsou jednou z nejpocetnéjSich celedi perciformnich ryb, jejichz neotropicka
diverzita je velmi stara a jeZ jsou biogeograficky velmi informativni (Concheiro Pérez et al. 2007). Na
Uzemi Misiones dominuji této skupiné tfi rody, které se navzajem lis§i mj. svou biogeografii:
Australoheros, Gymnogeophagus a Crenicichla. Typicky niZinné rody cichlid (napt. Cichlasoma nebo
Bujurquina) se v provincii Misiones vibec nevyskytuji.

Australoheros

Rod Australoheros byl definovan Ri¢anem a Kullanderem (2006) pro druhovou skupinu ‘Cichlasoma’
facetum, kterd zastala spolu s dalsimi sedmi skupinami druhd po revizi rodu Cichlasoma (Kullander
1983) bez aplikovatelného rodového jména. Monofylie rodu byla autory prok&zana na zakladé
molekularni i morfologické analyzy a je prijimana bez vyhrad. Autapomorfii rodu je predevsim
redukce meristickych znaka (pocty Supin a obratl() a tfi rizné charakteristiky tykajici se zbarveni.

Rod Australoheros je geograficky nejjiznéjsim rodem cichlasomatinnich cichlid tribu Heroini (odtud
néazev rodu). Je rozSireny v povodi La Plata (dolni a stfedni Parané a Paraguay, celé povodi Uruguay) a
v pobreZnich fekdch na Uzemi Argentiny, Uruguaye a jizni Brazilie. V soucasnosti je znamo 9
popsanych druhl (Froese & Pauly 2008), které Ize zhruba rozdélit do t¥i biogeografickych oblasti:
1. A. facetus se vyskytuje v levostrannych pritocich brazilské ¢asti Uruguay a v pobreZnich rekéch.
Nékteré z pobreznich populaci v sobé skryvaji nové druhy; prikladem muaze byt A. ribeirae popsany
v tomto roce Ottonim et al. (2008) z povodi rio Ribeira do Iguape. 2. Nejvétsi diverzitu vykazuje
Australoheros v povodi Uruguay: A. forquilha, A. charrua, A. minuano, A. scitulus, A. sp. Jacutinga; lze
vystopovat samostatnou historii faun rozdélenych vodopadem Mocond. 3. Velky potenciél
nepopsané diverzity hosti stredni Paranda s levostrannym pritokem Iguazi a povodi Paraguay. Z této
oblasti jsou znamy druhy A. guarani, A. kaaygua, A. tembe.

Gymnogephagus

Rod Gymnogeophagus Miranda Ribeiro 1918 zahrnuje v dobé dokonc¢ovéani této prace 10 popsanych
druhd (Froese & Pauly 2008) a byl revidovan na zakladé morfologickych znakd Reisem a Malabarbou
(1988). Podle této studie se jedna o jeden z nejlépe definovanych rod podceledi Geophaginae.
Nejvyrazné;jsi autapomorfii definujici tento rod je pritomnost dopredu mificiho ostnu na prvnim
pterygiophoru hrbetni ploutve, ktery je pri terénni praci neprehlédnutelny, nebot zpasobuje znac¢né
obtize pfi vyplétani ryb z tenatnich siti (L. Pilek a O. Ri¢an, pers. obs.). Recentni molekularni analyzy
potvrdily monofylii rodu v rdmci geophaginnich cichlid (Wimberger et al. 1998, Pereyra & Garcia
2008).

Gymnogeophagus je biogeografickym prvkem dolnich a stfednich oblasti tokd, na rozdil od rodu
Australoheros nebo Crenicichla jej nenalezneme v horskych oblastech. Vyskytuje se v povodi stfedni a
dolni Parana a na dolnim toku jejiho pravostranného pritoku Paraguay (G. australis, G. balzanii,
G. caaguazuensis, G. che a G. setequedas), a dale v pobreZnich fekach severné od La Platy (na Uzemi
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jizni Brazilie a statu Uruguay) a v oboustrannych pritocich dolni Uruguay (G. gymnogenys, G. labiatus,
G. lacustris, G. meridionalis a G. rhabdotus).

Gymnogeophagus je jednim z maéla rodi neotropickych cichlid, ktery vykazuje diverzitu
v reprodukénim modu (Wimberger et al. 1998). Nékteri zastupci (napf. G. meridionalis) kladou jikry
na substrat, na kterém probiha vyvoj az do Uplného vylihnuti. Jini (napf. G. gymnogenys) jsou tzv.
tlamovci, u kterych samice opatruje potomstvo v obZabernim vaku, a to bud od okamZiku kladeni
jiker, nebo od stadia tésné pred vylihnutim larev. Dosavadni pozorovani neumoznuji spolehlivé
rozhodnout, zda se u tohoto rodu jedna o ovofilni nebo o larvofilni tlamovce; zatim vSak nebyl
v akvariu ani pti terénnim sledovani zaznamenan pripad, kdy by samice prechovavala v Ustech jikry
(Wimberger et al. 1998). Panuje vSeobecna shoda, Ze zpisob rodi¢ovské péce Uzce koreluje
s parovacim systémem, resp. s existenci pohlavniho dimorfismu. Akvarijni pozorovani druhd
G. meridionalis, G. rhabdotus a G. setequedas potvrdila, Ze se jedn4 vesmés 0 monogamni
substratové cichlidy témér nevykazujici sexudlni dimorfismus (Loiselle 1985, J. Casciotta pers.
comm.). Naproti tomu druhy, u kterych byl zaznamenan odchov potomstva v Ustni dutiné, vykazuji ve
vSech pripadech vyrazné morfologické rozdily mezi pohlavimi. Samci jsou vétsi, pestrejsi a zvlasté
v dobé treni se u nich objevuje vyrazny celni tukovy hrbol; parovacim systémem tlamovca je
polygynie (Wimberger et al. 1998). Studiem evoluce rodi¢ovského chovani u cichlid se zabyvala rada
autort (napr. Stiassny & Gerstner 1992, MclLennan 1994). Uvedené prace vesmeés povaZuji za
ancestralni stav biparentélni péci, kterd se pravdépodobné vyvinula z péce otcovské. Stiassny a
Gerstner (1992) zdaraznuji, Ze pouze jedné ze tfi cichliddm sesterskych celedi je vlastni opatrovani
zarodk samcem a Ze definitivni rozlusténi evolu¢ni dynamiky tohoto jevu si vyZada dalsi studie.
Proto kazda fylogeneticky ladéna prace zabyvajici se rodem Gymnogeophagus maze byt prinosem i
z hlediska fylogeneze tohoto behavioralniho znaku.

Crenicichla

Rod Crenicichla Heckel 1840 je v soucasném pojeti druhové nejbohatsi fylogenetickou linii
neotropickych cichlid. K jeho diverzité prispiva i skutecnost, Ze tento rod nebyl pro svou druhovou
komplexitu vice neZ sto let revidovan. Crenicichla je jedinym rodem, ktery ma i v malych vodnich
tocich c¢asto nékolik sympatrickych druh, zatimco ostatni rody cichlid vétSinou jen jeden. Zda
Crenicichla dokaze vytvaret druhy sympatrickou speciaci nebo zda se jedna pouze o sympatrii
sekundarni spojenou s morfologickou divergenci je jednim z lakavych témat této studie.

Crenicichla dnes zahrnuje pres 120 znamych druh( (Stawikowski & Werner 2004, autofi ziejmé
zaclenuji i dosud nezverejnéné popisy) a tento pocet rychle narista. Podle morfologickych znaku jsou
zastupci tradi¢né razeni do 6 druhovych skupin, pfipadné 7 skupin véetné rodu Teleocichla (napt.
Ploeg 1991). Skladba druhovych skupin mezi jednotlivymi autory kolis&; rod Teleocichla je podle
nejnovéjSich poznatka vniteni linii (U. Schliewen, pers. comm.). Molekularni fylogeneticka analyza
dosud nebyla publikovana. Studii zabyvajici se nejhlubsi fylogenezi rodu zpracovava v soucasnosti M.
Miller a U. Schliewen ze Zoologische Staatssammlung Minchen (U. Schliewen, pers. comm.).

V povodi La Platy se vyskytuji (mimo C. semifasciata obyvajici horni tok reky Paraguay a témér
vSudypritomné C. lepidota s.l.) pouze druhy sdruzené v tzv. jizni skupiné Crenicichla lacustris group
s.l. (Stawikowski & Werner 2004). Tato skupina zahrnuje nékolik druhovych komplexd, jejichz
definice neni jednotna (stejné jako definice celé skupiny) a je zaloZzena vyhradné na morfologickych
studiich (Kullander 1981, Ploeg 1991, Lucena & Kullander 1992). Porovnani jednotlivych
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Obr. 5: Biogeografické rozdéleni druha fazenych do jizni skupiny rodu Crenicichla a schematické znazornéni jejich
vyskytu.

systematickych konceptl zevrubné li¢i Stawikowski a Werner (2004) a podavaji vycet taxonu
naleZicich do Crenicichla lacustris group s.l.: C. iguassuensis, C. jupiaensis, C. lacustris complex
[C. dorsocellata, C. lacustris], C. missioneira complex [C. igara, C. jurubi, C. minuano, C. missioneira,
C. punctata, C. tendybaguassu], C. mucuryna, C. niederleinii complex [C. haroldoi, C. jaguarensis,
C. niederleinii], C. scottii complex [C. gaucho, C. prenda, C. scottii]. Jako nezarazené ponechévaji
autori dva druhy, které jsou jinymi pracemi zacleriovany do jizni skupiny, a to C. celidochilus a
C. vittata. K tomuto seznamu nutno pficist taxony definované pozdéji; jedna se o tfi druhy popsané
Kullanderem a Lucenou (2006) z pobreZnich fek jizni Brazilie (C. iguapina, C. maculata, C.tingui), dva
druhy definované Lucenou (2007) z horni ¢asti povodi Uruguay (C. empheres, C. hadrostigma) a
konecné o druh C. yaha, popsany Casciottou et al. (2006b) z pritok( stiedni Parané v Misiones. Za
zminku stoji, Ze ze 12 druhd této jizni skupiny obyvajicich lokality na Gzemi Argentiny jich bylo 10
zaznamenano na Uzemi provincie Misiones (Casciotta et al. 2006b); z této oblasti zfejmé pribude

My

v nejbliZ8i dobé dalsi novy popis, C. tesay (J. Casciotta, pers. comm.).

Jak struc¢né naznacil predchozi odstavec, dosavadni morfologické analyzy nevnesly do fylogenetickych
vztaht skupiny C. lacustris group mnoho svétla a v sou¢asném stadiu situaci spiSe zneprehlednuji;
z praktického hlediska uzitecnéjsi pohled nabizi biogeografické rozdéleni jiznich druhd do t¥i hlavnich
skupin (obr. 5). Pokud je mi zndmo, tak do dneSniho dne nebyly publikovany Zadné molekularni prace
zabyvajici se pribuzenskymi vztahy v rdmci uvedené skupiny a rovnéz v pripravované studii M. Millera
a U. Schliewena je C. lacustris group zastoupena pouze okrajové (M. Miller, pers. comm.). Préci na
tomto rodu déle komplikuje, Ze ani u recentné popisovanych druh( nebyvé odebiran vzorek DNA pro

molekularni analyzu, vouchery jsou neztidka nevhodné konzervovany a situaci neulehcuje ani vyrazny
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pohlavni dimorfismus vétsiny druhd. Homologizace terénnich sbérd s typovymi exempléri jakozto i
typt navzdjem bez navstévy typovych lokalit je proto vétSinou nemoZna. Soudé dle mizivého
zastoupeni nukleotidovych sekvenci takto pocetného rodu v datab&zi GenBank se daji predvidat i
moZné technické problémy s izolaci a amplifikaci prislusnych genovych markerG. Potencialné
komplikované fylogenetické vztahy uvnitt skupiny nepfimo naznacuje rovnéz Benzaquem et al.
(2008), podle nichz "C. lacustris group vykazuje méné konzervované cytogenetické charakteristiky
neZ ostatni skupiny, coZz maze indikovat disperzi a speciaci rodu Crenicichla severojiznim smérem".

Z dosavadné uvedeného jasné vyplyva, Ze jakékoli podrobnéjsi molekuldrni fylogenetickd a
biogeograficka mikrostudie rodu Crenicichla provedena na relativné malém, le¢ klicovém prostoru
misionského regionu je cennym a bez nadsdzky pionyrskym prispévkem k poznani této rozsahlé
skupiny.

Shrnuti cila

1) Uskutecnit prvni etapu fylogenetické a biogeografické studie ¢eledi Cichlidae v oblasti Atlantského
pralesa, za jejiz cil byla zvolena provincie Misiones. Relativné malé rozloha tohoto Uzemi a obrovska
druhova diverzita zahrnujici ¢tyfi zoogeografické oblasti je prislibem efektivniho vynaloZeni
finan¢nich prostredkd, lidskych zdroja i logistické zvladnutelnosti terénniho vyzkumu v redlném case.

2) Ovérit volbu rodl Australoheros, Gymnogeophagus a Crenicichla jako modeld pro studium
evoluénich procest a distribucnich vzorca ve studované oblasti.

3) Provést predbéZnou fylogenetickou a biogeografickou analyzu uvedenych rodd se zahrnutim jiz
publikovanych morfologickych i molekuldrnich dat, zaméfit se na porovnani vysledkd s existujicimi
taxonomickymi konstrukcemi.

4) V pripadé Uspésného splnéni predchozich cild bude projekt pokracovat akvizici a vyhodnocenim
vzorku z oblasti vychodni Paraguaye a jizni Brazilie, aby bylo moZné v konec¢né fazi fylogeneticky a
biogeograficky zpracovat celou studovanou oblast povodi La Plata a prilehlych pobrezZnich rek (neni
obsahem této diplomové prace).
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Metody

Terénni sbéry

Sbér vzorka byl provaddén co nejrovnomérnéji na celém Gzemi provincie Misoines v povodi obou
hlavnich fek, Parana a Uruguay. Pocet a vybér prochytdvanych mist byl limitovan Spatnou
dostupnosti mnoha lokalit a dale polohou narodniho parku Iguaz a provinéniho parku Urugua-i, na
jejichz Gzemi se nepodafilo ziskat povoleni k odchytu. Bylo proloveno 22 lokalit na Gzemi Misiones a
dva niZinné biotopy v provincii Corrientes (tab. 1, obr. 6). Nejvice vzorkd bylo ziskdno odchytem do
tenat, v mensi mire byly pouZivany dalsi rybolovné metody: elektroagregét, vrhaci sit a udice.

Tkén urcend k izolaci DNA byla po usmrceni ryby predavkovanim anestetika MS 222 odebrana ze
Zaber, ploutvi nebo ocasni svaloviny a fixovana 95 % ethanolem. Celé exemplare byly konzervovany
4% roztokem formaldehydu a uloZeny J. Casciottou v muzeu v La Platé (Facultad de Ciencias
Naturales y Museo de La Plata, UNLP) k morfologické analyze. Celkem bylo odebrano 296 tkariovych
vzorkd DNA (Australoheros 40, Gymnogeophagus 46, Crenicichla 201, ostatni 9).

Tab. 1: Seznam prochytavanych lokalit. Pismeno v zavorce ve sloupci 'feka' oznaéuje povodi (P - Parana, U - Uruguay),
'n. v." = nadmotska vyska, 'lov' = rybolovnd metoda (T - tenata, E - elektricky agregat, V - vrhaci sit, U - udice; Fazeni
odpovida uspésnosti prostfedka pro prislusnou lokalitu).

C. Datum Reka GPS N.v. Lov
L1 27.-29.11.07 A. Deseado, San Antonio, Iguazu (P) 25°40'15.7" S, 53°55'68.7" W 198 m TU
L2 28.11.07 A. Lobo, Iguazu (P) 25°42'34.8" S, 54°05'39.4" W 279m E
L3 28.11.07 lesni rybni¢ek na malém potoku (P) 25°41'24.0" S, 54°07'26.6" W 294m VU
L4 29.11.07 maly lesni pfitok A. Uruguai (P) 25°58'26.2" S, 54°15'28.8" W 243m TV
L5 30.11.07  maly pfitok Rio Iguazu (P) 25°46'58.8" S, 54°02'16.0"W  297m E
L6 30.11.07 Piray Mini (P) 26°20'00.3" S, 53°52'30.0"W 476 m TEU
L7 30.11.07 Piray Guazi (P) 26°26'34.1" S, 54°08'29.4"W  288m T
L8 1.12.07 A. Fortaleza (U) 26°45'56.6" S, 54°10'57.4" W 402m T
L9 1.12.07 A. Soberbio (U) 27°16'55.2" S, 54°11'47.6" W 170m T
L10A 2.12.07 pritok Rio Yaboti, nad vodopadem (U) 27°14'15.1" S, 54°02'38.5" W 152m T
L10B 2.12.07  pritok Rio Yaboti, pod vodopadem (U) 27°14'15.1" S, 54°02'38.5"W  144m TU
L11 3.12.07 A. Changai (U) 27°28'13.8" S, 54°41'24.5" W 140m TE
L12 3.12.07 A. Patria (U) 27°45'57.4" S, 55°09'33.7" W 104m TU
L13 4.12.07 A. Tamandua (U) 27°05'56.5" S, 54°45'48.9" W 436 m TE
L14 4.12.07 A. Paranay Guazu (P) 26°48'27.1" S, 54°45'37.7" W 197m TVU
L15 5.12.07 A. Cunapiru (P) 27°05'18.7" S, 54°57'07.5" W 189 m TU
L16 5.12.07 A. Tucangua (P) 27°02'18.5" S, 55°02'14.1" W 118m T
L17 6.12.07 A. Cunapiru above Salto Encantado (P) 27°03'19.7" S, 54°49'16.8" W 427m TE
L18 6.12.07 A. Guarupé (P) 26°53'02.1" S, 54°53'32.6" W 174m TU
L19 6.12.07 Salto 3de Mayo (P) 26°45'31.5" S, 54°55'28.1" W 9%6m TU
L20 7.12.07 A. Paranay Guazu - horni tok (P) 26°49'03.5" S, 54°26'58.9" W 30lm TU
L21 7.12.07 A. Chapa (P) 27°17'42.0" S, 55°11'01.8" W 221m TUuv
L22 8.12.07 maly potok sev. od Apostoles (U) 27°50'50.2" S, 55°45'53.9" W 126 m TE
L23 9.12.07 laguna Ibera (P) 28°32'47.3" S, 57°11'44.7" W 62m TU
L24 11.12.07 Corrientes (U) 29°36'49.6" S, 58°07'06.1" W 85m V
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Obr. 6: Mapa vodnich tokd na Uzemi provincie Misiones s vyznaéenim polohy a éisla prochytavanych lokalit (nejsou
zobrazeny lokality L23 a L24 na GUzemi provincie Corrientes).

Molekularni metody

Z alkoholem fixovaného vzorku byla genomova DNA izolovana pomoci proteinazy K soupravou
JETQUICK Tissue DNA Spin Kit (Genomed) dle standardniho protokolu. Sekvence odpovidajici
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mitochondrialnimu genu cytochromu b (cca 1140 bp) byly v pripadé rodG Australoheros a
Gymnogeophagus Uspésné amplifikovany metodou PCR s pouZitim primert GLuDG.L-5' (TGA CTT
GAA RAA CCA YCG TTG, Palumbi et al. 1991) a H15915-3' (AAC TGC CAG TCA TCT CCG GGT TAC AAG
AC, Irwin et al. 1991). Reakéni objem 25 ul obsahoval 12,5 ul Combi PPP Master Mix (Top-Bio), 1,5 pl
kazdeho primeru (10 pmol/ul) a 1 ul extrahované DNA. PCR reakce byla provadéna na termocykleru
PTC-150 (MJ Research) a zahrnovala poc¢atecni denaturaci 2 min. 94 °C, 35 cyklt [denaturace 1 min.
94 °C, nasednuti primeru 1 min. 50 °C, extenze 1 min. 72 °C] a finélni extenzi 8 min. 72 °C. Produkty
PCR byly precistény soupravou JETQUICK PCR Purification Spin Kit (Genomed).

Sekvenacni reakce byla provedena standardnim postupem s pouZitim stejnych primera, sekvence
byly analyzovany na automatickém sekvenatoru ABI 3730XL Applied Biosystems (oboji provedla firma
Macrogen Ltd.). Chromatogramy byly zkontrolovany a sestaveny do vyslednych sekvenci s pouZitim
programu BioLign version 4.0.6.2 (Hall, 2005). Sekvence byly alignovany softwarem BioEdit version
6.0.5 (Hall, 2004) oddélené pro kazdy rod.

V pripadé rodu Crenicichla nebylo z fady vzorkd mozné ziskat uvedenym postupem Zadany produkt.
Alternativné byla proto amplifikovana ¢astecna sekvence cytochromu b (cca 660 bp) prostrednictvim
primerd GLUDG-5' (CGA AGC TTG ACT TGA ARA ACC AYC GTT G) a Cytb3-3' (GCC AAA TAG GAA RTA
TCA TTC) (Willis et al. 2007). PCR reakce byla provadéna v objemu 25 pl (30 s 94 °C, 30 x [30 s 94 °C,
45552 °C, 90 s 72 °C], 5 min. 72 °C). Timto zptsobem se zvySila Uspésnost amplifikace na vice nezZ
90 %. Vysledné sekvence byly proménlivé kvality a nékteré chromatogramy obsahovaly u rady
nukleotidd dvojity signal indikujici smésny templét; pri prvotni analyze zaujimalo nékolik sekvenci
velmi neocekdvanou pozici v predbézném fylogenetickém stromu. Vzhledem k tomu, Ze ampli-
fikovanymi produkty mohly byt v nékterych pripadech paralogy genu pro cytochrom b obsazené
v jaderné DNA (tzv. NUMT, jaderné sekvence mitochondridlniho pavodu), byl pro rod Crenicichla
zvolen jako genovy marker mitochondrialni gen ND2 (druhd podjednotka NADH dehydrogendazy)
véetné sousednich gent pro tRNA Met a Trp (celkem cca 1300 bp). PouZity byly primery ILE-5' (CCG
GAT CAC TTT GAT AGA GT) a ASN-3' (CGC GTT TAG CTG TTA ACT AA) (Wimberger et al. 1998). PCR
reakce byla provaddéna v objemu 25 pl s upravenym teplotnim cyklem (10 min. 95 °C, 36 x [10 s 96 °C,
20 s 50 °C, 90 s 68 °C], 10 s 72 °C). Koncentrace jednotlivych sloZek i veSkery dalsi postup byl stejny
jako u cytochromu b. Sekvenac¢ni reakce byla na rozdil od pavodni Wimbergerovy prace uskuteénéna
pouze s amplifikaénimi primery.

Fylogenetické analyzy

Datové soubory se zalignovanymi sekvencemi byly uloZzeny ve formatu NEXUS prostrednictvim
programu BioEdit. Pro kazdy rod zvlast byla provedena analyza metodou maximalni parsimonie (MP)
a Bayesovska fylogeneticka analyza. Heuristické hledani nejkratSiho (MP) stromu bylo provadéno
v programu PAUP* (Swofford, 1998) a zahrnovalo 1000 replikaci s nahodnym pridavanim sekvenci a
vyménou vétvi (branch swapping) metodou TBR (tree bisection reconnection). Podpory jednotlivych
uzld MP stromu byly urceny neparametrickym bootstrapovanim (Felsenstein 1985) s 10 000
pseudoreplikaci a v pripadé rodu Gymnogeophagus i spocitanim Bremerova (decay) indexu se 100
replikacemi pro kazdy uzel (Bremer 1988, 1994) prostrednictvim programu PBSpeedy v.0 a PAUP*
(PBSpeedy je autorem této diplomové prace vytvoreny software s grafickym rozhranim Windows
vytvoreny v Delphi, ktery umozriuje pohodIné a rychlé ziskani nékolika druhd podpory MP topologie
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[Bremer, partitionovany Bremer, bootstrap a jacknife] prostfednictvim PAUP*; zkuSebni verze
programu bude po dokonceném testovani vystavena na http://www.fishes.cz).

Bayesovska fylogeneticka analyza (BA) byla ziskana vyuZitim algoritmu tzv. Metropolis-Hastingsovy
metody vybéru zaloZzené na principu Monte Carlo a vychézejici z predpokladu Markovovych retézct
(Metropolis-coupled Markov chain Monte Carlo method, MCMCMC; Altekar et al. 2004)
implementovaného v programu MrBayes v3.1.2 (Huelsenbeck & Ronquist 2001, Ronquist &
Huelsenbeck 2003). Pro odhad nejvhodnéjsiho substitu¢niho modelu podle Akaikova informac¢niho
kritéria (AIC) a kritéria hLRT (hierarchical likelihood ratio test) byl pouZzit MrModelTest v2.2 (Nylander
2004), ktery je zjednoduSenou verzi programu ModelTest 3.06 (Posada & Crandall 1998) pro Ucely
BA, a PAUP*. V pripadé rozdéleni fylogenetické matice na nékolik nezavislych soubora znakd odpo-
vidajicim sekvencim rdznych gent (Crenicichla) za Gcelem soubéZzné aplikace raznych modeld byly
parametry téchto model( rozprazeny prikazem 'unlink’. BA byla provadéna kombinovanou analyzou
dvou nezavislych béha, kazdy s osmi Markovovymi retézci (temp = 0,2). Pocet generaci se pohyboval
mezi 1 a 3 mil. se vzorkovaci frekvenci 100. Konvergence ke stabilni hodnoté pravdépodobnosti byla
odhadnuta s pouZitim vSech numerickych i grafickych diagnostickych kritérii vyvolanych pfikazem
"sump"; vzorky ziskané pred dosaZenim konvergence byly vynechany z analyzy jako tzv. burn-in.
Zbyvajici vzorky byly pouzity pro rekonstrukci konsenzualniho stromu dle pravidla 50 % majority.
Stabilita topologie vysledného stromu byla testovéna v zavislosti na hodnoté burn-in. Pfi provadéni
BA analyz bylo vyuZito sluZeb vypocetniho biologického servisniho centra Cornell University
(http://cbsuapps.tc.cornell.edu), které je ¢aste¢né podporovano Microsoft Corporation.
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Vysledky

Australoheros

Do fylogenetickych analyz bylo zahrnuto celkem 31 sekvenci, z nichZ 18 pochézelo z naSich terénnich
sbérd; 13 sekvenci bylo ziskano z databaze GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) a jsou oznaceny
prislusnymi pristupovymi kody (tab. 2). K zakorenéni fylogenetického stromu byly pouZity tFi
sekvence zéstupct rodu Gymnogeophagus ve funkci tzv. outgroupu. Zalignovany datovy soubor
mitochondrialnich sekvenci cytochromu b obsahoval véetné outgroupu celkem 1137 nukleotidd,
znichz bylo 341 variabilnich a 284 parsimonné informativnich. V rdmci samotného rodu
Australoheros obsahovalo 28 sekvenci celkem 185 variabilnich mist, z nichZ 145 bylo parsimonné
informativnich. Mezi sekvencemi z terénnich sbérd bylo identifikovdno celkem 10 haplotypd rodu
Australoheros pochazejicich z 8 lokalit.

Tab. 2: Australoheros - Seznam a pavod sekvenci mitochondrialniho genu cyt b zahrnutych do fylogenetické analyzy.

Cislo Lokalita Nazev Poznamka Shér
H1 L2 A. kaaygua 28.11.2007
H2 L4 A. tembe 29.11.2007
H3 L4 A. tembe 29.11.2007
H4 L8 A. cf. tembe samice 1.12.2007
H5 L8 A. cf. tembe samec 1.12.2007
H6 L10A A. cf. tembe 2.12.2007
H7 L10A A. cf. tembe 2.12.2007
H8 L10B A. cf. tembe mensi 2.12.2007
H9 L10B A. cf. tembe vétsi 2.12.2007
H10 L11 A. cf. tembe 3.12.2007
H11 L11 A. cf. tembe 3.12.2007
H12 L12 A. cf. tembe 3.12.2007
H13 L12 A. cf. tembe 3.12.2007
H14 L13 A. cf. tembe 4,12.2007
H15 L13 A. cf. tembe 4,12.2007
H16 L24 A. scitulus 11.12.2007
H17 L24 A. scitulus 11.12.2007
AY843387 - A. facetus GenBank
AY 998665 - A. facetus GenBank
AY998666 - A. facetus GenBank
AY998667 - A. facetus GenBank
AY998658 - A. Jacutinga GenBank
AY998659 - A. minuano GenBank
AY998661 - A. scitulus GenBank
AY998662 - A. scitulus GenBank
AY998663 - A. scitulus GenBank
AY843373 - A. tembe GenBank
AY 998660 - A. tembe GenBank
Gl1 L11 Gymnogeophagus sp. outgroup 3.12.2007
AF370661 - Gymnogeophagus gymnogenys outgroup GenBank
AF370662 - Gymnogeophagus labiatus outgroup GenBank
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Obr. 7: Vysledny BA strom ziskany analyzou sekvenci cytochromu b rodu Australoheros s pouzitim substitu
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Vysledkem MP analyzy byly 2 stromy (délka 541 krokd, Cl s vylou¢enim neinformativnich pozic
0,7173, Rl = 0,8989), které se nepatrné liSily vzajemnou pozici tfi sekvenci A. scitulus (vSechny
GenBank). Méné rozliSeny ze dvou MP strom byl v tomto uzlu shodny s vyslednym BA stromem a
byl pouZit pro jejich vzdjemné porovnani.

Kazdé z pouzitych kritérii pro volbu substituéniho modelu urcilo jako vysledny jiny model: GTR+G
(hLRT), resp. GTR+I+G (AIC). Proto byly provedeny dvé nezdvislé BA analyzy, kazdd s 1 000 000
generaci. Ustdleného stavu bylo dosaZeno po necelych 8 000, resp. 10 000 generacich (burn-in = 80,
resp. 100). Oba stromy vykazovaly neménnou topologii p¥i testovani vlivu hodnoty burn-in (testovany
interval 80, resp. 100 aZz 5 000), dochazelo pouze k nevyznamnému kolisani hodnot posteriorni
pravdépodobnosti (PP) jednotlivych uzlG. Topologie obou stromd byla totoznd, p¥i pouZiti modelu
GTR+I+G byly pro vétSinu uzla zisk&dny nizsi hodnoty PP. Vzhledem k optimélnim hodnotam
konvergencnich kritérii byl jako findlni hypotéza zvolen fylogeneticky strom vzeSly z BA s pouZitim
tohoto modelu.

Vysledné BA a MP stromy se liSily topologii jediného z hlavnich klada (obr. 7). Tento klad vySel v obou
analyzach jako monofylum s vysokou hodnotou podpory. Postaveni viech dalSich haplotypt bylo
v obou vyslednych stromech shodné.

Gymnogeophagus

Fylogenetické analyzy byly provadény s 55 sekvencemi, z nichZ 26 pochazelo z naSich terénnich sbérd
a 29 sekvenci bylo ziskano z databaze GenBank (tab. 3). K zakorenéni fylogenetického stromu byly
poufZity tfi sekvence zastupca rodu Geophagus ve funkci tzv. outgroupu. Zalignovany datovy soubor
mitochondrialnich sekvenci cytochromu b obsahoval véetné outgroupu celkem 1051 bp (sekvence
z GenBank mély délku 571 bp), z nichZ bylo 348 variabilnich a 321 parsimonné informativnich.
V rdmci samotného rodu Gymnogeophagus obsahovalo 52 sekvenci celkem 302 variabilnich mist,
z nichZ 268 bylo parsimonné informativnich. Mezi sekvencemi z terénnich sbért bylo identifikovano
celkem 17 haplotypt rodu Gymnogeophagus pochazejicich z 12 lokalit.

Tab. 3: Gymnogeophagus - Seznam a pavod sekvenci mitochondrialniho genu cyt b zahrnutych do fylogenetické analyzy.

Cislo Lokalita Néazev Poznamka Shér
G1 L1 G. sp. 28.11.2007
G2 L1 G. sp. 28.11.2007
G5 L8 G. sp. "fortaleza" 1.12.2007
G6 L8 G. sp. "fortaleza" 1.12.2007
G7 L9 G.sp. 1 dlouhé télo  1.12.2007
G9 L10B G. sp. 2.12.2007
G10 L10B G. sp. 2.12.2007
G11 L11 G. sp. 3.12.2007
G12 L11 G. sp. 3.12.2007
G13 L12 G. sp. 3.12.2007
G114 L12 G. sp. 3.12.2007
G15 L15 G. sp. samec 5.12.2007
G16 L15 G. sp. 5.12.2007
G17 L16 G. sp. 5.12.2007
G18 L16 G. sp. samec 5.12.2007
G19 L20 G. sp. samec 7.12.2007
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Cislo Lokalita Nazev Poznamka Shér

G20 L20 G. sp. samice 7.12.2007

G21 L21 G. sp. samec 7.12.2007

G22 L21 G. sp. samice 7.12.2007

G23 L22 G. sp. - meridionalis group 8.12.2007

G24 L22 G. sp. - meridionalis group 8.12.2007

G25 L22 G. sp. - gymnogenys group 8.12.2007

G26 L23 G. balzanii 9.12.2007

G27 L23 G. balzanii 9.12.2007
AF370661 G. gymnogenys GenBank
DQ448251 G. gymnogenys GenBank
DQ448252 G. gymnogenys GenBank
DQ448253 G. gymnogenys GenBank
DQ448254 G. gymnogenys GenBank
DQ448255 G. gymnogenys GenBank
DQ448256 G. gymnogenys GenBank
DQ448257 G. gymnogenys GenBank
DQ448258 G. gymnogenys GenBank
DQ448259 G. gymnogenys GenBank
DQ448260 G. gymnogenys GenBank
DQ448261 G. gymnogenys GenBank
DQ448262 G. gymnogenys GenBank
DQ448263 G. gymnogenys GenBank
DQ448264 G. gymnogenys GenBank
DQ448265 G. gymnogenys GenBank
DQ448266 G. gymnogenys GenBank
DQ448267 G. gymnogenys GenBank
DQ448268 G. gymnogenys GenBank
DQ448269 G. gymnogenys GenBank
EF426490 G. gymnogenys GenBank
EF426491 G. gymnogenys GenBank
EF426492 G. gymnogenys GenBank
EF426493 G. gymnogenys GenBank
AF370662 G. labiatus GenBank
DQ448270 G. labiatus GenBank
DQ448271 G. meridionalis GenBank
DQ448272 G. meridionalis GenBank

Ged L2 Geophagus sp. outgroup 28.11.2007

Ge8 L9 Geophagus sp. outgroup 1.12.2007
AF370659 - Geophagus brasiliensis outgroup GenBank

Vysledkem MP analyzy bylo 207 stromu (délka 661 krokd, Cl s vylou¢enim neinformativnich pozic
0,6203, RI = 0,8510), z nichZ byl vytvoren striktni konsenzus (obr. 8).

Kazdé z pouzitych kritérii pro volbu substituéniho modelu urcilo jako vysledny jiny model: GTR+G
(hLRT), resp. GTR+I+G (AIC). Proto byly provedeny dvé nezdvislé BA analyzy, kazdd s 3 000 000
generaci. Ustaleného stavu bylo dosaZzeno po necelych 50 000, resp. 45 000 generacich (burn-in =
500, resp. 450). Oba stromy vykazovaly neménnou topologii pfi testovani vlivu hodnoty burn-in
(testovany interval 500, resp. 450 aZz 15 000), vysokou miru stability vykazovaly i hodnoty PP pro
jednotlivé uzly. Topologie fylogenetickych stromd byla totoZnd i pti porovnani obou modell
navzajem, rovnéZ hodnoty PP nevykazovaly vyznamné rozdily (vétSina hodnot byla identickd).
Vzhledem k optimalnim hodnotdm konvergenc¢nich kritérii byl jako finalni hypotéza zvolen
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Obr. 9: Vysledny BA strom ziskany analyzou sekvenci cytochromu b rodu Gymnogeophagus s pouzitim substituéniho
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fylogeneticky strom vzesly z BA s pouzitim modelu GTR+I+G (obr. 9). Hlavnim rozdilem mezi BA
stromem a striktné konsenzualnim MP stromem je rozdiln& agregace vétvi vné druhového klastru
G. gymnogenys.

Crenicichla

Do fylogenetickych analyz bylo zahrnuto celkem 74 sekvenci rodu Crenicichla, z nichz 72 bylo ziskdno
z naSich terénnich sbérh (tab. 4). Druhova jména pouZita v nazvech sekvenci jsou pouze pracovni a
vyjadfuji morfologickou podobnost nebo geografickou prislusnost konkrétniho vzorku a nikoli
definitivni taxonomické zarazeni; proto jsou uvaddéna s velkymi pocatecnimi pismeny. K zakorenéni
fylogenetického stromu byly pouZity sekvence Astronotus ocellatus a Satanoperca jurupari
z GenBank. Zalignovany datovy soubor mitochondrialnich sekvenci genu pro ND2 a sousednich gend
pro tRNA (¢ast GIn, Met, Trp, c¢ast Ala) obsahoval celkem 1297 pozic, z nichZ bylo 508 variabilnich a
393 parsimonné informativnich. V ramci samotného rodu Crenicichla obsahovalo 72 sekvenci celkem
340 variabilnich mist, z nichz 332 bylo parsimonné informativnich. Mezi sekvencemi z terénnich
sbéra bylo identifikovano celkem 38 haplotypd rodu Crenicichla pochazejicich ze 17 lokalit.

Tab. 4: Crenicichla - Seznam a pavod sekvenci mitochondrialnich gend ND2 + tRNA zahrnutych do fylogenetické analyzy.

Cislo Lokalita  Nazev Poznamka Shér
Ci1 L1 C. BigMouth 27.11.2007
C2 L1 C. BigMouth 27.11.2007
C4 L1 C. BigLips 27.11.2007
C5 L1 C. Yaha samice 27.11.2007
C6 L1 C. Yaha samec 27.11.2007
Cc7 L3 C. Lepidota 28.11.2007
C8 L4 C. BigMouth 29.11.2007
C9 L4 C. BigMouth 29.11.2007
C10 L4 C. Line 29.11.2007
c1ua L5 C. BigMouth samec 30.11.2007
Ci12 L5 C. BigMouth 30.11.2007
C13 L6 C. FemaleBW 30.11.2007
Cil4 L6 C. FemaleBW 30.11.2007
Ci15 L7 C. PirayGuazu 30.11.2007
C16 L7 C. Line 30.11.2007
C17 L7 C. PirayGuazu 30.11.2007
c18 L7 C. Line 30.11.2007
C19 L8 C. Tendybaguassu samice 1.12.2007
C20 L8 C. Tendybaguassu samec 1.12.2007
c21 L8 C. Fortaleza samice 1.12.2007
C22 L8 C. Tendybaguassu samec 1.12.2007
C23 L8 C. Fortaleza samec 1.12.2007
C24 L8 C. Gaucho samice 1.12.2007
C25 L8 C. Gaucho 1.12.2007
C26 L10A C. Gaucho samice 2.12.2007
Cc27 L10A C. Gaucho 2.12.2007
C28 L10B C. NotTendybaguassu samice 2.12.2007
C29 L10B C. NotTendybaguassu samec 2.12.2007
C30 L11 C. Changai 3.12.2007
C31 L11 C. Gaucho samec 3.12.2007
C32 L11 C. Gaucho samec 3.12.2007
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Cislo Lokalita  Nazev Poznamka Shér
C34 L12 C. Lepidota samice 3.12.2007
C35 L12 C. Lepidota 3.12.2007
C36 L12 C. Missioneira 3.12.2007
C37 L12 C. Gaucho samec 3.12.2007
C38 L12 C. Gaucho samec 3.12.2007
C39 L12 C. Missioneira samice 3.12.2007
C40 L14 C. ParanayGuazu samice 4.12.2007
C41 L14 C. ParanayGuazu samec 4.12.2007
C44 L15 C. Niederleinii samice 5.12.2007
C45 L15 C. Niederleinii samec 5.12.2007
C46 L15 C. Lepidota samice 5.12.2007
ca7 L15 C. Lepidota samec 5.12.2007
C48 L16 C. Niederleinii samice ? 5.12.2007
C49 L16 C. Niederleinii samec 5.12.2007
C50 L16 C. Lepidota samice 5.12.2007
C51 L18 C. Niederleinii samec 6.12.2007
C52 L18 C. Niederleinii samice 6.12.2007
C53 L18 C. Lepidota samec 6.12.2007
C54 L19 C. Lepidota samec 6.12.2007
C56 L20 C. Niederleinii samice 7.12.2007
C57 L20 C. Niederleinii samec 7.12.2007
C58 21 C. Niederleinii samec 7.12.2007
C60 L21 C. Lepidota samec 7.12.2007
C79 L10B C. Gaucho samice 2.12.2007
c80 L10B C. Minuano samec 2.12.2007
c81 L7 C. PirayGuazu 30.11.2007
C82 L7 C. Line 30.11.2007
C83 L8 C. Fortaleza 1.12.2007
C84 L8 C. Tendybaguassu samice 1.12.2007
C85 L8 C. Tendybaguassu samec 1.12.2007
C86 L8 C. Tendybaguassu 1.12.2007
c87 L11 C. Gaucho samec 3.12.2007
C88 L14 C. ParanayGuazu samice 4.12.2007
C89 L14 C. ParanayGuazu samec 4.12.2007
Ca0 L15 C. Niederleinii samec 5.12.2007
ca1 L16 C. Niederleinii samec 5.12.2007
C92 L16 C. Lepidota samec 5.12.2007
C93 L18 C. Lepidota samice 6.12.2007
C94 L20 C. Niederleinii samice 7.12.2007
C95 L20 C. Niederleinii samec 7.12.2007
AB018971 Satanoperca jurupari outgroup GenBank
AB018972 Astronotus ocellatus outgroup GenBank

Vysledkem MP analyzy byl jediny strom (délka 894 krokd, ClI s vylouéenim neinformativnich pozic
0,6984, Rl = 0,7114).

Substitu¢ni modely byly uréeny pro kazdy gen zvl&st (tab. 5). Byly provedeny tfi samostatné BA
analyzy, jedna se souborem modeld urcenych podle kritéria hLRT, druha se souborem podle AIC a
treti analyza s modelem GTR+I+G pouZitym nezavisle (partitioned) pro kazdy gen, vidy s 2 000 000
generaci. Ustéleného stavu bylo dosazeno po necelych 25 000, resp. 40 000 a 58 000 generacich
(burn-in = 250, resp. 400 a 580). Vdechny tti stromy vykazovaly neménnou topologii pfi testovani
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vlivu hodnoty burn-in (testovany interval 250, resp. 400 a 580 aZz 10 000), vysokou miru stability
vykazovaly i hodnoty PP pro jednotlivé uzly. Topologie fylogenetickych stromd byla prakticky totoZzné
i pri porovnani viech modeld navzdjem, nepatrné rozdily v rozliSeni byly zpasobeny kolisanim PP
nékolika vétvi kolem kritické hodnoty pro konsenzus (50 %). PP nékterych uzla ziskané na zakladé
partitionovaného modelu GTR-I-G se vyznamnéji odliSovaly od hodnot vypocitanych s pouZitim
zbyvajicich dvou modeld. Vzhledem k optimalnim hodnotdm konvergencnich kritérii byl jako finélni
hypotéza zvolen fylogeneticky strom vzesly z BA s pouZitim modelu GTR-I-G (obrézek); v pfipadé
rozdila PP mezi timto a ostatnimi modely vétSich nez 3 % je uvedeno rozmezi. Vysledné fylogenetické
BA a MP stromy se liSily v topologii druhového klastru C. missioneira (obr. 10, 11, 12).

Tab.5: Substituéni modely pro jednotlivé sekvenéni Gseky uréené na zakladé analyzy pomoci MrModelTest a PAUP* podle
Akaikova informaéniho kritéria (AIC) a hLRT (hierarchical likelihood ratio test).

Gen Pozice v alignmentu  Model podle hLRT  Model podle AIC
Gln 1-61 K80 HKY+

Met 62-130 JC F81

ND2 131-1177 GTR+G GTR+I+G

Trp 1178 - 1250 SYM SYM+I

Ala 1251 - 1297 K80 K80
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Obr. 10: Vysledny BA strom ziskany analyzou sekvenci ND2 + tRNA rodu Crenicichla (celkovy pfehled) s pouzitim
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Vysledny BA strom ziskany analyzou sekvenci ND2 + tRNA rodu Crenicichla (C. niederleinii complex) s pouZzitim

Obr. 11:
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Obr. 12: Vysledné BA a MP stromy ziskané analyzou sekvenci ND2 + tRNA rodu Crenicichla (C. missioneira complex)
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Diskuse

Australoheros

Fylogeneticka analyza potvrdila vyraznou molekularni diverzifikaci rodu Australoheros ve studované
oblasti, kter4 je v dobré shodé s druhovou diverzitou popsanou na zékladé morfologickych
charakteristik (Casciotta et al. 1995, Ri¢an & Kullander 2003, Ri¢an & Kullander 2006, Casciotta et al.
20064, Ri¢an & Kullander 2008). Klastry odpovidajici jednotlivym druham tvofi ve viech pripadech
monofyla s vysokymi hodnotami PP i bootstrapové podpory (obr. 7). O taxonomické prislusnosti
kladu oznaceného jako A. cf. forquilha bude moZné rozhodnout teprve na zakladé porovnani vzorku
z nasich terénnich sbér s haplotypy pochazejicimi ptimo z typoveé lokality A. forquilha, kterou je
stejnojmenny pritok Rio Grande do Sul v brazilské &asti povodi Uruguay (Ri¢an & Kullander 2008).

V souvislosti s Ribeirovou (2006) teorii vyvoje atlantského okraje Ize uvaZovat o evoluci studovaného
rodu na dvou rozdilnych fylogenetickych Grovnich. Prvni z nich je Groveri mezirodova. K oddéleni
rodu Australoheros od nejblize ptibuznych rod neotropickych cichlid, za které je povazovan cely
zbytek heroinnich cichlid mimo tzv. amazonské taxony (Concheiro Pérez et al. 2007, Ri¢an et al. 2008,
Smith et al. 2008), doslo pred 20 - 30 mil. let dle molekularniho ¢asovani prostrednictvim mtDNA
(Concheiro Pérez et al. 2007). Tato divergence souvisi s posunem rozvodi a postupnym oddélovanim
Parana od paleo-Amazonas (Lundberg et al. 1998) a je moZné na ni rovnéz pohliZzet prizmatem
Ribeirovych modelt. Druhou, a z hlediska této prace prioritni fylogenetickou rovinou, je kladogeneze
uvniti samotného rodu Australoheros.

Pro ¢asovani duleZitych kladogenetickych udalosti mazeme pouZit jednoduchy model molekularnich
hodin zaloZeny na divergencni rychlosti mitochondrialniho genu pro cytochrom b. V ptipadé
sladkovodnich ryb je béZné uZivan vztah, podle kterého 1 % divergence mezi dvéma haplotypy
(vSechny udaje v této préci se tykaji divergence nekorigované podle délky vétvi) odpovida zhruba
1 milionu let (Bermingham et al. 1997, Zardoya & Doadrio 1999). Tato rychlost byla opakované
testovana a neni vyznamné odliSna od geologické kalibrace molekularnich hodin u cichlasomatinnich
cichlid (napf. Concheiro Pérez et al. 2007).

Nejmensi mezidruhovou divergenci vykazuji dva parananské druhy A. kaaygua a A. tembe (3,8 %),
k jejichz oddéleni od sebe navzajem doslo podle uvedeného vztahu pred necelymi 4 mil. let (obr. 7).
Tento c¢asovy odhad vyrazné predchazi uvazované dobé vzniku Cataratas del Iguazd (1 - 1,5 mil. let).
Fylogenetické vztahy uvniti rodu jsou tedy starSi nez samotny vodopad; historie rodu Australoheros
proto odrazi podobu fiéniho systému pred vznikem tohoto krajinného monumentu.

Oddéleni této dvojice od ostatnich druhd spada do c¢asového intervalu mezi 4,3 az 5,2 mil. let.
Uvedend divergence ziejmé zosobriuje vikarianci mezi druhy obyvajicimi feky Parana a Uruguay
zpusobenou vyvrasnénim pohofi Sierra de Misiones. Pokud tok feky Parana pavodné sledoval hranice
megaddému dle Ribeirovy hypotézy, tak horni Uruguay mohla byt jejim p¥itokem a odvodrnovat ¢ast
megaddému v radialnim sméru a dnesni stfedni Parana mohla tvorit p¥itok reky Paraguay (obr. 13,
stfedni Parana neni barevné zvyraznéna). K presmérovani toku Parand mohlo potom zjevné dojit
v souvislosti s vyvySenim centralniho hrebene Sierra de Misiones. Nasledné zvySeni vodnosti Parana
v novém koryté by urychlilo zahlubovani fi¢niho karionu a mohlo tak v konec¢né fazi iniciovat vznik
vodopadd lguazl. Spojeni fek Parand a Uruguay podle vSeho nezaniklo okam?ité, nybrz se
s postupnym zdvihem centralniho pohofi, které tvori jeden z prstovitych vybézka Brazilské vysociny
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na Uzemi dnedni Argentiny, posouvalo jihozapadnim smérem. Diikazem muaze byt i vySkovy gradient
centralniho hrebene, jehoz nejvyssi bod na Uzemi Argentiny leZi v samotném severovychodnim cipu
provincie; Sierra se svazuje smérem k jihozapadu, aZ se postupné vytraci v roviné sousedni provincie
Corrientes. Propojeni obou fi¢nich systému pretrvava v pozménéné sezdnni podobé dodnes v nizinné
oblasti Esteros del Ibera jizné od provincie Misiones.

Stejného stari jako Sierra de Misiones je podle vysledkd fylogenetické analyzy i vodopadd Mocona
(4,2 mil. let), oddélujici fauny stfedni a horni Uruguay reprezentované v této studii druhy A. minuano
a A. sp. Jacutinga. Ke vzniku tohoto podélného zlomu v koryté rio Uruguay a k elevaci centréalniho
pohori tak mohlo dojit pri téze reaktivaci riftu a podle mechanismu popsaného v Ribeirové studii
(obr. 13).
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Obr. 13: Schematické znazornéni hypotetického prepojeni stiedni Parana, vzniku vodopaddu Mocona a vyvrasnéni
centralniho pohofi. K uvedenym udalostem mohlo dojit podle fylogenetické analyzy rodu Australoheros na rozhrani
miocénu a pliocénu (pred cca 5 - 4 mil. let). Podkladova mapka pfevzata z Ribeira (2006).

Gymnogeophagus

Vysledky fylogenetické studie rodu Gymnogeophagus jsou dokladem bohaté molekularni
diverzifikace, jakou naznacily jiz predchozi analyzy (Wimberger et al. 1998, Pereyra & Garcia 2008).
Ve srovnéni s predchozim rodem je tato diverzita naprosto odliSné strukturovana, vyrazné prevysuje
popsanou morfologickou variabilitu a vétSinou postrada jakékoli biogeografické opodstatnéni.

Terénni sbéry zahrnovaly predevSim skupinu polygynnich, pohlavné dimorfnich tlamovca
(G. gymnogenys a G. balzanii). Tato skupina tvorila v MP i BA analyze monofylum s jednozna¢nou PP
podporou (PP = 100, bootstrap = 86). Do analyzy byly zahrnuty rovnéz sekvence G. gymnogenys ze
studie Pereyry a Garcii (2008) pochdzejici z povodi feky Uruguay a atlantskych pobreZnich rek. Stejné
jako vcitované préaci tvorily tyto haplotypy ve vyslednych stromech ctyri dobre rozliSené
vnitrodruhové linie. Dalsi monofylum uvnitf G. gymnogenys sdruZilo vSechny naSe haplotypy
uvedeného druhu z provincie Misiones (z povodi Parana i Uruguay). Jak shodné uvadi Pereyra a
Garcia (2008), mezi jednotlivymi klady G. gymnogenys jsou obrovské divergence (az 5,3 %) a tyto
klady nejsou izolovany vzdalenosti. Na jedné lokalité spolu ¢asto Ziji v sympatrii monomorfni jedinci,
jejichz linie jsou oddéleny nékolik milionG let; pribuzné haplotypy se naproti tomu vyskytuji na
geograficky velmi vzdalenych mistech. Divergence uvnitf samotné misionské linie jsou 3,2 %, resp.
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2,6 % (obr. 9). Pfi konecném hodnoceni téchto udaji je tfeba vzit v potaz i zrychlenou evoluci
geophaginnich cichlid (viz dale).

Na tomto misté je tfeba zdlraznit, Ze morfologickd identita molekularné dobre rozliSenych starych
linii maZe byt jen zdanliva, zpGsobena tradicné antropocentrickym zpasobem hodnoceni, ktery
neodpovida rozpoznavacim systémam studovanych ryb. Jako maly priklad Ize uvést morfologické
srovnéni provedené J. Casciottou (pers. comm.). Ten na z&kladé vysledka této molekuldrni analyzy
dokézal zpétné vytvorit systém nékolika meristickych i plastickych znak( rozliSujicich haplotypy
z lokalit L12 a L15, které se predtim zdaly navzajem nerozpoznatelné.

Popisovana diverzita morfologicky definovaného pobreZzniho druhu G. gymnogenys zcela jisté
prekracuje druhovy ramec. Vytvoreni odpovidajici taxonomické konstrukce v soucasné chvili brani
chybéjici idaje o haplotypech z Gzemi Brazilie, které zahrnuli do své molekularni fylogenetické studie
Wimberger et al. (1998). Analyzované sekvence ale dodnes nebyly publikovany a jejich uverejnéni je
z divodu pravdépodobné ztraty dat nejisté (R. E. Reis, pers. comm.).

Skupina substratovych, monogamnich a sexuélné nedimorfnich gymnogeophagt vychazi v BA analyze
vaci tlamoveim parafyletickd, shodné s vysledky Wimbergera et al. (1998); v konsenzualnim MP
stromu tvoFi monofylum s nizkou bootstrapovou podporou (bootstrap = 78). Tato skupina je dle
naSich poznatk( v Misiones zastoupena podstatné mensi mérou neZ linie tlamovdi. Pres plodné a
pomérné dakladné prosbirani misionského Uzemi se jedince morfologicky blizké G. meridionalis
podarilo zaznamenat pouze na dvou lokalitach (L1 a L22). V liniich substratovych gymnogeophagt se
rovnéz vyskytuje fenomén popsany v predchozich odstavcich: Morfologicky rozliSené druhy vychazeji
parafyleticky a tvori nékolik molekularné divergovanych dlouho oddélenych linii, které nevykazuiji
geografickou korelaci. Ve vysledném stromu zpracovaném Wimbergerem et al. (1998) se mezi
terminalnimi vétvemi substratové skupiny dokonce trikrat opakoval klad tvoreny dvojici druhd
G. rhabdotus a G. meridionalis, které vychéazely vidy jako sesterské. Kvali vysokym genetickym
divergencim se Wimberger et al. priklanéji k existenci kryptickych druh(. Opakovéni stejného
fylogenetického vzorce u G. rhabdotus a G. meridionalis, jehoZz obdoba se vyskytla rovnéz u tlamov¢i
linie (Pereyra & Garcia 2008), dava také prostor k ivahdm o ancestrélni hybridizaci, kterd byla jesté
pred fixaci alel nasledovana nékolikanasobnou geografickou izolaci.

Analyzy Wimbergera et al. (1998) a hlavné Pereyry & Garcii (2008) naznacuji, Ze se jedné spiSe o
kryptickou morfologickou diverzitu neZ recentni introgrese. Pereyra & Garcia 2008 jasné
demonstrovaly, Ze geneticky silné divergované syntopické line (az 5,3 % divergence) nevykazuiji
“isolation by distance” (neni ani korelace mezi liniemi a geografii), ale vykazuji omezeny tok genu
mezi jedinci ze stejnych lokalit. Oba tyto argumenty svéd¢i o Géinnych prezygotickych izolacnich
mechanismech a tim o existenci biologickych druhl, které jsou ale tradiéné pouzivanymi
morfologickymi znaky kryptické. Pro vysloveni kone¢né hypotézy zatim schazeji potfebna data; mimo
Wimbergerovy sekvence bude treba ziskat i haplotypy dalSich druh( z povodi Parana a Paraguay.

Historicko-biogeografické Gvahy o diverzifikaci tohoto nizinného rodu je nutno zacit v oblasti
brazilskych pobteznich rek a v povodi Uruguay, kde ma rod Gymnogeophagus nejvétsi diverzitu
(G. meridionalis, G. rhabdotus, G. lacustris, G. labiatus); tyto postupné odStépované bazalni linie jsou
parafyletické vuci kladu G. gymnogenys s.l. (¢asteéné obr. 9, Wimberger et al. 1998, Pereyra & Garcia
2008). Vezmeme-li v Gvahu predpoklad o zrychlené evoluci geophaginnich cichlid (Farias et al. 1999,
Farias et al. 2001, Smith et al. 2008), vychazi pfi zhruba dvojnasobné divergenéni rychlosti (2 %/mil.
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let) casovy odhad odStépovani vétsiny vétvi vné druhového komplexu G. gymnogenys do obdobi cca
4 - 55 mil. let (divergence 8 - 11 %). Tedy do obdobi, ve kterém mohlo na z&kladé analyzy rodu
Australoheros dojit k zasadni prestavbé povodi Uruguay a Parana. Ve zhruba témze ¢asovém rozmezi
predpokladaji Pereyra & Garcia (2008) separaci G. meridionalis vs. G. labiatus a G. labiatus vs.
G. gymnogenys. Do stejného obdobi spada i nejstarsi znamy fosilni zd&znam pro rod Gymnogeophagus
(Casciotta & Arratia 1993). V budouci féazi studie bude ale treba testovat, zda na tuto ¢asovou
podobnost nemé v pripadé molekularnich dat vyznamny vliv saturace genu cyt b, které je podle
Farias et al. (2001) dosaZeno na urovni 15 % divergence.

Hypotetizovany postup fylogeneze tedy sméruje z pobreznich ek do povodi dolni Uruguay a déle do
stredni Parana (dvé terminalni vétve misionské vnitfni skupiny G. gymnogenys). Na zakladé naSeho
nekompletniho souboru dat oviem nelze stanovit kone¢nou hypotézu ani vyvozovat zavéry o tom,
jak vyznamny byl podil disperze ¢i vikariance na uvedeném vyvoji.

Crenicichla

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze dosud nebyla publikovana molekularni fylogeneticka studie rodu
Crenicichla ani Zadné jeho druhové skupiny, ptindsi tato prace vesmés nové a leckdy prekvapivé
skutec¢nosti. Fylogenetickd analyza predevsim odhalila zasadni nesoulad mezi molekularni diverzitou
jizni skupiny a morfologickou definici prislusnych druhd; rozdily byly zaznamenény u kladd zhruba
odpovidajicich druhovym komplexam C. missioneira a C. niederleinii (obr. 10). Vztah mezi diverzifikaci
tohoto rodu a jejim fenotypovym vyjadienim je (predevsim v pripadé komplexu C. missioneira)
opacny, neZ jaky byl zaznamenan u rodu Gymnogophagus; jeho projevem je morfologicka odliSnost
geneticky blizce pribuznych haplotypa.

Z taxonomického hlediska neodhalila analyza Zadny rozpor v definici druht C. lepidota a C. gaucho
(obr. 10). Vysledky dale naznacuji existenci dvou nepopsanych druhd, C. sp. nov. 1 (C8,C9) a C. sp.
nov. 2 (C13,C14), které se daji dobre definovat jak molekuldrné, tak na zakladé morfologie (obr. 11).
V druhovém "komplexu™ C. niederleinii tvori z popsanych druhd monofylum pouze C. yaha a vétev
oznacena jako C. sp. 2; ta odpovida druhu C. tesay, na jehoZ popisu v soucasnosti pracuji argentinsti
ichtyologové (obr. 11). Haplotypy oznacené jako C. sp. 1 (C16,C18,C82,C58 + C10) spojuje pritomnost
vyrazného podélného pruhu, tato skupina ale neni monofyletickd. Zbyvajici haplotypy pracovné
sdruzené do parafyletické skupiny C. sp. 3 jsou morfologicky podobné. Maji vesmés pri¢né dvojpruhy
charakteristické pro C. niederleinii (lisi se vSak jejich poétem) a pro samice je typicky oranzovy pruh,
ktery je z vétsSi ¢asti umistén v predni poloviné téla. Nejvétsi nesoulad mezi fylogenetickou hypotézou
vytvorenou na zakladé mitochondrialniho genu ND2 a morfologickou diverzifikaci odhalila analyza ve
skupiné C. missioneira. V tomto druhovém "komplexu" je mira p¥ibuznosti mezi haplotypy nejvétsi
(max. divergence 1,3 %) a morfologické rozdily nejvyrazné;si (obr. 12).

Zajimavym namétem pro speciacni studii je bezpochyby posledné jmenovany komplex. Je pro ngj
typicka pritomnost dvou nebo dokonce t¥i (lokalita L10B) blizce pfibuznych "druhd" na stejné lokalité,
které se lisSi mj. pfijimanou potravou a s ni spojenou morfologii Ustniho aparatu (C. missioneira -
stredné velkd Usta, C. minuano - drobné tlamky, C. tendybaguassu - obrovské tlamy; obr. 12).
Morfologickd divergence se zda byt zavisld na pritomnosti ostatnich linii a s ni souvisejicim
rozdélenim potravni niky; pro exaktni dikaz je ale potreba uskutecnit nové a cilené terénni sbéry.
PredbéZzné porovnani vysledkd fylogenetické analyzy genu ND2 s nepublikovanymi vysledky
ziskanymi na zakladé ¢asti sekvenci cytochromu b nedokazalo vyloudit ancestralni polymorfismus.
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Budouci analyza musi proto mimo sekvenovani nékterych jadernych gent zahrnovat dalsi genetické
metody (napt. AFLP, mikrosatelity) a stejné tak metody pro rekonstrukci fylogeneze na poddruhové
arovni (napt. haplotypoveé sité). Kromé syntopické divergence morfologickych znakl je treba se
potencidlné zamérit i na studium pripadné sympatrické speciace v ficnich systémech.

Studované linie rodu Crenicichla mazeme rozélenit do tFi biogeografickych skupin. NiZinnou faunu
zastupuje C. lepidota, jejiz disperzni potenciél se zjevné odrazil v obrovském areélu rozsireni. Vyskyt
tohoto druhu nad Cataratas del Iguazl se da vysvétlit disperzi starSi neZ je doba vzniku vodopadu
(divergence C46,C47,50 vs. C7 = 1,9 %), pripadné téZ mechanismem souvisejicim s pfepojenim toku
Parana popsanym v souvislosti s rodem Australoheros. Horskou faunu tvori zéstupci z povodi
Uruguay: C. gaucho a tfi druhy komplexu C. missioneira (C. missioneira, C. minuano a C. tendy-
baguassu). Vyskyt téchto druhG na argentinském Gzemi definitivné potvrdily teprve naSe terénni
sbéry. Do fauny prechodné maZzeme zaradit druhy ze stredni (a horni) Parana, které zahrnuji komplex
C. niederleinii a dva dosud nepopsané druhy C. sp. nov. 1 a C. sp. nov. 2. Pro zformulovani
biogeografické hypotézy nejsou prozatim k dispozici haplotypy prislusejici drundm popsanym mimo
Uzemi Misiones, na jejichZ ziskani se v soucasnosti pracuje. Exemplare z typovych lokalit téchto
neargentinskych taxon( poslouzi zaroven jako srovnédvaci material pro vzajemnou homologizaci a
dokonceni fylogenetické analyzy.
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Souhrn

1)

Provincie Misiones poslouZila jako vhodn& oblast pro zahdjeni studii zabyvajicich se evoluci celedi
Cichlidae v povodi La Plata a prilehlych pobreZznich rekach. Misiones hosti prechodnou faunu
obou velkych fi¢nich systému (Parand a Uruguay) oddélenych centralnim pohofim; nabizi tak
jedine¢nou moZnost studovat na malém Uzemi ichtyofaunu ¢tyr geografickych oblasti. Definice
téchto oblasti se ukdzala byt smysluplnou. Prestoze je dnes vodopadd Iguazu absolutni
protiproudou bariérou, na historii studovanych rodt nemél vyraznéjsi vliv; jejich diverzifikace je
podstatné starsiho data neZ odhadované doba vzniku vodopadu (1 - 1,5 mil. let). Naproti tomu se
na formovani ichtyofauny zjevné podilely nizsi, ale vyrazné starsi vodni stupné (Mocona).

Zvolené rody Australoheros, Gymnogeophagus a Crenicichla se ukézaly byt vhodnym modelem

pro studium evolu¢nich mechanism@ i historickych biogeografickych udélosti, nebot se ve

sledovanych charakteristikach vhodné doplnuji:

e Kazdy z rodd ma svou svébytnou biogeografickou historii, které se vzajemné prolinaji. Rod
Australoheros méa nejvétsi diverzitu v horni a stfedni Uruguay. Tato feka byla spiSe nez
Parana jeho diverzifikaénim centrem. Je tedy horskou (a prechodnou) skupinou z povodi
Uruguay. Gymnogeophagus je naproti tomu pobreZni skupina, ktera se do oblasti dostava
sekundarné, a to v nékolika liniich. Rod je niZinnou a prechodnou skupinou z pobreZi.
Crenicichla obsahuje linie s riznymi misty diverzifikace, a je tak pojitkem celého projektu;
zahrnuje horské, nizinné i prechodné prvky.

e Gymnogeophagus a Crenicichla zahrnuji druhové komplexy. U prvné jmenovaného se jedna o
kryptické druhy, které maji vyrazné molekularni divergence, ale jsou z lidského pohledu
morfologicky Spatné rozliSitelné. U druhého rodu se vyskytuje situace opacnd; morfologicky
dobre odliSitelné druhy nejsou molekularné divergované a speciace je mnohem mladsiho
data a lokalnéjSiho charakteru.

Cilem do budoucna zistava propojit znalosti ziskané z Uzemi Misiones s Udaji z oblasti jizni

Brazilie a Paraguaye, a dokoncit tak fylogenetickou a biogeografickou analyzu uvedenych rodu;

rovnéz se pokusit o lokalni mikroevolué¢ni a populacni studie rodu Crenicichla a Gymnogeophagus

v ramci Misiones vedouci k poodhaleni specia¢nich mechanismd. Na téchto projektech bych se

rad podilel v rdmci svého pripadného doktorského studia.
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