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1 Uvod

Cichlidy pfedstavuji jednu z nejvétSich skupin ryb ve sladkovodnich ekosystémech
tropickych oblasti svéta. Jejich druhova pocetnost zahrnuje minimalné 1700 druht

(Kullander, 2003) a odhadovany pocet se blizi spise ke 3000 druhiim.

Jejich rozsiteni zahrnuje jak stojaté, tak tekouci sladkovodni oblasti a nékteré obyvaji i
prostiedi s brakickou vodou. Jsou vSak velmi ¢asto omezeny pouze na jednu zatoku (jezerni
druhy), jednu feku, ¢i dokonce pouze na pfitok této feky. Je tomu tak z divodu jejich
ptizptsobeni na urcity typ prostiedi a historii povodi (jezer). Nejvice druht se vyskytuje ve
sladkych vodach v Africe a Jizni a Stfedni Americe. Vyrazné mensi pocet druhl obyva

Madagaskar, Sri Lanku, Kubu a fran (Farias 2000, Kullander, 2003).

Cichlidy jsou velice rozmanitd skupina presto se najde nékolik znakl, jez je spolecné
odlisuje od ostatnich ryb, jako naptiklad postranni ¢ara rozdélena na dvé ¢asti, ¢i pouze jedna
nosni dirka na kazdé strané hlavy. Maji 7-24 hibetnich trn a 2-12 trnd v fitni ploutvi

(Kullander, 2003).

Jejich velikost se pohybuje od n¢kolika mm az po vice nez metr. Primérna velikost je vSak
okolo 10-20 cm. Jejich Ustni ustroji je velice specifické a vyrazné se li§i podle potravy, na
kterou se dany druh specializuje. Mezi cichlidami najdeme jak jedince Zivici se planktonem,
zivoc¢iSnou potravou a malymi bezobratlymi, tak dravce, ktefi se zivi rybami a korysi, a také
bylozravé formy. Celisti jsou vzdy pohyblivé, a tvar zubl se vyrazné lisi. Neotropické
cichlidy maji zuby vétSinou jednodussi, konické a vétSinou s jednim vrcholem, na rozdil od
druhli zijicich v Africe, které maji typicky diverzifikované zuby, casto ploché, a
s mnohonasobnymi vrcholy (Kullander, 2003). Dalsi dulezitd adaptace, kterd se u cichlid
vyvinula, jsou faryngealni (Zaberni) Celisti. Slouzi ke zpracovani potravy, a pravé diky
tomuto uzpusobeni patii cichlidy mezi jedny z druhové nejbohatSich Celedi. Predstavuji

druhou sadu celisti umisténou v oblasti hltanu. Vyvinuly se modifikaci ¢tvrtého zaberniho

oblouku (Mabuchi et al. 2017, Liem, 1991).



Cichlidy jsou pohlavné¢ dimorfni, kdy samice byva mensi nez samec a lisi se dale ve zbarveni
(Kullander, 2003). Mezi druhy a skupinami se vyrazné 1isi i péce o potomky. VétSina druhti
si stavi substratova hnizda a o potomky se staraji jedno nebo ob¢ pohlavi po dobu n¢€kolika
tydnii 1 po jejich vylihnuti (Ayisi, 2014). Druhym typem péce o potomky je tzv. mouth
breeding, tlamovectvi, kdy se jikry inkubuji v Gstni dutin¢ jednoho z rodic¢t (Balshine,
1998). Nejcastéji se rozmnozuji v parech, neni u nich vSak nijak vzacnd polygynie a

polyandrie (Ayisi, 2014).

1.1 Cichlasomatini

Rody Krobia, Aequidens a Cichlasoma patii mezi Neotropické cichlidy, jsou klasifikovany
v tribu Cichlasomatini, ktery spolu s tribem Heroini tvoii podceledi Cichlasomatinae
(Kullander, 1998). Rody Krobia, Aequidens a Cichlasoma tvoii jednu monofyletickou
skupinu v ramci cichlasomatini (Musilova a kol. 2008, 2009). Rod Krobia vychazi jako
monofyleticky, kdezto rod Aequidens zahrnuje rod Cichlasoma jako svou vnitini skupinou,
a je tedy parafyleticky (Musilova et al. 2008, 2009). Tyto vztahy byly ur€eny na zaklad¢ tii
(Musilova a kol., 2008) respektive ¢ty genil (Musilova a kol., 2009; dvou mitochondrialnich
a dvou jadernych) a pozdéji byly potvrzeny na vicero genech (Lopez Fernandez a kol., 2010)
a v praci Ilves a kol. (2017) i pomoci fylogenomiky (Exon-based). Ob¢ tyto studie
zahrnovaly ale jen dva aZ tfi druhy v kazdém ze tfi rodd, na rozdil od praci Musilové a kol.

(2008, 2009), kde byly rody zastoupeny mnohem lepSim taxon-samplingem.

Vyskyt téchto tii rodd pokryva hlavni biogeografické oblasti Jizni Ameriky, jako je povodi
Amazonky nebo Guyansky a Brazilsky §tit, a v rod¢ Cichlasoma celou Jizni Ameriku na
vychod od Andského pohofi. Toto €ini tribus Cichlasomatini idedlnim pro studium historické

biogeografie a evolu¢nich procesti v Neotropické oblasti (Musilova et al., 2008).

1.1.1 Krobia

Tento rod zahrnuje druhy, které se vyskytuji v Guyanské vysoc¢ing a jeden druh obyvajici
povodi feky Xingu (Krobia xinguensis) na Brazilské vyso&iné (Steele, 2013). Ziji pievazné
v potocich, kde neni velky proud a Zivi se malymi bezobratlymi (Sleen, 2017). V dosp€losti
dortstaji primérné do délky 12,8 cm (Froese, 2017).



Musilova et al. (2008, 2009) potvrdila tento rod jako monofyleticky. Dokonce bylo zjisténo,
ze jeden druh tradicné tfazeny v rod¢ Aequidens (A. potaorensis) je ptislusnikem rodu
Krobia. Neni vsak jisté, ktery druh z tohoto rodu je nejbazalnéjsi, protoze dle MP topologie

je to druh K. sp. Xingu a dle topologie ML (BI) je to druh K. potaorensis.

Obrazek 1: Zastupci rodu Krobia. nahote: Krobia guianensis (cichlidamerique.fr), uprostred: Krobia sp. Oyapock
(cichlidamerique.fr), dole Krobia xinguensis (Dan’s fish),



1.1.2 Aequidens

Rod Aequidens se vyskytuje v celém povodi Amazonky, Orinoka a povodi fek na Guyanské
a Brazilské vysociné. Jeden druh, A. plagiozonatus, ve vyskytuje i v povodi Paraguaye.
V dospélosti dortistaji do maximalni délky 20 cm (Froese, 2016) a vajicka odchovavaji na

substratu a n¢které druhy jsou prvnim stupném tlamovct (Musilova et al. 2008).

Rod Aequidens se sklada z vicero fylogenetickych linii, které jsou postupné blize ptibuzné
rodu Cichlasoma. V prvni linii se nachazi endemit z Guyanské vysoCiny A. chimantanus.
Do druhé linie patii pfedev§im druhy s vyraznymi barevnymi znaky v obliceji a v té posledni
se nachazi druhy 4. tetramerus a A. sp. Jaru, ktefi naopak, oblicejové znaky nemaji témet

zadné (Musilova et al. 2008, 2009).

Dle Musilové et al. (2009) by tak rod Cichlasoma mohl byt synonymizovan s rodem
Aequidens na zéklad¢ analyz od fylogenetickych, pfes diagnostikovatelnost az po vysledky
statistickych testil alternativnich topologiich. Postupna transformace morfologickych znakt
také naznacuje, ze Aequidens je predkem rodu Cichlasoma. Taxonomie, tedy ptredevSim
druhova diverzita, rodu Aequidens je vsak stale velkou neznamou. Diverzita druhti v tomto
rodu je velkd a nebyla doposud tadné prostudovand pomoci molekuldrnich markeri. Aby
bylo mozné provadét piipadné taxonomické zmeény v tomto rodé€, je zapotiebi poznat
fylogenezi vSech jeho druhti jak na molekularni, tak na morfologické urovni, a na prvni ¢ast

jsem se zaméfila v této praci.



Obrazek 2: Zastupci rodu Aequidens. Vlevo nahote Aequidens pallidus (AquaPortail), vlevo dole Aequidens patricki
(Les Aqua'Pages de Gabriel), vpravo nahore Aequidens tetramerus (Wikimedia commons), vpravo dole Aequidens

diadema (rybicky.net)


https://www.aquapages.fr/

2 Cile prace

Osekvenovat na jednom mtDNA genu vzorky poskytnuté Skolitelem v rodech Krobia a
Aequidens, vypracovat datovanou fylogenetickou analyzu, vypracovat biogeografické
analyzy a porovnat biogeografii a fylogenezi téchto roda s ptedchozimi pracemi. Hlavni
pfinos prace bude posunout poznani druhové diverzity a fylogeneze v téchto rodech

s dirazem na fylogenetickou a taxonomickou pozici topotypového materialu.



3 Metodika

3.1 Urceni druhu

K vymezeni druhti byla pouzita morfologicka identifikace druht s naslednym vymezenim
druhtt pomoci molekularniho markeru mtDNA cytochromu b (cytb). Exemplare byly ur¢eny
do druhti na zdklad¢ ptvodnich popist, identifika¢nich klici a porovnany s materialem
vSech aktualn¢ uznavanych druh@ Krobia a Aequidens. Potencionalné¢ nové druhy byly
oznaceny jako ,,Krobia sp.“ nebo ,,dequidens sp.“. Nov¢ identifikované druhy jsou
prozatimné pojmenovany podle oblasti endemismu, které jsou ur€eny povodimi (nebo jejich

¢astmi) a mistem jejich sbéru.

3.2 Puvod vzorki, taxonomické a biogeografické pokryti

Byly shromdzdény reprezentativni exemplafe a vzorky tkani pokryvajici celé rozsiteni rodi
Krobia a Aequidens. Vzorky byly poskytnuty Skolitelem. Vzorky byly ziskdvany pomoci
riznych metod lovu, véetné pouziti tenatnich a vrhacich siti, hackt a udic. Také ve vSech
dostupnych mikrostanovistich na vSech lokalitich byl pouzit lov harpunou (podle
doporuéeni Ri¢an, 2017). Lokality byly peclivé vybrany tak, aby pokryly celou regionalni
ekologickou rozmanitost biotopt studovanych oblasti. Na lokalitach s dobrou viditelnosti,
bylo provadéno ptimé pozorovani rybi fauny pomoci potapécské masky a Snorchlu.

V ramci této studie byly analyzovany vzorky obsahujici tfi platné druhy rodu Krobia (ze
Sesti, plus tfi potencidln€ nové druhy), 11 platnych druhl rodu Aequidens (z 15, plus Ctyti
potencidlné nové druhy) a devét platnych druht rodu Cichlasoma (ze 13). U popsanych
druhti byla co nejvyssi snaha zahrnout a osekvenovat topotypovy material, tak aby byly jasné
podchyceny validni taxony a bylo moZzné posoudit potencial pro potencidlné nové druhy.
Taxonomické pokryti zahrnuje celé tzemi rodu Krobia a téméf cely znamy aredl rozsifeni je
také zahrnut u rodt Cichlasoma a Aequidens. V prvnim ptipadé€ chybi nejvychodnéjsi druhy
na Brazilském Stitu (C. orientale, C. paranaense, C. sanctifranciscense a C. zarskei),

vvvvvvvv

s Paraguayskou panvi (4. plagiozonatus, A. rondoni a A. viridis) a potom A. epae ze



severniho Brazilského stitu. Nové ziskané sekvence v této studii predstavuji Sest nove
zatazenych druhii do fylogenetického ramce skupiny (oproti Peckové (2018); Krobia sp.
Rotauge Korou, Aequidens cf. gerciliae Apui, A. michaeli, A. sp. Caura, A. sp. cf. pallidus

w7

(Krobia potaroensis, K. guianensis, Aequidens diadema, A. patricki).

Odebrané exemplafe byly oznaceny a z kazdého byl odebran vzorek DNA z pravé biisni
ploutve. Tyto vzorky DNA tkan¢ byly ulozeny v 1,5 ml zkumavkéach Eppendorf Safe lock a
fixovany absolutnim ethanolem a nasledné ulozeny v rybi sbirce Katedry zoologie
Piirodovédecké fakulty Jihoteské univerzity v Ceskych Bud&ovicich. Vzorky byly

konzervovany v 10 % formalinu a nasledné pfeneseny do 70 % ethanolu.

3.3 Molekularni metody

K izolaci DNA byla pouzita tkan z ploutvi fixovana absolutnim ethanolem. Extrakce DNA
probéhla pomoci proteindzy K soupravou Genomic DNA Mini Kit (Geneaid) dle
standardniho protokolu. Takto pfipravena vyizolovana DNA byla zkontrolovana na 1 % 30

ml agar6zovém gelu.

Na PCR reakci bylo pouzito 12,5 pul LA Hot Start Master Mix (Top-Bio), 1 pl primeru
H15915-R (AAC TGC CAG TCATCT CCG GGT TAC AAG AC), 1 ul primeru GLuDG.L
(TGA CTT GAA RAA CCAYCG TTG), 8,5 ul PCR Ultra H>O (Top-Bio) a nakonec 2 pl
vyizolované DNA. VSechny tyto slozky byly namichany v tenkosténné PCR zkumavce do
objemu 25 pl, nasledné stoCeny v centrifuze a vloZzeny do thermocycleru (Biometra) s
pfedem nastavenym programem, ktery zahrnoval po¢ate¢ni denaturaci 2 min. na 94 °C, 35
cykll [denaturace 1 min. 94 °C, nasednuti primeru 1 min. 50 °C, extenze 1 min. 72 °C] a

finalni extenze 8 min. 72 °C.

PCR produkt byl ptecistovan pomoci soupravy JETquick PCR Product Purification Spin
Kit/250. Sekvenac¢ni reakce byla provadéna podle standardniho postupu s vyuZzitim stejnych

primerQ. Analyzu sekvenci provedla firma SEQme s.r.o. pomoci Sangerova sekvenovani.



3.4 Fylogenetické analyzy

Pro fylogeneticky analyzy byly pouzity metody Neighbor Joinning (NJ) v programu PAUP*
4b.10 (Swofford, 2003) a Bayesianska inferenéni analyza (BI) v programu BEAST v 1.10.4.
(Drummond a Rambaut, 2007). Kontrola kvality nové ziskanych sekvenci a rychlé
identifikace jejich ptiblizné fylogenetické pozice byla provedena pomoci Neighbor Joining
(NJ) analyzy v programu PAUP*. Bayesianské inferencni analyzy (BI) v programu BEAST
byly provadény s rozdélenim do kodonovych pozic (1+2. vs. 3.). Optimalni evolu¢ni model
byl vybran na zadklad¢ kritéria Akaikeho pomoci ndstroje MrModeltest 2.2 a programu
PAUP*. Stromy byly zakofenény na reprezentativnim vzorku cichlid z tribd heroini a
cichlasomatini, zahrnujici také pifibuzné rody studované skupiné (Bujurquina,

Tahauantinsuyoa a Andinoacara).

3.4.1 Analyzy datovani a fylogenetické inference v programu BEAST

Pro fylogenetickou inferenci a odhad ¢asu divergence pomoci molekularnich hodin byl
vyuZit softwarovy balik Bayesian Evolutionary Analysis by Sampling Trees (BEAST) verze
1.10.1 (Drummond & Rambaut, 2007). Byl zvolen model uvolnénych molekularnich hodin
s lognormalni distribuci rychlosti a pro strom byl pouzit koalescentni model s konstantni
velikosti. Kalibrace molekularnich hodin byla provedena s vyuzitim sekundarni kalibrace
z prace Musilové et al. (2015), ktera se zabyvala datovanim neotropickych cichlid obecné a
cichlid podceledi Cichlosomatinae konkrétné. Musilova a spol. (2015) provedli kalibraci
pomoci souboru neotropickych fosilnich druhti cichlid a jsou doposud jedinou studii, ktera
zahrnuje cilovou skupinu této studie spolu s jejimi nejbliz§imi piibuznymi rody (konkrétné
Bujurquina, Tahuantinsuyoa a Andinoacara) v datované fylogenezi. Pro kalibraci byly
vyuzity tii uzly z této studie: 1) bazalni uzel Andinoacara, datovany Musilovou a spol.
(2015) na 19,33 Ma (95 % HPD 15,03-24,25 Ma), 2) uzel spojujici Bujurquina-
Tahuantinsuyoa-Andinoacara, odhadovany na 31,51 Ma (95 % HPD, 26,22-37,17 Ma), a 3)
uzel  spojujici  Bujurquina-Tahuantinsuyoa-Andinoacara s  ostatnimi  rody

cichlosomatinskych cichlidii, odhadovany na 46,47 Ma (95 % HPD 40,96-52,62 Ma.)



Analyzy byly provadény na platformé Cipres (https://www.phylo.org/) po dobu 10 milionti

generaci. Stromy byly vzorkovany a ukladany kazdych 3000 generaci. Konvergence b&ht
byla vyhodnocena pomoci grafické vizualizace a diagnostiky, zejména pomoci efektivni
velikosti vzorku (ESS), v programu Tracer v.1.5 (Rambaut & Drummond, 2007). Ctyfi dobie
konvergované béhy byly slouceny v programu LogCombiner v.1.10.1 s odstranénim prvnich
10 % v kazdém béhu analyzy (na zaklad¢ vizualizace v Tracer v. 1.5) Konecny 50%
vetsSinovy konsensus strom s posteriornimi hodnotami pravdépodobnosti (PP) vétvi (bpp)
byl vytvoien ze zbylych stromli po odstranéni burn-in kombinaci ¢ty béhti v programu

TreeAnnotator v.1.10.1.

3.4.2 Analyzy vymezeni druhi pomoci GMYC a PTP

Pro molekularni vymezeni druhi pomoci markeru cytb byly pouzity analyzy GMYC
(General Mixed Yule Coalescent) a PTP (Poisson tree processes). Tyto metody jsou navrzeny
pro vymezeni druhti primarn¢ na zaklad¢ jednotlivych molekularnich markerd, coz je
uzite¢né v piipadech, kdy nelze vyuzit metody zalozené na analyze vice genti. Model GMYC
et al., 2007; Monaghan et al., 2009; Carstens & Dewey, 2010; Vuataz et al., 2011; Powell,
2012; Fujisawa & Barraclough, 2013;). Novéjsi model PTP (Zhang et al., 2013) se ukazuje
byt dokonce G¢innéjsi, zejména pokud jsou vzdalenosti mezi druhy malé. Metody GMYC a
PTP identifikuji body pfechodu mezi mezidruhovym a vnitrodruhovym vétvenim, a to
maximalizaci pravdépodobnosti modelu. Zatimco metoda GMYC detekuje piechodové
body na zaklad€ Casové kalibrované ultrametrické topologie stromu a vyuziva Casovy
interval pro identifikaci, metoda PTP modeluje pocet substituci a nevyzaduje Casové
kalibrovanou ultrametrickou topologii. Oba ptistupy predpokladaji, Ze vSechny linie vedouci
od kotene k identifikovanym piechodovym bodiim ptedstavuji rizné druhy. Obé metody
prekonavaji tradicni metody vybéru OTU (Operational Taxonomics Units), které se spoléhaji
na jednoduché prahové hodnoty sekvenéni vzdalenosti (tzv. barkodingovy gap), a jsou tedy

robustnéjsi v ptipadech kdy tento gap chybi (Zhang et. al.,2013).

10


https://www.phylo.org/

Analyzy pomoci metod PTP a GMYC byly provedeny pomoci webového rozhrani
(http://species.h-its.org/). Ob& analyzy byly provedeny na ultrametrickém stromu z

BEASTu.

3.4.3 Biogeografické analyzy

Rekonstrukce oblasti piedkii pro vSechny uzly ve fylogenetickém stromé byla provedena
pomoci Bayesovské statistické analyzy disperze a vikariance (S-DIVA), implementované
v programu RASP 2.0 (Yu et al. 2015). Pro biogeografické analyzy byly pouzity hlavni
topografické a dlouhodobé existujici oblasti Jizni Ameriky, konkrétné Guyansky S§tit,
Brazilsky $tit, Zdpadni Amazonie a povodi Paraguay-Parand. Pokud distribuce jednotlivych
druhii nebyla omezena pouze na jednu oblast, byl areal druhu zakddovan jako soucet oblasti.
Dale byla provedena druha biogeograficka analyza, kde namisto geograficky definovanych
oblasti byly pouzity tfi hlavni typy vod nalezené v Jizni Americe (Cistd voda, Cernd voda a

kalné voda, znama také jako bila voda) jako rtizné stanoviste.

Analyzy v programu S-DIVA byly provedeny s pouzitim maximalniho poctu oblasti

(maxareas) pro konkrétni analyzovanou datovou sadu.
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4 Vysledky

4.1 Fylogenetické analyzy

Pro vizualizace Neighbor Joining (NJ) fylogenetickych vztahii byly pouzity vSechny
sekvence, abychom ov¢éfili jejich predbézné fylogenetické pozice. Pro finalni fylogenetické
analyzy v programu BEAST byly zahrnuty pouze sekvence s délkou nad 950 bp. Celkova

délka datové matice obsahovala 1 055 bp znakl cytb markeru.

Bayesianské inferen¢ni (BI) analyzy byly spusStény v nékolika nezavislych bézich
s nejvhodnéjsim modelem evoluce (GTR+I+G). Analyzy dosahly dobré konvergence

(ESS>200 pro vSechny parametry).

Vysledky findlni BI (BEAST) analyzy a pfedbézné NJ topologie ukazuji velmi podobné
fylogenetické vztahy (viz obrazky 3 a 4). Obé metody vyrazné podporuji monofylii rodi
Krobia a Cichlasoma, zatimco rod Aequidens je parafyleticky vic¢i rodu Cichlasoma, coz je

siln¢€ podpoteno (bpp > 0,95) ve vSech vnitinich uzlech BEAST stromu (viz obrdzek 4).

4.2 Druhova diverzita v rodech Krobia, Aequidens a Cichlasoma
4.2.1 Krobia

V ramci rodu Krobia bylo zahrnuto Sest riznych taxonl na urovni druhii a nase molekularni
analyzy (zahrnujici fylogenezi a molekularni vymezeni) plné podporuji vSechny tyto druhy,
konkrétné Krobia xinguensis, K. potaroensis, K. sp. Rotauge Korou, K. sp. Oyapock, K. sp.
Farias a K. guianensis. Molekularni delimita¢ni analyzy navic ukazuji pfitomnost dvou
(podle bPTP) az tii (podle GMY C) potencidlnich druht uvnitt druhu K. potaroensis. Analyza
GMYC identifikuje pouze jeden taxon na trovni druhu u Krobia sp. Oyapock a K. sp. Farias,

zatimco analyza bPTP je povaZuje za samostatné.
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outgroups

—————— ] outgroups Outgroups

] (Andinoacara-Tahuantinsuyoa-Bujurquina)

Krobia

Aequidens

EF432931 Krobia_xinguensis K xinguensis
GU7: ia_xinquensis "

-E EF432917_Krobia_potaroensis K. potaroensis
GU736964_Krobia_potaroensis

K. sp. Rotauge

Nové sekvenované v této praci:
29 sekvenci
10 druh@i (morphospecies)

Potencialné nové druhy

Cichlasoma

EF432932_Krobia_sp_Oyapock K. sp. Oyapock

AF370667 Aeiuidens si Farias 121

K. guianensis

EF432938_Aequidens_chimantanus A. chimantanus

A. michaeli

EF432945_Aequidens_tubicen A. tubicen
i i f A. cf. mauesanus
A. gerciliae
EF432924_Aequidens_sp_Atabapo
AUFT3424_Aequidens_cf_superomaculatus_1017bp
AUFT3425_Aequidens_cf_superomaculatus_658bp A. cf. superomaculatus
AUFT3423_Aequidens_cf_superomaculatus
EF432! I I

e A. diadema

Jens2011_fryofAeq_Caura_90_new_1050bp A. cf. metae Caura
EF432927_Aequidens_metae

KR150865_Aequidens_metae A. metae
AY050611_Aegquidens diadema

A. cf. pallidus

Vaupes
P18_19_72_Aeq_cf_pallidus_AguasNegras_1052bp
P18_19_73_Aeq_cf_pallidus_AguasNegras
Ci2_Aequidens_pallidu_Urubu_B1103
Ci4_Aequidens_pallidus_Javari_0902 A. pallidus
EF432956_Aequidens_sp_Jenaro_Herrera
P18_01_01_Aeq_cf_pallidus_Jenaro_1054bp

P18 01 02 Aeq cf pallidus Jenaro 1052bp I

A. sp. Maici Mirim
EF432926_Aequidens_sp_Jaru A.sp. Jaru
B 4

B21_Aequidens_cf_tetramerus_P701_1049bp
B22_Aequidens_cf_tetramerus_P701
AY050609_Aequidens_tetramerus
EF432948_Aequidens_sp_Rio_ltaya
Ci3_Aequidens_tetramerus_Javari_0901
EF432949_Aequidens_tetramerus_APE
EF432929_Aequidens_tetramerus_Ci02
GU736963_Aequidens_tetramerus_Xingu
EF432936_Aequidens_tetramerus_tNEG
B29_Aequidens_cf_tetramerus_B717_1031bp
B28_Aequidens_cf_tetramerus_B717_1049bp

B15_Aequidens_cf_tetramerus_B712_1029bp

A. patricki

EF432923_Cichlasoma_araguaiense_1023bp C. araguaiense
Ci9_Cichlasoma_cf_dimerus_Monday_P910 2
EF432916_Cichlasoma_pusillum C. pusillum
U88854_Cichlasoma_portalagrense C., portalegrense
EF432941_Cichlasoma_dimerus
KR150876_Cichlasoma_dimerus
D1_Cichlasoma_dimerus_lbera_A723 ii
GU736969_Cichlasoma_dimerus C. dimerus
— Ci7_Cichlasoma_dimerus_Garupa_A902
Ci8_Cichlasoma_dimerus_Tebicuary_P902
AF009952_Cichlasoma_boliviense o
B1_Cichlasoma_boliviense_Beni_B701  C. boliviense
Ci1_Cichlasoma_boliviense_Guapore_B721
AF370669_Cichlasoma_amazonarum
Ci5_Cichlasoma_amazonarum_Leticia_0904
Ci6_Cichlasoma_amazonarum_Leticia_0907
EF432914_Cichlasoma_amazonarum
AF145128_Cichlasoma_bimaculatum 7
EF432925 Cichlasoma bimaculatum C- Pimaculatum
AY843382_Cichlasoma_taenia_stri4251 C. taenia
EF432922_Cichlasoma_orinocense_Ae00 ii
GU736968_Cichlasoma_orinocense C. orinocense

C. amazonarum

Obrdzek 3: Neighbor Joining fylogenticky strom slouZici predevsim k vyznaceni nové pridanych sekvenci (oznaceny cervené).
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] outgroups bPTP/GMYC
117.0 0.3 Krobia xinguensis

. = V21
prom =————=f¢ 11 51,3 Krobia potaroensis—— i

Clear and Black water
White (muddy) water
All water types

A
Aequidens
_
ABC 32.8
Aequidens
19.7  Aequidens 2

Elevation zones
0-100m
100 - 200 m
200 - 500 m
500 - 1000 m
[ 1000 - 2000 m
[ 2000 - 4000 m
I > 4000 m

1.4 0.2 C. pusillum
14106 C. portalagrense

0.6 0.5 C. dimerus

Pebas
Amazon

16—11.6| 11.6- 53 |26
ioc. | M. Mioc. |L:ate Mibcene | Plioc. |Pleist/

Obrdzek 4: Fylogenetické vztahy, datovdni divergence, biogeografickd rekonstrukce a druhové vymezeni v ramci rodu Krobia,
Aequidens a Cichlasoma na zdkladé cytb markeru z analyzy BEAST. Outgroupové taxony jsou z obrdzku vynechdny. Cisla v uzlech
ukazuji vék v mi milionech let, cerné pismo ukazuje silné podporené uzly (bpp = 0,95), Sedé pismo méné podporené uzly. Barva
intervall spolehlivosti odhadu vék( (95 % HDP) ukazuje rekonstruované arealy pro kazdy uzel (rekonstruované aredly jsou téz
vyznaceny pismeny, viz mapka kédovanych oblasti vlevo dole). Vymezeni molekularnich druht pomoci metod bPTP a GMYC je
vyznaceno v levé ¢asti obrazku. Podkladova barva druhl znaci Uzemi vyskytu, dle mapy. Barva vétvi znaci typ vody, jez obyvaji,
viz legenda. Méfitko ukazuje 5 My. Nové pridané druhy v této praci jsou oznaceny hvézdi¢kou (ostatni nové pridané sekvence
viz obrazek 3). K datovani stromu je pfidana legenda vyznacujici hlavni epochy transformace paleo-Amazonie do soucasné
Amazonie (viz text).

47 40

A priori 29 spp.; 6 new
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4.2.2 Aequidens

V ramci rodu Aequidens bylo zahrnuto 15 riiznych taxona na urovni druht (11 platnych
druhti a ¢tyfi potencionalné nové druhy), a molekularni analyzy podporuji vSechny tyto
druhy, tj. 4. diadema, A. gerciliae, A. chimantanus, A. mauesanus, A. metae, A. michaeli, A.
pallidus, A. patricki, A. sp. Caura, A. sp. cf. pallidus, A. sp. Jaru, A. sp. Maici Mirim, A.
superomaculatus, A. tetramerus a A. tubicen. Molekularni delimitac¢ni analyzy navic ukazuji
mnoho shlukii na trovni druht, zejména uvnitt druhti 4. tetasmerus a A. pallidus. U druhu
A. pallidus bylo identifikovano pét shlukd na rovni druht v analyzach bPTP i GMYC.
Minimalni pocet shlukli na trovni druhti u 4. tetramerus byl identifikovan jako devét podle

analyzy GMYC a analyza bPTP identifikuje shluk dvanéct.

4.2.3 Cichlasoma

V ramci rodu Cichlasoma bylo zahrnuto devét platnych druhti (z celkového poctu 13), a
fylogenetické analyzy podporuji vSechny tyto druhy, konkrétné¢ C. amazonarum, C.
araguaiense, C. bimaculatum, C. boliviense, C. dimerus, C. orinocense, C. portalegrense,
C. pussilum a C. taenia. Nicmén¢ molekularni delimita¢ni analyzy neprokéazaly oddéleni
mezi C. portalegrense a C. dimerus a mezi C. taenia a C. orinocense na Urovni druhu. U
druhu C. bimaculatum analyza bPTP identifikuje dva shluky na trovni druhti, zatimco

analyza GMYC poukazuje pouze na jeden druh.

4.3 Fylogenetické vztahy mezi a uvniti rodu Krobia, Aequidens a
Cichlasoma

Krobia je sestersky rod rodu Aequidens, ktery je parafyleticky vic¢i rodu Cichlasoma.
VSechny tyto vztahy jsou pevné€ podpoteny (s hodnotou bpp > 0,95) ve vSech uzlech stromu
BEAST (viz obrazek 4). V ptipad¢ rodu Krobia ukazuji vztahy, Ze druhy z Guyanské

(vSechny kromé¢ jednoho druhu) a Brazilské vysocCiny (K. xinguensis) jsou sesterské skupiny

Rod Cichlasoma je pevné vnitini skupinou rodu Aequidens, ptiCemz jeho sesterskou

skupinou je druh A. patricki ze zapadni Amazonie.
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>0,95) linii. Prvni linie zahrnuje vSechny druhy endemické pro oblast Guyanského $titu (4.
diadema, A. chimantanus, A. metae, A. sp. Caura, A. sp. cf. pallidus, A. tubicen, A.
superomaculatus), které jsou parafyletické k silné¢ podpoiené monofyletické skupiné
zahrnujici druhy endemitni pro Brazilskou vysocinu (4. gerciliae, A. mauesanus, A.
michaeli). Aequidens pallidus je jedinym druhem v této prvni linii, ktery se vyskytuje ve
dvou oblastech, jak v Guayanské vysocin¢ (Rio Negro), tak v zdpadni Amazonii. Navic, 4.
pallidus je jedinym druhem v této linii, u kterého analyzy molekularniho vymezeni podporuji
existenci nékolika taxonti na urovni druhu (pét). Aequidens pallidus je pevné podpoteny jako
sesterska skupina 4. sp. cf. pallidus, ktery se rovnéz nachazi v povodi Rio Negro, v fece Rio

Vaupes, kterd je oddélena od Negra dlouhou oblasti mohutnych peteji.

Druha linie rodu Aequidens zahrnuje pouze jeden nominalni druh, Siroce rozsifeny druh 4.
tetramerus, a dva potenciadlné¢ nové endemické druhy, 4. sp. Jaru a 4. sp. Maici Mirim.
Aequidens sp. Maici Mirim je sesterska skupina k A4. teramerus, zatimco A. sp. Jaru se
nachdzi v rdmeci rozsdhlé a fylogeneticky diverzifikované struktury A. tetramerus (obrazek
4). Jak bylo uvedeno vyse, A. tetramerus je v analyzach vymezeni molekuldrnich druhi
rozdélen do minimaln¢ deviti shlukt na Grovni druhti podle analyzy GMYC. Analyza bPTP

identifikuje druhil dvanéct.

Tteti linie Aequidens zahrnuje pouze jeden druh, a to druh 4. patricki.
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4.4 Datovana fylogeneze a biogeograficka rekonstrukce rodu Krobia,
Aequidens a Cichlasoma

Vysoky pocet potencialnich druhii v ramci 4. tetramerus a A. pallidus predstavuje prvni
vysledek, ktery je vysvétlen v datované fylogenezi (viz obrazek 4). Zatimco ¢asova hladina,
na které je vétSina taxont na urovni druht oddélena na druhy v analyzach molekularniho
vymezeni ma stafi kolem 0,7 az 0,8 miliont let, potencialni druhy v rdmci A. tetramerus a
A. pallidus maji stafi od 7,2 milionti let u A. tetramerus a od 3,4 milioni let u A. pallidus.
Divergence uvniti A. tetramerus je srovnatelnd s divergenci mezi druhy celého rodu
Cichlasoma (od 8 milioni let). VEtSina domnélych druhti u A. tetramerus je alopatricka, ale
minimalné dvé linie uvnitt 4. tetramerus jsou sympatrické v povodi feky Madeiry, coz spolu
s jejich fylogenetickymi vztahy naznacuje, Ze tato oblast v ramci zédpadni Amazonie je
ancestralni pro cely druhovy komplex A. tetramerus. Potencialni novy druh 4. sp. Jaru, ktery
je fylogeneticky uvnitt druhového komplexu A. tetramerus, je endemitem také v povodi feky

Madeira, coz déle podporuje toto povodi jako ancestralni pro cely druhovy komplex.

Na velké mezirodové Skale je v datované fylogenezi bazalni uzel pro vSechny tii rody
datovan do na dobu 32,8 miliont let (95 % HPD 22,8-42,0 milionti let). Biogeograficka
rekonstrukce celé skupiny je pfevazné vikarialni, s tiemi ze Ctyf kodovanych oblasti
obsaZzenych v bazdlnim uzlu, coZ naznacuje, Ze spolecny predek se vyskytoval v celé
Amazonské panvi (Guyansky §tit, Brazilsky §tit, zapadni Amazonie). Cichlasoma, jediny
rod vyskytujici se ve ¢tvrté oblasti (povodi Paraguay-Parand), do této oblasti expandovala

ze zépadni Amazonie (viz obrazek 4).

Krobia ma svlj bazélni uzel rekonstruovany jako vikarianci mezi oblastmi a liniemi
Guayanského a Brazislkého §titu s datem 17 milionti let (95 % HPD 9,8 — 25,8 miliont let).
Dalsi speciacni udélosti v oblasti Guayanského Stitu se odehraly mezi 13,5 a 4 miliony let, s

vyjimkou mladého uzlu mezi K. sp. Oyapock a K. sp. Farias s datem 0,8 milionu let.
Bazalni uzel rodu Aequidens (tj. véetné Cichlasoma) je datovan na 19,7 miliont let (95%

HPD 14,1-25,0 milionti let) a rekonstruovan jako vikariance mezi oblasti Guayanského Stitu

(linie Aequidens 1) a zapadni Amazonii (zbytek Aequidens vcetn& Cichlasoma).
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Prvni linie rodu Aequidens je tedy rekonstruovana jako endemitni pro oblast Guyanského
Stitu s datem bazalniho uzlu 13,7 milioni let (95 % HPD 8,8 — 18,8 milioni let). Z této linie
doslo pted 9,7 milionu let (95 % HPD 6,1 - 14,0 miliont let) ke kolonizaci Brazilského §titu
(4. gerciliae, A. mauesanus, A. michaeli) a pozdéji, asi pied 3,4 miliony let (95 % HPD 2,1

- 4,6 miliont let), ke kolonizaci zdpadni Amazonie v ramci linie A. pallidus.

Druha linie rodu Aequidens, s bazalnim uzlem odhadovanym na 12,7 milioni let (95% HPD
8,4 — 17,0 miliont let), je rekonstruovan jako vikariance mezi jednim druhem Brazilského
Stitu (4. sp. Maici Mirim) a druhovym komplexem A. tetramerus, ktery byl pivodné
endemitem zépadni Amazonie, zejména v povodi feky Madeiry (7,2 milion let). Mezi 7,2 a
6,1 miliony let (95% HPD 9,6 — 3,9 milionti let) linie 4. tetramerus expandovala pies zapadni
Amazonii do celého povodi Amazonky (vSechny tfi kdédované oblasti). Toto velké rozsitent
arealu bylo pravdépodobné iniciovano adaptaci na zmény prostiedi v zdpadni Amazonii, kde
se pavodné dominujici Cisté a ¢erné vody proménily na dominujici kalné vody, jak je
podporovano nasi biogeografickou rekonstrukci typt vod (viz obrazek 4 a 5). Pozdé&ji byl
aredl linie A. tetramerus rozdélen vikariantnimi udalostmi mezi ttemi kédovanymi oblastmi
mezi 6,1 a 0,7 miliont let, coz odpovida vétsiné molekularné vymezenych druhti v ramci

linie 4. tetramerus véetné A. sp. Jaru (viz vyse).

Tteti linie rodu Aequidens obsahuje pouze jeden druh, zdpadoamazonsky A. patricki, ktery
je sestersky rodu Cichlasoma. Tento uzel je datovan na 11 milionti let (95 % HPD 7,1 — 14,7
miliont let) a je rekonstruovan v zapadni Amazonii. Tim padem rod Cichlasoma vznikl v
zapadni Amazonii a pozdéji (mezi 11 a 8 miliony let) se rozsitil do celého povodi Amazonky
(stejné jako A. tetramerus, ale ten v ponékud pozdé€jSim obdobi mezi 7,2 a 6,1 miliony let),

a také do povodi Paraguay-Parand (mezi 4,6 a 1,8 milionti let).
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Elevation zones
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Black water

—— White-water

Obradzek 5: Mapa JIZni Ameriky s barevné zvyrazneénymi typy vod na své vychodni strané od And. Geologicky staré Guyanské
a Brazilské stity jsou dominovdny Cistymi vodami, Zdpadni Amazonie a povodi Paraguaye jsou dominovdny kalnymivodami
ze stoupajicich mladych And. Kalné vody z And prindseji sediment predevsim v odbobi destd, kdeZto v sussim obdobi roku
jsou Feky v Anddch sezénné ¢isté. Cerné vody vznikaji v niZzinnych pdnvich. Mozaika viech hlavnich typ(i vod je pfedevsim v
zdpadni Amazonii mnohem jeméjsi neZ mize mapa tohoto méritka postihnout.
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5 Diskuze

5.1 Druhova diverzita Krobia, Aequidens a Cichlasoma

Druhova diverzita ve tfech studovanych rodech je v souladu jak s tradi¢nim, tak s
molekuldrnim vymezenim druhii, s vyjimkou piipadii starych divergenci a existence
potencialné kryptickych druhtt v rdmci A. tetramerus a A. pallidus a velmi mladych
divergenci nékterych popsanych druhi Cichlasoma (jako je C. taenia vs. C. orinocense, C.
portalegrense vs. C. dimerus). Potenciadlné kryptické druhy v rdmci A. tetramerus a A.
pallidus vykazuji podobnosti na fylogenetické tirovni s druhy v rdmci Cichlasoma, coz

vyzaduje porovnani obou téchto situaci.

Druhy v rod¢ Cichlasoma jsou znamé pro svou obtiznou identifikaci a Kullander (1983) v
popisu druhti v rod¢ Cichlasoma jasn¢ uvedl, ze kromé& jejich velmi drobnych
morfologickych rozdill je klicovym faktorem pro urceni druhu jejich biogeografie, protoze

vetsinu druhit povazoval za alopatrické. Tato skutecnost zistava platna.

Komlextim A. tetramerus a A. pallidus nebyla dosud vénovana takova pozornost, ale tato
studie poprvé ukazuje jejich potencidlni druhovy komplex na zakladé¢ lepsiho geografického
pokryti nez v predchozich studiich (Musilova a kol., 2008, 2009). Morfologicka revize
materialu 4. tetramerus a A. pallidus je nutna pro zjiSténi, zda potenicalni kryptické druhy
identifikované molekularnimi analyzami mtDNA také vykazuji identifikovatelné
morfologické znaky, i tak drobné, jaké se nachéazeji u druhii rodu Cichlasoma. DalSim
dilezitym krokem je pouziti jadernych markerd k ovéfeni potencidlnich druht

identifikovanych pomoci mtDNA.

Kromé téchto potencialné novych kryptickych druht tato studie také odhalila a molekularné
potvrdila existenci dalSich dobfe podporovanych (morfologicky 1 molekularn¢)
potencionalné novych druht (4. sp. Caura, A. sp. Jaru, 4. sp. Maici Mirim, K. sp. Farias, K.
sp. Oyapock, K. sp. Rotauge Kourou). Podil nové objevenych potencidlnich druhti viici poctu
zatazenych platnych druhli v této studii je tedy 26 %, pokud pocitame pouze dobie
morfologicky diferencované druhy (6 novych / 23 platnych). Pokud vSak do vypoctu

zahrneme 1 minimalni identifikovany pocet (40) potencialné novych kryptickych druht
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véetné téch v komplexech A. tetramerus a A. pallidus, vzroste podil nové objevenych
potenciondlnich druhii (17 novych / 23 platnych) na 74 %. Tento podil je vysoky, ale ve
skutecnosti je normdalni ve srovndni s jinymi relativné dobie prostudovanymi rody
jihoamerickych cichlid (Kullander & Ferreira, 2006; Willis et al., 2012, 2013; Rican et al.
2021, 2023).

Objeveni novych druhli mezi neotropickymi rybami neni nijak vyjimec¢né, ba naopak (viz
citace vyse), nové druhy se objevuji a popisuji velmi Casto. V jinych amazonskych rodech
cichlid nové objevené druhy ve skutecnosti tvoti velkou c¢ast druhové diverzity. V rode
Bujurquina, blizce ptibuznému rodu studovanych v této studii, vyskytujicimu se v zapadni
Amazonii, Ri¢an et. al (2023) zjistili 83 % nartist, z 18 zafazenych platnych druhti na celkem
33 druht, vSechny dobie morfologicky diferencované druhy. Skuteény pocet druhti v této
skupin¢ je pravdépodobné mnohem vyssi nez uvadi zvéiejnéna studie, alespon 45 druhi
(Ri¢an a kol., nepublikovéano). V piipadé rodu Crenicichla, nejvétsiho rodu neotropickych
cichlid (néco ptes 100 platnych druhti), byl minimélni procentudlni nrdst nerozpoznanych
druhti 65 — 121 % v zavislosti na druhové skupiné v rodu (Ri¢an et al., 2021). V n&kterych
skupinach druhti Crenicichla byl nérGst druhtt mnohem vyssi, 68 — 168 % (skupina
Saxatilis), 125 — 200 % (skupina Wallacii) a 158 — 241 % ve skupiné Lugubris. V nejlépe
prostudované skupin€ Lacustris byl pivodni nartist druhii stejné vysoky ale je to jedina
skupina tohoto velkého rodu, ktera recentné prosla mnoha studiemi a jejiZ druhova diverzita
tak byla z vétsi Casti ozfejmena, prostudovana jak morphologickymi tak molekularnimi
pristupy za pouziti mtDNA 1 jaderné nDNA (fylogenomiky), a poté taxonomicky popséna
(viz dlouha fada citaci v Ri¢an et al., 2021). I u piivodné relativné malo druhové podetného
rodu Cichla, velkych, Siroce rosifenych a habitatov€ mnohem oportunisti¢téjsich cichlid, byl
nartst také vysoky, 150% (ze Sesti druhii na 15; Kullander & Ferreira, 2006), z nichz mnohé
byly posléze zpochybnény prvnimi molekuldrnimi analyzami (Willis et al., 2012) a jeste

pozd¢ji na vétsim molekularnim datasetu opét viceméné potvrzeny (Willis et al., 2013).

Reis a kol. (2016) v ptehledové studii na zakladé objevi druhii napfi¢ vSemi skupinami
neotropickych sladkovodnich ryb konzervativné odhadli, Ze 34 — 42 % zGstava nepopsanych.
Reis a kol. (2016) lokalizovali vétSinu nerozpoznané diverzity do povodi Amazonky. To je

v souladu s touto studii a také s dalSimi relativné podrobné studovanymi rody
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jihoamerickych cichlid (Kullander & Ferreira, 2006; Willis et al., 2012, 2013; Ric¢an et al.
2021, 2023). VSechna tfi hlavni vysvétleni, ktera Reis a kol. (2016) uvad¢ji jako diivody pro
nerozpoznanou diverzitu neotropickych ryb, plati i pro neotropické cichlidy vcetné téch v
této studii: 1) nedostateéné pokryti aredlu distribuce dané skupiny, zejména v oblastech s
obtiznym pfiistupem; 2) rozSifené taxony nebo heterogenni taxony s nedostatecnym (nebo
prilis velkym) mnozstvim muzejniho materidlu nebo nespravné zachovanym materidlem a
informacemi; 3) kryptickda nebo pseudokryptickd (morfologické rozdily zjevné, ale
ptehlizené) diverzita u Siroce rozsifenych druht. U cichlid je dualezitym faktorem
ptispivajicim k poslednimu bodu omezeni dostupnych diagnostickych znakl zachovanych v
konzervovanych vzorcich. Cichlidy, které jsou pestrymi a vizualné€ orientovanymi rybami,
pfi fixovani a uchovani v muzejnich sbirkach ztraceji témet vSechny diagnostické znaky
zbarveni. Studium zivych ryb a jejich fotografii je proto obzvlasté dulezité, ale podrobné
snimky dostate¢ného poctu zivych exemplati v terénu jsou stale velmi ziidka potizovany v
obecnych terénnich pruzkumech. Ve stdvajicich sbirkach obvykle chybi fadné
zdokumentované zivé zbarveni dochovanych exempldi, coz znaéné omezuje jejich

vyuZitelnost.

5.2 Biogeografie a datovani rozSireni arealu v souladu s amazonskou
paelogeografii

Hlavni rozsifeni arealu ve studované skupiné zacalo u rodu Cichlasoma mezi 11 a 8 miliony
lety ze zdpadni Amazonie do celé cis-Andské (na vychod od And) Jizni Ameriky a v
komplexu Aequidens tetramerus mezi 7,2 a 6,1 miliony let, rovnéZ ze zdpadni Amazonie do
celého povodi Amazonky (obrazek 4). Toto jsou jediné expanze na urovni velkych arealt
identifikované v ramci studovanych skupin v této studii a jsou to také jediné expanze areald,
které odpovidaji zménam stanoviste. Studované rody Krobia a Aequidens pivodné obyvaly
pouze Cisté a/nebo cerné vody (obr. 4 a 5) a linie Krobia a Aequidens 1 a 3 jsou stale
endemické pouze pro tato stanovisté. Na rozdil od této skupiny se druhy Cichlasoma
vyskytuji prevazé v bilych (tj. kalnych) vodach a Aequidens teramerus je vysoce
oportunisticky a lze jej nalézt v jakémkoli typu vody. Tato zména stanovisté zalozena na nasi
biogeografické rekonstrukci a molekularnim datovani se u téchto dvou skupin vyskytla mezi

11 a 8 miliony lety, respektive 7,2 a 6,1 mil. lety. Toto datovani dobie koresponduje s hlavni
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paleogeografickou zménou a zménou paleohabitatu, ke které doslo béhem této doby v
zapadni Amazonii (Hoorn & Wesselingh, 2010a; Wesselingh & Hoorn, 2011). Tento casovy
ramec (11 az 6 miliond let) je povazovan za stézejni bod v historii evoluce povodi
Amazonky, protoze predstavuje bod obratu mezi dlouho existujicim povodim paleo-
Amazonky tekoucim od jihu k severu (J-S) a modernim Amazonskym povodim tekoucim od
zapadu k vychodu (Z-V) (Hoorn & Wesselingh 2010a , b; Albert & Reis, 2011; Albert a kol.,
2018; Ri¢an a kol., 2023). Tato zména z pivodni paleo-Amazonie do moderni Amazonie
byla zplsobena vlivem stoupajiciho pohoii And a jejich sedimenti v Amazonskych
nizinndch. Tyto nanosy sedimentli postuné ptes systém obiich mokiadt (Pebas, Acre; obr. 4)
pretvarely zapadni Amazonii a ménily jeji sklon, az kolem 7 mil. Zapadni Amazonie
prolomila a pietekla prastaré bariéry (oblouky mezi starov€kymi §tity) smérem na vychod, a
tak se postupné vytvofil moderni na vychod tekouci systém Amazonské panve. Systémy
obtich moktadu a preorientovani amazonskych fi¢nich systémi nastaly ve stejné dob¢ jako
adaptace Aequidens a Cichlasoma na nova stanovisté a typy vod (od ¢istych a ¢ernych vod

k toleranci vod bilych/bahnitych).
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