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Anotace

Bujurquina is the most widespread and species-rich genus of cichlids in the western Amazon
of South America, yet based on recent studies it remains poorly known. In this thesis, based
on analyses of molecular data (mtDNA cytochrome b marker) a new phylogenetic hypothesis
for the genus is provided, with a review of its species diversity, and biogeographic
interpretation of its evolution. In this thesis a total of 45 species-level taxa were included,
including 20 valid species (out of 21) and 25 putative new species. New sequences were
generated for 25 species and 17 putative new species. Most of the included species and
putative new species are confirmed by the molecular analyses. The phylogeny of the genus is
well resolved and well supported. A high degree of endemism in Bujurquina is confirmed and
extended to all basins of its distribution. The high endemism together with the well resolved
and well supported phylogeny enabled a very detailed biogeographic reconstruction of the
genus which confirms and even significantly extends our knowledge of the biogeographical

evolution of the Western Amazon and Western South America.
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Uvod

Rod Bujurquina Kullander, 1986 zahruje sladkovodni ryby, které patii do celedi Cichlidae
nejmén¢ 1700 druhy (Kullander, 2003), ale odhady se blizi az ke 3000 druhum. Patfi do
podtridy Actinopterygii a podle tradi¢ni klasifikace do fadu Perciformes (Nelson a kol. 2016,
Fricke a kol. 2020, Helfman a kol. 2009). VétSina druht je sladkovodni, jen par se jich
vyskytuje v prostiedi s brakickou vodou. Cichlidy se vyskytuji v Africe, ve Stfedni a Jizni
Americe, na Madagaskaru, a n¢kolik druhti je znamo i Stfedniho vychodu, Sri Lanky, jizni
Indie a z Nearktické oblasti (Kullander, 1986, Keenleyside, 1991, Berra, 1981, Barlow 2000,
McConnell, 2021, Obr. 1)

Amphilophus

Tylochromis
polylepis

Obrazek 1: Rozsifeni cichlid na Zemi, upraveno (Matschiner a kol. 2020).

Mezi ostatnimi rybami lze cichlidy rozpoznat podle jen jedné nosni dirky na kazd¢ strané hlavy,
podle rozdélené postranni ¢ary, 7-24 (obvykle 13-16) trni v hibetni ploutvi, a 2-12 (obvykle
3, zfidka vice nez 5) tru fitnich ploutvi. Délka v dospélosti se pohybuje od nékolika cm do 1
metru. V dospélosti jejich télo pokryvaji malé ktenoidni Supiny (Kullander, 1998, Kullander,
2003). Cichlidy maji typicky uzké kranialni postranni kanalky, ale nckteré rody je maji

redukované nebo rozsifené. Souvisly systém postranni ¢ary, ktery je jinak bézny u kostnatych



1yb, je u cichlid vzacny. Maji typicky rozdéleny systém postranni cary na dvé ¢asti (nebo jeho

variace), ktery je jinak vzacny u jinych celedi kostnatych ryb (Webb a kol. 2021).

Velka rozmanitost cichlid se vysvétluje pokrocilou péci o potomstvo a riznymi adaptacemi
ustni dutiny (pfijem potravy) a travici soustavy. Velké rozdily jsou hlavné ve tvaru chrupu, coz
koreluje se specializaci na stravu (Obr. 2, 3). VétSina cichlid se Zivi bezobratlymi nebo

rostlinami, ale velké druhy se Zivi jinymi rybami (Kullander, 1998).

Obrazek 2: Nakresy typu chrupu u zastupcu celedi Cichlidae (Angulo a San Gil-Ledn 2022).
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Obrazek 3: Typy zubi u stiedoamerickych cichlid (Ri¢an a kol. 2016)

Vétsina cichlid je pohlavné dimorfnich (pfedevsim ve zbarveni) a samice jsou vétSinou mensi
nez samci (Nelson, 1995, Kullander, 1986). Zpiisob, jakym se cichlidy staraji o sva mlad’ata,
se u ruznych druht a skupin lisi. Nékteré druhy se staraji o mlad’ata jen nékolik dni, jiné se o
mlad’ata staraji tydny az mésice. Nejcastéji se rozmnozuji v parech, ale existuje u nich cela
Skala zahmujicich téméf kompletni spektrum rodicovské péée znamé u obratlovei od
monogamie po polygynandrii (Balshine a Abate, 2021) U nckterych druhii, které se
rozmnozuji monogamng, s¢ rozmnozuje jeden samec a jedna samice spolu. Pro cichlidy je
typické, Ze jsou jejich jikry kladeny na substrat a oba rodice hlidaji své potomky po dobu
n¢kolika dni aZ tydni, vzacné mésici. U mnoha druht takto se rozmnozujicich je znama i
oralni inkubace jiker nebo pludku v ustni dutiné samice i samce (Kullander, 1986, Barlow,
2000). P1i polygynii se samec rozmnozuje se dvéma a vice samicemi. V polyandrii se jedna

samice rozmnozuje s vice samci.



Velikost jiker cichlid se od sebe rod od rodu i druhové lisi. Velikost jiker je ovlivnéna mnoha
faktory, jako je vné&jsi prostredi, velikost snusky nebo fenotyp samice. Jikry urcuji velikost
pludku a dobu jeho vyvoje. Ti, ktefi se vylihnou z vétSich jiker, maji vyssi pravdépodobnost

preziti a rychlejsi riist (Coleman a Galvani 1998, Balshine a Abate, 2021).

Cichlidy jsou velmi dobfe znamé akvaristim hlavné diky svému zajimavém zbarveni a
rodiCovské péci a zaroven Casto pomérné nenaroénému chovu. Nechovaji se jenom jako
okrasné ryby, ale také se chovaji pro sportovni rybolov a na maso (Kullander, 2003, Kelber,

1999).

Vyskyt vétsiny cichlid je ¢asto omezen na povodi jedné feky nebo dokonce jednoho z pritoka.
To odrazi jak jejich ekologické omezeni, tak historii povodi. V Neotropické oblasti se cichlidy
vyskytuji ve vSech fi¢nich tocich, typicky do nadmoiské vysky okolo 1500 m (Kullander,
1986).

Rod Bujurquina

Patii do podceledi Cichlasomatinae a zahrnuje v soucasnosti 21 popsanych druhti (Kullander,
1986, RiGan a RiGanova, 2023, Careaga, Miranda a Carvajal-Vallgjos, 2023). Jedna se o
nejrozsifendjdi a druhové nejbohatsi rod cichlid v zapadni Amazonii v Jizni Americe (Rigan a
kol.. 2023a, Ri¢an a Ri¢anova, 2023). Vyskytuji se predevsim v piitocich feky Amazonky, dale
v povodi fek Orinoco, Paraguay a Parana (Kullander, 2003, Tabulka 1). Jedna se o stfedné
velké cichlidy do délky 110 mm. Od ostatnich podobnych roda se ve vnéjsSim vzhledu lisi
predev§im casto Sikmym postrannim pruhem tahnoucim se od hlavy k hornimu okraji ocasniho
nasadce, vyraznou ornamentaci predevsim na hlavé a hibetni ploutvi a usporadanim Supin pred

hibetni ploutvi. Pocet obratlu je 24-26 (Kullander, 1986).

Rodové jméno pochazi z mistniho nazvu bujurqui, coz je nejéastéji pouzivané peruanske
jméno pro ryby z Celedi Cichlidae (Kullander, 1986). Typovym druhem rodu Bujurquina je
Bujurquina moriorum (Kullander, 1986) (Obr. 4).



Obrazek 4: Typovy druh rodu Bujurquina moriorum z typové lokality (Ri¢an a RiGanova,
2023).

Ryby z rodu Bujurquina maji svétle zbarvené bicho, boky nazloutlé a hibet tmavsi. Ptes t¢lo
se tahnou tmavé pri¢né pruhy, které konci na ocasnim nasadci. Na hlavé maji tmave pole mezi
okem a nosni dirkou. Dulezité pro tento rod je zbarveni hlavy a hibetni ploutve, s riznymi
typy skvrn a pruhti. Na predorsalni linii je jedina fada 8 (zfidka 7 nebo 9) Supin (oproti tzv.
triserialnimu typu usporadani Supin u nékterych jinych rodt). Zbarveni téchto ryb je velmi

citlivé na konzervaci (Kullander, 1986, RiGan a kol., 2023a, Tabulka 1).

Znaky uziteéné pro identifikaci druhti v ramci rodu zahmuji pfedevsim:

1) orientace postranniho pruhu (zda vede k hibetni ploutvi nebo k ocasnimu nasadci, Kullander,
1986),

2) suborbitalni pruh dospélych a juvenilnich stadii,

3) barevny vzor hibetni ploutve (Kullander, 1986, Rican a kol., 2023a, b, Rigan a Ri¢anova,
2023).

U rodu Bujurquina se oba rodice staraji o sva mlad’ata. V dob¢ tfeni se ryby vytfou na substrat,
kde nasledné o oplozené jikry pecuji. Prihangji jikram kyslik. Mohou i nosit list s jikrami.
Ocistuji je. Kdyz se z jiker vykuli plidek, tak ho n¢které¢ druhy chrani ve své ustni dutiné
(Kullander, 1986).

Rod Bujurquina je biogeograficky nejinformativnéjsi skupinou zapadoamazonskych cichlid,
diky svému roz§ifeni. Jedna se rod, jehoz druhy se vyskytuji na omezenych arealech, tedy jde

z velké ¢asti o endemity. Diky tomu se jedna o nejlepsi modelovou skupinu ke studiu andské



a zapadni amazonsk¢ biogeografie a evoluce krajiny a jeji pfimy vliv na utvareni biodiverzity.
Jejich roz§ifeni a endemismus sleduje predpokladany a rekonstruovany prabéh paleo-

Amazonky (Kullander, 1986, Ri¢an 2017, Ri¢an a kol. 2023a).

Tabulka 1: Seznam popsanych druht rodu Bujurquina.

Druh Typova Délka Obrazek Popis/Ref
(potadi dle lokalita t¢la (SL erence/
data popisu) mm) info/ foto
Bujurquina povodi feky | 53.8- Heckel,
vittata (Acara | Paraguay, 65,6 1840 /
vittatus) Cuiaba, Kullander,
(Aequidens Mato 1986/
paraguayensis | Grosso, foto:
) Brazil Ri¢an a
Ricanova,
2023
Bujurquina Peru, 32,3- Cope,
syspilus povodi 103,0 1872,
(Acara Amazonky, Eigenman
syspilus) feka 7 . na
Ambyiacu .‘ : R jt ﬁ‘g Kennedy,
a ptitoky a4l NP -, Py | 1903 /
foto:
Ri¢an a
Ricanova,
2023
Bujurquina Ekvador, Max 74 Regan,
zamorensis povodi 1905/
(Acara Amazonky, Kullander,
zamorensis) Rio Zamora 2003/
foto:
Ri¢an a
Ricanova,
2023




Bujurquina Kolumbie, | 150 TL Eigenman
mariae povodi n, 1922/
(Aequidens Orinoko, Kullander,
mariae) povodi 2003/
Meta foto:
Ri¢an a
Ricanova,
2023
Bujurquina Peru, 6.0-97.1 Kullander,
moriorum povodi . 1986/
Amazonky, | foto:
Quebrada Ri¢an a
Carahuayte, Ritanova,
cesta 2023
Jenaro
Herrera-
Colonia
Angamos
Bujurquina Peru, 17.8- || Kullander,
apoparuana Ucayali 77,0 1986/
department, foto:
povodi Ri¢an a
Amazonky, Ritanova,
Ucayali, 4 2023
K B. apoparuana
Pucallpy po
cest¢ do
Limy
Bujurquina Peru, 32.,0- Kullander,
cordemadi povodi 61,8 1986
Amazonky,
povodi
Madre de
Dios,
Near Lago
Tupac




Amaru,
pobliz
Puerto
Maldonado

Bujurquina

eurhinus

Peru,
Cuzco
department,
Rio
Hospital,
povodi Rio
Madre de

Dios.

17.4-
88.5

Bujurquina

hophrys

Peru,
Huénuco
department,
piitok Rio
Pachitea, 2-
3 km po
proudu od

Tournavista

21,7-
84,7

Bujurquina

huallagae

Peru,
Huénuco
department,
povodi feky
Amazonky,
povodi
Huallaga
pobliz
Tingo
Maria, ca.
1/4 mile

nad.

12.,0-
82.8

B. eurhinus

Kullander,
1986 /
foto:

| Rican a

RiCanova,

2023

B. hophrys

Kullander,
1986/
foto:

Ricana

§| Ricanov4,

2023

Kullander,
1986 /
foto:
Ri¢an a
Ricanova,

2023

10




Bujurquina

labiosa

Peru,
Ucayali
department,
povodi
Amazonky,
povodi
Ucayali,
piitok Rio
Chinipo,
ca. 10 km
jizné od

Chicosa.

55.4

B. labiosa

Bujurquina

megalospilus

Peru,
Hudnuco
department,
povodi
Amazonky,
Rio
Pachitea,
ca. 1 km
severné od

Tournavista

29.9-
53.8

Kullander,
1986 /
foto:
Ri¢an a
Ricanova,

2023

‘_ B. megalospilus

Bujurquina

ortegai

Peru, San
Martin
department,
povodi
Amazonky,
povodi
Huallaga,
povodi Rio
Mayo,
Puerto Juan
Antonio,
Moyomam
ba.

60,4~
70,7

Kullander,
1986 /
foto:
Ri¢an a

RiCanova,

| 2023

Kullander,
1986 /
foto:

Ricana

RiCanova,

2023

11




Bujurquina
peregrinabund

a

Peru,
Loreto
department,
povodi
Amazonky,
povodi Rio
Ampiyacu,
piitok Rio
Yaguasyacu
tributary,
pod

Esperanza.

63,2-
101,7

1 48 peregrinabunda

Bujurquina

robusta

Peru,
Ucayali
department,
povodi
Amazonky,
povodi
Ucayali,
piitok Rio
Chinipo,
ca. 10 km
jizné od

Chicosa.

25.7-
87.6

Kullander,

| 1986/
|| foto:

Ricana

/| RiCanova,

2023

Bujurquina

tambopatae

Peru,
Madre de
Dios
Departame
nt, povodi
Amazonky,
povodi
Tambopata,
Puerto
Maldonado,
Quebrada

San Roque

36,4~
81,5

n" ”
1. T

4 B. tambopatae

Kullander,
1986 /
foto:
Ri¢an a
Ricanova,

2023

Kullander,
1986 /
foto:
Ri¢an a
Ricanova,

2023

12




na silnici
Puerto
Maldonado

-Cuzco.

Bujurquina

oenolaemus

Bolivie,
Santa Cruz
departamen
t, povodi
Paraguay,
Rio
Aguascalie
ntes v
Aguascalie
ntes, ca. 25
km
vychodn¢
od Roboré.

31.4-
67.2

Kullander,

1987/
foto:
Ri¢an a
Ricanova,

2023

Bujurquina

pardus

Ekvador,
Pastaza
provincie,
Rio Danta,
piitok Rio
Shionoyacu
, povodi
Rio Tigre,
01°59°08”
S,
76°52°30”
W.

54.9-
76,9

13

Arbour,
Barriga
Salazar a
Lépez-
Fernandez
,2014




Bujurquina

omagua

Peru,
Loreto
department,
povodi
Amazonky,
vesnice
Oran,
Quebrada
Sabalillo,
3°27°08.4"
S,
72°29°11.8"
W

69,7-
98,9

Bujurquina

mabelae

Bolivie,
Cochabamb
a
department,
povodi
Amazonky,
Rio
Mamoré,
Rio San
Pedro,
16°48°47.7
2”S
65°21°33.6
3

50,1-
71,2

RiCan a
RiCanova,

2023

Carecaga,
Miranda a
Carvajal-
Vallejos,
2023

Bujurquina

beniensis

Bolivie, La
Paz
department,
povodi
Amazonky,
Rio Beni,
15°20°58.9
3”S

50,5-
92,2

Carecaga,

¢ Miranda a

Carvajal-

| Vallejos,

2023

14




67°10°40.5
"W

Rod Bujurquina se podle fylogeneze déli na dvé fylogenetické linie. Tyto linie jsou od sebe
oddélené arealové. Podle toho jsou nazyvany jako severni a jizni linie. Dale je Ize od sebe
odlisit rozdilnym zbarvenim hibetni ploutve. Sevemi linie ma zdobené hibetni ploutve a na
boku pruh, ktery vede vice horizontaln€ az k dorzalnimu okraji ocasniho nasadce. Na rozdil
od toho jizni linie nema zdobené hibetni ploutve a jejich bo¢ni pruh vede vice vzhuru k
zadnimu uponu hibetni ploutve. Dal§im znakem odd¢€lujici tyto dvé linie je zbarveni spodniho
rtu. U vétSiny druhtu severni skupiny je spodni ret vyrazné azurové modry, zatimco u druha

jizni skupiny ma vzdy stejnou barvu jako horni ret (Rigan a kol. 2023a).

# y ®80800000000

L M * 1‘

Obrazek 5: Mista vyskytu sevemi a jizni fylogenetické linie (Rican a kol. 2023a). Potencialng

nov¢ druhy nejsou v mapé zahmuty.
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Obrazek 6: Srovnani zastupct Bujurquina mariae ze sevemi linie a Bujurquina tambopatae z

jizni line. Je zde vidét rozdil ve zbarveni hibetni ploutve i rtu (Rian a kol. 2023a).

Cile prace

Osckvenovat na jednom mtDNA genu, cytochrom b (cytb), nové vzorky rodu Bujurquina
zahrnujici jak potencialné nové druhy, tak druhy, jejichz vzorky nebyly pro predchozi prace
k dispozici. Dale zasadit nové ziskana data do kontextu jiz publikované fylogeneze. Hlavni
prinos prace bude posunout poznani druhové diverzity, fylogeneze a biogeografie v tomto rodu
s darazem na fylogenetickou a taxonomickou pozici materialu, ktery zahrmuje témér vSechny

doposud popsané druhy a velké mnozstvi druhu potencialné novych.

Material a metodika

Puvod vzorku

Za ucelem zkoumani diverzity cichlid rodu Bujurquina bylo v ramci mé prace odebrano 96
vzorkt ploutvi. Tyto vzorky pochazely z ryb z povodi feky Amazonky a byly dodany mym
skolitelem. Jedna se o nové vzorky, které nebyly zahruty v praci Rian a kol. (2023a).
Popsané druhy byly odchyceny na nebo pobliz typovych lokalit (Tabulka 1), a dale také dle
moznosti na dalSich lokalitach. Potencialné nové druhy byly objeveny rozsahlym a
dlouhodobym studiem celé oblasti vyskytu rodu b&hem vice jak 15 let (Ri¢an a kol., 2023a).
Casti ploutvi byly rybam odebrany pied jejich fixaci ve 4% roztoku formaldehydu. Tyto
tkanové vzorky byli fixovany v 96% alkoholu.
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Izolace DNA

Izolace DNA probihala za pomoci komercniho kitu GENEAID izola¢niho kitu (Genomic DNA
Tissue Mini Kit). DNA byla izolovana s ¢asti ploutve. Ke vzorku bylo pfidano 200 pl
lyzac¢niho pufru GT buffer a 20 pl. proteinasy K. Nasledovala inkubace pii 60 °C na 30 min.
V prubéhu inkubace byl vzorek nékolikrat zvortexovan. Nasledn¢ bylo ke vzorku pfidano 200
ul lyzaéniho pufru GBT buffer a vzorek byl zvortexovan. Poté byly vzorky inkubovany pfi
60 °C na 20 min. Po uplynuti té¢to doby bylo ke vzorku pfidano 200 pl 96 % etanolu a vzorky
byly zvortexovany. Cely objem vzorku byl pfenesen na mikrocentrifugacni kolonku (GS
column) umisténou ve sbémé nadobcee (Collection tube) a byl stocen v centrifuze na 2 minuty
pri 15 000 otacek (g). Obsah sbémé nadobky byl vylit. Bylo pfidano 400 ul promyvaciho pufru
W1 buffer a vzorek byl centrifugovan pii 15 000 otacek po 30 sekund. Sbéma nalevka byla
vylita. K vzorku bylo pfidano 600 ul promyvaciho pufru Wash buffer a byl sto¢en na centrifuze
pri 15 000 otacek po 30 s. Obsah sbérné nalevky byl vylit. Nasledovala centrifugace pti 15 000
otacek na 3 minuty. Mikrocentrifugacni kolonka byla pfendana do nové 1,5 ml
mikrozkumavky. Na stfed membrany centrifugacni kolonky bylo napipetovano 100 pl
predehratého eluc¢niho pufru Elution buffer, ktery byl predehrat na 60 °C. Vzorek se nechal 5
minut odstat, aby se eluéni pufr mohl vstiebat do membrany mikrocentrifugacni kolonky.
Nasledné byl vzorek zcentrifugovan na 15000 otaéek na 30 sekund. Znovu byla
mikrocentrifugacni kolonka pfendana do druhé nové 1,5 ml mikrozkumavky. Zde bylo dano
na membranu 50 ul pfedehratého eluéniho pufru Elution buffer. Opét byl vzorek ponechan na
5 minut odstat a taktéz prob¢hla centrifugace pfi 15 000 otacek na 30 sekund. Timto zptisobem
ziskan¢ vzorky byly uskladnény pfi 4 °C.

Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR byla provedena jednokrokové za vyuziti jiz publikovanych primeru specifickych pro
cichlidy rodu Bujurquina amplifikujicich mitochondrialni cytochrom b: GLuDGL (Palumbi
1991) a H15915 (Yu a kol. 2000). PCR byla provadéna za pomoci komerén¢ dodavané
mastermix polymerazy (Top-Bio: www.top-bio.cz)(12,5 ul). Jedna se o smés chemikalii, ktera
obsahuje hot-start Taq DNA polymerazu, PCR puft, barviva a ANTP. K smési byly pridany
primery (0,5 pl kazdého primeru o koncentraci 25 pmol/ul), DNA (1 ul odpovidajici
koncentraci 50-200 ng) a voda (8,5 ul).
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Gelova elektroforéza, izolace PCR produkti, sekvenovani

5 wul produktu amplifikovaného pomoci PCR bylo rozdéleno gelovou elektroforézou na 1 %
agar6zovém gelu pufru obsahujicim Syber SAFE o koncentraci 0,1 pg/ml. Pro srovnani
velikosti amplikonu byl pouzit vhodny velikostni standard (1Kb Puls Expres DNA Ladder,
Invitrogen) o koncentraci 0,1 pg/pl. Elektroforéza probihala pii 90 V po dobu piiblizné¢ 30
minut. Poté byly vysledky vizualizovany pomoci UV transiluminatoru Azure 200 (Azure
Biosystems). U amplionu ocekavané velikosti byl vyjmut produkt a vyextrahovan s za pomoci
komeréniho kitu GenepHlow PCR Cleanup Kitu (Geneaid Biotech Ltd, New Taipei, Taiwan)
dle pokyni vyrobce. Nasledné byly komerénd osekvenovany (SeqMe, Ceska republika)
pomoci Sangerovy metody s vyuzitim shodnych F a R primeru jako pfi samotné PCR a za

dodani maximalniho mozného objemu PCR produktu (10 pl).

Uprava a zpracovani sekvenci

Kvalita ziskanych sekvenci byla zkontrolovana vyhodnocenim chromatogrami v programu
Bioedit. Identita ziskanych sekvenci byla ovéfena v databazi GenBank pomoci algoritmu
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, blast.ncbi.nlm.nih.gov), konkrétn¢€ jeho varianty
BLASTN. Ovéfené forwardové a reverzni sekvence kazdého produktu byly spojeny do

vysledného konsenzu v programu Geneious Prime v. 2019.0 4.

Fylogenetické analyzy

Analyzy Bayesovské inference (BI) pro fylogenetickou rekonstrukci byly provedeny v
programu BEAST (Bayesian Evolutionary Analysis by Sampling Trees) ve verzi v.1.10.0
(Drummond a Rambaut, 2007). Neighbour joining (NJ) analyza v programu PAUP* 4b.10
(Swofford, 2003) byla pouzita pro prvotni kontrolu sekvenci a urceni jejich predbézné

fylogenetické pozice.

Analyzy fylogenetické inference a molekulamiho datovani v programu BEAST

BI analyzy v BEAST byly spustény s rozdélenim podle pozice v kodonu (1. + 2. vs. 3.).
Optimalni model evoluce podle Akaikeho kritéria byl vybran pomoci programu MrModeltest
2.2 (Nylander, 2004) a PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2003). Pro datovani byl pouzit model
uvolnénych molekulamich hodin s lognormalnim rozlozenim rychlosti a jako prior stromu byl
pouzit koalescencni model s konstantni velikosti. Kalibrace molekulamich hodin byla

provedena pomoci sekundarni kalibrace z kolektivni studie (Musilova a kol. 2015), ktera byla
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zaméfena na datovani neotropickych cichlid obecné a cichlid tribu Cichlasomatini zv1aste, s
dirazem na rod Andinoacara, sesterskou skupinu kladu Bujurquina-lahuantinsuyoa.
Kolektivni studie (Musilova a kol. 2015) pouzila kalibraci pomoci sady fosilnich druhu
neotropickych cichlid a je dosud jedinou studii, ktera zahmuje rod Bujurquina a jeho nejblizsi
pribuzné rody do datované fylogeneze. Pro kalibraci byly pouzity tfi uzly z této studie:

1) zakladni uzel Andinoacara, odhadovany analyzou (Musilova a kol. 2015) na 19,33 milionu
let (95 % HPD 15,03-24,25 Ma),

2) uzel Bujurquina-lahuantinsuyoa-Andinoacara, odhadovany na 31,51 milionu let (95 %
HPD 26,22-37,17 Ma),

3) uzel Bujurquina-Tahuantinsuyoa-Andinoacara vs. zbytek cichlasomatinnich cichlid,
odhadovany na 46,47 milionu let (95 % HPD 40,96-52.62 Ma).

BI analyza v BEAST s vyuzitim Markovovych fetézcii Monte Carlo (MCMC) simulace byla
spusténa po dobu 10 miliont generaci, pficemz byly vzorkovany a ukladany stromy kazdych
3 000 generaci. Byly provedeny ¢tyfi dobie konvergujici béhy. Analyzy byly spustény na volné
dostupném serveru Cipres (https://www.phylo.org/). Prvnich 10 % stromu z kazdého béhu
bylo zahozeno jako burnin na zaklad¢ kontroly konvergence (grafické vizualizace a diagnostik,
zejména efektivni velikost vzorku, ESS) v programu Tracer v. 1.5 (Rambaut a Drummond
2007). Zbyvajici stromy (po odstranéni burnin stromu) byly slou¢eny v programu
LogCombiner v.1.10.0 s burninem 10 % pro kazdy z datovych parti¢nich schémat a pouzity
ke konstrukci 50 % konsenzualniho stromu s hodnotami posteriorové pravdépodobnosti (PP)
vétvi (bpp). Koneény strom pro kazdé datové particni schéma byl vygenerovan z téchto dat
pomoci programu TreeAnnotator v.1.10.0. Stromy byly zakofenény reprezentativnim vzorkem
cichlid tribti Heroini a Cichlasomatini, véetné nejbliz§ich piibuznych rodu 7ahuantinsuyoa a

Andinoacara.

Analyzy vymezeni druhtt pomoci metod GMYC a PTP

Pro molekularni vymezeni druht byly pouzity analyzy General Mixed Yule Coalescent
(GMYC) a Poisson tree processes (PTP) s vyuzitim markeru cytb. Oba piistupy byly navrzeny
pro vymezeni druhi pfedevsim na zakladé jedinych molekularnich markert (nejsou vhodné
pro aplikaci vicelokusovych koalescen¢nich metod).

Model General Mixed Yule Coalescent (GMY C) (Pons a kol. 2006, Fujisawa a Barraclough
2013) je Casto pouzivan v empirickych studiich (Fontaneto akol. 2007, Monaghan a kol. 2009,

Carstens a Dewey 2010, Vuataz a kol. 2011, Powell 2012), a nov¢jsi model Poisson tree
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processes (PTP) (Zhang a kol. 2013) byl prokazan dokonce piekonavajici GYMC metodu v
pripadech, kde jsou vzdalenosti mezi druhy malé. Oba pfistupy prekonavaji metody zalozené
na vybéru OTU (operational taxonomic units) (spoléhajici se na jednoduché prahové hodnoty
podobnosti sekvenci) a jsou odolngjsi v pripadech, kde neni pfitomna tzv. barcoding gap
(Zhang a kol. 2013). Oba pristupy modeluji speciaci (udalosti vétveni mezi druhy) pomoci
procesu zrodu (pure birth process) a vétveni v ramci druh jako neutralni koalescenéni procesy.
Metody identifikuji body prechodu vétveni mezi druhy a uvnitf druhi maximalizaci
vérohodnostniho skore modelu. Zatimco metoda GMYC vyuziva ¢as k identifikaci boda
prechodu mir vétveni (a je tedy zavisla na ¢asové kalibrovaném ultrametrickém stromu),
metoda PTP vyuziva pocet substituci a nevyzaduje ¢asové kalibrovany ultrametricky strom.
Ob¢ metody predpokladaji, ze vSechny vétve vedouci od kotfene k boduim prechodu jsou rizné
druhy.

Analyzy PTP a GMYC byly spustény pomoci webového rozhrani (http://species.h-its.org/).

Analyzy bPTP 1 GMY C byly provedeny na ultrametrickém stromu vytvoreném v BEASTu.

Biogeografické analyzy

Rekonstrukce oblasti predka pro vSechny uzly ve fylogenetickém stromu byla provedena
pomoci Bayesovské statistické disperzni a vikariancni analyzy (S-DIVA, implementovano v
RASP 2.0, Yu a kol. 2015). Biogeografickymi jednotkami pouzitymi pro analyzy byla
soucasna povodi. Pokud nebylo druhové rozsifeni omezeno pouze na jedno povodi, druhovy
areal byl zakddovan jako soucet ficnich povodi. Analyzy byly provedeny pomoci maximalni

moznosti 'maxareas’ pro dany dataset.

Vysledky

Celkové bylo v této praci analyzovano 96 novych vzorka z tkani cichlid rodu Bujurquina
z povodi feky Amazonky. Z nich bylo uspésné ziskano 91 sekvenci. Nové pridané sekvence
zahmmovaly celkem 25 druht, 17 z nich potencialné novych (Obr. 7, 8). V téchto vzorcich bylo
nov¢ zahrnuto 6 popsanych druhu a 9 potencialné novych druha (Obr. 7, 8, 9) oproti praci

Rian a kol. (2023a), na kterou tato prace navazuje.
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Obrazek 7a: Mapa vyskytu severni skupiny rodu Bujurquina s vyznac¢enim mist odchytu ryb
a sbéru vzorku. Bilym pismem a podbarvenim v mapé¢ jsou oznaceny druhy (a vzorky) nové

pridané v této praci.
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Obrazek 7b: Mapa vyskytu jizni skupiny rodu Bujurquina s vyznacenim mist odchytu ryb a
sbéru vzorku. Bilym pismem a podbarvenim v mapé jsou oznaceny druhy (a vzorky) nové

pridané v této praci.

Fylogenetické analyzy

Pro NJ fylogenetickou vizualizaci byly zahmuty vSechny sekvence pro kontrolu jejich
predbézné fylogenetické pozice, zatimco pro konecné fylogenetické analyzy v programu
BEAST byly zahmuty pouze sekvence delsi nez 950 bp. Celkova délka data matrix obsahovala
1 055 znakt markeru cytb. Nejlep§im modelem evoluce pro dany datovy soubor je model
GTR+I+G. Béhy v programu BEAST ukazovaly velmi dobrou konvergenci po vizualizaci
v programu Tracer (ESS >200 pro vSechny parametry). Konecna Bl (BEAST) analyza a
predbézna NJ topologie ukazuji velmi podobné fylogenetické vztahy (Obr. 8, 9). VEtsina uzla
ve stromu BEAST je siln€ podporovana (bpp >0,95) (Obr. 9).
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Novfa objevené druhy pred touto praci
(Ri¢an et al. 2023)

Nové sekvenované v této praci:

91 sekvenci
25 druhu (morphospecies)

Severni

skupina__|

Bujurquina

Jizni

B. sp. Upper Aguarico (homi Napo; Ekvador)
B. sp. Upper Coca (horni Napo; Ekvéador)

B. sp. Upper Napo (horni Napo; Ekvador)

B. sp. Aguarico-Napo (dolni Napo v Ekvédoru)

B. sp. Cononaco (Napo; Ekvador)

B. sp. Putumayo (horni Putumayo; Ekvador)
B. sp. Caguan (horni Caqueta; Kolumbie)
sp. Cononaco (hybnds) (Napo; Ekvador)

B. sp. Upper Curaray (Napo; Ekvédor)

B sp. Napo (homi Napo; Ekvador)

B. sp. Curaray (Napo; Ekvador)
B. marlorum @enr Zap. Amazonle)
B.sp. cf.
Tigre; Ekvador)

B. sp. Pambantza (Tigre; Ekvador)
B. sp. Villagarzon (horni Caquetd; Kolumbie)
fion interrupted line
p. Maraﬁon ocellated
B. sp. Maranén cf. Lower Santiago
(stf. Mararion; Peru)

B. sp. Lower Santiago

(dolni Santigo: Ekvador) B. sp. Marafién interrupted line

(sti. Marafion; Peru)
P Manaus (Brazilie) B. apoparuana
(dolni Ucayali; Peru)

B. sp. Lower Pastaza-Morona
(dolni Pastaza, dolni Morona; Ekvador — Peru)

B. hophrys (dolni Ucayali; Peru)
. Lower Huallaga (stfedni Huallaga; Peru)

B. sp. Lower Curaray (Napo; Ekvador)

'B. mariae (Crinoko; Kolumbie)

% B. syspilus
(centr. zapadni Amazonie, doini Ucayali, d. Huallaga; Peru - Brazilie)

B. sp. Maicuru (Maicuru, Brazilie)
B. huallagae (horni Huallaga; Peru)

B. ortegai (Huallaga; Peru)

B. sp. Middle Pastaza-Morona

(homi Tigre. stfedni Pastaza,

stfedni Morona; Ekvador - Peru)

B. pardus (Tigre; Ekvador)

B. omagua (centréini zapadni Amazonie, soutok Napo a Amazonas; Peru)
B. tam! bpatae(Md e Dio: dPeu)d P
7 4 eau h%wus?ﬂi%se B%’g)Peru)
B. sp. Bohvsg (M. de Dios; Bol. )gasP re (P""“S Peru)
B. oenolaemus (Paraguay; Bol.)

skupina

¥'B. vittata (Paraguay: Arg.- Bol., Bra.)

4“ i B. labiosa (homi Ucayali, Peru)
—
outgroups ‘ Dutgmups
outgroups 200

Obrazek 8: Vysledek predbézné fylogenetické analyzy pomoci NJ slouzici predevsim

k vyznaceni nov¢ pfidanych vzorki v této praci (vyznaceno cervenc).
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Druhova diverzita rodu Bujurquina v celém rozsahu roz§ifeni na zakladé morfologického a

molekulamiho vymezeni

Na zaklad¢ morfologické determinace datovy soubor zahmuje 45 druht rodu Bujurquina v
celém jeho arealu rozsifeni (Obr. 9). Sest popsanych nové zahrnutych druht rodu Bujurquina
(B. apoparuana, B. cordemadi, B. hophrys, B. huallagae, B. ortegai, B. pardus) je stejn¢ jako
vétSina z 9 nové pridanych potencialnich novych druht (B. sp. Acre, B. sp. Lower Curaray
Lorocachi, B. sp. Lower Huallaga, B. sp. Marafiéon cf. Lower Santiago, B. sp. Maraiion
interrupted line, B. sp. Maraifion ocellated, B. sp. Middle Curaray, B. sp. Pambantza, B. sp.
Shiona) podpofena molekularnimi analyzami. Jedinou vyjimkou jsou druhy z povodi
Marafionu nad Pongem (karionem) del Manserinche, které¢ nejsou nalezeny jako vzajemné
monofyletické. Pro potencialné novy druh B. sp. Cononaco byly pfidany nové sekvence z vice
jedincu (puvodné pouze jedna) které potvrzuji samostatnost toho druhu.

Dvé pouzité¢ metody molekulami delimitace (GMY C a bPTP) nalezly mezi 43 a 49 druhovymi
jednotkami, coz velmi dobie odpovida 45 morfologicky vymezenym druhiim a potencialné
novym druhiim (Obr. 9). Mezi zahmutymi platnymi druhy (20) molekulami delimitace
podporuje vSechny krom¢ jednoho, B. megalospilus, ktery je nalezen vnofeny uvnitf B.
syspilus (jako nékteré sekvencované exemplate B. robusta). Toto neni novy vysledek a divody

jsou jiz popsany v Rian a kol. (2023a).

Mezi potencialné novymi druhy se morfologicka a molekularni druhova vymezeni lisi pouze
ve tfech pfipadech, z nichZ jeden pfipad jsou nové zahrnuté druhy z povodi Marafidonu jak
uvedeno vyse, a dva jiz byly popsany Rigan a kol. v roce 2023a (B. sp. Lower Pastaza-Morona
s B. zamorensis a B. sp. Coca s B. sp. Upper Napo a s B. sp. Upper Napo). U péti morfologicky
vymezenych druht (B. hophrys, B. moriorum, B. omagua, B. vittata a B. sp. Middele Pastaza-
Morona) molekularni analyzy nalézaji vyssi pocet potencialnich druhovych taxonu (dva nebo

tfi), ale tato udajna déleni nemaji opodstatnéni z pohledu morfologické determinace.
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Obrazek 9: Fylogenetické vztahy, datovani divergence, biogeograficka rekonstrukce a druhové
vymezeni v ramei rodu Bujurquina na zakladé cytb markeru z analyzy BEAST. Outgroupové

taxony jsou z obrazku vynechany. Cisla v uzlech ukazuji vék v milionech let, demné pismo
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ukazuje silné podpofené uzly (bpp > 0.95), $edé pismo méné podpoiené uzly. Cisla pied druhy
ukazuji jejich stafi divergence (prvni ¢islo) a datovani nejstarSiho vnitrodruhového uzlu (druhé
Cislo). Popsané druhy jsou vyznaceny tuén¢. Nové pridané potencialné nové druhy v této praci
jsou vyznaceny bilym pismem. Barva intervalu spolehlivosti odhadu véka (95 % HDP)
ukazuje rekonstruované arealy pro kazdy uzel. Rekonstruované arealy jsou téz vyznaceny
pismeny, pismenné kody v prehledu areali, fek, vlevo nahofe (pismenné kody a arealy jsou
zde v poradi od severu k jihu, Obr. 10, 11). Vymezeni molekularnich druhti pomoci metod
bPTP a GMYC je vyznaéeno v levé Casti obrazku. Podkladova barva druht znaci uzemi

vyskytu dle biogeografického kddovani pomoci fi¢nich povodi. Méfitko ukazuje 5 My.

Endemismus rodu Bujurquina v celém rozsahu rozsiteni

Druhy rodu Bujurquina jsou na zaklad¢ morfologické a molekulami druhové delimitace
vysoce lokalizované a tedy endemitni pro pomérn¢ malé oblasti. Jedinym S§iroce rozSifenym
povodi) a mozna i nejsevernéjsi druh B. mariae (vétSina Andskych podhorskych panvi povodi
Orinoka na zaklad¢ soucasnych znalosti).

VSechny ostatni druhy jsou vysoce lokalizované, nachazeji se nejcastéji pouze v Casti
jednotlivych povodi nebo pouze v Castech sousednich povodi (Obr. 9, 10). Na zakladé
souasnych poznatku ziskanych v této studii je distribucni situace znazormeéna na Obr. 10.

Popisuje distribuci druhti v ramci jednotlivych fi¢nich povodi od severu k jihu.
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Obrazek 10: Distribuce druhti v ramci jednotlivych fiénich povodi od severu k jihu. Vlevo jsou
druhy z podhorskych oblasti, vpravo z niZinnych oblasti, v nékterych povodich jsou podél
vySkového gradientu i vice nez dva druhy.
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V povodi Caqueta jsou dosud znamy 2 potencialn€ nové druhy (B. sp. Caqueta Villagarzon, B.

sp. Caqueta Caguan), kazdy nalezen v jiném hornim pfitoku povodi.

V povodi Putumayo dosud zname pouze jeden potencialn€¢ novy druh (B. sp. Putumayo),
nalezeny v ¢asti feky San Miguel, pritoku povodi, v pohranicni oblasti mezi Ekvadorem a

Kolumbii.

V povodi Napo dosud zname nejvétsi diverzitu druhiti rodu Bujurquina. Celkovy pocet druhu
v povodi je jedenact (kromé jednoho jsou vSechny potencialné nové druhy), ale kvuli
charakteristikam endemismu bylo povodi rozd€leno na dvé Casti, samotné Napo a Curaray,
jeho hlavni pfitok, nebot’ zadny druh nebyl nalezen v obou povodich. V Napo samotném bylo
nalezeno pét endemickych druhti a jeden vice roz§ifeny (B. zamorensis), pét v homich ¢astech
(B. zamorensis, B. sp. Coca, B. sp. Napo, B. sp. Upper Aguarico, B. sp. Upper Napo) a jeden
(B. sp. Aguarico Napo) v nizinné ¢asti Ekvadoru a na pomezi s Peru. Situace v povodi v Peru
je malo znama, ale B. sp. Aguarico Napo pokracuje morfologicky i geneticky do stfedni ¢asti
peruanského Napo, kde se na zaklad¢ morfologie i mtDNA (Obr. 7, 8) kiizi s B. moriorum.

Bujurquina zamorensis je nalezena alopatricky od ostatnich druhti v nejhoméjsich a
horni ¢asti sousednich povodi Pastaza a Santiago. Bujurquina sp. Upper Napo a B. sp. Napo
jsou nalezeny pod B. zamorensisem v homim povodi Napo az na urovei soutoku s fekou Coca.
Bujurquina sp. Coca a B. sp. Upper Aguarico jsou nalezeny alopatricky v severni ¢asti horniho

povodi Napo.

Povodi Curaray zahrnuje podle soucasnych znalosti pét druh, ¢tyfi z nich jsou endemicke pro
toto povodi. Dva druhy jsou nalezeny v dolni ¢asti povodi (B. sp. Lower Curaray Lorocachi,
B. sp. Middle Curaray) a tfi v horni ¢asti, dva v samotném povodi Curaray (B. sp. Upper
Curaray, B. sp. Middle Pastaza-Morona) a jeden v jeho hlavnim pfitoku, Cononaco (B. sp.
Cononaco).

Bujurquina sp. Middle Pastaza-Morona se nachazi nejvyse v horim povodi Curaray, a dale
se nachazi take jiznéji v sousednim povodi horniho Tigre a v povodich stfedni Pastazy a stiedni

Morona.
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V povodi Tigre jsou dosud znamy ¢tyfi druhy, tfi z nich jsou endemické. Kromé B. sp. Middle
Pastaza-Morona nalezené v homim toku Tigre jsou zbyvajici tfi endemické druhy nalezeny v
povodi stfedniho Tigre (B. pardus, B. sp. Pambantza, B. sp. Shiona-Umbundi), a jejich
distribu¢ni oblasti jsou nalezeny v té€sné blizkosti a prekryvaji se. V soucasné dob¢ nejsou
dostatecné presna data k témto druhtim, aby bylo mozné popsat jejich distribu¢ni oblasti v

ramci povodi.

V povodi Pastazy se nachazeji tfi druhy, z nichZ Zadny neni endemicky, dva se také nachazeji
v sousednim povodim Morony a jeden v povodi Napo a Santiago. Nejhornéj§im druhem je B.
zamorensis, ve stfednim povodi byl nalezen B. sp. Middle Pastaza-Morona a ve spodnim

povodi byl nalezen B. sp. Lower Pastaza-Morona.

V povodi Marafionu nad Pongem del Manserinche bylo nalezeno pét morfologickych druhi,
Ctyfi z nich jsou endemické (B. sp. Lower Santiago a B. sp. cf. Lower Santiago, B. sp. Marafion
interrupted, B. sp. Marafidon ocellated) a paty, nalezeny v hornim pfitoku Santiaga, je B.
Zamorensis.

Ctyii morfodruhy jsou endemické pro povodi Marafionu nad Pongem del Manserinche, ale tii
znich (B. sp. cf. Lower Santiago, B. sp. Marafion interrupted, B. sp. Maraiion ocellated) nejsou
podle mtDNA vzajemné monofyletické (Obr. 8, 9) a také jejich distribucni limity v rameci
povodi nejsou momentalné dobie poznany.

Povodi Marafionu je hlavni osou Amazonky a pod Pongem del Manserinche vstupuje do
rozlehlé rovinné oblasti az k usti feky Napo, kterou zde povazujeme za samostatnou zonu
endemismu, Zapadni centralni Amazonii. Tato zéna endemismu zahrnuje ¢tyfi endemické
nebo témér endemické druhy (B. moriorum, B. omagua, B. peregrinabunda, B. syspilus) a dale
po proudu feky Amazonky jsou tfi dalsi druhy (B. sp. Curua, B. sp. Maicuru, B. sp. Manaus)
nalezeny v povodi Vychodni Amazonie.

V povodi Huallaga se nachazi tfi endemické druhy. Bujurquina huallagae je nalezena v hornim
povodi Huallaga, B. ortegai v hlavnim pfitoku feky, fece Mayo, a B. sp. Lower Huallaga je
nalezena v hornaté dolni ¢asti povodi nad prvnim pongem naftece, pod kterym povodi vstupuje
do oblasti Zapadni centralni Amazonské niZiny.

V povodi feky Ucayali nad Zapadni centralni Amazonskou nizinou bylo nalezeno pét

endemickych druhtt Bujurquina. Tii jsou nalezeny na zapad¢ povodi zapadné od hibetu
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Cordillera El Sira (B. apoparuana, B. hophrys, B. megalospilus) a dva (B. labiosa, B. robusta)
vychodné od hibetu Cordillera El Sira v homi ¢asti samotného povodi Ucayali.

V rozsahlém povodi Madeiry je v soucasné dob¢ znamo pét druhu, B. beniensis, B. cordemadi,
B. eurhinus, B. mabelae a B. tambopatae. Krom¢ prvniho druhu byly v§echny zahmuty do této
studie. Oblasti rozSifeni u téchto péti druhii v ramci povodi nejsou dobfe ohraniceny.
Bujurquina eurhinus je jediny druh, ktery se vyskytuje v podhorské oblasti, vSechny ostatni
druhy se nachazi v nizinach (B. beniensis je nejednoznacny a ma nejisty taxonomicky status).
Bujurquina beniensis a B. mabelae jsou znamy pouze z bolivijské ¢asti povodi, zatimco ostatni
tfi druhy maji typové lokality v peruanské casti.

V povodi Purus byl nalezen jeden potencialng novy druh Bujurquina z horni ¢asti povodi feky
Acre (B. sp. Acre).

druhy, B. oenolaemus a B. vittata. Prvni druh je endemitem oblasti horkych prament v malé
oblasti vychodni Bolivie, zatimco druhy druh ma velky areal rozSifeni v povodich fek

Paraguay a dolni Parana.

Fylogenetické vztahy druhii Bujurquina na zaklad¢ analyz mtDNA

Nize popsané fylogenetické vztahy jsou zaloZzeny na datovaném stromu BEAST (Obr. 9).
Fylogenetické vztahy mezi druhy a na vys$Sich urovnich jsou obecné¢ dobie podporovany ve
stromu BEAST (bpp >0,95). Pokud neni uvedeno jinak, vztahy popsané nize jsou dobie
podporovany (Obr. 9). Fylogeneze rodu Bujurquina je rozdélena do dvou hlavnich linii, jizni
a sevemi skupiny, s biogeografickou hranici v povodi feky Ucayali, severni skupina zahrnujici
druhy z jeji zapadni Casti na sever a jizni skupina z jeji vychodni ¢asti na jih (Obr. 7-10).
Cordillera El Sira je tedy hlavni biogeografickou hranici u rodu Bujurquina, coz je noveé

zjisténi této prace.

Jizni skupina zahrnuje devét druht (B. cordemadi, B. eurhinus, B. labiosa, B. mabelae, B.
oenolaemus, B. robusta, B. tambopatae, B. vittata). Bujurquina beniensis nebyla zahmuta do
analyzy, pravdépodobn¢ také patii do jizni skupiny, nebot’ je velmi podobna B. mabelae (chybi
Acre). Vétsina druhii rodu Bujurquina patii do sevemi skupiny. Vsechny fylogenetické vztahy

uvnitf jizni skupiny kromé B. robusta jsou dobfe podporovany (Obr. 9).



Severni skupina zahmuje vétSinu druhové rozmanitosti rodu Bujurquina, jak z hlediska
popsanych druhii (11) tak i z hlediska potencialné novych druhii (24). Severni skupina je podle
soucasnych vysledka a taxonomického vzorkovani nejlépe rozdélena do Ctyf nasledujicich

skupin, oznaovanych zde jako skupiny S1 az S4.

Skupina S1 zahrnuje sedm taxont na urovni druhti, pét z nich jsou popsané druhy (B.
huallagae, B. omagua, B. ortegai, B. pardus, B. syspilus) a dva potencialn¢ nové druhy (B. sp.
Maicuru, B. sp. Middle Pastaza-Morona). VSechny vztahy ve skupiné kromé sesterského

vztahu mezi B. ortegai a B. huallagae jsou dobfe podporovany.

Skupina S2 zahrnuje pouze dva vysoce odlisné a geograficky vzdalené druhy, B. mariae a B.

sp. Lower Curaray Lorocachi.

Skupina S3 je poctem druht a také biogeografii velmi podobna skupin€ S1. Zahrnuje také
sedm taxonti na urovni druhtl, z nichz tfi jsou popsané druhy (B. hophrys, B. peregrinabunda,
B. zamorensis) a Ctyfi potencialni nové druhy (B. sp. Curua, B. sp. Lower Huallaga, B. sp.
Lower Pastaza-Morona, B. sp. Shiona-Umbundi). VétSina fylogenetickych vztaht v rameci této
skupiny je dobfe podpofena, vyjimkou jsou dva vnitini uzly mezi B. peregrinabunda, B.

hophrys a B. sp. Lower Huallaga.

Skupina S4 je zdaleka druhové nejbohatsi skupinou. Zahrnuje 19 morfodruht, z téchto pouze
dva popsan¢ druhy (B. apoparuana, B. moriorum) a tedy 17 potencialné¢ novych druht.
Bazalni uzel této skupiny (B. apoparuana a B. sp. Manauus vs. zbytek skupiny) neni dobie
podpofen a mnoho dalSich vnitinich uzli v této skuping¢ s t€sn¢ rozmisténymi internody také

neni dobfe podporovano.

Casovy ramec evoluce a biogeografie Bujurquina na zikladé fylogenetickych analyz mtDNA

Biogeograficka analyza s maximalnim povolenym poctem oblasti rekonstruuje fylogenezi
Bujurquina jako pfevazné vikariantni, tedy fragmentaci Siroké ancestralni oblasti v bazalnim
uzlu. Bazalni uzel zahroval vSechny kdédované oblasti a je rekonstruovan jako vikariantni
udalost rozdélujici rod na jizni a severni skupiny v Cordillera El Sira v povodi Ucayali. Bazalni
uzel byl analyzami datovan na 16,1 milionu let (Ma) (Obr. 9, 95 % HPD 12,1-20,2 Ma). Jizni

a sevemi skupiny jsou tedy ve své distribuci zcela alopatrické s biogeografickou hranici v
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povodi Ucayali. Jizni skupina byla tedy puvodné rozsifena od soucasné panve Ucayali do
povodi Paraguaye. Bazalni uzel jizni skupiny je datovan na 11,4 Ma (95 % HPD 8,1-14,7 Ma,
Obr. 9). Jizni skupina se poté rozpadla vikariantnimi udalostmi v pofadi od jihu k severu do
svych soucasnych povodi mezi 9 a 6,8 Ma (Obr. 9). Prvni oblasti, ktera se oddélila, byla
Paraguayska panev pred 9 Ma (95 % HPD 6,3-11,6 Ma, Obr. 9, 11), po niz nasledovalo povodi
Acre pied 7,2 Ma (95 % HPD 4,8-9.5 Ma, Obr. 9, 11), a vikariance mezi povodim Madeiry a
Ucayali pred 6,8 Ma (95 % HPD 4,6-9.1 Ma, Obr. 9 a 11).

Severni skupina byla také rekonstruovana jako ancestralné Siroce rozsifena. Spoleény predek
se tedy vyskytoval ve vSech oblastech zapadni Amazonie a Orinoka severné od zapadni casti
soucasné panve Ucayali a biogeograficky vyvoj skupiny byl také vétSinou formovan
vikariantnimi udalostmi. Bazalni uzel v sevemni skuping je ve skutecnosti starsi nez u obecné
drive divergujicich druhti jizni skupiny, datovany na 13,3 Ma (95 % HPD 9,3-17.4 Ma, Obr.
9), kdy diverguje nejstarsi skupina vsevermni skupiné, skupina S1, s bazalnim uzlem
datovanym na 4,2 Ma (95 % HPD 2,5-5,0 Ma, Obr. 9). Nejstarsi uzel ve skupinach S1 az S4
se vSak nachazi ve skupiné S2, ktera se od Siroce rozsifené¢ho predka oddélila pred 7,9 Ma
(95 % HPD 5,4-10,5 Ma, Obr. 9). Tento nejstarsi uzel v ramei skupin S1 az S4 je datovan na
5,7 Ma (95 % HPD 3,0-8.4 Ma, Obr. 9) a predstavuje oddéleni panve Orinoka od zapadni
Amazonie (Obr. 9, 11). Sesterské skupiny S3 a S4 divergovaly az po oddéleni povodi Orinoka,
ato pred 4,7 Ma (95 % HPD 3,3-6,0 Ma) a v Siroké oblasti zapadni Amazonie. Bazalni uzly
téchto skupin jsou datovany na 3,0 (95 % HPD 2,0-4,0 Ma), respektive 4,1 Ma (95 % HPD
2,9-5.2 Ma).

Skupiny S1 a S3 maji podobnou biogeografii (ackoli ne biogeografickou historii), protoZe se
nachazeji v jizni ¢asti centralni zapadni Amazonie, mezi panvi Ucayali a panvi Tigre, s
vyjimkami dale na sever az po Napo (kolonizace pozdéji nez 0,6 Ma v B. zamorensis, skupina
S3, Obr. 9) a nejhotejsi povodi Curaray (vikariance v ramci B. sp. Middle Pastaza-Morona
pozd¢ji nez 0,9 Ma). Skupina S4 ma nejvétsi zdokumentovanou oblast rozsifeni v zapadni
Amazonii, ktera se nachazi mezi nejjiznéjsi panvi Ucayali a nejsevernéjsi panvi Caqueta, a je
to jedina ze vSech ¢ty skupin, ktera se ancestralné (pivodn€) nachazi v povodich Napo,
Putumayo a Caqueta a také v Maraiiénu, nad Pongo del Manserinche (Obr. 9).

Vsechny ¢tyfi severni podskupiny byly zaloZzeny na biogeografické rekonstrukei formované
prevazné vikariantnimi udalostmi. Jednotliva povodi fek v zapadni Amazonii se na zakladé
téchto rekonstruovanych vikariantnich udalosti postupné vytvorila z dfive Siroké ancestralni

oblasti mezi 1,6 a 1.2 mil. let (Obr. 9, 11), pficemz pouze povodi Morony se oddélilo pozdéji
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pred 0,9 mil. let a povodi Maraiidon drive, pred 3,3 Ma. VSechny tyto nejmladsi vikariantni

udalosti jsou vSak zavisl¢ na stale nekompletnim taxonomickém a geografickém vzorkovani.
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Obrazek 11: Mapa arealu rodu Bujurquina s barevnym vyznac¢enim dnesnich povodi zapadni

Amazonie, Orinoka a Paraguaye. Barvy povodi jsou na barevné skale od severu k jihu, jak
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ukazuje legenda (Obr. 9, 10). Cisla mezi povodimi ukazuji rekonstruované datovani jejich
formace ze Sirokého ancestraniho arealu (Obr. 9). Namapé je Cernou Carou vyznacena hranice
mezi severni a jizni skupinou v povodi Ucayali. Legenda k vyskovému stinovani mapy

ukazuje rozsifeni cichlid z nizin aZ po typicky 1000 m n. m., vyjimecné az 1500 m n. m.

Diskuse

Rican a spol. (2023a) piedstavili komplexni studii diverzity rodu Bujurquina, ktera zahmovala
13 platnych a 19 potencialnich novych druhti a predstavila mnoho novych vhledi do
biogeografie rodu a biogeografického vyvoje zapadni Amazonie. Dva potencialné nové druhy
z Rian a kol. (2023a) byly od té doby popsany jako nové druhy, B. mabelae (B. sp. Bolivia)
a B. omagua (B. sp. Oran).

V této studii bylo rozSifeno mnozstvi vzorki o Sest dalSich jiz popsanych druht (5.
apoparuana, B. cordemadi, B. hophrys, B. huallagae, B. ortegai, B. pardus) oproti praci Rican
a kol. (2023a). Tato studie tedy zahrnuje vSechny platné¢ druhy kromé¢ jednoho (nedavno
popsaného B. beniensis). Dale je zahrnuto devét dalSich potencialn€ novych druhu (B. sp. Acre,
B. sp. Lower Curaray Lorocachi, B. sp. Lower Huallaga, B. sp. Marafion cf. Lower Santiago,
B. sp. Marafion interrupted line, B. sp. Maraiién ocellated, B. sp. Middle Curaray, B. sp.
Pambantza, B. sp. Shiona). Navic tato prace obsahuje sekvence ze sedmi dalSich drive
zahmutych (RiGan a kol. 2023a) pravdépodobnych novych druhi (B. sp. Aguarico-Napo, B.
sp. Lower Pastaza-Morona, B. sp. Maicuru, B. sp. Middle Pastaza-Morona, B. sp. Napo, B. sp.

Upper Coca, B. sp. Upper Napo), a upfesiiuje v nékolika pfipadech jejich arealy rozsifeni.

NejdulezitejsSimi nove pridanymi druhy v této praci jsou dva diive chybé&jici druhy ze zapadni
c¢asti povodi Ucayali (B. apoparuana a B. hophrys). Na zaklad¢ fylogeneticke analyzy mtDNA
(Obr. 8, 9) jsou B. apoparuana a B. hophrys soucasti severni skupiny (nejsou si blizce pribuzné,
prvni se nachazi ve skupin¢ S4 a druhy ve skupin¢ S3). Na zakladg jejich zahmuti byla v této
studii identifikovana presnéj§i poloha biogeografické bariéry mezi severnimi a jiznimi
skupinami rodu Bujurquina, Cordillera el Sira, ktera déli povodi Ucayali na dv¢ oblasti. Je
zajimave, ze sestersky rodu Bujurquina, rod Tahuantinsuyoa, je endemicky pouze pro stejnou
¢ast povodi Ucayali jako oba nové zahrnuté druhy. Treti druh Bujurquina nalezena v zapadni
¢asti povodi Ucayali, B. megalospilus, byl doposud i po vSech snahach o sekvenovani nalezen
zanofeny v druhu B. syspilus, coz pravdépodobné souvisi se sweepem mtDNA mnohem

hojngj§im a §ifeji rozsifenym B. syspilus (Ri¢an a kol., 2023a). Stejny mtDNA sweep zahrnuje
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také nékteré jedince B. robusta, z jizni skupiny. U tohoto druhu se ale podafilo osekvenovat u
nékterych exemplafi i jejich pivodni mtDNA (Ridan a kol., 2023a, Obr. 8, 9).

Rozdéleni severni a jizni skupiny rodu Bujurquina na zaklad¢ jejich charakteristického
zbarveni je méné jasné, nez bylo pivodné zjisténé (Rican a kol., 2023a), protoze B.
apoparuana a B. hophrys jsou podle mtDNA fylogeneze druhy sevemi skupiny, piestoze
nemaji vzorované hibetni ploutve (stejn€ jako vSechny druhy v jizni skupiné a na rozdil od
vSech ostatnich druhti v severni skuping).

Dal§im dulezitym pfirustkem v této studii jsou druhy z povodi Huallaga (B. huallagae, B.
ortegai, B. sp. Lower Huallaga) a povodi Tigre (B. pardus, B. sp. Pambantza, B. sp. Shiona).
Tyto druhy a fini povodi nebyly zastoupeny v piedchozi studii (Rican a kol., 2023a).
Bujurquina huallagae a B. ortegai jsou sesterskymi druhy ve skupiné€ S1, zatimco B. sp. Lower
Huallaga je sesterskym druhem B. hophrys ve skupiné S3.

Druhy z povodi Tigre, i1 kdyZz se vyskytuji v rozsahlé mife sympatricky a dokonce v tychz
malych potocich parapatricky, nejsou na zakladé mtDNA blizce pribuzné (Obr. 8, 9).
Bujurquina pardus se nachazi ve skupin¢ S1, B. sp. Shiona ve skupin€ S3 a B. sp. Pambantza
ve skupin¢ S4.

Nov¢ zarfazené¢ druhy z povodi Marafion (B. sp. Maraiion interrupted, B. sp. Maraiidon ocellated,
B. sp. Maraiion cf. Lower Santiago) na rozdil od vyse uvedenych situaci v povodi Ucayali a
Huallaga, tvorfi monofyletickou skupinu. Ale v tomto pfipadé druhy nejsou vzajemné
monofyletické, kromé geograficky nejvzdalenéjsiho druhu (B. sp. Lower Santiago) z povodi
Santiaga v severni ¢asti povodi.

Geneticky nejvzdalenéj§im druhem nove zafazenym do severni skupiny je morfologicky velmi
odlisny pravdépodobné novy druh B. sp. Lower Curaray Lorocachi, ktery je sesterskou
skupinou B. mariae, jediny znamy druh z povodi Orinoka. Tyto dva druhy tvofi vlastni linii v
ramci severni skupiny, skupiny S2 (Obr. 9).

Do jizni skupiny patfi dva nové¢ pfidané druhy, B. cf. cordemadi a B. sp. Acre z jednoho z
pramenu v povodi feky Rio Acre, které je soucasti samostatného povodi jihozapadni
Amazonie, povodi Purus. Tyto druhy pfinaseji nové zajimavé poznatky o vyvoji zapadni

Amazonie, stejné jako vSechny nové zahmuté druhy z povodi Ucayali, Huallaga a Tigre.



Endemismus v rod¢ Bujurquina

Endemismus v rod¢ Bujurquina je prekvapujici svou mirou, druhy jsou vysoce endemické,
ziidka se vyskytuji v celych povodich nebo dokonce v né€kolika povodich, ale naopak se
typicky vyskytuji pouze v Castech jednotlivych povodi nebo vzacnéji v Castech sousednich
povodi (Obr. 7, 10). Pfidani novych vzorki v této studii dokonce tento biogeograficky vzorec
posiluje ve srovnani s Ri¢anem a kol. (2023a). Ze 45 zafazenych druha je skuteénd Siroce
roz§ifen pouze jeden druh, ale stale pouze v jediném, presto velkém povodi (B. vittata v povodi
Paraguay-Dolni Parana). Geografické limity roz§ifeni jediného druhu v povodi Orinoka (B.
mariae) nejsou dobfe znamy, na zaklad¢é souCasnych znalosti se zdaji byt Siroké, ale nové
druhy v této panvi jsou znamy (Rigan, nepublikovana data, nejsou zahmuta do této studic) a
ocekavany. Stale Siroce rozsifené jsou pak druhy ve stfedni zapadni Amazonii (B. moriorum,
B. syspilus, pravdépodobné i B. peregrinabunda), coz je pfimym disledkem nizinného
charakteru této oblasti.

Ctyficet ze 45 druhu je tedy vysoce endemickych (Obr. 7, 9, 10). Geograficky endemismus
(podle povodi) je umocnén té¢z endemismem ekologickym neboli stanovis§tnim, nebot’ druhy v
rodé Bujurquina lze rozdélit na dva ckologické typy jak na zaklad¢ jejich ekologickych
stanovist, tak i morfologie a zejména télesnych proporci (RiGan a kol., 2023b). V tomto ohledu
existuji v rodé Bujurquina dvé samostatné skupiny endemismu, jedna v podhuaii And (druhy
endemické v horskych oblastech, hornich ¢astech povodi nebo jejich ¢asti) a druha v nizinach
(druhy endemické v nizinnych castech povodi nebo jejich casti) (Obr. 7, 9, 10). Existuji
n¢které prechodné situace, jako napfiklad ve stfednich ¢astech ri¢nich povodi, predevsim tam,
kde jsou vice nez dva druhy nachazejici se podél vyskového gradientu v jednom fi¢nim povodi
(napt. v Ucayali, Pastaza, Tigre nebo né¢kterych jinych povodich, Obr. 10), dale u druhu
nalezenych v habitatech terra firme (vySe poloZené nezaplavové oblasti nizin) (které
napodobuji horské morfologie) oproti skuteénym nizinnym druhiim v zaplavovanych
oblastech nebo v nizinnych habitatech nalezenych v rovinatych plosinach horskych oblasti

(Rican a kol., 2023b).



Biogeografie a datovani diverzifikace Bujurquina se zamérenim na nov¢ pridané druhy a

oblasti

Biogeograficka historie Bujurquina v zapadni casti Jizni Ameriky, zejména v zapadni
Amazonii, je rekonstruovana jako sled pfevazn¢ vikariantnich udalosti. Tento typ
biogeografické historie je zvlasté informativni o formovani krajiny, v tomto pfipadé ve

zkoumané oblasti.

V biogeografické rekonstrukci v této praci je identifikovano nékolik vyznamnych udalosti v
biogeografickém vyvoji zapadni Jizni Ameriky, které byly postulovany a doloZeny na zakladé
geologickych a paleontologickych informaci, ale byly velmi zfidka studovany a potvrzeny
biogeografickymi studiemi Zivych organismu (Hoorn a Wesselingh 2010a, b, Albert a Reis,
2011, Wesselingh a Hoorn, 2011, Albert a kol., 2018). Cichlidy s nizkymi schopnostmi Sifeni
a vysokym endemismem jsou velmi vhodnym modelovym organismem, jak je dobfe znamo
(RiGan a kol., 2023a) a jak ukazuji vysledky této prace.

V nejsirSim  méfitku proslo povodi Amazonky vyznamnou paleogeografickou a
paleohabitatovou proménou. Povodi Amazonky se postupné preménilo z ptivodné dlouho
existujiciho paleo-povodi Amazonky, které teklo z jihu na sever (J-S) pod¢€l vychodni strany
stoupajicich And, k dne$nimu povodi Amazonky tekoucimu zapadovychodné (Z-V) (Hoorn a
Wesselingh 2010a, b, Albert a Reis, 2011, Albert akol., 2018, Ricana kol., 2023a). Tato zména
z dlouhodobé existujici zapadni paleo-Amazonie do modermni Amazonie byla zpusobena
vlivem stoupajiciho pohofi And a jejich sedimenti v amazonskych nizinach. Tyto nanosy
sedimentl, o mocnosti v zapadni centralni Amazonii nékolika kilometrli, postupné pies
systém velkych moktadii (Pebas, Acre) pretvorily zapadni Amazonii a zménily jeji sklon, az
priblzné pred 7 mil. let zapadni Amazonska panev prolomila a pielila se pies prastaré bariéry
v povodi Amazonky (oblouky mezi prastarymi S§tity) a tak postupné vytvorila modemni na
vychod tekouci povodi feky Amazonky. Tato transformace a nasledné odvodnéni zapadni
Amazonie je jasn¢ viditelna v biogeografické rekonstrukei fylogeneze Bujurquina v této praci

(Obr. 9, 11).



Puvodni paleo-povodi Amazonky tekouci zjihu na sever bylo ohrani¢eno vyznamnymi
geografickymi a geologickymi prvky Jizni Ameriky, starymi §tity Guayanské a Braziliské
vyso€iny na vychodé, a stoupajicimi Andami na zapad¢. Konkrétné bylo povodi Amazonky
ohrani¢eno tzv. strukturalnimi oblouky, coz jsou nizko polozené geologické spoje mezi
starymi Stity na vychod¢ a vuci stoupajicimu pohofi And na zapadé (Hoorn a Wesselingh

2010a, b, Albert a Reis, 2011, Wesselingh a Hoorn, 2011, Albert a kol., 2018).

Puvodoni paleo-povodi Amazonky sméfujici z jihu na sever bylo podle geologickych znalosti
fragmentovano tfemi strukturalnimi oblouky, které¢ zacaly urcovat konfiguraci modemich
povodi fek tim, Zze rozd€lily paleo-povodi Amazonky na samostatné¢ povodi Paraguye (na
oblouku Michicola), na povodi Orinoka (na oblouku Vaupes), a zapadni Amazonie (mezi
oblouky Michicola a Vaupes), s naslednym rozdélenim zapadni Amazonie na jizni a severni
¢asti (na oblouku Fitzcarrald). Vsechny tyto geologicky identifikované zmény jsou jasné
rekonstruovany ve fylogenezi rodu Bujurquina, jak jiz popsal Rian a kol. (2023a), s

nckterymi doplitky a zménami zplisobenymi rozsifenim vzorkovani taxonti v této studii.

Rozdé€leni Paleo-povodi Amazonky na samostatné povodi Paraguaye a Amazonky (na
oblouku Michicola) se podle biogeografické rekonstrukce a molekulamiho datovani v rodu
Bujurquina v této praci odehralo pred 9 miliony let (95 % HPD 6,3-11,6 milionu let, Obr. 9 a
11). V praci Rian a kol. (2023a) to bylo datovano na 10,2 milionu let. Jak 9 miliona let, tak
10,2 milionu let s jejich intervaly spolehlivosti se velmi dobie shoduji s geologickym
datovanim vzniku této pfirodni bariéry (Lovejoy a kol., 2010, Carvalho, 2011).

Na severnim konci puvodniho paleo-povodi Amazonky se oddéleni povodi Orinoka od povodi
Amazonky (na oblouku Vaupes) odehralo podle biogeografické rekonstrukce a molekularniho
datovani v rodé Bujurquina v této praci pred 5,7 milionu let (95 % HPD 3.0-8.4 milionu let,
Obr. 9), zatimco v Rigan a kol. (2023a) bylo datovano na 7.9 milionu let. Nové datum je
zpusobeno zahrnutim potencialné nového druhu B. sp. Lower Curaray Lorocachi. Zatimco
oddéleni povodi Orinoka v praci Rian a kol. (2023a) vypadalo geograficky velmi jednoduse
diky izolovan¢ fylogenetické pozici jediného druhu z Orinoka B. mariae, s rozSifenim
odd¢leni povodi Orinoka se nyni nachazi ve skupiné pouze dvou biogeograficky velmi
vzdalenych druht. Ziejm¢ je tedy tato skupina, ktera zahmuje dosud pouze tyto dva druhy

(skupina S2), z hlediska oddé€leni povodi Orinoka velmi zajimava a vyzaduje dal$i terénni



praci k nalezeni potencialn¢ neobjevenych druhti z této skupiny, které by mohly lépe definovat
biogeografické oddéleni povodi Orinoka a Amazonky. Nehledé na tyto komplikace,
rekonstruovana data oddéleni stejn¢ jako jejich intervaly spolehlivosti v této praci souhlasi s
daty pro oddéleni obou povodi postulovanymi v geologicke literatufe jako obecné pocinajici

od data 8 milionu let (Mora a kol. 2010, Winemiller a Willis, 2011).

S oddé€lenim povodi Paraguae a Orinoka zacalo vznikat nové povodi Amazonky, které zacalo
meénit svij tok z pavodniho J-S sméru na novy Z-V smér. Toto zména sméru toku byla
doprovazena dal§im rozpadanim arealu zapadni Amazonky, a tradi¢né vyraznou roli v této
fragmentaci bylo d€leni povodi na oblouku Fitzcarrald, ktery nyni oddéluje povodi fek
Madeira, Purus, Jurua a Ucayali a tim rozd¢luje jizni (Madeira), vychodni (Purus, Jurua) a
severni ¢asti (Ucayali) v ramci jizni ¢asti zapadni amazonky (Espurt a kol., 2007, Mora a kol ,
2010, Roddaz akol., 2010, Hoorn a kol., 2010a, b). V ptvodni analyze rodu Bujurquina (Ri¢an
akol., 2023a) byly zahruty pouze druhy z povodi Ucayali a Madeiry a jejich rozdéleni bylo
datovano na 8,4 milionu let. V této studii je navic pfidan potencialni novy druh z povodi Purus
(B. sp. Acre), diky kterému je identifikovano odd€leni povodi Ucayali a Madeiry pred 6.8
milionu let (95 % HPD 4,6-9,1 milionu let, Obr. 9, 11) a odd¢leni povodi Purus od téchto dvou
pred 7.2 milionu let (95 % HPD 4,8-9,5 milionu let). Podpora tohoto poradi udalosti v této
fylogenezi neni statisticky dostatecn¢ silna (bpp < 0,95) a ob¢ udalosti 1ze povazovat za
prakticky soucasné. Zatimco ob¢ data jsou o néco mladsi nez v piivodnim datovani (8.4
milionu let, Ri¢an a kol., 2023a), tato data jsou stale starsi nez piedpokladany vznik oblouku
Fitzcarrald, u kterého je obecné povazovano, ze se zacal formovat pred 4 miliony let (napf.
Espurt a kol., 2007, Regard a kol., 2009, Hoorn a kol., 2010a, b). Ale hieben Nazca Ridge,
ktery zptisobuje vznik oblouku Fitzcarrald plochou subdukei pod Jizni Ameriku, zacal svou
subdukci mnohem dfive, pfiblizn¢ pted 11,2 miliony let na 11°S, s aktualni polohou subdukce
na 15°S (Hampel, 2002). Geologické datovani oblouku Fitzcarrald tedy neni presné, uvadi se
jako ne star$i nez pliocén (2,6-5,3 milionu let) na zaklad¢ kombinace datovani ukonceni
sopecné aktivity v sousednich Andach (4 miliony let) a sedimentt a geomorfnich markru, které
jsou pliocenni a pleistocenni (Espurt a kol., 2007). Pro malo disperzni ryby jako Bujurquina
by jiz niz§i zména nadmorské vysky na vznikajicim oblouku byla dostate¢nou bariérou, nez
by mohly byt takové zmény detekovany u jinych organismt s vyssi schopnosti disperze nebo
dokonce u zmén sedimentace a dalSich geologickych indikatorti. Druhou moznosti je, Ze

nedostatecné vzorkovani taxonu zpusobuje odliSna data divergence (vysledky o odd¢leni



povodi Orinoko). Dalsi moznosti je, Ze kalibrace molekularnich hodin navrhuje datum udalosti,
které je prilis brzké (ale intervaly spolehlivosti se ve skutecnosti pfiblizuji 4 miliony let
geologického data). Zde je ale tfeba upozomit na shodu vysledkt datovani v této praci a v

literatuie u obloukt Vaupes a Michicola.

Krom¢ téchto tradiéné diskutovanych geografickych oblasti déleni pivodni J-S orientované
paleoamazonky na moderni Amazonku fylogeneticky strom rodu Bujurquina v této praci a
rekonstruovana biogeografie ve skuteénosti poskytuji dikazy o dalSich dulezitych bariérach a
také o formaci kompletniho modemiho fi¢niho systému povodi zapadni Amazonie. Tyto
rekonstrukce jsou tak detailni diky vysokému endemismu druht v tomto rodu a také diky
hustému biogeografickému vzorkovani (Obr. 9, 11). Nové identifikované zony divergenci v
zapadni Amazonii ve fylogenezi Bujurquina jsou Guyuska ploSina u severni skupiny
Bujurquina a hrani¢ni zéna mezi jizni a severni skupinou Bujurquina v povodi Ucayali. Nové
identifikovana bariéra v ramci povodi Ucayali, Cordillera el Sira, na zaklad¢ datovani rozdélila
dv¢ hlavni skupiny rodu Bujurquina pred 16,1 miliony let (95 % HPD 12,1-20,2 milionu let,
Obr. 9, 11), a ukazuje, jak slozita byla formace povodi Ucayali, nejdelsi soucasné osy feky
Amazonky. V ¢asovém ramci mezi 16 miliony let a vznikem modermniho fi¢niho povodi kolem
4 az 8 milionu let zjevné Ucayali neexistovalo jako jedno povodi. Jeho vychodni a jizni ¢asti
sdilely faunu Bujurquina (a tim pravdépodobné i hydrologické usporadani) na jih od této
oblasti, zatimco jeho zapadni a sevemi ¢asti tvofily samostatna ficni povodi se spojenim s

faunou severni skupiny Bujurquina.

Formace fi¢nich povodi v severni ¢asti Zapadni Amazonie na zakladé nové fylogeneze

Bujurquina s se zaméfenim na teritorium Ekvadoru

Nejhustsi vzorkovani rodu Bujurquina v této praci pochazi z Ekvadoru, ale na rozdil od
predchozi studie (Rigan a kol., 2023a) se nyni zda stale vice pravdépodobné, e velka diverzita
druht Bujurquina v Ekvadoru neni pouhym vysledkem malé¢ho vzorkovani v sousednich
zemich, ale realnym jevem, protoze v této studii bylo zlepSeno vzorkovani zejména v
sousednim Peru, ale nebyla nalezena tak velka a lokalizovana diverzita druhtt Bujurquina jako
v Ekvadoru. Zatimco soucasna ficni sit’ ckvadorské Amazonie ma jasny smér toku
zapadovychodni, rekonstrukce paleogeografie na zakladé biogeografie Bujurquina je
smérem jih-sever. Na zaklad¢ datovani molekularnich hodin restrukturalizace pavodné jizng-

severniho povodi do sité fek sméfujicich zapadovychodné nastala pred 8 miliony lety mimo
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Ekvador (oddéleni okolnich povodi na sever a na jih) a pfed 4,7 miliony lety v ramci Ekvadoru
(Obr. 9). Konecné zformovani modernich ek a povodi probéhlo mezi 3.3 a 0,9 miliony lety
(Obr. 9, 11). V Ri¢an a kol. (2023a) je diskuse o spojeni mezi fiénimi povodimi s je§ts
mlad§imi daty na zaklad¢ fylogeografie v ramci druhd, ale v tomto ohledu data v této praci

neposkytuji mnoho novych poznatki.

Hlavni pfi¢inou pfemény ficniho povodi v Amazonce je zifejmé obecné zvedani se And (Hoom
a Wesselingh 2010a, b, Albert a Reis 2011, Albert akol. 2018) a v pripadé¢ Ekvadoru Guayusa
platformy s tim spojené¢ (Longo a Baldock 1982, Rigan a kol. 2023a). Guayusa platforma je
vysledkem podsouvani Carnegicova hiebene (Carnegie Ridge, béziciho od Galapazského
hibetu na vychod pod Jizni Ameriku) pod zapadni Jizni Ameriku a pod Andy v oblasti, ktera
v podstaté definuje izemi Ekvadoru (Ri¢an a kol., 2023a). Guayusa platforma sdili stejny
mechanismus pavodu a je tak podobnou strukturou jako 1épe znamy Fitzcarrald Arch v Peru
(Espurt a kol. 2007, Regard a kol. 2009, Hoom a kol. 2010a, b). Datovani subdukce
Camegicova hiebene pod Jizni Ameriku neni presné, datuje se od asi stfedniho miocénu (15
Ma, Spikings a kol., 2001) po pleistocén (2 Ma, Gutscher a kol., 1999), a nepodafilo se nam
najit zadn¢ presné datovani puvodu Guayusa platformy samotné v literatufe, ale sedimenty
nalezené na vrcholu Guayusa platformy jsou miocénni/pliocenni (5 Ma) az pleistocenni, na
rozdil od okolnich miocénnich sedimenti v prilehlych nizinach. Sedimentologicka situace je

tedy stejna jako u Fitzcarrald archu (Espurt a kol. 2007).

Podobn¢ jako 1épe znamé Fitzcarrald nebo Vaupes oblouky, Guayusa platforma také odd¢luje
pramenné oblasti hlavnich pfitoka a zdrojovych oblasti Amazonky (Longo a Baldock 1982,
RiGan a kol., 2023a). Oddéluje panve Napo od panve Pastaza, dale odd&luje panvi Morona od
panve Pastaza, a v oblasti mezi Napo a Pastaza také odd¢luje homi toky feky Napo a jejiho
hlavniho pritoku, feky Curaray, a oddéluje panvi Tigre. Diky Guayusa platformé a soucasné
konfiguraci panvi Napo a Pastaza nemaji panve Curaray a Tigre spojeni s Andami a vznikaji
na Guayusa platform¢. Vliv reli¢fu platformy pravdépodobné pokracuje tak daleko na sever,
ze muze byt zodpovédny za odd¢leni panve Napo od panve Putumayo (miocénni/pliocenni
sedimenty Guayusa platformy pokracuji na sever do panve Aguarico) a dokonce za oddéleni
panve Putumayo od panve Caqueta. Pokud tomu tak je, pak je Guayusa platforma, nebo

vvvvvv

severozapadni Amazonii, protoze odd€luje nejvEtsi pocet hlavnich pritokit Amazonky od sebe.
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Datovani vikariantnich udalosti na Guayusa platformé (Obr. 9) je téméf totozné jako v RiGan
akol. (2023a) anaznacuje, ze nejstarsi udalosti prob¢hly v jizni ¢asti platformy mezi 4,7 a 3,5
miliony lety, odd¢lujicimi panve Santiaga, Morony a Pastaza od sebe a od Napo (véetné
Curaray). Vysledky této prace také zahmuji panvi Tigre do téchto udalosti, s trochu mladsimi
daty, které jsou mezi témi vice na jih a vice na sever. Odd¢leni panvi na sever probihalo
postupné na sever, jak je lze ocekavat od subdukce Carnegicova hiebene smérem k
severovychodu (Gutscher a kol. 1999). Smérem k severovychodu je nadmoiska vyska
Guayusa platformy postupné niz$i a subdukce mladsi, a tudiz vliv na oblast musi byt mladsi.
Konecné oddéleni Curaray od Napo, Tigre, Putumayo a Caqueta probéhlo podle datovani
v této praci témér ve stejny Cas (nizka fylogeneticka spolehlivost v poradi mnoha relevantnich
uzla, Obr. 9) v tzkém ¢asovém okn¢ mezi 3,3 a 1,2 miliony lety (Obr. 9, 11).

Na zaklad¢ nové¢ pridanych druhti z povodi feky Huallaga se tato panev formovala jako
samostatna jednotka ve stejné dob¢ jako ekvadorske ri¢ni panve a panve Putumayo a Caqueta
na sever. Datovani formace panve Huallaga v této praci vychazi na 2,2, 1,7 a 1,5 milionu let
(Obr. 9, 11).

Nerozpoznana druhova diverzita v rodé Bujurquina

Vysledky této prace jednoznaéné ukazuji, ze druhova diverzita rodu Bujurquina napfi¢ jeho
geografickym roz§ifenim je vyznamn¢ podhodnocena, zejména v Ekvadoru, jehoz uzemi
zahmuje pouze tfi platné druhy (B. pardus a B. zamorensis jsou aktualné povazovany za
endemické, a B. moriorum je pritomen pouze okrajove, v této studii pouze diky jedné lokalité
z povodi Tigre na ekvadorském uzemi). Vysledky této prace ukazuji na pfitomnost az 18 druhu
v Ekvadoru. Nejbohatsi zemi na druhy rodu Bujurquina zustava Peru, s az 20 druhy ve
vysledcich této prace, ale na mnohem vét§im uzemi nez ma Ekvador, a s mnohem niz§im
podilem potencialné¢ novych druhu (7 pravdépodobné novych, 13 jiz popsanych). U mnoha
druhti, které jsou v soucasnosti znamy pouze z Ekvadoru, je ale pravdépodobné, Ze budou
nalezeny i v Peru, nebot” velké casti peruanského tzemi Loreta jsou stale nedostatecné
vzorkovany a u materialu, ktery je sbiran, chybi vzorky DNA a fotografie Zivych ryb, coZ jsou
oba nezbytné predpoklady pro robustni taxonomické feseni. Celkovy pomér nové objevenych
druhti k poctu zahmutych uz popsanych druhu v této studii je velmi vysoky, 125 % (25 novych
/ 20 platnych).
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Tento pomér je vysoky, ale ve skuteCnosti neni vyjimeény ve srovnani s jinymi dobfe
studovanymi skupinami jihoamerickych cichlid (napf. Kullander a Ferreira, 2006, Willis akol.,
2012, 2013, Rican a kol. 2021, 2023a). U rodu Crenicichla, nejvétsiho rodu jihoamerickych
cichlid (néco pres 100 platnych druhi), byl minimalni procentni narist nepoznanych druha
65-121 % v zavislosti na druhové skupiné v rodu (Ri¢an akol., 2021). U nékterych druhovych
skupin Crenicichla byl nartst druhit mnohem vyssi, 68-168 % (skupina Saxatilis), 125-200 %
(skupina Wallacii) a 158-241 % ve skupiné Lugubris. Stejné vysoky narust druhu byl 1 v
nejlépe prostudované skuping Lacustris, coz je jedina skupina tohoto velkého rodu, ktera
recentné prosla mnoha studiemi a jejiz druhova diverzita tak byla z vétsi asti objasnéna diky
studiu, jak morfologickymi tak molekulamimi pfistupy (za pouziti mtDNA i jaderné nDNA,
fylogenomiky), a poté taxonomicky popsana (viz seznam citaci v Rian a kol., 2021).
Vyjimkou vyrazn¢ho nartstu druhové diverzity nejsou ani rody velkych cichlid jako Cichla
(narust 150 %, ze Sesti druhu na 15, Kullander a Ferreira, 2006, Willis a kol ., 2012, 2013).

V prehledoveé studii od Reis a kol. (2016) zaloZené na objevech druhii napfi¢ v§emi skupinami
neotropickych sladkovodnich ryb bylo konzervativné odhadnuto, Ze 34-42 % neotropickych
sladkovodnich ryb zlistava nepopsano. Reis a kol. (2016) lokalizovali vétSinu nepoznané
diverzity do povodi Amazonky.

Vsechny tfi hlavni vysvétleni uvedena Reisem a kol. (2016) jako diivody nepoznané diverzity
neotropickych ryb se také vztahuji na neotropické cichlidy, véetné této prace:

1) nedostatek systematického vzorkovani napfi¢ distribuci dané skupiny, zejména v
oblastech s obtiznym pfistupem,

2) Siroce rozsifené taxony nebo heterogenni taxony s nedostateénym mnozstvim (nebo
premirou muzejniho materialu) nebo nevhodné¢ zachovanym materialem a informacemi,

3) krypticka nebo pseudokryptickd (morfologické rozdily zjevné, ale prehliZzeng)
diverzita v Siroce roz§ifenych druzich. Cichlidy jsou barevné a vizualn¢ orientované ryby.
Ztraceji témér vSechny diagnostické barevné vzory pii konzervaci pro muzejni ucely, a to je
dalezity faktor pfispivajici k omezeni dostupnych zachovanych diagnostickych znakd.
Podrobné fotografie dostateéného poctu zivych jedinct pofizené v terénu ihned po odchytu
jsou stale velmi zfidka pofizovany v obecnych terénnich priazkumech a v existujicich sbirkach,
tak obvykle chybi fadn¢ zdokumentované zbarveni, coz vyrazné¢ omezuje uzitecnost téchto

sbirek.
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