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1. Prehled o souc¢asném stavu poznani

1.1. Obecné piedstaveni cichlid

Cichlidy jsou pocetna skupina paprskoploutvych ryb (Actinopterygii)
patfici do fadu ostnoploutvi (Perciformes), podiddu pyskouni (Labroidei) a
¢eledi vrubozubcoviti (Cichlidae), které jsou ptirozené rozsifeny v tropickych a
subtropickych sladkovodnich i brakickych vodach Stredni a Jizni Ameriky,
Texasu, Afriky, Zapadni Indie, Madagaskaru, Syrie, Izraele, Sri Lanky a
pobiezi jizni Indie (Kullander, 1998). Tato Celed’ v soucasné dob¢ cita 1612
platnych druh (Eschmeyer, 2012) a odhaduje se, ze véetné nepopsanych
forem by se pocet druht mohl dosahnout az k 3000 (Kocher, 2004 Salzburger a
Meyer, 2004). Jiz se soucasné¢ zndmym poctem druhd jsou cichlidy treti
2012).

Cichlidy jsou primarné ryby tropickych nizin a jejich pfirozend
geografickd distribuce odpovida tzv. ,,Gondwanskému vzoru®“. Pfiinou tzv.
,»Gondwanského* rozsifeni je skutecnost, Ze evoluce hlavnich linii pfedchazela
rozpadu prakontinentu Gondwany, a recentné pozorované rozSifeni je pak
poziistatkem plivodné spojitého aredlu. Diive se ptedpoklddalo, Ze cichlidy
vznikly ve svrchni kiid€ (Stiassny, 1991), avSak z fosilniho zdznamu zndme
cichlidy az z mnohem pozd¢j$i doby. Nejstarsi nalezenou fosilii cichlidy je
Mahengechromis sp. ze stfedniho eocénu (tietihory), coz je pozdéji nez probehl
rozpad Gondwany. Také z tohoto diivodu jsou cichlidy intenzivné studovany a
rekonstrukce jejich paleontologické historie je stale nejasnd (Genner et al.,

2007).

1.1.1. Diverzita cichlid

Cichlidy jsou extrémné uspéSnou evoluéni linii ryb. Ma se za to, Ze
z4dna jina Celed’ obratlovcl neptevysuje cichlidy poctem variet, tvarii, barev a
mirou ekologickych i trofickych specializaci (Fryer a Iles, 1972; Coulter, 1991;
Meyer, 1993; Stiassny a Meyer, 1999; Kornfield a Smith, 2000; Kocher, 2004).
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Nejvétsi pocet druhti cichlid se nachazi ve vychodni Africe v oblasti
velkych jezer Tanganika, Malawi a Victoria (Turner et al., 2001; Turner 2007),
jelikoz zde dochézi ke zrychlené adaptivni speciaci, diky niz byly cichlidy
schopny opakovan¢ a velmi Gispé$né obsazovat volné ekologické niky. Nejlépe
je toto patrné na Siroké Skale potravnich specialisti pfitomnych v jezerech.
Diky adaptivni radiaci se africké cichlidy staly modelovym organismem pro
studium evoluce (Barlow, 2001).

Cichlidy jsou velmi oblibené i u akvaristd diky svému atraktivnimu
vzhledu a rozvinutému socidlnimu chovani, at’ uz se jedna o cichlidy velkych
africkych jezer Malawi a Tanganika, nebo o jihoamerické skalary amazonské
(Pterophyllum scalare), tercovce (Symphysodon spp.) a dalsi.

Celosvétove se cichlidy jako hospodatrsky vyznamné ryby uplatiuji i
v produkéni akvakultufe. Tilapie nilska (Oreochromis niloticus) a tilapie
mosambicka (O. mossambicus) jsou nejcastéji chovanymi zastupci cichlid
v akvakulturnich chovech po celém svéte (FAO, 2012).

1.2. Vyluéné znaky cichlid

Cichlidy jsou charakterizovany n¢kolika morfologickymi a
anatomickymi znaky, které jsou pro n¢ typické a odliSuji je od ostatnich
kostnatych ryb. Nékteré znaky lze nalézt 1 u jinych rybich skupin, ale jejich
vzdjemnd kombinace je unikatni pouze pro cichlidy (tj. nelze nalézt tuto
kombinaci u zastupct jinych celedi).

Jednim z vyraznych znakii cichlid je pfitomnost pouze jednoho
¢ichového otvoru na kazdé strané rypce. Typicky znak pro vétSinu ostatnich
kostnatych ryb (kromé& motskych sapinil) jsou dva ¢ichové otvory (Barlow,
2001).

Dalsi znakem je pak charakteristické uspotadani postranni Cary, ktera
zaina na zadni Casti hlavy a bézi podél horni ¢asti t€la asi do jeho dvou tfetin,
poté je postranni ¢ara pierusena a pokracuje o néco nizeji az ke koteni ocasni
ploutve. Pouze zastupci dvou africkych rodu Teleogramma a Gobiocichla maji
nepferuSenou postranni ¢aru stejné jako vétSina ostatnich ryb. Tyto rody

obyvaji rychle tekouci c¢asti feky Kongo a tubularni téliska postranni Cary se



prodluZzovanim pfizpusobily rychle tekouci vodé, az splynuly v jednotnou
postranni ¢aru (Barlow, 2001).

Ani jediny cichovy otvor, ani pferuSovand postranni cara nejsou
vyluénymi znaky cichlid, avsak jejich kombinace ano.

Vyluénymi znaky cichlid jsou potom dale i) charakteristicky tvar
nejvétsiho otolitu, ktery méa na jedné stran¢ hlubokou ryhu, a ii) dale pak
zpusob, jakym je zaludek cichlid spojen s tenkym stievem. U vétSiny ryb je
tenké stfevo napojeno na zaludek po pravé strané, u cichlid je napojeno na levé
stran¢ (Barlow, 2001).

Za nejdulezitéjsi apomorfii cichlid, kterd je zodpovédnd za jejich
evolucni uspésnost jsou plné funkéni pozerdkové zuby, které jim umoznily
adaptovat se na riizné zpusoby ziskavani potravy. Diky poZerdkovym zubtiim,
které prevzaly zvykaci a drtici funkci, mohla prob&hnout adaptace celisti
K riznym zptusobim ziskavani potravy (Stiassny, 1991; Barlow, 2001).

Vsechny cichlidy maji vysoce rozvinuté socialni chovani, které
zahrnuje komunikaci a péc¢i o potomstvo. Rodicovska péce se da rozdélit na
dva zpisoby a to na: 1) hlidani potomstva, které je charakteristické prevazné
pro neotropické a asijské druhy, a dale 2) tlamcovitost, tedy odchov potomstva

Vv tlamg¢, se kterou se setkdvame hlavné u africkych druhti (Barlow, 2001).

1.3. Fylogeneze cichlid

Prvni fylogenetickou studii na cichlidach (obr. 1) provedla Stiassny (1991) a
tato studie je zaloZena na anatomicko - morfologickych znacich lebe€nich
kosti. Cichlidy zde byly rozdéleny do 10 samostatnych linii zahrnujici africké a

asijské cichlidy a jednu dale nerozliSenou linii neotropickych cichlid.
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Obr. 1 Fylogeneticky strom navrzeny Stiassny (1991) na zakladé

anatomicko-morfologickych znaki.
Pozdéji Kullander (1998) navrhl novou fylogenetickou hypotézu pro celed’
Cichlidae zaloZenou na analyze 91 morfologickych znakli pro 43
jihoamerickych a 7 africkych a asijskych cichlid. Z vysledki analyzy
vyplynulo nasledujici usporadani cichlid do podceledi: Etroplinae (Asie),
Pseudocrenilabrinae (Afrika), Retroculinae (Jizni Amerika), Cichlinae (Jizni
Amerika; triby: Crenicichlini, Cichlini), Heterochromidinae (Afrika),
Astronotinae  (Jizni  Amerika; triby:  Astronotini, Chaetobranchini),
Geophaginae (Jizni Amerika; triby: Geophagini, Acarichthyini, Crenicaratini) a
Cichlasomatinae (Jizni Amerika; triby: Acaroniini, Cichlasomatini, Heroini). V
jeho stromu jsou Etroplinae (Malajsk¢é a Indické cichlidy) a
Pseudocrenilabrinae (Africké cichlidy) sesterské skupiny a tvoii sesterské
skupiny vsech ostatnich cichlid (obr. 2).
Farias et al. (1999) pak prezentovala prvni zevrubnéjsi fylogenetickou studii
zalozenou na molekularnich znacich (jak mitochondridlnich, 16S rRNA, tak
jadernych markeri TMO-M27 a TMO-4C4) a pozd¢ji Farias et al. (2000)
publikovali vysledky kombinované fylogenetické analyzy na zakladé
molekularnich a morfologickych znak pochazejici ze studie Kullandera
(1998). Tato studie ukéazala, Ze podceled’ Etroplinae je bazalni linii cichlid a Ze
africké podceledi Heterochromidinae a Pseudocrenilabrinae ptedstavuyi
monofyletickou linii a tvofi spolecné sesterskou skupinou ke zbyvajicim

neotropickym podceledim (viz obr. 2).
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Obr. 2 Porovnani fylogenetickych hypotéz na zakladé morfologickych znakt
(Kullander, 1998; vlevo), a vysledek kombinované molekuldrni a morfologické
analyzy (vpravo; Farias et al., 2000). Pfevzato z Feldberg (2003).

1.4. Charakteristika tribu Cichlasomatini

Tato prace se zabyva neotropickym tribem Cichlasomatini, pro ktery se
vzil ¢esky termin akary. Do tohoto tribu patii deset rodu s celkovym poctem
ptes 70 druht (Eshmeyer, 2012).

Akary rodu Aequidens ziji od severu Jizni Ameriky, od povodi Orinoka
a Guyanské vysoliny po systém Amazonky. Citaji kolem 16 druhi, nékteré
jsou dosud nepopsané. Mezi bézné chované akary rodu Aequidens patii akara
kolumbijska (Aeqidens metae) a akara Aegidens tetramerus (Froese a Pauli,
2011).

Rod Cichlasoma obyva tizemi, které zahrnuje celou Jizni Ameriku,
kromé pacifické oblasti And. Ziji v povodi Amazonky, Orinoka, Parana, fek
Guyanské vyso€iny a vychodni Brazilie. Z druhti rodu Cichlasoma jsou mezi
akvaristy rozsifeny Cichlasoma dimerus a Cichlasoma portalegrense (Froese a
Pauli, 2011).

Rod Andinoacara byl ustanoven teprve v roce 2008 (Musilova et al.,
2008) pro skupinu modrych akar (skupina kolem "Aequidens” pulcher) a pro
skupinu akary potoéni ("Aequidens” rivulatus). V rodé Andinoacara se dnes

nachazi 7 druht, které byly diive fazeny do rodu Aequidens. Jedna se o



skupinu akar, které nejsou blizce piibuzné s takzvanymi pravymi akarami, kam
se fadi zastupci rodu Aequidens. Skupina modrych akar Zije na severu Jizni
Ameriky s ptesahem do Panamy. Druhy ptibuzné akafe poto¢ni pak obyvaji
vody pacifického pobtezi Jizni Ameriky (Froese a Pauli, 2011).

Mezi drobnéjsi druhy akar pak patii rod Laetacara (druhy Laetacara
dorsigera a Laetacara curviceps jsou bézné¢ chovany v akvariich). Tyto akary
se vyskytuji v povodi Amazonky a v severnim povodi feky Péarand (Froese a
Pauli, 2011).

Ceské jméno akarka nalezi rodu Nannacara, ktery ¢ita pdt druhd. BéZné
chovany druh je akarka zelena (Nannacara anomala), méné Casto jsou chovany
Nannacara aureocephalus, Nannacara taenia, Nannacara adoketa a pouze
vzacné lze mezi akvaristy najit druh Nannacara bimaculatum. Akarky Zziji
V povodi Amazonky a v fekdch na Guyanské vysociné (Froese a Pauli, 2011).

Akara hnéda (Cleithracara maronii) je monotypicky druh. Obyva deltu
Orinoka a feky Guyanské vysoCiny. Na rozdil akar rodu Aegiudens,
Cichlasoma a Andinoacara se jedna o akaru s velmi mirnou povahou (Froese a
Pauli, 2011).

Rod Krobia ¢ita tfi druhy, dva z nich byly v minulosti bézné chovany
v akvariich, a to akara delfinova (Krobia itanyi) a Krobia guianensis. Oba
druhy ziji v fekdch Guyanské vysoCiny (Froese a Pauli, 2011). Tteti, nové
popsany, druh Krobia xinguensis (Kullander, 2012) obyva povodi feky Xingu
(Amazonka) a v soucasné dob¢ ho Ize téz najit mezi akvaristy.

Rod Bujurgiuna ¢ita sedmnact druhi, vétSina z nich byla popsana az
v 80. letech. Znamé z akvarijnich chovl jsou Bujurquina mariae, Bujurquina
vittata a Bujurquina syspilus. Obyvaji jak povodi Orinoka a Amazonky, tak i
feky Parana.

Rod Tahuantinsuyoa je velice blizce ptibuzny s rodem Bujurquina.
Tento rod ma dva zastupce Tahuantinsuyoa macantzatza a Tahuantinsuyoa
chipi, oba z horniho toku Amazonky (Froese a Pauli, 2011).

Z rodu Acaronia jsou popsany dva druhy: Acaronia nassa a Acaronia
vultuosa. Acaronia nassa zije v Amazonii i fekach Guyanské vysociny.
Acaronia vultuosa mizeme nalézt v povodi Orinoka a na hornim toku Rio
Negro (Froese a Pauli, 2011).



1.5. Karyotyp a klasifikace chromozomu

Karyotypem oznacujeme uspoiadané a roziazené chromozomové pary,
ve stadiu metafaze bunééného déleni.

Nejrozsitenéjsi metodikou pro popis chromozoémi je klasifikace dle
Levana et al. (1964), ten chromozémy Kklasifikoval do téchto kategorii:
metacentrické, submetacentrické, subtelocentrické a akrocentrické, na zakladé
polohy centromery a délky chromozémovych ramen.

Pokud centromera lezi zhruba uprostied chromozomu, oznacujeme jej
jako metacentricky, raménka jsou stejn¢ dlouha. U submetacentrického
chromozému centromera rozdéluje chromozom na cast s kratkym a dlouhym
raménkem. U subtelocentrického chromozému je centromera vyrazné posunuta
ke konci chromozomu, tak ze kratké raménko je velmi kratké. Pokud
chromozém ma pouze dlouhé raménko, centromera lezi na konci chromozému

jedna se o akrocentricky chromozom.

1.6. Evoluce karyotypu

Genomy paprskoploutvych ryb jsou zndmy svou evolu¢ni dynamikou,
ktera je odrazem zmén probihajicich v DNA a to jak na Grovni geni, tak celych
vazbovych skupin. Casto se jedna o okrskové & celogenomové duplikace,
utichani ¢i Uplné vymizeni genli, posuny, delece a inserce genomovych
segmentl a znovu vytvafeni konvergentnich chromozémovych vzort
odliSnymi evolucnimi cestami. AvSak na velké evolucni Skale jsou pocty
chromozomt v karyotypech  vysoce konzervativni. U 615  druhu
paprskoploutvych ryb byl rozsah chromozémii od 22 do 250, u 29,3% se
vyskytuje 48 chromozomt a u 25,4% 50 chromoz6ému (Mank, 2006).

Informace, které nam poskytuji cytogeneticka data, jsou signalem, ktery
molekuldrni genetika a sekvenace DNA nemtize odhalit, proto propojeni
informaci o poctu a stavbé chromozémi v jadfe a dat ze sekvenace DNA muze
byt vhodnym dopliikem pfi studiu evoluce dané skupiny a je zakladem nové
vznikajiciho oboru fylogenomika (Réb et al., 2007).

Protokaryotyp pro koncousté ryby (Teleostei) (tj. pied celogenomovou
duplikaci) je tvofen n=12 chromozomy (Kohn et al., 2006), jejichz zdvojeni

béhem celogenomové duplikace vedlo ke vzniku karyotypu 2n=48 (n=24), coz



je nejCastéji pozorovany rybi karyotyp a byva Casto oznacovany terminem
ancestralni karyotyp skupiny Teleostei (Ohno et al., 1969; Ebeling et al., 1971,
Uyeno, 1973; Kirpichnikov, 1973; Ohno 1974; Arai a Nagaiwa, 1976; Gold,
1979; Nakatani et al., 2007). Tento typ karyotypu také velmi ¢asto nachazime u
cichlid. Ackoliv je u cichlid diploidni chromozomovy pocet v rozsahu od
2n=32 az do 2n=60, vice nez 60% dosud zkoumanych druhi vykazuje
karyotyp s2n=48 (obr. 2) a jde o dominantni poCet chromozémii zejména
V neotropické linii.

Z cytogenetického hlediska byly cichlidy dfive povazovany za
konzervativni skupinu diky c¢astému vyskytu ancestrdlniho karyotypu
(Thompson, 1979; Kornfield, 1984; Feldberg a Bertollo, 1985), ale postupnym
pfibyvanim informaci z novéjSich studii (Marescalchi, 2004, Feldberg, 2003,
Poletto, 2010) se jednoznacné prokézala existence velmi konzervativnich linii
(skupin rodt) a naopak linii, ve kterych probihaly zmény v karyotypu casto a

ve znac¢né mire.
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Obr. 3 Zastoupeni chromozoémt u cichlid v diploidni sad¢€. Pievzato z Feldberg,
(2003).

1.6.1. Typy karyotypu u cichlid



Karyoytypy cichlid vykazuji n¢které spolecné rysy - napiiklad mnoho
druhti africkych a neotropickych cichlid ma jeden chromozomovy par vyrazné
vétsi. Homologie tohoto paru byla ovéfena mezi celou africkou linii cichlid
(Ferreira et al. 2010), stejné jako vysokd syntenie genomu africkych cichlid
(Mazzuchelli et al., 2012), ale stale ziistavd otazkou, zda se tato rozsahla
homologie vyskytuje napfic¢ celou ¢eledi Cichlidae (Valente et al., 2009).

Jihoamerické cichlidy maji v porovnani s africkymi a asijskymi druhy
rozdilné karyotypy, liSici se v pocCtu chromozomi. Zatimco jihoamerické
cichlidy maji nejcastéji zastoupen diploidni karyotyp s 48 chromozomy, u
africkych druhii nejcastéji nachazime 2n=44 chromozomu (Feldberg, 2003 a
obr. 2).

Dle Thompsona (1979) se u cichlid vyskytuji dva typy karyotypu ,,A* a
,»B*“. Oba typy karyotyptl se vyvinuly z ancestralniho karyotypu kostnatych ryb
(2n=48 st/a). Karyotyp typu ,,A“ se odd¢lil od ancestralniho karyotypu
pericentrickymi inverzemi, ktery se vyznacuje ptivodnim poctem chromozomil
tj. 2n=48 nebo vice, s vétSinou subtelocentrickych a akrocentrickych
chromozomi. Metacentrické chromozomy se témét nevyskytuji. U vétSiny
chromozému ancestralniho karyotypu déale dochazelo k centrickym fiizim a tim
se odd¢lil typ karyotypu ,,B“, pro ktery je naopak charakteristicky vysoky
pocet metacentrickych chromozémi a celkové niz§i diploidni pocet
chromozému. Centrickymi flizemi se tedy vysvétluje vysoky pocet
metacentrickych chromozémi a celkové snizeni poctu chromozémi
Vv karyotypu typu ,,B“.

Ze 41 druht cichlid byl karyotyp typu ,,B“ zatim objeven u tfech
neptibuznych linii: u druhu Bujurquina vittata (tribus Cichlasomatini), rodu
Apistograma (tribus Geophagini) a rodu Symphysodon (tribus Heroini;
sestersky tribus k tribu Cichlasomatini) a je tedy ziejmé, Ze v evoluci cichlid
doslo k chromozémovym prestavbam a vzniku karyotypu typu ,,B*“ n¢kolikrat
nezavisle na sobé¢.

| dnes spriibyvajicim poctem cytogeneticky analyzovanych druhi
plati skuteCnost, ze 2n= 48 a karyotyp slozeny hlavné z akrocentrickych
chromozomt se naléza u 60% cichlid, zejména pak u neotropické linie.
Feldberg (2003) se domniv4, Ze 1 pfes tuto skuteCnost neni mozno

chromozomovou diferenciaci cichlid povazovat za konzervativni. Skute¢nost,
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ze velky pocet karyotypi cichlid ma sice 2n=48, ale jiny pocet
chromozémovych ramen, svedei 0 diferenciaci karyotypt
intrachromozémovymi pfestavbami typu posunu centromery. U africkych
cichlid se pohybuje pocet chromozémovych ramen od 44 do 88 u

neotropickych druhii od 44 do 118.

1.6.1.1. Africké a asijské cichlidy

U zéastupct asijské podceledi Etroplinae lezi diploidni pocet
chromozomtl v Gzkém rozmezi 2n = 46 — 48. Podceled’” Etroplinae (napt. druh
Etroplus maculatus (2n=46)) reprezentuje sesterskou vétev vSech ostatnich
cichlid a jeji zastupci jsou morfologicky odlisni a vykazuji pocetné
specializace, které se nevyskytuji v dalSich liniich cichlid (Smith, 2008). Tato
podceled’ byla prvni skupinou cichlid, ktera se izolovala od ancestralni skupiny
cichlid, vyskytujici se na Gondwanském superkontinetu (Sparks a Smith,
2004). Nejdelsi cas pro vikariantni speciace mohl byt tak pfi¢inou pro
transformace jako je odvozeny karyotyp (Polleto, 2010).

Pro zéastupce africké podceledi Pseudocrenilabrianae je pak diploidni
pocet chromozoml o néco variabilngjsi, v rozmezi od 2n = 32 do 48
chromozémti a nejcastéj$i pocet chromozomi je pak 2n = 44 (obr. 2).
Vzhledem ktomu, ze karyotyp 2n = 48 s akrocentrickymi chromozomy
pfedstavuje ancestralni stav, miZzeme tvrdit, Ze chromozémova diferenciace u
téchto dvou zakladnich vétvi se vydala ve dvou smérech: 1) udrzovani 2n=48
chromozém a ii) snizeni poctu chromozdémi, pravdépodobné diky fizi. Tento
jev je potvrzen pfitomnosti velkych metacentrickych a submetacentrickych
chromozému v karyotypu nékolika druht (Feldberg, 2003). Né&které druhy
vykazuji znac¢né rozdily ve svych karyotypech v souvislosti s vyskytem
specifickych chromozémovych piestaveb v pribéhu jejich evolu¢ni historie. U
zastupcli podcéeledi Pseudocrenilabrinae jsou ptfitomny typické karyotypové
prvky oddé€lujici tribus Tilapiini od tribt Haplochromini a Hemichromini
(Poletto, 2010).

Africky  tribus Tilapiini vykazuje karyotyp s vétSinou
subtelocentrickych a akrocentrickych chromozému s poctem 2n=44. U africké

linie Tilapia - Sarotherodon se pak vyskytuje velky subtelocentricky par, ktery
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je vyznamnym znakem této linie (Kornfield et al., 1979). Pouze u omezené¢ho
poctu tilapii zndme karyotyp, ale jednotlivé druhy jsou si blizce ptibuzné (Nagl
et al.,, 2001), a jejich karyotyp je povazovan za vysoce konzervativni
(Majumdar a McAndrew, 1986; Klinkhardt et al., 1995). Pouze u ¢tyi druha
tilapii se karyotyp lisi od 2n=44, konkrétn¢ u Tilapia mariae, 2n=40 (Poletto,
2010), Tilapia sparrmanii, 2n=42 (Thompson, 1981), Oreochromis alcalius,
2n=48 (Denton, 1973) a Oreochromis karongae, 2n=38 (Harvey, 2002).
Karyotyp Oreochromis karonge vykazuje redukovany pocet chromozomu a
lisi se tak od ostatnich karyotypu tilapii. Cytogenetické analyzy prokazaly, ze
snizeni poctu  chromozoémii a vznik velkého subetacentrického
chromozomového paru je nasledek fize, kterd zahrnovala tfi chromozémové
pary z puvodniho karyotypu tilapie (Harvey, 2002; Mota-Velasco, 2010).

Karyotypy ostatnich africkych cichlid jsou zietelné odlisné, ackoliv
maji stejny pocet chromozdémd.

Chromozémové flize mohou rovnéz vysvétlit redukei v poctu
chromozomt v karyotypu Tilapia mariae na 2n=40. Pfitomnost dvou
atypickych metacentrickych chromozémovych pard v karyotypu T.mariae
naznacuje, ze tyto chromozomy pochazi z flize malych st/a chromozémi. Tato
data podporuji hypotézu, ze chromozémové flize se vyskytuji nezavisle v
prib&hu evoluce tilapii a redukuji po€ty chromozomi z 2n = 44, které byly
pozorovany v karyotypech n¢kolika druha tilépii.

VétSina zkoumanych druhti z tribu Haplochromini ma také diploidni
pocet chromozéml 2n= 44 chromozoémi, stejn¢ jako skupina Tilapiini. Avsak
narozdil od typického karyotypu tilapii, kde je velikostné dominantni jeden
chromozomovy par, vykazuji zastupci tribu Haplochromini odliSny vzor,
konkrétné dva pary vyrazné vétSich chromozomil (jeden metacentricky a jeden
akrocentricky; Polleto, 2010).

Dale pak druh Astatotilapia burtoni ma karyotyp se 40 chromozomy
s pfitomnosti dvou typickych metacentrickych chromozémovych pari, které
jsou pravdépodobné vysledkem centrické flize ¢ty malych st/a chromozoémil.
Tyto chromozoémové piestavby se ziejmé vyskytuji po oddéleni Astatotilapia
od ostatnich Haplochromini, jejichZ zastupci si maji jinak vySe zminénych 2n =

44 chromozému.
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Karyotypy africkych a asijskych cichlid vykazuji mens$i variabilitu

V poctu chromozoému v porovnani s neotropickymi druhy.

1.6.1.2. Neotropické cichlidy

Karyotypova variabilita je u neotropickych cichlid vyrazngjsi,
s diploidnim poctem od 2n=38 do 2n=60 chromozomu, vétSinou ale maji 2n =
48 chromozomi (Feldberg, 2003). Nejvétsi pocet, tedy 2n= 60 maji karyotypy
zastupct rodu Symphysodon (Heroini), ktery reprezentuje vysoce odvozenou
skupinu v podc¢eledi Cichlinae (Smith, 2008). U rodu Symphysodon se pak dale
vyskytuje atypicka meioza, kdy jednotlivé elementy neparuji, ale vytvari
chromozomalni fetézce. Jedna se o situaci, pti které nékteré chromozoémy ve
fazi pachytene nevytvoii bivalenty s chiazmaty, ale vznikne uzavieny fetézec.
(Gross et al, 2009).

Piivodni karyotyp jihoamerickych cichlid prodélal velké zmény ve své
struktufe v ne¢kolika liniich, coz vedlo k rozsahlé karyotypové diverzifikaci
(Polleto, 2010). Za hlavni mechanismus pfispivajici ke zméndm ve velikostech
chromozémovych ramen jsou u Perciformes povazovany pericentrické inverze
(Galeti, 2000; Affonso, 2005). Rozdilnost v diploidnich poétech chromozomu
pozorovand v karyotypech nékterych druht pak ptedpoklada, Ze translokace
byla néasledovana chromozémovou fiizi nebo rozpadem. U neotropické vétve se
daji rozeznat tfi sméry v diferenciaci karyotypu. Prvni smér je typicky
udrZzovanim karyotypu charakterizovaném 2n= 48 akrocentrickych elementi
popiipadé se mohou vyskytnout metacentrické <¢i submetacentrické
chromozomy, které vznikly pericentrickymi inverzemi. Tento evoluc¢ni trend je
patrny u karyotypu druht z podceledi Cichlinae, Astronotinae, Geophaginae a
Cichlasomatinae (Feldberg, 2003). Rody Cichla (Cichlini) a Retroculus
(Retroculini) prezentuji karyotypy sloZené pouze z st/a chromozémd, ktera je
povaZovana za ancestralni karyotyp modernich paprskoploutvych (Teleostei)
ryb (Brum, 1997).

Karyotyp s2n=48 st/a chromozomy je -charakteristicky pro fad
ostnoploutvi (Perciformes) a byl pozorovan u fady celedi, napt. smuhoviti

(Sciaenidae) (Feldberg, 1999; Accioly, 2008), sapinoviti (Pomacentridae)
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(Molina, 2002) a chrochtaloviti (Haemulidae) (Nirchio, 2007). To svéd¢i o
tom, Ze rody Cichla a Retroculus si zachovavaji ancestralni karyotyp (2n=48).

Druhy evoluéni trend zahrnuje snizeni diploidniho poctu doprovéazeny
zvySovanim poctu metacentrickych a submetacentrickych chromozéomu cestou
fizi a pericentrickymi inverzemi. Tento typ diferenciace karyotypu se
vyskytuje u zastupci podceledi: Cichlinae (rod: Crenicichla), Geophaginae
(rody: Apistogramma, Dicrossus) a Cichlasomatinae (rody: Bujurquina,
Cichlasoma, Laetacara, Nannacara a Uaru).

Tteti typ diferenciace karyotypu vychazi ze zvyseni diploidniho poctu
na 2n=50; 52 a karyotypem slozenym z akrocentrickych chromozémi. Tento
karyotyp mohl vzniknout z karyotypu ptedka s 2n=48 s metacentrickymi ¢i
submetacentrickymi chromozomy, u kter¢ho doslo nejdiive k pericentrickym
inverzim a pak rozpadu chromozomu.. Tento evoluéni smér se vyskytuje pouze
u karyotypt druht z podceledi Cichlasomatinae (Acoronia nassa, Caquetaia
spectabilis, C. kraussii, Cichlasoma salvini a Cleithracara maronii) (Feldberg,
2003).

Uvedena chromozémova data podporuji hypotézu od Farias et al.
(2000), Ze neotropické cichlidy, z pohledu karyotypové diverzity vykazuji

rychlejsi tempo diferenciace nez africké a asijské cichlidy.

Pseudocrenilabrinae (Africa)
2n=32, 38, 40, 42, 44, 46, 48
m/sm-st/a karyotypes

Tilapiines
A large typical st/a chromosome pair

Hap and H
Two typical large chromosome pairs: the first
m/sm and the first st/a pairs

Ancestral
karyotype Cichlinae (South America)
v, o 2n=38, 44, 46, 48, 50, 52, 60

m/sm-st/a and st/a karyotypes

Ptychochrominae (Madagascar)
No chromosomal data available

Etroplinae (Madagascar and India)
2n=46, 48
m/sm-st/a and st/a karyotypes
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Obr. 4 Kladogram celedi Cichlidae s vyznadenymi pocty chromozému.
Cervené vyznacen nejcastéjsi karyotyp. Pievzato z Polleto (2010).

1.6.1.3. Chromozomové charakteristiky karyotypu zdstupcii tribu Cichlasomatini

U sedmi druht ryb z tribu Cichlasomatini zjistila Marescalchi (2004)
tyto diploidni pocty chromozomt a charakteristiky karyotypt:

Aequidens tetramerus: 2n = 48 chromozomu, hlavné subtelocentrické.
Pouze jeden par mohl byt oznacen jako submetacentricky. Zbyvajicich 46
chromozémti  bylo oznaceno jako subtelocentrické az akrocentrické
chromozémy.

Aequidens metae: 2n = 48 chromozoémi. Tii pary chromozomu byly
oznaceny jako submetacentrické. Zbyvajici chromozémy byly zatazeny do
kategorie subtelocentrické az akrocentrické.

Andinoacara pulcher: 2n = 48, pouze dva pary byly oznafeny jako
submetacentrické, z toho jeden z nich je zietelné vétSi nez druhy. Zbyvajici
chromozémy byly zatazeny do skupiny subtelocentrickych az akrocentrickych
chromozému.

Andinoacara rivulatus: 2n = 48, z toho Ctyfi pary jsou submetacentrické
a zbyvajici chromozémy byly zatfazeny do kategorie subtelocentrickych az
akrocentrickych. VSechny chromozémy tvoii odstupiiovanou fadu od
nejvétsiho po nejmensi bez ostrych ptechodl mezi velikostmi.

Cleithracara maronii: 2n = 50, z toho 6 pard bylo oznafeno jako
submetacentrické  chromozomy. Zbyvajici chromozoémy pak jako
subtelocentrické az akrocentrické.

Laetacara dorsigera: 2n = 44, tento karyotyp je odlisny nejen poétem
chromozdémt, ale i jeho morfologii. Bylo pozorovano 11 parti metacentrickych
az submetacentrickych chromozomi. Ostatni chromozémy byly oznaceny jako
subtelocentrické az akrocentrické.

Bujurquina vittata: 2n = 44, z toho 13 paru patii do kategorie
submetacentrickych a zbyvajicich 9 part do skupiny subtelocentrickych az
akrocentrickych chromozému. Raménka u parti 1-15 se postupné zkracuji, ale

jsou znateln€ vétsi nez u part 16-22, které maji raménka velmi drobna.
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Obr. 5 Karyotypy: A) Aequidens tetramerus, B) Aequidens metae, C)
Andinoacara pulcher, D) Andinoacara rivulatus, E) Cleithracara maronii, F)
Laetacara dorsigera, G) Bujurquina vittata. Pfevzato z Marescalchi, 2004.

Ptestoze byl karyotyp cichlid povazovany za konzervativni (Thompson,
1979; Kornfield, 1984; Feldberg a Bertollo, 1985) je evidentni, ze
s piibyvajicimi cytogenetickymi studiemi se rozsifuje uroven poznani o tom, ze
v nékterych liniich doslo k vyraznym diferenciatnim procesim a karyotypy

cichlid mohou byt velmi variabilni.

15



2. Védecké hypotézy a cile prace

Hypotéza  fylogenetickych ~ vztahti  zalozena na  sekvenaci
mitochondridlni DNA nemuze postihnout celou genomovou variabilitu. Oproti
tomu cytogenetick¢ metody pracuji se strukturou genomu, kterd v sobé nese
informaci o fylogenetickych vztazich (Réb et al., 2007). Syntézou molekularné
genetickych a cytogenetickych dat miizeme stanovit daleko pravdépodobnéjsi
hypotézu fylogenetickych vztahii, nez by to bylo pouzitim samostatnych
metod.

V ramci této prace jsem Si vytycila nejdfive stanovit pocet chromozomu
u spole¢ného piedka tribu Cichlasomatini a dale potvrdit ¢i vyvratit skutecnost,
ze znamé fylogenetické vztahy mezi jednotlivymi druhy tribu Cichlasomatini
odvozené ze sekvenaci mitochondrialnich a jadernych gent jsou ve shodé
s fylogenetickymi vztahy, které jsou zaloZzeny na evolu¢nich zménach
v karyotypech.

S ohledem na omezeny unikatni material bylo také nejdiive nutné
optimalizovat Volkerovu metodu pro preparaci chromozomil z regeneratu pro
cichlidy, kterd umoznuje nedestruktivni metodou ziskat suspenzi jader. V
neposledni fadé bylo jednim z cild rozsifit cytogeneticka data o tribu
Cichlasomatini a ztéchto dat rekonstruovat moznou evoluci karyotypu.
Jednotlivé pocty chromozomu pak zaznamenat do jiz znamych fylogenetickych

vztahll a porovnat tyto informace mezi sebou.
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3. Material a metody
3.1. Material
Jednotlivé druhy byly identifikovany podle znakt uvedenych v pracich

Kullander & Nijssen, 1989, Kullander & Prada-Pedreros, 1993 and Staeck &
Schindler (2004).

Druh Pocet jedinci Pohlavi Puvod
Andinoacara biseriatus 4 nerozlisené Akvarijni chov
Andinoacara cf. pulcher 3 nerozlisené Import

»Rio Chirgua*

Andinoacara pulcher 6 nerozlisené Akvarijni chov
Andinoacara rivulatus 2 nerozli$ené Akvarijni chov
Aequidens tubicen 2 nerozlisené Akvarijni chov
Cichlasoma amazonarum 4 nerozli$ené Akvarijni chov
Cichlasoma boliviense 4 nerozlisené Akvarijni chov
Cleithracara maronii 3 nerozliSené Akvarijni chov
Ivanacara adoketa 3 el 1@ Akvarijni chov
Krobia xinguensis 3 nerozlisené Akvarijni chov
Laetacara araguaiae 3 nerozliSené Akvarijni chov
Nannacara anomala 5 3xT 2x@ Akvarijni chov
Nannacara aureocephalus 3 nerozliSené Akvarijni chov
Nannacara taenia 3 nerozliSené Akvarijni chov
Tahuantinsuyoa 3 nerozliSené Import

macantzatza

Tab. 1 Seznam analyzovanych druhti

3.2. Metody

Chromozomové preparaty byly ziskdvany tfemi metodami: nejcastéji
z regeneratu ploutve metodou podle Volkera (2006), kultivaci fibroblasti a

preparaci z embryi.

3.2.1.  Preparace chromozomii z regeneratu ploutve dle Volkera

Chromozémové preparaty byly ziskdvany zregeneratu ploutve dle

metody Vdlkera (2006), upravenou Kalousem et al. (2010), ktera je zalozena
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na principu regenerace bun€k v misté poskozeni, v tomto piipadé se jednalo o
ocasni ploutev. Jednd se o metodu vyvinutou pro drobné druhy halancikt
(Notobranchiidae), ktera byla ptizptisobena pro cichlidy.

Rybé byla odstfizena mala cast ocasni ploutve (pasek o Sifce cca 1
mm). Ocasni ploutev se nechala regenerovat 4-7 dni podle individuélni
regeneracni aktivity. Po uplynulém casovém useku byl regenerat odstfizen a
vlozen do kultivacniho roztoku (7,48g NaCl+0,18 KCI+0,5g CaCl,+0,016g
NaHCOs/11 destilované vody) s kolchicinem na 2 hodiny. Béhem této doby
probihalo dé€leni bun¢k do stadia metafidze. Po té byly do roztoku piidany 3
kapky cerstvé ptipraveného fixa¢niho roztoku (metanol+kyselina octova, 3:1),
ktery se nechal pasobit 30 minut pfi teploté 4°C. Po té byl odstranén kompletni
roztok, ktery byl nahrazen fixaénim roztokem s dobou pusobeni 30minut pii
teplot¢ 4°C. Tento krok byl jesté jednou opakovéan. Nasledné byl regenerat
prenesen na jemnou sitku a zakapnut 50ul kyselinou octovou (20%). Ta
zpuisobi rozbiti jadernych membran. Dale byla tkan regenerdtu jemné
rozvolnéna o sitku pinzetou a z druhé strany sitky byla odsata suspenze
s buitkkami. Suspenze byla nakapana na podlozni skla, kterd byla zahtatd na
45°C na topné plotynce. Suspenze byla vzdy po 20 sekundach odstranéna a
kapnuta na nové misto na podloznim skle. Timto zplisobem byly na podloZznim

skle vytvofeny 3 kapky. Skla se ponechala vychladnout pfi laboratorni teploté.

3.2.2. Kultivace fibroblasti in vitro

Kultura fibroblastti byla zalozena z malého vzorku tkané (cca 2x2 mm),
ktery byl rybé odebran z hibetni ploutve. Piipadné byl pouzit odstfiZzek ocasni
ploutve, kterd byla odebrina pro metodu preparace zregeneratu ploutvi.
Veskera manipulace s kulturami probihala ve sterilnim aseptickém boxu

(,,flow-box*).

3.2.2.1. Piiprava kompletniho média

Do sterilniho odmérného valce bylo odméteno 80 ml Liebovitz media
L15 (Sigma — Aldrich) a ptidano 20 ml bovinniho séra (Baria). Déle byl pfidan

1 ml antibiotické- antimykotické smési (Sigma — Aldrich) a 1 ml glutaminu
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(Sigma-Aldrich). Takto pfipravené médium bylo piefiltrovano pies specialni

filtry (Millex Millipore) a uchovavano ve sterilni nadob¢ v chladnicce.

3.2.2.2. Nasazovadni kultur

Odebrany kousek tkané z hibetni nebo ocasni ploutve byl umistén do
roztoku PBS 0,5 ml (10g NaCl +0,25 g KCI+0,25 KH,PO,4 +1,44 g Na;HPO, .
12H,0) a 0,5 ml antibiotické — antimykotické smési (Sigma — Aldrich)
v mikrozkumavce typu Eppendorf na 60 minut. Po t¢ byla tkan umisténa do
roztoku 1,5 ml PBS + 0,5 ml antibiotické- antimykotické smési
v mikrozkumavce typu Eppendorf na 60 minut.

Ve ,flow-boxu*“ byla tkan postupné oplachovana ve tfech Petriho
miskach s roztokem kompletniho media. V posledni Petriho misce byla tkan
ponechana hodinu. Nésledné byla tkéan rozstiihdna na nékolik mensich kousk.
Takto ziskané kousky tkan& byly pomoci ockovaci kli€ky pfeneseny na dno
kultivaéni lahvi¢ky (Nunc). Po 20 minutach, kdy doslo k pfilnuti tkdn¢ ke dnu

kultiva¢ni lahvicky, bylo pfidano 3 ml kompletniho media.

3.2.2.3. Vlastni kultivace

Fibroblasty byly kultivovany pfi 28,5°C v termostatu. Kazdy treti den
probihala vyména kompletniho media. Celkova doba kultivace byla + 14 dni,

podle vizualni kontroly riistu fibroblastli pod inverznim mikroskopem.

3.2.2.4. Sklizedi fibroblastii

Do kultivacnich lahvicek byly pfidany 3 kapky 0,1% kolchicinu
(Serva), ktery se nechal plisobit po dobu 4 hodin v termostatu pii 28,5°C. Po té
byly dvakrat pfidany a odsaty 2ml PBS. K takto oSetfenym fibroblastim byl
pfidan Iml PBS a 0,7 ml 0,1 % trypsinu (Sigma — Aldrich). Celkova doba
pusobeni trypsinu byla 2 minuty, pak byl jeho ucinek zastaven ptidanim
kultivacniho media. Ockovaci klickou byly ze dna kultivaéni nadobky
seSkrabany narostlé¢ fibroblasty, které byly spolu s kultivaénim roztokem
pfevedeny do zkumavky. Suspenze byla centrifugovana 10 min pii 1200
otaCkach. Poté byl odsat supernatant a k bunkdm usazenym na dné zkumavky

bylo pfidano 5 ml roztoku chloridu draselného (KC1 0,075 mol/l, 37°C). Doba
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hypotonického pusobeni roztoku KCI byla 8 minut. Po centrifugaci (10
min/1200 otacek) byl odsat supernatant a pfistoupilo se k fixaci (CH3OH +
CH3;COOH, 3:1) po dobu 20 minut. Proces fixace byl tfikrat opakovéan a poté

byla suspenze nakapéana na vycisténé podlozni sklo (Menzel GmbH).

3.2.3.  Preparace chromozémii Z embryi dle Vélkera

Tato metoda byla téz optimalizovana Vdélkerem (2006) pro drobné
druhy halanc¢iki (Notobranchiidae).

Do pfipraveného roztoku kolchicinu (Serva) (0,25 g/ 50 ml vody
z akvaria) v Petriho miskach bylo umisténo po 3-4 embryich. Ty byly takto
kultivovany 4 hodiny pfi pokojové teploté. Béhem této doby probihalo d€leni
bunck ale pouze do stadia metafaze, ve které kolchcin zastavuje bunécné déleni
Do zkumavek byl pfipraven roztok citronanu sodného (0,8%) ve kterém byly
embrya ponechany hypotonickému ptisobeni po dobu 40 minut pii laboratorni
teploté. Poté byly zkumavky opatrné slity a bylo pfidano 5 ml fixativa (CH3OH
+ CH3COOH, 3:1), probublany a umistény do lednice na 20 minut. V této fazi
doslo k zabiti vSech bun¢k. Tento krok byl opakovan jesté dvakrat, s tim Ze
Vv poslednim kroku byly zkumavky ponechany v chladnicce 24 hodin.

Po 24 hodinéch byla embrya osuSena filtraénim papirem a umisténa do
mikrozkumavky typu Eppendorf s kyselinou octovou (40%), ktera zpusobi
rozbiti jadernych membran a rozvolnéni chromozému pro nasledné pozorovani
na sklicku. Zde byla embrya rozmélnéna pomoci plastové tyCinky. Po té byla
suspenze kapana na predehiatd (45°C) podlozni skla (Menzel GmbH), stejnym
zpiisobem jako v pfedchozi metod¢ preparace chromozéml z regeneratu

kapitola 3.2.1.

3.3. Vizualizace chromozému

Preparaty byly nejdiive barveny Giemsovym barvivem po dobu 10
minut v 3% roztoku Giemsa v Sérensoveé pufru (pH=6,8). Poté byly preparaty

dikladné oplachnuty destilovanou vodou po dobu 30 sekund.
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3.3.1.  Zpracovani preparati

Preparaty byly prohlizeny na mikroskopu Olympus AX-70, pti zvétSeni
1000x. Vybrané metafaze byly snimany CDD kamerami (Olympus; DP30BW).
Snimky chromozémt byly zpracovany v programu Microimage. Vlastni
stanoveni diploidniho poctu chromozémii v metafdzich probihalo ru¢né nebo
pomoci programu Microimage. Sestavovani karyotypu bylo provedeno pomoci

programu Photoshop.

3.3.2. Klasifikace chromozomi

Chromozomy byly klasifikovany dle Levana et al. (1964) do téchto
kategorii: metacentrické (m), submetacentrické (sm), subtelocentrické (st) a
akrocentrické (a), na na zaklad¢ vzajemného poméru délek chromozémovych
ramen a polohy centromery. Kvili shodé se soucasnymi cytogenetickymi
studiemi (Marescalchi, 2005, Feldberg, 2003 a Polleto, 2010) na cichlidach
byly chromozémy v karyotypech déleny do dvou skupin metacentrické az

submetacentrické (m-sm) a subtelocentrické az akrocentrické (st-a).

3.4. Fluorescenc¢ni barveni

Fluorescencni barveni je zaloZeno na principu vazby specifického
fluorochromu (obvykle antibiotika) na AT- nebo GC- bohaté segmenty DNA
V heterochromatinovych oblastech. Konkrétné pii CDD (Chromomycin
Ag/distamycin/DAPI) pruhovani (Mayr, 1985) a (Sola, 1992) se vyuziva
soucasného pulisobeni fluorescencnich barviv s rozdilnou specifitou k bazim
spole¢né s fluorochromem, ktery neemituje zafeni, ale pouze zvyraziuje
excitaci druhého fluorochromu. Dnes se misto distamycinu pouziva G¢innéjsi
methylzelen.

Preparat byl dehydratovan v ethanolové sérii (70%, 90%, 100%). Dale
byl preparat 10 min ponofen v pufru Mcllvain + MgCl, (pH=7). Ve vlhké
komtrce byl na preparaty naképnut roztok Chromomycinu Aj. Preparat byl
prekryt krycim sklem, doba ptsobeni Chromomycinu A3 byla 15 min pti 37°C.
Po té byl preparat ponoien do pufru Mcllvain a po té do roztoku methylzelené

(35mg methyzelené¢/100ml Mcllvain, pH=7), doba putsobeni 15 min pfi
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laboratorni teploté. V dal$im kroku se preparat opét ponoftil do pufru Mcllvain
a nasledné¢ se na preparat napipetovala DAPI ((4,6- diamino-2-phenylindole,
5ul DAPI/1 ml Mcllvain, pH=7), ptekryl krycim sklem, doba pisobeni DAPI
20 min pfi laboratorni teploté. Preparat se ponofil do pufru Mcllvain, osusil
filtratnim papirem a stabilizoval pomoci glycerolu, kryciho skla a laku.

Preparat se po celou dobu zpracovani a skladovani uchovava ve tmé.

3.4.1. Zpracovani preparati s fluorescenénim CDD pruhovanim
Preparaty byly prohlizeny na mikroskopu Olympus AX-70, pti zvétSeni
1000x. Vybrané metataze byly sejmuty CDD kamerami (Olympus; DP30BW).
Zménou excitacnich filtrti pro dany fluorochrom byly ziskdny dva rizné typy
fluorescen¢niho barveni chromozému. Prekryti obrazli a nastaveni barevnych

kanala bylo provedeno v programu Microimage.
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4. Vysledky a diskuze

41. Pocty chromozomui

Druh 2n
Andinoacara biseriatus 48
Andinoacara cf. pulcher ,,Rio 48
Chirgua*“

Andinoacara pulcher 48
Andinoacara rivulatus 48
Aequidens tubicen 48
Cichlasoma amazonarum 48
Cichlasoma boliviense 48
Cleitharacara maronii 50
Ivanacara adoketa 48
Krobia xinguensis 48
Laetacara araguaia 44
Nannacara anomala 44
Nannacara aureocephalus 44
Nannacara taenia 44
Tahuantinsuyoa macantzatza 30

Tab. 2 Stanovené chromozoémové pocty v diploidni sad€¢ pro 15 druht tribu
Cichlasomatini.

4.2. Karyotypy

sm

AX

st-a

-24

Obr. 6 Karyotyp Aequidens tubicen, preparat ziskany preparaci chromozomu
Z regeneratu, chromozomy barveny Giemsovym barvivem, métitko 10um.
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Obr. 7 Karyotyp Andinoacara biseriatus, preparat ziskany
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preparaci
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Obr. 8 Karyotyp Cichlasoma amazonarum, preparat ziskany preparaci
chromozémtll z embryi, chromozémy barveny Giemsovym barvivem, métitko

10pm.
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Obr. 9 Karyotyp Cleithracara maronii, preparat ziskany preparaci
chromozémul z regeneratu, chromozomy barveny Giemsovym barvivem,
meéftitko 10pum.

st-a -8

24

Obr. 10 Karyotyp lvanacara adoketa, preparat ziskany preparaci chromozomu
z regeneratu, chromozomy barveny Giemsovym barvivem, méfitko 10pum.
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Obr. 11 Karyotyp Krobia xinguensis, preparat ziskany preparaci chromozomu

Z regeneratu, chromozomy barveny Giemsovym barvivem, métitko 10um.
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Obr. 12 Karyotyp Laetacara araguia, preparat ziskany preparaci chromozomu
Z regeneratu, chromozomy barveny Giemsovym barvivem, méfitko 10pm.
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Obr. 13 Karyotyp Nannacara anomala, preparat ziskany preparaci
chromozéml z regeneratu, chromozémy barveny Giemsovym barvivem,

v

méfitko 10um.
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14 Karyotyp Nannacara aureocephalus, preparat ziskany preparaci

chromozéml z regeneratu, chromozémy barveny Giemsovym barvivem,

meftitko 10pum.
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Obr. 15 Karyotyp Nannacara taenia, preparat ziskany preparaci chromozomu
z regeneratu, chromozomy barveny Giemsovym barvivem, méfitko 10pum.

27



"~

st-a -14

-15

Obr. 16 Karyotyp Tahuantinsuyoa macantzatza, preparat ziskany preparaci
chromozéml z regeneratu, chromozémy barveny Giemsovym barvivem,
méfitko 10um.

Kdyz ziskané chromozomové pocéty a karyotypy rozradime podle
Thompsonova (1979) tvrzeni mizeme konstatovat, ze 9 druhd spadd do
karyotypu typu ,,A“ pro, ktery je charakteristicky plvodni pocet 2n = 48
chromozému s vétSinou subtelocentrickych az akrocentrickych chromozémi.
Jedna se o druhy: Aequidens tubicen, (Obr. 7), Andinocara biseriatus (Obr. 8),
Andinoacara pulcher, Andinoacara cf. pulcher ,,Rio Chirgua“, Andinocara
rivulatus, Cichlasoma amozonarum (Obr. 9), Cichlasoma boliviense,
Ivanacara adoketa (Obr. 11) a Krobia xinguensis (Obr. 12).

Zbyvajicich 6 druhit ma zvyseny nebo redukovany pocet chromozému
(2n = 50, 44, 30). Jsou to tyto druhy: Cleithracara maronii (Obr. 10),
Laetacara araguia (Obr. 13), Nannacara anomala (Obr. 14), Nannacara
aureocephalus (Obr. 15), Nannacara taenia (Obr. 16) a Tahuantinsuyoa
macantzatza (Obr. 17). Ty jsem zatadila do evolu¢né odvozeného karyotypu
typu ,,B“ s niz§im poctem chromozému. Nejvyraznéjsim piikladem redukce je
druh Tahuantinsuyoa macantzatza s 2n=30, zde je fuzovani chromozomu zcela
evidentni nejen diky nizkému poctu, ale i velikosti chromozomi.

KdyZz srovname charakteristiky karyotypt, které ziskala Marescalchi
(2004) a charakteristiky ziskané v této praci, mizeme pozorovat urcité rozdily.
Marescalchi  (2004) vyhodnotila pocet submetacentrickych chromozomi
vV rozmezi 2 az 13 part chromozomul. Nami ziskané vysledky ukazuji vzdy 6

parit submetacentrickych chromozomti u skupiny rodi (Aequidens -
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Andinoacara) s 2n=48. Ztoho pak vyplyvaji i rozdilné pocty chromozomi
v kategorii subtelocentrickych az akrocentrickych. Rozdil mezi jedinci stejného
druhu (konkrétné¢ Andinoacara pulcher) muize byt zpusobeny odlisnou
lokalitou ptivodu jedinct v praci Marescalchi (2004) a v této praci. Marescalchi
(2004) pouzila ke své studii ryby z akvarijnich chovii, naopak v této praci byly
pouzity ryby ziskané a importované z mista ptivodu. Takovym piikladem je
Andinoacara cf. pulcher, kdy typovy material (jedinci podle kterych byl druh
popsan) pochazi z Trinidadu, zatimco areal rozsifeni pokryva mnohem
rozsahlej$i izemi Venezuely a Kolumbie. Mnou pouzity jedinec pochézel z
feky Chirgua ve Venezuele. V akvarijnich chovech se vyskytuje tento druh jiz
dlouho, ale geograficky ptivod chovanych jedincti neni jisty. Neni proto mozné
fici, z které lokality pochdzi jedinec pouzity v praci Marescalchi (2004). Navic
druh Andinoacara pulcher je velmi variabilni a podle analyzy DNA se
pravdépodobné jednd o vice druhd (Musilova et al., 2009). Dokud nebude
vyfesena taxonomicka situace v ramci tohoto druhu, nelze vyvodit jednoznacny
Zaver.

P&t zpatnicti druhii uvedenych vramci této prace byly jiz diive
zkoumany v pracich Thompson (1979), Marescalchi (2004) nebo jsou uvedeny
v ptehledu chromozémovych charakteristik ¢eledi Cichlidae (Feldberg, 2003).

Karyotyp Nannacara anomala odpovida jak chromozémovym poétem
(2n=44), tak karyotypovou charakteristikou (18m/sm+26st/a) vysledkim
Thompsona (1979).

Cleithracara  maronii  koresponduje s pfedchozimi  studiemi
(Marescalchi, 2004 a Feldberg, 2003) v poctu chromozomu (2n=50), ale
Vv karyotypové charakteristice se mirné 1i§i. Zatimco v mé studii jsem zjistila
sedm m/sm chromozomovych pari (14m/sm+36st/a) Marescalchi (2004)
stanovila jen Sest m/sm. Pfi pfezkoumani studie Marescalchi (2004) jsem dosla
k zavéru, Ze zaradila jeden submetacentricky par do kategorie st/a
chromozémli. Mohu tedy konstatovat, Ze mnou sestaveny karyotyp je

srovnatelny s karyotypem publikovanym Marescalchi (2004).
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4.3. Fluorescenc¢ni barveni CDD pruhovanim

Pro tyto druhy (Cleithracara maronii, lvanacara adoketa, Laetacara
araguia, Nannacara anomala, Nannacara aureocephalus a Nannacara taenia)

bylo provedeno fluorescenéni barveni a byly pozorovany signaly pro

Chromomycin A3 v rozmezi od jednoho do tfi chromozémovych part.

Obr. 17 Metafaze s CDD pruhovanim: A) Cleithracara maronii, B) lvanacara
adoketa, C) Laetacara araguia, D) Nannacara anomala, E) Nannacara
aureocephalus, F) Nannacara taenia. Sipky oznacuji chromozomy se signalem
pro CMA;.

Chromomycin Az (CMA3) poskytuje signaly, které obvykle predstavuji
segmenty bohaté na GC baze v heterochromatinovych oblastech DNA. Tyto
oblasti casto koreluji s lokalizaci aktivnich nebo neaktivnich NORu
(nukleolarnich organizatori jadérka) v regionech rDNA (Polleto et al. 2010,
Schmid & Guttenbach, 1988, Rab et al., 1999, Fontana et al., 2001).

Pocet nalezenych CMAj3 signdlii v této studii odpovida skute¢nosti,
ktera byla jiz dfive pozorovana u cichlid tj. nejcastéjSi poCet NORG u
neotropickych cichlid je jeden par, avSak u nékterych druhi byly zjiStény az tii
pary (Feldberg et al., 2003, Poletto et al., 2010). U skupiny rodi Nannacara —
Ivanacara- Cleithracara- Ivanacara maji vSechny druhy kromé N.

aureocephalus jeden par chromozomt s CMA; signalem.
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U N. aureocephalus se vyskytuji CMAj3; signaly na tiech
chromozomovych parech, tento stav je obvykle interpretovan jako vysledek
chromozomové inverze a nasledné zmnozeni regioni rDNA (Polleto et al.,
2010). Jeden z pozorovanych CMAj; signali u tohoto druhu se nachazi
v oblasti centromery.

Podle Feldberg et al. (2003) jeden NOR signal na veétSim
chromozémovém paru piedstavuje nejobvyklejsi vyskyt signdlu pro NOR u
celé celedi Cichlidae. Hsu et al. (1975) navrhl, ze druhy s jednim parem signalt
pro NOR by m¢ly byt povazovany za primitivnéj$i nez druhy s karyotypem
s vice signaly pro NORy, které naznacuji, ze ancestralni karyotyp ma mén¢
NORU nez karyotyp evoluéné odvozeny. Nasobeni NORU je obvykle
zpusobeno chromozomalnimi piestavbami typu translokace nebo inverze.
Riizné studie ale upozoriiuji na dikaz ptitomnosti vlivu zpiisobenym aktivitou
transpozomt v genomov¢ struktute Cioffi et al. 2010; Symonova et al. 2013;
Schneider et al. 2013).

Jak shrnula Feldberg(-ova) (2003) pét z patnacti analyzovanych druhd
podceledi Cichlasomatinae (triby Heroini a Cichlasomatini) maji vice NOR
partu: Caquetaia spectabilis (Feldberg et al. 2003), Cichlasoma paranaense
(Feldberg et al. 2003), Mesonauata insignis and M. festivus (Feldberg et al.
2003) and Symphysodon aequifasciatus (Feldberg et al. 2003).
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4.4. Fylogeneze a evoluce karyotypu tribu Cichlasomatini

Geophagus brasiliensis
Thorichthys meeki
Krobia potaroensis
Krobia xinguensis
Krobia sp. “Oyapock”
Krobia cf. Guianensis
Aequidens patricki
Cichlasoma cf. araguaiense
48 Cichlasoma boliviense

Cichlasoma dimerus
Cichlasoma amazonarum
Cichlasoma orinocense
Cichlasoma bimaculatum
Aequidens sp. “Jaru”
Aequidens tetramerus “Rio Negro”
Aequidens tetramerus “Venezuela”
Aequidens chimantanus

8 Aequidens tubicen
Aequidens sp. “Atabapo”
Aequidens cf. metae
Aequidens diadema

48 Aequidens sp. “Jenaro Herera”

Acaronia nassa
Andinoacara biseriatus
Andinoacara sp. “Silbersaum”
48 Andinoacara rivulatus “Ecuador”

Andinoacara rivulatus
Andinoacara coerulepunctatus
Andinoacara cf. pulcher “Rio Chirgua”
Andinoacara sp. “Maracaibo”
Andinoacara cf. pulcher “Venezuela”
Andinoacara pulcher “Trinidad”

redukce 48 Andinoacara pulcher

poctu 3

48 Tahuantinsuyoa macantzatza
redukce |44

podtu Bujurquina vittata

Bujurquina sp. “Pilcopata”
redukce . g 4
poitu _ Bujurquina peregrinabunda
Bujurquina sp. “Maicura”
Bujurquina syspilus
Bujurquina sp. “Chazuta”
redukce wdaiee  Laetacara araguia
poctu pottu
Laetacara curviceps

Laetacara dorsigera

ySeni A
potIm Laetacara thayeri
I 50 creithracara maronii
8
Ivanacara adoketa
Nannacara taenia
redukce I 44
poctu Nannacara anomala

Nannacara aureocephalus

Obr. 18 Fylogeneticky strom (Musilova et al., 2009) s daty o poctu
chromozomt ziskanych b&hem této prace (modréd cCisla), a dale pak v praci
Marescalchi (2004), Feldberga et al., (2003) a Thompsona (1979) (Cerna ¢isla).
Dale jsou naznaceny hypotetické evolu¢ni udélosti, které mohly zménit pocet
chromozomti (redukce nebo zvySeni po¢tu chromozomi) s pouzitim metody
maximalni parsimonie za ptfedpokladu vys§i pravdépodobnosti flze nez
rozpadu chromozomil a aplikaci optimalizace ACCTRAN (hypotetické zmény
prob&hly co nejdale od kofene stromu). Za pocet chromozoml piedka je
povazovan pivodni ancestralni diploidni poc¢et chromozoémi cichlid je 2n = 48
(Feldberg et al., 2003).
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U tribu Cichlasomatini muzeme rozliSit tfi sméry diferenciace
karyotypu.. Prvni smér reprezentuje skupina rodd Aequidens — Cichlasoma-
Krobia, vSichni zkoumani jedinci této skupiny maji 2n=48 a shodnou
karyotypovou charakteristiku: 12sm+36st-a. Podle Thompsona (1979)
odpovida jejich karyotyp typu A s vétSinou
subtelocentrickych/akrocentrickych chromozému. Tento karyotyp se vyvinul
z ancestralniho diky pericentrickym inverzim, kdy dojde k posunu centromery
ze stitedu chromozomu.

U skupiny rodd Bujurquina — Tahuantinsuoya — Andinoacara —
Laetacara — Acaronia se vyskytuje tendence k postupnému snizovani poctu
chromozomu, v§echny druhy Andinoacara maji 2n=48, druhy rodd Bujurquina
maji 2n=44;40 a druhy rodi Laetacara maji 2n=44;38 a u druhu
Tahuantinsuyoa macantzatza nachazime dokonce 2n=30. Podle Thompsona
(1979) odpovida jejich karyotyp typu ,,B*.

Diky vétSimu poctu sub/metacentrickych chromozomi, oproti
ancestralnimu karyotypu, mohou byt vSechny studované druhy ze skupiny roda
Nannacara — lvanacara — Cleithracara zafazeny do typu karyotypu ,.B“ dle
Thompsona (1979), i ptesto, ze n€¢které druhy nemaji snizeny celkovy pocet
chromozomt. Tato skupina rodl prosla v minulosti rizné evolu¢ni cesty. Ke
zvySeni poctu chromozomi dochédzi rozpadem, naopak snizeni poc¢tu se muize
odehravat fuzi, ¢i hromadnou fuzi, pravdépodobnéjsi evolucni udalost je fize
chromozomtli nez jejich rozpad (Imai et al., 1986). Prehled analyzovanych
druhi a jejich chromozomovych zmén je naznacen v tabulce €. 3.

Fylogeneticka rekonstrukce evoluce karyotypu naznacuje nasledujici
scénaf: z ancestralniho karyotypu se karyotyp C. maronii (2n=50;
14sm+36st/a) oddelil rozpadem jednoho sub/metacentrického
chromozomového paru na dva dal$i pary subtelocentrickych/akrocentrickych
chromozomu. U linie Nannacara doSlo ke dvéma fiizim, které snizily pocet
chromozomli na 2n=44. Tyto flize byly nasledovany pericentrickymi
inverzemi, které opé€t snizily pocet sub/metacentrickych chromozom. Alespon
k jedné pericentrické inverzi doslo u ptedka vSech Nannacar. U linie N. taenia

(2n=44; 16m/sm+28st/a) doslo jesté k jedné pericentrické inverzi. Nakonec dve
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inverze, které vedly k znasobeni oblasti s CMAj signdlem se vyskytly u N.

aurecephalus (2n=44; 18m/sm+26st/a).

Chromozomova prestavba Druh

Aequidens tubicen

Andinoacara biseriatus

Andinoacara cf. Pulcher “Rio Chirgua”
Andinoacara pulcher

=N Andinoacara rivulatus

Cichlasoma amazonarum

Cichlasoma boliviense

Krobia xinguensis

Pericentricka inverze/bez zmény

Fuze/ hromadna fuze Laetacara araguia
Nannacara anomala
VAVA = x x Nannacara aureocephalus

Nannacara taenia
Tahuantinsuyoa macantzatza

Rozpad

K=Y

Cleithracara maronii

Tab. 3 Souhrn chromozomovych zmén u analyzovanych druh.

Popsané mechanismy chromozémovych piestaveb jsou popsany jak u
cichlid, tak u ostatnich rybich druhfi. Obvykle sub/metacentricky chromozém
vznika (centrickou) fuzi, kdy se dva akrocentrické/telocentrické chromozdémy
spoji (Thompson, 1979). Nicméné pocet sub/metacentrickych chromozému
Vv karyotypu neni evolu¢né stabilni. Sub/metacentricky chromozém se zméni
zpét v akrocentricky/subtelocentricky chromozoém diky inverzi, ktera zahrnuje
centromeru (pericentrickd inverze) (Feldberg et al. 2003, Poletto et al. 2010).
Tyto pericentrické inverze jsou povazovany za hlavni mechanismus, ktery
pfispiva ke zménam velikosti chromozomovych ramen u Perciformes (Galleti

et al., 2000, Affonso, 2005).
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5. Zavéry a doporuceni pro vyuZziti v praxi nebo pro dalsi
rozvoj oboru

Podle stanoveného cile jsem urcila pocet chromozémi u spole¢ného
ptedka tribu Cichlasomatini na 2n=48, coz je ve shod¢ s autory Marescalchi
(2004) a Feldberg (2003).

Déle se podatilo ptizpisobit Volkerovu metodu izolace chromozému
Z regeneratu pro cichlidy.

Ptesto, Zze se nepodafilo ziskat cytogenetické informace pro vSechny
zastupce tribu Cichlasomatini, doSlo k rozsifeni cytogenetickych dat tohoto
tribu.

Podatilo se popsat diferenciaci karyotypt, ke kterym v prabéhu evoluce
tribu pravdépodobné doslo, soucasné byl stanoven minimalni pocet evolu¢nich
udélosti. Rovnéz byly popsany mechanismy, jakym zplisobem se uvedené
zmény odehravaji.

Doslo k zaneseni ziskanych a jiz publikovanych cytogenetickych dat na
fylogeneticky strom, ktery je zalozen na sekvenac¢nich datech. Pfi porovnani
téchto informaci mizeme potvrdit skutecnost, ze znamé fylogenetické vztahy
mezi jednotlivymi druhy tribu Cichlasomatini odvozené ze sekvenaci
mitochondrialnich a jadernych genid jsou zatim ve shodé€ s fylogenetickymi
vztahy, které jsou zaloZeny na evolu¢nich zménach v karyotypech. Jistotu pro
toto tvrzeni budeme mit, az budou k dispozici kompletni cytogenetickd data
pro cely tribus.

K objasnéni dalSich evolu¢nich skutecnosti u tribu Cichlasomatini by
bylo vhodné pokracovat v ziskdvani karyotypli u jeSté nezanalyzovanych
druhti. K doplnéni cytogenetickych dat by bylo vhodné pouzit barveni pomoci
AgNO;, telomerické a ribosomalni sondy K vyjasnéni dalsich evoluénich zmén
v karyotypech.

Pro dal§i poznani tribu Cichlasomatini by bylo uzitecné provést
srovnavaci analyzu karyotypli u samci a samic a detekovat pohlavni

chromozomy a nésledné stanovit systém urceni pohlavi.
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Introduction

Cichlids are a species-rich group of ray-finned fishes (Actinopterygii), distributed in
tropical and subtropical freshwaters of Africa and South and Central America, Texas,
Madagascar, the Middle East, India and Sri Lanka (Kullander 1998). As a third largest
fish family (Eschmeyer 2012) cichlids represent highly evolutionarily successful fish
lineage and it is considered that no other family of vertebrates exceeds cichlids in a
number of varieties, shapes, colors and especially in ecological and trophic specializa-
tions (Kocher 2004).

In general, genomes of ray-finned fishes are known for high evolutionary dynamics
among vertebrates, which is reflected in huge genome-architecture variability (Mank
and Avise 2006). The diploid chromosome number (2n) studied in 615 Actinoptery-
gian species ranges from 22 to 250, but over a half of the species possess the conserva-
tive number of 2n = 48 — 50 chromosomes (29.3% have 2n = 48 and 25.4% have 2n
= 50; Mank and Avise 2006). The most frequent fish karyotype, i.e. 2n = 48 (n=24),
is also recognized as an ancestral karyotype of the whole Teleostei (Ohno et al. 1969,
Nakatani et al. 2007).

In total, over 190 cichlid species have been cytogenetically analyzed and the karyo-
type formula was determined for 157 of them (Arai 2011). Available cytogenetic data
in cichlids show that the diploid chromosome numbers range from 2n=32 to 2n=60,
but more than 60% of the examined species show the ancestral karyotype with 2n=48,
which mostly dominates in the Neotropical cichlid lineage (Feldberg et al. 2003).

In the past only few species were analyzed and Neotropical cichlids were considered
a karyotypically conservative group due to the frequent findings of 48 chromosomes
(Thompson 1979, Kornfield 1984). Later, Marescalchi 2004 and Poletto et al. 2010
demonstrated much higher variability in the chromosome number and hypothesized
that the ancestral karyotype of the Neotropical cichlids underwent significant changes
in structure in several lineages, which led to extensive karyotype diversification. Further,
many species possess the similar 2n=48, but differ in karyotype structures, which brings
additional evidence of the karyotype differentiation due to the intra-chromosomal rear-
rangements like centromeric shifts (Feldberg et al. 2003). It is likely that at least some
different lineages coincidentally converged to the same number of chromosomes from
different ancestral stages but the mechanisms of why there is certain favorable number
of chromosomes remains still unknown (Mank and Avise 20006).

Dwarf cichlids of the genus Nannacara Regan, 1905, and its relatives, genera lvan-
acara Romer et Hahn, 2007 and Cleithracara Kullander et Nijssen, 1989 represent a
well-defined evolutionary lineage of acaras (NIC-clade of the tribe Cichlasomatini,
Musilova et al. 2008) distributed mostly in rivers of the Guyana shield, as well as in
the Rio Negro basin, and the Amazon and Orinoco deltas. This group includes seven
known species, four in the genus Nannacara, then two species recently extracted from
Nannacara to the genus lvanacara (Rdmer and Hahn 2007), and the monotypic genus
Cleithracara, which is basal to all the others. The cytogenetics of this clade remains
poorly known since only two species of this group, Cleithracara maronii (Steindach-
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ner, 1881) with 2n=50 (Marescalchi 2004) and Nannacara anomala Regan, 1905 with
2n=44 (Thompson 1979) have been previously investigated.

In this study we present karyotypes and other chromosomal characteristics as re-
vealed by CDD banding in five species of monophyletic clade of neotropical Cichlaso-
matine cichlids, namely Cleithracara maronii, lvanacara adoketa (Kullander et Prada-
Pedreros, 1993), Nannacara anomala, Nannacara aureocephalus Allgayer, 1983 and
Nannacara taenia Regan, 1912. We further mapped the results onto the phylogenetic
hypothesis from molecular analyses based on four genes. We discuss possible scenario of
the karyotype evolution of the clade of dwarf cichlids within the tribe Cichlasomatini.

Materials and methods

Materials

The species included in the present study are listed in Table 1. Most of the individuals
originated from aquarium trade from different breeders. Further, various collectors or
ornamental-fish importers donated several samples for DNA analysis. Species were
identified following Kullander & Nijssen, 1989, Kullander & Prada-Pedreros, 1993
and Staeck & Schindler (2004), and part of the analyzed fish was deposited in ICCU
(Ichthyological Collection of Charles University, Prague). See Table 1 and Table 2.

Cytogenetic analyses

Chromosomes were obtained by non-destructive isolation procedure from caudal fin
regenerates as developed by Vélker et al. (2006) and modified by Kalous et al. (2010).
This method is based on regeneration of the caudal fin tissue after cutting a small part
(2-3mm) from its margin. After five to seven days the regenerated tissue was cut and
incubated in the solution with colchicine for two hours at room temperature. A few
drops of fixative (methanol, acetic acid 3:1) were added to the tissue after this incuba-
tion and it was placed for 30min at 4°C. The tissue was washed twice in fixative, always
staying for 30min at 4°C after the wash. Next, the tissue was placed into a drop of
20% acetic acid and gently mashed through a fine sieve. The suspension was dropped
on a slide on a hot plate (45°C). After 20 seconds the drop of suspension was sucked
up from the slide and dropped to a different place in the slide. Metaphase chromo-
somes were stained in 4% Giemsa solution in phosphate buffer (pH=7). Generally
5-50 metaphases per individual were evaluated. Chromosomes were classified accord-
ing to Levan et al. (1964), to be consistent with most of the recent studies on cichlid
fishes (Marescalchi 2005, Fedlberg 2003, Poletto et al. 2010) and arranged to karyo-
types by using ADOBE PHOTOSHOP, version CS7. The CDD fluorescent banding
(Chromomycin A,/methyl green/DAPI) was performed following Mayr (1985) and
Sola (1992).
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Table 2. Sample list for karyotypes analysis.

Individuals used in cytogenetic analyses (all from aquarium trade):

Species Number of analyzed individuals Sex
C. maronii 3 undifferentiated
L adoketa 3 2x male, 1x female
N. anomala 5 3x male, 2x female
N. aureocephalus 3 undiferentiated
N. taenia 3 undiferentiated

Molecular genetic analyses

DNA was extracted from the ethanol-preserved samples by the commercially available
kits (QiaGen), and four target genes (cyt b, 16S rRNA, S7 first intron, RAG1) were
amplified by PCR using primers according to Musilova et al. (2009). Sequences of the
PCR products were obtained by commercial sequence-service company (Macrogen,
South Korea, Netherlands). Sequences were aligned in BIO EDIT (Hall, 1999) soft-
ware and genes were concatenated for the bayesian analysis in MRBAYES 3.2. (Ron-
quist et al. 2012). Analysis parameters were: number of generations = 10,000,000,
number of chains = 4, number of runs = 2, model set for every gene separately (and
unlinked) based on the jModeltest (Posada, 2008) results. Three additional species
(Bujurquina vittata, Aequidens metae and Laetacara thayeri) from the same taxonomic
tribus Cichlasomatini as Nannacara + Ivanacara were analyzed as well, and one species
of the different tribus Geophagini (Geophagus brasiliensis) was determined as an out-
group for the phylogenetic analysis. Sequences were uploaded to GenBank (Table 1).

Results

Karyotype characteristics

Results are summarized in Fig. 1 and Table 3. Examined individuals of the species of
genera Nannacara, lvanacara and Cleithracara showed the diploid chromosome num-
ber 2n = 44 to 50 chromosomes. All three species of the genus Nannacara possessed
44 chromosomes and karyotype composed of 18 metacentric (m)-submetacentric
(sm)+26 subtelocentric (st)-acrocentric (a) or 16m-sm+28st-a chromosomes, while
Ivanacara adoketa had 2n = 48 and karyotype of 16m-sm+32st-a chromosomes, and
Cleihtracara maronii had 2n = 50 composed of 14sm+36st-a chromosomes. Karyo-
types of all studied species are shown in Fig. 1.

CDD fluorescence

In the karyotypes of four studied species, namely C. maronii, I. adoketa, N. anoma-
la, and N. taenia, the CMA -positive signals were found on one chromosome pair,
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Table 3. Karyotype characteristics of the South American dwarf cichlids, including the diploid number
of chromosomes (2n), chromosome categories, and CMA, phenotype.

Species 2n Karyotype CMA _ signals
Cleithracara maronii 50 14sm+36st-a 1 sm pair
Ivanacara adoketa 48 16m-sm+32st-a 1 st-a pair
Nannacara anomala 44 18m-sm+26st-a 1 m-sm pair
Nannacara aureocephalus 44 18m-sm+26st-a 3 m-sm pair
Nannacara taenia 44 16m-sm+28st-a 1 st-a pair

although probably not homologous in different species. In C. maronii the CMA -
positive signals were located on terminal parts of the largest m-sm chromosome pair,
whereas in /. adoketa and N. taenia the CMA signals were located a chromosome pair
from st-a group, terminal parts in V. taenia and around the centromere in /. adoketa.
In N. anomala the CMA; signals were found on the terminal parts of a chromosome
pair from m-sm group, but not on the largest pair. Contrarily, in the karyotype of V.
aureocephalus, the CMA, signals were located on three m-sm chromosome pairs in-
cluding the largest chromosome pair in the centromeric region. See Table 3 for more
detail about the karyotype formulas and CMA, phenotypes and Fig. 1 for representa-
tive metaphases and results of different staining steps.

Phylogenetic analysis and karyotype differentiation

Phylogenetic reconstruction based on the DNA sequences of up to four genes shows
monophyly of the genus Nannacara (three species used in this study) and its sister relation-
ship with the genus fvanacara (one species present in our study). The monotypic genus
Cleithracara (C. maronii) represents then basal lineage to the rest of Nannacara + lvanacara
(Fig. 2). The observed karyotype characteristics, i.e. the diploid chromosome number, the
karyotype and the phenotype, were mapped on the phylogenetic tree and allowed recon-
struction of the scenario of genome/karyotype evolution in the studied cichlids as well as to
reconstruct as well as of the most likely hypothetical karyotype of an ancestor of the whole
group. An ancestral karyotype of 2n = 48 was hypothesized as (16m-sm + 32 st-a) and was
estimated as a basal stage for the clade by the most parsimonious reconstruction based on
our material. The ancestor also had most likely only one pair of CMA sites (Fig. 2).

Discussion

Cytogenetic characteristics

Two of the five species presented within this study have been previously studied in
Thompson (1979), Marescalchi (2004) and reviewed in Feldberg (2003). The karyo-
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Figure 2. Phylogenetic relationships of cichlid fishes of genera Nannacara, Ivanacara and Cleithracara.
Phylogenetic tree reconstructed based on the mitochondrial (cytochrome b, 16S rRNA) and nuclear (S7,
RAGL1) genes. Karyotype characteristics, such as diploid chromosomal number (2n), karyotype formula
and CMA, phenotype were mapped on the tree and interpreted under the most parsimonious criterion.
Ancestral karyotype of the group evolved from the ancestral cichlid karyotype 48st-a (Mank and Avise
2006) by increasing number of sub-metacentric chromosomes. One fission (in Cleithracara clade) and
two fusion events (in the Nannacara clade) were detected, followed by at least one pericentric inversion
in the latter case causing the decrease of the number of sub-metacentric chromosomes. Second pericentric
inversion occurred in V. taenia, and another inversion leading to the multiplication of the CMAS regions
occurred in N. aureocephalus.

type of Nannacara anomala corresponds in both the chromosomal number (2n=44)
and the karyotype (18m-sm+26st-a) to the results of Thompson (1979). The karyotype
of C. maronii corresponds with various previous studies in chromosomal number (2n
= 50; Marescalchi 2004, see Feldberg et al. 2003), but slightly differs in the karyotype
description: while in our study we recognized seven pairs of sub-metacentric chromo-
somes (14m-sm+36st-a), Marescalchi (2004) found only six pairs of those. However,
inspecting the study of Marescalchi (2004), we found one additional pair of sub-meta-
centric chromosomes in their original karyotype data as well, so it is fully comparable
with our results.

In the clade of Neotropical cichlids, three trends in karyotype differentiation can
be distinguished (Feldberg et al. 2003). First trend - also called Karyotype “A” by
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Thompson (1979) - is characterized by maintaining the ancestral karyotype of 2n=48
with mostly subtelocentric-acrocentric elements (karyotype of 48st-a, although not
exclusively) and evolved mostly by the pericentric inversions (during which the cen-
tromere is shifted from the central position of chromosome). Second evolutionary
trend is similar to the previous one and additionally suppose the chromosomal break-
age/fission events (Feldberg et al. 2003), leading to the increasing diploid chromosome
number usually to the 2n=50 or 52, extremely up to 2n=60). This karyotype is domi-
nated by uniarmed chromosomes. The third evolutionary trend - also called Karyo-
type “B” in Thompson (1979) — is represented by the opposite evolutionary scenario
- mostly centric fusions played role in evolution from the ancestral karyotype, which
lead to reduction of diploid chromosome number accompanied by increasing num-
ber of metacentric and submetacentric chromosomes (Thompson 1979, Poletto et al.
2010). This trend of chromosome number reduction seems to be parallel to some other
fish groups like it was uncovered in killifishes (Cyprinidontiformes, Nothobranchii-
dae) Volker et al. (2008).

All of the species within the studied evolutionary lineage have a higher proportion
of sub-metacentric chromosomes in their karyotypes compared with the rest of cichlids
(Poletto et al. 2010). Especially considering the fact that the ancestral cichlid karyo-
type has been postulated as 2n=48 and 48st-a, i.e. no sub-metacentric chromosomes
are present (Poletto et al., 2010), the whole Nannacara — Ivanacara — Cleithracara
clade seems to have evolutionary derived karyotype within cichlids. Based on Thomp-
son’s (1979) classification, the whole lineage possess the karyotype type “B” character-
ized by higher proportion of the sub-metacentric chromosomes, although not all the
species have the lower number of chromosomes then the ancestral stage, which is usu-
ally characteristic for the karyotype “B” as well (Thompson 1979). Interestingly, the
chromosome rearrangements and formation of karyotype “B” occurred several times
independently in cichlid evolution, as from 41 examined Neotropical cichlids, the
karyotype “B” has been found in three unrelated lineages: in the species Bujurquina
vittata (Heckel, 1840) (tribe Cichlasomatini), in the genus Apistogramma Regan, 1913
(tribe Geophagini) and in the genus Symphysodon Heckel, 1840 (tribe Heroini; sister
tribe of Cichlasomatini; Thompson 1979). Strikingly, the most similar karyotype for-
mula possessed by all the species of the genera Apistogramma (22-24m-sm+16-22st-a)
and Dicrossus Steindachner, 1875 (12m-sm+34st-a), which also represent another two
unrelated lineage of the dwarf cichlids (Thompson 1979, Feldberg 2003), and then a
few other species like Cichlasoma paranaense Kullander, 1983 (14-20m-sm+28-34st-
a), Mesonauta festivus/insignis (Heckel, 1840) (12m-sm+36st-a), Crenicichla niederlei-
nii (Holmberg, 1891) (14m-sm+34st-a) and Astronotus ocellatus (Agassiz, 1831) and
Astronotus crassipinnis (Heckel, 1840) (12-18m-sm+30-36st-a, Feldberg et al. 2003).
Note, that although the karyotype composed of mostly subtelocentric-acrocentric
chromosomes is considered as ancestral for the cichlids, it is not generally ancestral
trait for other fish groups. Therefore, the emergence of karyotype “B” (with more sub-
metacentric chromosomes) probably represents secondary change back to the “com-
mon teleost karyotype” (Thompson 1979, Arai 2011).
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CMA, patterns

The CMA, signals represent usually the GC-rich DNA segments of heterochromatic
regions, often correlated with the location of active or inactive NORs, usually rep-
resented by the rDNA regions in genome (Schmid & Guttenbach 1988, Rab et al.
1999, Poletto et al. 2010, but see Fontana et al. 2001, Gromicho et al. 2005 or Saitoh
& Laemmli 1994). The number of CMA signals found within this study corresponds
to what has been previously observed in cichlids — i.e. the most common number of
NORs in Neotropical cichlids is one pair, but in some species were found up to three
pairs (Feldberg et al. 2003, Poletto et al. 2010). In the Nannacara — Ivanacara — Cleith-
racara clade, all species except for N. aureocephalus possess only one pair of CMA,
signals in their karyotype. N. aureocephalus has three pairs of CMA; signals, which
is usually interpreted as the result of inversion followed by the multiplication of the
rDNA regions (Poletto et al. 2010). Further, one of the observed CMA, regions in this
species is located in the centromeric region.

After Feldberg et al. (2003), one pair of NORs on the larger pair of chromosomes
represents the most common NOR phenotype for the whole family Cichlidae. Further,
Hsu et al. (1975) suggested that species with the single pair of NORs should be con-
sidered as more primitive that the karyotype with several NOR pairs hinting that the
ancestral karyotypes possess less NORs than the evolutionary derived. Multiplication
of NORs is usually caused by the chromosomal rearrangements, such as translocation
or inversion but recently an increasing number of studies has shown the cases of rDNA
multiplication caused by the activity of transposable elements.(Cioffi et al. 2010, Sy-
monovi et al. 2013, Schneider et al. 2013). As summarized in Feldberg et al. (2003),
five out of 15 analysed species of the subfamily Cichlasomatinae (tribes Heroini +
Cichlasomatini) possess multiple NOR pairs, i.e. Caquetaia spectabilis (Steindachner,
1875) (Feldberg et al. 2003), Cichlasoma paranaense Kullander, 1983 (Feldberg et al.
2003), Mesonauata insignis and M. festivus (Heckel, 1840) (Feldberg et al. 2003) and
Symphysodon aequifasciatus Pellegrin, 1904 (Feldberg et al. 2003).

Phylogeny of Nannacara — Ivanacara — Cleithracara cichlids

The phylogenetic reconstruction of the Nannacara — Ivanacara — Cleithracara clade
(also called NIC clade in Musilovd et al. 2008, 2009) corresponds to the results ob-
served in the previous studies (Musilovd et al. 2008, 2009). This suggests the basal
position of the monotypic genus Cleithracara followed by the lvanacara (one species)
sister to the rest of fishes from the genus Nannacara (three species). Within Nan-
nacara, the N. taenia has basal position and N. anomala + N. aureocephalus represent
the sister species. In this study, we did not include two species of the studied clade, i.e.
Nannacara quadrispinae and lvanacara bimaculata, which we failed to obtain either as
liveinuals for cytogenetics, or as samples for DNA analysis. Especially /. bimacu-
lata woard be crucial for confirmation of monophyly of the genus fvanacara, since 1.
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bimaculata was previously found as closely related to the fishes of the genus Nannacara
then to . adoketa based on morphological data set (Musilovd et al. 2009).

Within N. aureocephalus, more distinct forms are known; some of them were in-
troduced into the aquarium trade under different names. So far no robust revision of
Nannacara is available, and it is therefore difficult to make any taxonomic conclusion
based on our data set. However, at least two different forms of N. aureocephalus are
spread among the aquarium hobbyist within Central Europe (Germany, Poland, Czech
Republic, Slovakia) — one of them called “blue” and the other one called “brown” both
included in our analyses. These forms are not of artificial origin, as usually F1 progeny
of the wild caught individuals has been studied. Intuitively, the blue morph shows
more light-blue coloration with iridescent elements both on the face and body, while
the “brown” form doesn’t have the iridescent coloration and possess darker brown to
dark-green coloration pattern. We have shown that those two morphs are genetically
distinct; however, more detailed future work is necessary on this species/genus.

Karyotype differentiation

Cichlid karyotypes show some general common features - for example many species
from African and Neotropical cichlids possess one pair of significantly larger chromo-
somes. Although the homology of the largest chromosome within the African lineage
has been proved (Ferreira et al. 2010) as well as high synteny conservation of African
cichlid genomes (Mazzuchelli et al. 2012), it is, however, not yet clear to what extent is
the homology present across the whole family Cichlidae (Valente et al. 2009).

Although all the studied species from the Nannacara — Ivanacara — Cleithracara
clade are characterized by the karyotype “B” (Thompson 1979), they underwent dif-
ferent evolutionary paths in past. The phylogenetic reconstruction of the karyotype
evolution suggests the following scenario: from the ancestral karyotype, first the karyo-
type of the Cleithracara maronii (2n = 50; 14mt-sm + 36 st-a) evolved by fission event
of one sub-metacentric chromosome pair, falling apart into two additional pairs of
subtelocentric-acrocentric chromosomes. While the karyotype of lvanacara adoketa
remained unchanged compared with the ancestral one, in the lineage of Nannacara,
two fusions occurred decreasing chromosomal number to 2n = 44. These fusions were
followed by pericentric inversions, which again decreased the number of sub-meta-
centric chromosomes. At least one pericentric inversion happened in the base of all
Nannacaras, and additional pericentric inversion happened in the N. raenia lineage.
Finally, two inversion impacting CMA, regions happened in V. aureocephalus leading
to the multiplicaiton of these signals.

The proposed mechanisms of chromosomal rearrangements are described in cich-
lids as well as in other fish species. Usually the sub-metacentric chromosome aris-
es during the (centric) fusion, when two acrocentric-telocentric chromosomes fuse
(Thompson 1979). However, the number of sub-metacentric chromosomes in karyo-
type is not evolutionarily stable. The sub-metacentric chromosome changes back to the



12 Lucie Hodariovd et al. /| Comparative Cytogenetics @@: @@—@@ (2014)

acrocentric-subtelocentric chromosome by inversion, which involves the centromere,
i.e. the pericentric inversion (Feldberg et al. 2003, Poletto et al. 2010). Further, those
pericentric inversions are considered as the main mechanism generally contributing
to changes in chromosome arms size in various percomorph lineages (Galetti et al.
2000, Affonso 2005). In general, the taxon sampling within such comparative studies
is however still too low to be able to make a strong conclusion about the general trends
in cichlid karyotype evolution (Feldberg et al. 2003, Poletto et al. 2010).

To conclude, we aimed to provide a comparative study on a small scale of three
genera combining molecular and cytogenetic approaches. Assuming that cytogenetic
data provide additional information, which is undetectable by molecular genetics (Rdb
et al. 2007), we expected a broad insight into the genome evolution of the studied
group. In the dwarf cichlid genus Nannacara and its relatives (fvanacara and Cleithra-
cara), we reconstructed the phylogeny and we found substantial amount of karyotype
characteristics, which we were able to interpret in the evolutionary context.
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ABSTRACT

We present our cytogenetic data of South American cichlids (tribus Cichlasomatini) that were
consequently consulted with phylogenetic analysis of other authors. Nuclei suspensions for this
study were obtained by different methods of chromosome preparation, then dropped on slides
and stained by the solution of Giemsa - Romanowski. Obtained metaphases were investigated
by microscope and recorded by digital camera connected with image analysing software. Karyo-
types were constructed only in samples with good metaphases and cytogenetic data (chromo-
some number, karyotype) and they were consequently applied to known phylogenetic tree. We
concluded that common ancestor had 2n = 48 chromosomes. Change of chromosome number
occurred at least in seven evolution events; six times the number of chromosome increased and
once decreased. The increase of chromosome number was observed in group of Nannacara and
Cleithracara (Cleithracara maronii 2n = 50). In the second clade of Bujurquina — Tahuantinsuyoa
- Andinoacara - Laetacara — Acaronia we found a reduction of chromosome number (Bujurquina
2n = 44; 40, Laetacara 2n = 44, 38 and Tahuantinsuyoa 2n = 30). From available data we are still
not able to formulate final hypothesis of karyotype evolution within the tribus Cichlasomatini.
Anyway, present study is the first cytogenetic overview of the tribe.

Kliéovd slova: Cytogenetika, jihoamerické cichlidy, Cichlosomatini, evoluce karyotypu

Keywords: Cytogenetics, South American cichlids, Cichlosomatini, evolution of caryotype

Cytogeneticka analyza karyotypu je dostupnou a relativné levnou metodou, jak ziskat in-
formace o organizaci struktur dédi¢né informace, tedy o poctu a stavbé chromozom v jadre
buriky. Jedna se tak o signdl, ktery molekularni genetika a sekvenace DNA nem(iZe odhalit, a
proto miize byt vhodnym doplikem pfi studiu evoluce dané skupiny (Pisano a kol., 2007). Tyto
informace je mozné porovnat mezi jednotlivymi druhy, pfesto o jihoamerickych cichlidach
(tribus Cichlasomatini) neni v literatufe mnoho cytogenetickych informaci. Konkrétné existuji
dvé cytogenetické studie: od autord Thompson (1979) a Marescalchi (2005). Z téchto studii
vyplyva, Ze variabilita chromozomového usporadani je vétsi, nez se predpokladalo. Studované
rody byly plivodné povaZzovany za uniformni v po¢tu chromozomu.
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Ukazuje se, Ze zastupci rod(l Aequidens, Cichlasoma a Krobia maji 48 chromozom (2n = 48),
coz je doposud povazovano za ancestralni stav. Naopak rody Bujurquina (2n = 44; 40), Laetaca-
ra (2n = 44; 38), Nannacara (2n = 44) a Cleithracara (2n = 50) se v poc¢tech chromozomd lisi.

Cilem této studie je popsat cytogenetické charakteristiky druht jihoamerickych cichlid, kte-
ré dosud nebyly z tohoto pohledu zkoumany, a naslednou fylogenetickou interpretaci zaro-
ven rozsifit znalosti o mozném pribéhu evoluce karyotypu v rdmci tribu Cichlasomatini.

MATERIAL A METODIKA

Do studie bylo zahrnuto 8 druhti z 6 rliznych zemi (1. Andinoacara biseriatus - Kolumbie,
2. Andinoacara cf. pulcher ,Rio Chirgua” — Venezuela, 3. Andinoacara rivulatus - Ekvador,
4. Aequidens tubicen - Peru, 5. Cichlasoma amazonarum - Brazilie, 6. Cichlasoma boliviense -
Bolivie, 7. Krobia sp.,Xingu” - Brazilie, 8. Tahuantinsuyoa macantzatza - Peru. Vétsina ryb pouzi-
tych v této studii pochdazi z pdvodniho mista jejich vyskytu a byla zakoupena prostfednictvim
specializovanych firem v Ceské republice nebo v Némecku. Viechny ryby byly chovany v akva-
riich na CZU a PiF UK v Praze. Od kazdého druhu byli pouziti dva jedinci ke stanoveni po¢tu
chromozomd, pro sestaveni karyotypu pak byla vybrana jedna nejlepsi metafaze.

K ziskani chromozomovych preparatl byly pouzity tfi metody, a to: 1) preparace chromozo-
mu z regeneratu ploutve dle M. Volkera, 2) preparace chromozom( z embryi dle M. Vélkera a
3) kultivace fibroblast in vitro.

Metody preparace chromozom? z regeneratu ploutve dle M. Volkera a kultivace fibroblast(
in vitro byly pouzity u vdech vyjmenovanych druhd, metoda preparace chromozomui z embryi
dle M. Volkera byla pouzita u druht Cichlasoma amazonarum a Cichlasoma boliviense, které
se prirozené vytiraly v akvariich, k jednotlivym preparacim bylo pouzito postupné pét sndsek
od kazdého druhu.

Metoda preparace chromozom z regeneratu ploutve dle M. Volkera je zaloZzena na principu
regenerace bunék v misté poskozeni po odstranéni casti tkané, v tomto pfipadé se jednalo
o ocasni ploutev. Rybé byla odstfizena mala ¢ast ocasni ploutve (pasek o sifce cca 1 mm). Ocas-
ni ploutev se nechala regenerovat 4-7 dni podle regeneracni aktivity. Po uplynulém ¢asovém
useku byl regenerdt odstfizen a vlozen na 2-3 hodiny do Petriho misky s kultiva¢nim roztokem
skladajiciho se z 14,3 ml zasobniho roztoku (7,48 g NaCl; 0,18 g KCl; 0,2 g CaCIZ; 0,016 g NaHCO,
a 1000 ml destilované vody), 85,7 ml destilované vody a 0,025 g kolchicinu (Serva). Béhem této
doby probihalo déleni bunék, ale pouze do stadia metafaze, ve které kolchicin zastavuje bu-
nécné déleni. Po té byly pfidany 3-4 kapky fixacniho roztoku (100% CH,OH a 100% CH,COOH,
3: 1), ktery se nechal plsobit 30 minut v chladni¢ce pfi 4 °C.V této fazi doslo k usmrceni viech
bunék. Poté byl z Petriho misky veskery roztok odstranén a byl pfidan pouze fixacni roztok,
ktery pusobil dalSich 30 minut. Odstranéni starého a pfidani ¢erstvého fixacniho roztoku bylo
opakovano dvakrat. Nasledné byl regenerat prfenesen na sitku a zakdpnut 45-50 pl 20% kyse-
liny octové. Ta zpUsobila rozbiti jadernych membran a rozvolnéni chromozomd, coz je dulezité
pro nasledné pozorovani na podloznim sklicku. Poté byla tkan regenerdtu jemné rozrusena
o sitku pinzetou a z druhé strany sitky byla automatickou pipetou Nichirio 200 odsata sus-
penze bunék do mikrozkumavky typu Eppendorf. Suspenze byla ndsledné nanesena na pod-
lozni skla (Menzel GmbH) zahtata na teplotu 45 °C na topné plotynce. Suspenze byla na sklo
nakapnuta a po 20 sekundéch nasata zpét. Timto zplsobem byly na jednom podloznim skle
vytvoreny tfi kapky. Diky teploté skel se vytvoril v misté kapky jemny film s burikami. Skla se
nechala vychladnout pfi pokojové teploté v laboratofi.
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Metoda preparace chromozom z embryi, byla téZ optimalizovana Volkerem (2006).

Do pfipraveného roztoku kolchicinu (Serva) (0,25 g a 50 ml vody z akvéria) v Petriho miskach
bylo umisténo po 3-4 embryich, které byly ziskany z pfirozeného vytéru ryb v akvariu. Embrya
byla takto kultivovana 4 hodiny pfi pokojové teploté. BEhem této doby probihalo déleni bu-
nék, ale pouze do stadia metafaze, ve které kolchicin zastavuje bunécné déleni. Do zkumavek
byl pfipraven roztok citronanu sodného (0,8%), ve kterém byla embrya ponechana hypoto-
nickému pusobeni po dobu 40 minut pfi laboratorni teploté. Poté byla tekutina ze zkumavek
slita a bylo pfidano 5 ml fixativa (100% CH,OH a 100% CH,COOH, 3 : 1). Embrya byla pro-
vzdusnéna pomoci Pasteurovy pipety a umisténa do chladnicky (4 °C) na 20 minut. V této fazi
doslo k usmrceni viech bunék. Tento krok byl opakovén jesté dvakrat, s tim Ze v poslednim
kroku byly zkumavky ponechany v chladni¢ce 24 hodin. Po 24 hodinach byla embrya osusena
a umisténa do mikrozkumavky typu Eppendorf s 40% kyselinou octovou, ktera zplsobila roz-
biti jadernych membrén a rozvolnéni chromozomu pro nasledné pozorovani na sklicku. Zde
byla embrya rozmélnéna pomoci plastové tycinky. Poté byla suspenze kapana na predehrata
(45 °C) podlozni skla (Menzel GmbH) stejnym zplsobem jako v predchozi metodé preparace
chromozom? z regeneratu.

Kultura fibroblastl byla zaloZzena z malého vzorku tkané (cca 2 x 2 mm), ktery byl rybé ode-
bran z hibetni ploutve. Pfipadné byl pouzit odstfizek ocasni ploutve, ktery byl odebran pfi vy-
uziti metody preparace z regenerdatu ploutvi. Odebrany kousek tkané z hibetni nebo ocas-
ni ploutve byl umistén do roztoku PBS 0,5 ml (10 g NaCl, 0,25 g KCl, 0,25 g KH,PO,, 1,44 g
Na,HPO,.12H,0, 1000 ml H,0)a0,5 ml antibiotické-antimykotické smési (Sigma-Aldrich) v mik-
rozkumavce typu Eppendorfna 60 minut. Poté byla tkarn umisténa do roztoku 1,5mI PBS + 0,5 ml
antibiotické—antimykotické smési v mikrozkumavce typu Eppendorf na 60 minut. Ve ,flow-bo-
xu” byla tkan postupné oplachovana ve tfech Petriho miskach s roztokem kompletniho media
slozeného z 80 ml Liebovitz media L15 (Sigma-Aldrich) a 20 ml bovinniho sera (Baria). Déle byl
pfidan 1 ml antibiotické-antimykotické smési (Sigma-Aldrich) a 1 ml glutaminu (Sigma-Ald-
rich). Takto ptipravené medium bylo prefiltrovano specidlnimi filtry (Millex Millipore) a ucho-
vavano ve sterilni nddobé v chladnicce pfi 4 °C. V posledni Petriho misce byla tkan ponechéana
hodinu. Nasledné byla tkan rozstfihdna na nékolik mensich kousku. Takto ziskané kousky tka-
né byly pomoci ockovaci klicky pfeneseny na dno kultiva¢ni lahvicky (Nunc). Po 20 minutach,
kdy doslo k prilnuti tkdané ke dnu kultiva¢ni lahvicky, byly pfidany 3 ml kompletniho media.
Fibroblasty byly kultivovany pfi 28,5 °C v termostatu. Kazdy tfeti den probihala vyména kom-
pletniho media. Celkova doba kultivace byla pfiblizné 14 dni, podle vizualni kontroly rdstu
fibroblastd pod inverznim mikroskopem. Do kultiva¢nich lahvi¢ek byly pfidany 3 kapky 0,1%
kolchicinu (Serva), ktery se nechal plsobit po dobu 4 hodin v termostatu pfi 28,5 °C. Poté byly
dvakrat pfidany a odsaty 2 ml PBS. K takto osetfenym fibroblastam byl pfidan 1 ml PBS a 0,7 ml
0,1% trypsinu (Sigma-Aldrich). Celkové doba plsobeni trypsinu byla 2 minuty, pak byl jeho
Ucinek zastaven pridanim kultiva¢niho media. Ockovaci klickou byly ze dna kultiva¢ni nadobky
seSkrabany narostlé fibroblasty, které byly spolu s kultiva¢nim roztokem prevedeny do zku-
mavky. Suspenze byla centrifugovéana 10 minut pfi 1200 otackach a laboratorni teploté. Poté
byl supernatant odsat a k bunkam usazenym na dné zkumavky bylo ptidano 5 ml KCI (5,6 g/I,
37 °C). Doba hypotonického pisobeni KCl byla 8 minut. Po centrifugaci (10 min/1200 otacek)
byl supernatant odsan a pfistoupilo se k fixaci (100% CH,OH, 100% CH,COOH, 3: 1) po dobu
20 minut. Proces fixace byl tfikrat opakovan a poté byla suspenze nakapana na vycisténé pod-
lozni sklo (Menzel GmbH). Barveni bylo provadéno po dobu 10 minut ve 3% roztoku Giemsa
Romanovski (Dr. Kulich Pharma) v Sorensové pufru (4,5 g KH,PO,, 4,7 g Na,PO,, 1000 ml desti-
lované vody; pH = 6,8). Poté byly preparaty dikladné oplachnuty destilovanou vodou.
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Vsechny preparaty byly prohlizeny na mikroskopu Olympus AX-70 pfi zvétseni 1000x za po-
uziti imerzniho oleje. Vybrané metaféze byly vyfoceny CDD kamerou (Olympus; DP30BW).
Obraz byl zpracovén v programu Microimage. Vlastni pocitani chromozomi v metafazich
probihalo ru¢né nebo pomoci programu Microimage. Sestavovani karyotypu bylo provedeno
ve specializovaném programu lkaros (Metasystems).

Chromozomy byly klasifikovany dle Levana a kol. (1964) na zakladé délky chromozomo-
vych ramen a polohy centromery do téchto kategorii: metacentrické (m), submetacentrické
(sm), subtelocentrické (st) a akrocentrické (a). Ziskané vysledky cytogenetické analyzy byly
posouzeny s ohledem na zndmé pfibuzenské vztahy zkoumanych druh(. Zjisténé pocty chro-
mozom0 byly zaneseny na fylogeneticky strom. Pouzit byl publikovany fylogeneticky strom
(Musilova a kol., 2009), ktery byl sestaven na zdkladé dat ziskanych molekuldrné genetickymi
metodami, a to sekvenaci jak jadernych (RAG 1 a S7), tak mitochondrialnich (Cytb, 16S) gend.
Na strom byla zanesena i data ziskana z publikaci Marescalchi (2005), Feldberg a kol. (2003) a
Thompson (1979) (obr. €. 2). Dale byly na fylogenetickém stromu vyznaceny evolu¢ni udalosti
ve zméné poctu chromozomu (zvyseni/redukce poctu) a pravdépodobny pocet chromozomu
spole¢nych predkl s pouzitim kriteria maximalni parsimonie (tj. aby celkovy pocet evolu¢nich
zmén schopnych vysvétlit rozlozeni znakd u redlnych studovanych druhd byl co nejmensi;
Flegr, 2005). Pro zaneseni byla vyuzita optimalizace ACCTRAN, ktera pfedpoklada, ze evolu¢ni
zmény se udaly co nejpozdéji, tj. co nejblize koncovym taxondm ve fylogenetickém stromu,
a tedy co nejddle od jeho kofend (Agnarsson a Miller, 2008). Posledni vstupni informace je
predpoklad, Ze redukce poc¢tu chromozom( je Castéjsi jev nez zvyseni poctu (Imai a kol., 1986).
Ke zvyseni po¢tu chromozomi dochdzi rozpadem, naopak snizeni poctu se mize odehravat
fuzi ¢i hromadnou fuzi.

U viech osmi zkoumanych druh( se podafilo stanovit pocty chromozoma. Druhy Andino-
acara biseriatus, Andinoacara cf. pulcher ,Rio Chirgua“, Andinoacara rivulatus, Aequidens tubi-
cen, Cichlasoma amazonarum, Cichlasoma boliviense, Krobia sp. ,Xingu” mély 2n = 48 chro-
mozomd, pouze druh Tahuantinsuyoa macantzatza mél 2n = 30 chromozom{. Karyotypy byly
sestaveny u ¢tyf druht (obr. ¢. 1). Jeden karyotyp neni kompletni (obr. ¢. 1¢), ale dobre typové
zapadd mezi ostatni kompletni karyotypy, proto je uveden.
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Obr. 1. Karyotypy jihoamerickych cichlid tribu Cichlasomatini a) Andinoacara biseriatus, b) Aequidens tubicen, ¢) Cichlasoma
amazonarum, d) Krobia sp. “Xingu! 1-6 sm, 7-24 st - a.

Flg. 1. Karyotypes of South American ’
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Spole¢nou charakteristikou ziskanych karyotypl je Sest parl submetacentrickych chro-
mozomd, z toho ve dvou pfipadech (Aequidens tubicen, Andinoacara biseriatus) je prvni par
submetacentrickych chromozom vyrazné vétsi nez zbyvajici pary. Na zékladé ziskanych vy-
sledk(l je pravdépodobné, ze predek tribu Cichlasomatini mél 2n = 48 chromozom?. Ke zmé-
né poctu chromozom( doslo minimélné pfi sedmi evolu¢nich udalostech, z toho jednou
ke zvyseni a Sestkrat ke snizeni poctu chromozom. Jako stabilni se v po¢tu chromozomi
jevi klastr rod Aequidens — Cichlasoma — Krobia. Dosud vsichni zkoumani jedinci z tohoto
klastru maji 2n = 48. U klastru rodd Nannacara — Cleithracara doslo ke zvy3eni po¢tu chromo-
zomu u Cleithracara maroni a k redukci po¢tu chromozom u Nannacara anomala. U klastru
rodd Bujurquina — Tahuantinsuyoa — Andinoacara — Laetacara — Acaronia existuje tendence
k postupnému snizovani poctu chromozomd, jelikoz vdechny druhy rodu Andinoacara maji
2n = 48, druhy rodd Bujurquina maji 2n = 44; 40, druhy rodd Laetacara maji 2n = 44; 38 a Ta-
huantinsuyoa ma dokonce 2n = 30.

- ]7,
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Obl‘ , 2. Fylogeneticky strom (Musilovd a kol,, 2009) s daty o poctu chromozomd ziskanych béhem této prdce a ddle pak v prdci Marescalchi
(2005), Feldberga a kol. (2003) a Thompsona (1979). Data pro srovndvaci skupinu (rod Nandopsis, tribus Heroini) pochdzi z prdce Salase
aBoza (1991). Ddle jsou naznaceny hypotetické evolucni uddlosti, které mohly zménit pocet chromozomu (redukce nebo zvyseni poctu
chromozom) s pouZitim metody maximdini parsimonie za predpokladu vyssi pravdépodobnosti fuze nez rozpadu chromozomti a
aplikaci optimalizace ACCTRAN (hypotetické zmény probéhly co nejddle od korene stromu). Pocet chromozomd u predka byl stanoven
s vyuzitim faktu, Ze pivodni karyotyp cichlid je 2n = 48 (Feldberg a kol, 2003). Sedd ¢isla zndzorfiuji pocet chromozomi u hypotetického
predka.

Flg. 2.1 ylogenetic tree (Musilovd et al,, 2009) with the number of chromosomes obtained in this study, and from the Marescalchi (2005),
Feldberg et al. (2003) and Thompson (1979) studlies. Data for group comparison comes from the study of Salas and Boza (1991).
Hypothetical evolutionary events which could change chromosome numbers (increase or reduction) are marked. The method of maximal
parsimony was used with a presumption of a higher probability of fusion versus a chromosome break up; the application ACCTRAN
optimalization was used (hypothetical changes with the greatest distance from the tree’s root). The ancestor chromosome number was
determined by the fact that the ancestral karyotype of cichlids is 2n = 48 (Feldberg et al,, 2003). Gray numbers indicate the chromosome
numbers of a hypothetical ancestor.
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Dlvodem ziskani malého poctu kvalitnich metafazi je vlastni metoda regeneratu, kterd byla
optimalizovana pro drobné druhy halancikd (Volker, 2006) a pro cichlidy se metodu nepo-
dafrilo pIné optimalizovat. Rovnéz metoda kultivace fibroblastd nepfinesla kvalitni vysledky.
Na tématu je tedy tfeba nadale pracovat i v budoucnu a popisované vysledky je nutno chapat
jako predbézné.

Pokud srovndme charakteristiky karyotypu, které ziskala Marescalchi (2005), a charakteris-
tiky ziskané v této praci, mlzeme pozorovat urcité rozdily. Marescalchi (2005) vyhodnotila
pocet submetacentrickych chromozom v rozmezi 2 az 13 pard chromozom. Nami ziskané
vysledky ukazuji vzdy 6 pari submetacentrickych chromozomu. Z toho pak vyplyvaiji i rozdil-
né pocty chromozom v kategorii subtelocentrickych az akrocentrickych. Rozdil mezi jedinci
stejného druhu (konkrétné Andinoacara pulcher) méze byt zptsobeny odliSnou lokalitou pu-
vodu jedincl v praci Marescalchi (2005) a v této praci. Marescalchi (2005) pouzila ke své studii
ryby z akvarijnich chovi, naopak v této praci byly pouzity ryby ziskané a importované z mista
plvodu. Takovym piikladem je Andinoacara cf. pulcher, kdy typovy materidl (jedinci, podle
nichz byl druh popsan) pochazi z Trinidadu, zatimco areal rozsifeni pokryva mnohem rozsah-
lejsi uzemiVenezuely a Kolumbie. Ndmi pouzity jedinec pochazel z feky Chirgua ve Venezuele.
V akvarijnich chovech se vyskytuje tento druh jiz dlouho, ale geograficky plvod chovanych
jedincu nenfijisty. Neni proto mozné Fici, z které lokality pochazi jedinec pouzity v praci Mares-
calchi (2005). Navic druh Andinoacara pulcher je velmi variabilni a podle analyzy DNA se prav-
dépodobné jedna o vice druhl (Musilova a kol., 2009). Dokud nebude vyfesena taxonomicka
situace v rdmci tohoto druhu, nelze vyvodit jednoznaény zavér.

Stabilné se jevi skupina rod Aequidens — Cichlasoma — Krobia, vsichni zkoumani jedinci
z této skupiny maji 2n = 48. U skupiny rod Nannacara — Cleithracara doslo ke zvyseni poctu
chromozom u Cleithracara maroni a k redukci po¢tu chromozom® u Nannacara anomala.
U skupiny rod(i Bujurquina — Tahuantinsuyoa — Andinoacara — Laetacara — Acaronia se vysky-
tuje tendence k postupnému snizovani po¢tu chromozom{, véechny druhy rodu Andinoacara
maji 2n = 48, druhy rod( Bujurquina maji 2n = 44; 40 a druhy rodd Laetacara maji 2n =44;38 a
druh Tahuantinsuyoa ma dokonce 2n = 30. Ke zvy3eni po¢tu chromozomi dochdzi rozpadem,
naopak snizeni poctu se miize odehravat fuzi ¢i hromadnou fuzi, pravdépodobnéjsi evolucni
udalost je fuze chromozomu nez jejich rozpad (Imai a kol., 1986).

Pro zaneseni poctu chromozom jednotlivych druht na jejich fylogeneticky strom bylo po-
uzita optimalizace ACCTRAN, ktera predpoklada evolu¢ni udalosti,co nejpozdéji’, tedy co nej-
dale od kofene stromu. Zvolili jsme tuto optimalizaci, jelikoZ data o po¢tu chromozom jsou
nekompletni a pouziti opacné optimalizace (DELTRAN - udalost se udala co nejblize kofenu
stromu) by zandselo do interpretace vysledk( informaci i o druzich, které dosud nebyly zkou-
many (Agnarsson a Miller, 2008).

Thompson (1979) tvrdi, Ze u cichlid se vyskytuji dva typy karyotypa: 1) karyotyp A", ktery je
plvodni (2n = 48), s malym poctem metacentrickych chromozomd, obvyklejsi jsou submeta-
centrické chromozomy a déle nachazime vysoky pocet subtelocentrik(l a akrocentrik(; 2) evo-
lu¢né odvozeny karyotyp,B’, ve kterém nachdzime vétsi pocet metacentrickych chromozomd,
Casto se také lisi samotny pocet chromozom. Pokud porovndme nami ziskané metafaze a
karyotypy mGzeme konstatovat, Ze vétsina zkoumanych cichlid majicich 2n = 48 chromozomi
ma karyotyp typu,A” Naopak u druht s redukovanym poctem chromozom (2n = 44, 38 nebo
30) se jedna pfevazné o karyotyp typu,B”.
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Nejvyraznéjsim prikladem redukce poctu chromozom je druh Tahuantinsuyoa macantzatza,
u kterého doslo k redukci az na 2n = 30. U tohoto druhu se bohuzel nepodafilo sestavit karyo-
typ, ale uvedeny pocet chromozom (2n = 30) byl pozorovéan u dostate¢ného poctu metafazi,
kde bylo mozno chromozomy alespon spocitat.

Podle dostupnych udajli ma vétsSina zastupct jihoamerickych cichlid zakladni karyotyp
2n =48 (Salas a Boza, 1991, Feldberg a kol., 2003). S ohledem na zjisténé vysledky v této studii
je velmi pravdépodobné, ze predek tribu Cichlasomatini mél také 2n = 48 chromozému. Tento
pocet je téz v souladu s praci Marescalchi (2005) a Feldberga a kol. (2003).

Ziskali jsme cytogenetickd data o jihoamerickych cichlidéch z tribu Cichlasomatini, ktera
jsme nasledné porovnavali s fylogenetickymi studiemi jinych autord. Jaderné suspenze byly
ziskany rznymi metodami chromozomové preparace, nakapany na skla a barveny roztokem
Giemsa-Romanowski. Ziskané metafaze byly pozorovany mikroskopem a zaznamenany po-
moci digitalni kamery. Karyotypy byly sestaveny pouze z kvalitnich metafazi. Cytogeneticka
data (pocet chromozomd, karyotyp) byla ndsledné zanesena na zndmy fylogeneticky strom.
Ze ziskanych vysledku je pravdépodobné, Ze predek tribu Cichlasomatini mél 2n = 48. Ke zmé-
né poctu chromozomu doslo minimalné pfi sedmi evolu¢nich udélostech. Z toho jednou ke
zvyseni a Sestkrat ke snizeni poc¢tu chromozom. Zvyseni poc¢tu chromozom bylo pozoro-
vano ve skupiné Nannacara a Cleithracara (Cleithracara maronii 2n = 50). Ve druhé skupi-
né Bujurquina — Tahuantinsuoya — Andinoacara — Laetacara — Acaronia je patrna tendence
k postupnému snizovani poc¢tu chromozomu. Vsechny druhy rodu Andinoacara maji 2n = 48,
druhy rod{l Bujurquina maji 2n = 44, 40 a druhy rodd Laetacara maji 2n = 44; 38 a Tahuantin-
suyoa ma 2n = 30. Ze ziskanych dat neni zatim mozné formulovat findlni hypotézu o evoluci
karyotypu tribu Cichlasomatini.
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Abstract

In South American Cichlids exist just a few studies dealing with
chromosome research non destructive method of chromosome preparation by
Martin Volker was used. Chromosomes were stained by solution of Giemsa-
Romanowski and finally karyotypes were conducted from chosen metaphases.
Two species Aequidens tubicen and Andinoacara biseriatus both with 2n = 48.

Key words: karyotype, Cichlasomatini, cytogenetics
1. Introduction

Cytogenetic analysis is an available method how to get information
about the number and shape of chromosomes and subsequently for constructing
of a karyotype for comparison of different species.

2. Material and Methods

Material for study was obtained from several aquarium fish dealers.
Fish were kept in common aquaria and feed by commercial food. Nuclei
suspension was obtained by non destructive method of isolation from fin
regenerates described by Volker (2006). Nuclei suspension were then dropped
on slides on a hot plate and stained by Giemsa Romanowski. Metaphases were
captured by camera (Olympus; DP30BW) and set up in programme Microimage.
Specialized programme Ikaros (Metasystems) was used for karyotype
constructions. Chromosomes were classified according to Levan et al. (1964),
their classification (based on chromosome arm length and centromere position)
distinguishes four groups: metacentric (m), submetacentric (sm), subtelocentric
(st) and acrocentric (a).
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3. Results

We constructed karyotypes for two species (Fig.1) dequidens tubicen
and Andinoacara biseriatus. Common characterization of karyotypes is 2n = 48,
first six chromosomes pairs were placed to group of submetacentric
chromosomes, the rest of chromosome pairs were among subtelocetric —
acrocentric group.

] & 1] 7 ) 0 “n i L A "

a) B b)
Figure 1: Karyotypes of South American cichlids of tribe Cichlasomatini a)
Aequidens tubicen, b) Andinoacara biseriatus, 1- 6 sm, 7-24 st—a

4. Conclusions and discussion

According to data available, the majority of representatives of South
American cichlids are characterized by basic karyotype with 2n = 48 (Salas &
Boza, 1991, Feldberg et al., 2003), which is consistent with our results.

Thompson (1979) wrote, that in cichlids exists two types of karyotypes:
1) ancestral karyotype ,,A“ (2n = 48) with low number of metacentric
chromosomes and higher number of submetacentric, subtelocetric and
acrocentric chromosomes ; 2) evolutionary derived karyotype ,,B“ with higher
number of metacentrics and by different number of chromosomes.

When we compare our karyotypes we can conclude that Aequidens
tubicen and Andinoacara biseriatus belong to karyotype “A”.
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ICHTYOFAUNA MALEHO TOKU V POVODI HORNIHO
LABE VE STREDNICH CECHACH: VLIV RYBNIKU

NA DRUHOVE SLOZENI

ICHTHYOFAUNA OF ASMALL STREAM IN THE UPPER ELBE BASIN,
CENTRAL BOHEMIA: IMPACT OF PONDS ON FISH SPECIES
COMPOSITION

L. KALOUS, T. pANEK, S. ROMOCUSKY, M. PETRTYL, K. RYLKOVA, M. KNYTL,

L. KRAJAKOVA

Ceskd zemédelskd univerzita v Praze, Fakulta agrobiologie potravinovych a ptirodnich zdrojd, Katedra zoologie a
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ABSTRACT

The ichthyofauna and main abiotic parameters of a 20.8 km long stream (Jevansky potok)
a right-hand tributary of the Sdzava River in the Central Bohemia (Czech Republic), were studied.
The stream is running partialy through one of the few remaining fragments of Central European
beech forest. BMA PLUS engine electroshocker was used to capture the fishes. Fishing was realized
on 9 localities and on each 100 m long stretch of the stream was investigated. During two days col-
lecting effort, more than 600 fish specimens belonging to eight families, 16 genera and 16 species
were recorded. Of these, two species are non- native, Pseudorasbora parva and Carassius gibelio,
two species are considered as transferred, Salmo trutta and Anguilla anguilla and 12 native spe-
cies: Gobio gobio, Alburnus alburnus, Barbatula barbatula, Squalius cephalus, Leuciscus leucis-
cus, Cottus gobio, Perca fluviatilis, Leucaspius delineatus, Esox lucius, Rutilus rutilus, Rhodeus
amarus and Lampetra planeri. Studied ichthyofauna is affected by ponds that are situated on the
stream or in its alluvium. The heavy abundance of Perca fluviatilis in some places can be explained
by its escapes from the ponds where it naturally spawns. A general view of the composition and
spatial distribution of the ichthyofauna seems to be affected by ponds despite the natural charac-
ter of the surrounded environment.

Klic¢ovd slova: Druhové sloZeni, vliv rybnikd, Jevansky potok, degradace habitatu

Keywords: Species richness, impact of ponds, Jevansky potok, habitat degradation

Vlystavba jezl, zdymadel s plavebnimi komorami a prehradnich nadrzi ovliviuje vétsi toky,
na kterych jsou tato dila dobre viditelnd. Nesporny negativni dopad téchto pfi¢nych prekazek
dokladuji napfiklad prace Nilssona a kol. (2005), Jungwirtha a kol. (2000) nebo Dynesiuse a
Nilssona (1994). Pfirozeny hydrologicky reZzim povodi horniho Labe je jiz od praddvna vysta-
vovan antropogennim vliviim, které maji dopad na spolecenstva vodnich organizm (napf.
Adémek, 2010). Lidské cinnosti nebyla vystavovana jen vlastni feka Labe, ale i mnohé malé
ficky a potoky v jejim povodi.
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Velké mnozstvi vodnich dél je soustfedéno predevsim v horni &asti povodi, tedy v Cechach.
Jiz od sttedovéku jsou v Cechach malé vodni toky vyuzivany k napajeni rybnikl a zaroven
slouzi jako recipienty vody pfi jejich vypousténi. V sou¢asnosti je na tzemi Ceské republiky
priblizné 52 tis. ha vodnich ploch rybnikl (MZe, 2010), jejichz vystavba probihala ponejvice
v 15.-16. stoleti a vyznamné zménila rdz krajiny (Pokorny, 2002). Rybniky jsou vyznamné kraji-
notvorné a ekologické prvky a neslouzi jen k produkci ryb. V krajiné plni mnoho ekologickych
a socioekonomickych funkci. Néktera tato lidska dila se stala objektem ochrany pfirody, jsou
vyznamnym stanovistém chranénych organizm, napfiklad ptakd (Musil a Fuchs, 1994). Ryb-
niky jsou na druhou stranu zndmy také pro svij mozny negativni dopad na okolni ekosystém.
Napriklad kvalitou vypousténé vody pfi vylovech kaprovych rybnik( (Vallod a Sarrazin, 2010).
Akvakultura, do které rybnikarstvi spad3, je také zodpovédna za vétsinu introdukci neptvod-
nich druh (Welcomme 1988; 1992). Negativni vliv rybnikafstvi spociva jak v samotné intro-
dukci neplvodnich druh, tak i ve funkci jejich zasobarny (Musil a kol., 2007; 2010). Neposled-
nim nepfiznivym vlivem rybnikd je fragmentace toku, kterd zpUsobuje oddéleni ptvodnich
populaci jednotlivych druh(, v disledku ¢ehoz dochazi k pferuseni genového toku minimalné
proti proudu a hrozi inbredni deprese. V pfipadé dotovani pivodnich populaci jedinci pavo-
dem z rybnik( mGze dojit k tzv. depresi outbredni (Dudash a Fenster, 2000).

Ptikladem malého vodniho toku s mnozstvim rybnikd je Jevansky potok ve stfednich Ce-
chach. Jevansky potok prameni v nadmoftské vysce 480 m n. m. v obci Svojetice (49°58'11.4"
s.$., 14°44'26.5" v. d.) a po 20,8 km se vléva zprava do feky Sazavy pobliz obce Stfibrna Skalice
(49°53'11.4" s. §., 14°51'24.0" v. d.), jeho pramérny pratok pfi Usti je 0,28 m*.s™'. Celé povodi
ma rozlohu 75,9 km? (VI¢ek, 1984; CHMU, 2010). Na Jevanském potoce lezi celkem 12 rybnikl
(Pozar, Lounovicky, Pafez, Vyzlovsky, Jan, §vycar, Jevansky, Pilsky, Pencicky, Sachovec, Propast
a Hruskovsky), ze kterych pouze 4 mensi rybniky (Pilsky, Pencicky, Séchovec a Propast) jsou
nepratocné. Jevansky potok také protéka vyznamnou pfirodni rezervaci,Vodéradské buciny”
Obsadky jednotlivych rybnik{ jsou uvedené v tabulce 1.

Tab. 1. Rybi obsddka rybnikii v Jevanské rybni¢ni soustavé podle informaci od SLP

to infc

Tab. 1. Fish stock of particular ponds in Jevany pond sys

iccording

Nazev rybniku Obsadka rybnikl v dobé priizkumu

Pozdr K1, lin pludek, stika, karas stfibrity, bild ryba

Louriovicky K1, Stika, canddt, karas stfibrity, bild ryba, okoun

Parez K1, plidek lina, bild ryba

VyZlovsky K2, plidek Stika, canddt, lin, sumec, okoun, bild ryba, strevlicka
Jan sportovni rybolov (kapr, Iin, canddt, okoun, sumec, stika, bild ryba)
Svycar sportovni rybolov (kapr, lin, canddt, okoun, sumec, stika, bild ryba)
Jevansky K2, okoun, bild ryba, karas stribrity, stievlicka vychodni

Pilsky bez nasazeni ryb

Pencicky bez nasazeni ryb

Sdchovec KO, amur, bild ryba, okoun

Propast bez vody - odbahriovdni

Hruskovsky sportovni rybolov
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V rémci standardniho inventariza¢niho ichtyologického prizkumu pro Skolni lesni podnik
Ceské zemédélské univerzity v Praze v Kostelci nad Cernymi lesy (SLP) jsme se zaméfili také na
ovlivnéni rybiho spole¢enstva soustavou zminénych rybnik{. Zajimalo nds, jaky bude rozdil
v pocetnosti jednotlivych druhd na Usecich toku v blizkosti rybnikl a na lokalitach od rybnikd
vzdélengjsich v letnim obdobi, kdy je obvykle niZsi stav vody a jsou zhorsené kyslikové pomé-

ry.
MATERIAL A METODIKA

Porovnany byly ¢asti toku nachazejici se ve vétsi vzdalenosti nez 1 km od pratoc¢nych rybni-
kd s ¢astmi toku nachdzejicimi se do 300 m od hréze priito¢nych rybnikl. Tyto vzdalenosti byly
vybrany pouze s ohledem na geografii povodi potoka. Méfeni environmentalnich parametr(i a
odlovy ryb byly provedeny 4.-29. 8. 2009. Po provedeni prizkumu environmentélnich podmi-
nek (charakter okoli toku, typ substratu dna, mnozstvi ukrytd, obsah kysliku ve vodé) na podél-
ném profilu byla vytipovana vhodnd mista pro provedeni inventarizace ichtyofauny. Jednim
z dalSich parametr( pro vybér lokality byla i pfistupnost pro lov. Nékteré lokality na hornim
toku byly na zékladé environmentalniho hodnoceni vylouc¢eny pro elektrolov, protoze vykazo-
valy parametry neslucujici se s trvalym vyskytem ryb (obsah kysliku, hloubka toku). Nasledné
byl na vybranych mistech (Obr. 1) odlov realizovdn pomoci elektrického agregatu (Rybolovny
agregat typ BMA PLUS, elektrocentrdla HONDA s ovladaci skiini BMA PLUS). Loveny byly vzdy
jednou cca 100 m dlouhé useky toku. Vsechny ulovené ryby byly po determinaci Setrné vrace-
ny na misto odloveni. S ohledem na malé mnozstvi lovnych mist nevykazuji pocty odlovenych
jedinct pro kazdy druh normalni rozdéleni. Pro srovnani abundance jedinct jednotlivych dru-
hid v Usecich do 300 m (158 ks) a nad 1000 m (386 ks) od prato¢nych rybnikd byl proto pouzit
neparametricky ekvivalent t-testu,Man-Whitney test". Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit
program Statistica (StatSoft, 2009).
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Obl‘ o 1. Schématickd mapa Jevanského potoka se zakreslenim jednotlivych lokalit ichtyologického priizkumu. Ctvereckem jsou oznaceny
lokality do 300 m od rybnikd, koleckem pak lokality vice nez jeden km vzddlené od rybnikd.

Flg. 1. Schematic map of the stream “Jevansky potok” with the indication of localities of ichthyologic survey. Sites within 300 m from the ponds
are indicated by square, the locations more than one kilometre away from the ponds are indicated by circle.
Lounovicky
ryl

Parez 3

Vyzlovsky ryb’

1000 m

VYSLEDKY

V &astech toku vzdalenych od rybnikl bylo zaznamenéno 14 druh( ryb a 1 druh mihulovce,
v astech toku v blizkosti rybnik 10 druhd. Srovnavané useky se lisily vyrazné v environmen-
talnich charakteristikach, i slozeni ichtyofauny (Graf 1). Z environmentélnich parametru se jed-
nalo pfedevsim o znacné zabahnéni ¢asti toku pod rybniky a nizsi mnozstvi ve vodé rozpus-
téného kysliku. Zatimco v ¢astech toku vzdalenych od rybnikl se koncentrace rozpusténého
kysliku pohybovaly v rozmezi 7-9,5 mg.l", v blizkosti rybnik(, kde se ichtyologicky prizkum
provadél, nezfidka klesaly koncentrace kysliku pod 3 mg.I"" (rozmezi 1,9-6,5 mg.I""). Informace
o vyskytu druh ve dvou srovnavanych typech prostredi jsou patrny z tabulky 2 (Tab. 2).
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Tab. 2. Porovndni vyskytu jednotlivych druhd ve sledovanych usecich. Viyhodnoceno pomoci Man-Whitney testu.

Tab. 2. Comparison of the appearance of particular species in selected sections. Evaluated by Man-Whitney test.

Zkratka/druh Status Nad Tkm Do300m Preference P

ho — hrouzek obecny (Gobio gobio) LC 135 10 T km < 0,05

00 - ouklej obecnd (Alburnus alburnus) LC 3 0 - neprikazné
mm - mfenka mramorovand (Barbatula barbatula) LC 11 0 1 km < 0,05

ur — ahor ricni (Anguilla anguilla) NT 3 0 - neprikazné
jt - jelec tloust (Squalius cephalus) LC 52 51 - neprukazné
hd — hofavka duhovd (Rhodeus amarus) EN 36 0 T km < 0,05

jp — jelec proudnik (Leuciscus leuciscus) LC 7 6 - neprikazné
vo — vranka obecnd (Cottus gobio) vu 18 0 1km < 0,05

po — pstruh obecny (Salmo trutta) LC 2 4 - neprukazné
of — okoun fi¢ni (Perca fluviatilis) LC 39 61 - neprikazné
so - slunka obecnd (Leucaspius delineatus) EN 22 6 1km < 0,05

S0 - Stika obend (Esox lucius) LC 0 1 - neprikazné
ks — karas stiibrity (Carassius gibelio) 15 1 - neprikazné
sv = stfevlicka vychodni (Pseudorasbora parva) 6 3 - neprukazné
pc - plotice obecnd (Rutilus rutilus) LC 19 18 - neprukazné
mp — mihule poto¢ni (Lampetra planeri) EN 16 0 T km <0,05

LC — mdlo dotceny (Least Concern), NT — téméf ohroZeny (Near Threatened), VU — zranitelny (Vulnerable), EN - ohroZeny druh (Endange-

red), status podle Luska a kol. (2006)

Gr af 1. Porovndni souctd Jjedincd jednotlivych druhi odlovenych v usecich do 300 m od rybniki (Cerné sloupce) a v usecich vzddlenych vice jak

1 km od pratocnych rybniki (bilé sloupce).

Gr aph 1. Comparison of totals of individuals of each species caught in the sections of stream up to 300 meters from the ponds (black

columns) and in the sections more than 1 km from the ponds (white columns)
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S ohledem na nase vysledky Ize konstatovat, Ze rybniky ovliviiuji druhovou pocetnost v na-
vazujicich usecich toku. Na urcity obecny trend snizovani po¢tu druh v tocich s velkym mnoz-
stvim rybnik{ poukazuje i prace Pivnicky (1998) nebo Humpla (2006). Z nasich dat (Tab. 2) je
patrné, ze vzacnéjsi druhy v letni sezéné jsou v Jevanském potoce vazany spiSe na casti toku,
které jsou ve vétsi vzdalenosti od rybnikd (v nasem pfipadé minimalné 1 km). Za davod lze
povazovat to, Ze tyto druhy jsou zpravidla ndro¢né;jsi na kvalitu prostiedi a kyslikové poméry
- napf. vranka a mihule. Z rybnik{ se do toku dostdva zna¢né mnozstvi sedimentd s velkym
podilem organické slozky (,bahno”). Nasledkem ¢ehoz dochazi v ¢astech toku v blizkosti ryb-
nik{ ke zna¢nému snizeni mnozstvi rozpusténého kysliku rozkladnymi procesy. Druhym pod-
statnym negativnim dopadem je snizovani Ukrytové kapacity prostredi prekrytim ptavodnich
¢lenitych struktur témito jemnymi sedimenty, pficemz toto mlze mit na nékteré druhy (napf.
vranku) velmi zasadni negativni vliv (Knaepkens a kol., 2002). Jak snizeni koncentraci kysliku,
tak zabahnéni ¢asti tokd pod rybniky byly na lokalitdch zfetelné patrné a oboji se odrézelo
i v celkové nizsim mnozstvi zaznamenanych ryb. Nékteré druhy, které se daji povazovat za
eurytopni — tedy flexibilni vzhledem k prostiedi — se prokazatelné castéji vyskytovaly v pro-
stfedi vzdalenéjsim od rybnik{ — napf. hrouzek, mrenka. Pfekvapenim pak miize byt prokaza-
telné castéjsi vyskyt slunky v Gsecich vzdalenéjsich od rybnikd, kterd je nejnovéji povazovana
za ohrozeny druh (Lusk a kol., 2006). Vyskyt slunky, resp. jeji absenci, ddvame do souvislosti
s vyskytem strevlicky. Stfevlicka je zndma svou predaci na jikrach a larvach pavodnich druhtd
ryb (Stein a Herl, 1986), mezidruhovou konkurenci o potravni zdroje (Declerck a kol., 2002) a
zavlecenim exotickych parazitd (Gozlan a kol., 2005). Kazdy z uvedenych divodl muze byt
vysvétlenim pro vyskyt slunky pravé jen v mistech, kde se stfevlicka nevyskytuje, i kdyz se pro
ni nejednd o nejvhodnéjsi habitat. S urcitou rezervou je tfeba nahlizet na pfitomnost uhofe
pouze v Usecich vzdalenych od rybnikd. V piipadé tohoto druhu se jednalo o velmi maly pocet
odlovenych jedincl (pouze 3 ks) a jejich zastizeni v ¢astech toku vzdalenych od rybnikl Ize
pfitknout i pouhému vlivu ndhody. Vyskyt hofavky duhové je vazan na vétsi zastupce vodnich
mlzd, pro které je vysokd turbidita a velké mnozstvi sedimentu v toku pod rybniky nevyhovu-
jici (Strayer, 1983; Beran, 2002). Nezanedbatelnym vlivem rybnikid je obohaceni ichtyofauny
o nékteré druhy ryb plivodem pfimo z rybnikd, pficemz tyto druhy zpravidla obyvaji viechny
Casti toku, které se vyskytuji po proudu od zdrojovych vodnich ploch. Z druht, které jsme
zaznamenali, Ize pfedpokladat rybni¢ni ptvod u hojné se vyskytujiciho okouna fi¢niho v ryb-
nicich Jevanské soustavy, jak je patrno z prehledu obsadek (Tab. 1). Podobné zkusenosti s vy-
skytem tohoto druhu v potocich uvadéjiijiné prace, pficemzi v téchto pfipadech se evidentné
jednalo o ryby ptivodem z rybnik(i (Danék a kol., 2008, Vlach a Svatora, 2000). Rovnéz pGvod
karase stfibfitého, strevlicky vychodni, s vysokou pravdépodobnosti i odchycenych thotl a
stiky Ize spatfovat ve vyse polozenych rybnicich.

Zjisténé poznatky naznacuji, ze rybniky vyraznym zptsobem ovliviuji pfirodni podmin-
ky ve stametrovych uUsecich pod rybniky a zaroven vyznamné ovliviuji slozeni ichtyofauny
ve veskerych ¢astech toku nachazejicich se pod nimi. V podstaté Ize veskeré tyto zmény po-
vazovat za zmény negativni. V souvislosti s tim je tfeba chapat rybniky nejen jako krajinarsky
hodnotné prvky, ale rovnéz jako urcité nebezpedi pro pavodni ichtyofaunu malych vodnich
tokd.

-10-
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Abstract

Here we report on successful preparation of chromosomes using non —
destructive method applied on silver Prussian carp (Carassius gibelio).

Key words: cytogenetics, fish, method, chromosome
1. Introduction

Although a number of methods exist how to obtain chromosomes from
fish, many of them face some methodological constrains for wider use.
Preparation from blood (Hartley & Horne 1985) or from fibroblast culture
(Rodrigues & Collares-Pereira 1996) requires advanced laboratory equipment.
When direct procedure of chromosome preparation from kidneys (Rab & Roth
1988) is used fish is sacrificed and does not survive the analyses. Easy non—
destructive chromosome preparation that ensures fish surviving is required in
some research approaches e.g. reproduction experiments, study of unique or rare
material etc. Moreover in species or complexes that are characterized by high
chromosome number (Ohno et al. 1967, Penaz et al., 1979; Wei et al., 2003) non
— destructive method using fin regenerates allows us to repeat the analyses and
to gain more precise results. The employed method was described by Volker &
Kullmann (2006) on fish embryos of the genus Chromaphyosemion
(Cyprinodontiformes).
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Here we present the test of applicability of this non—destructive method
of chromosome preparation from fin regenerates applied on polyploid complex
of silver Prussian carp (C. gibelio).

2. Material and Methods

Five specimens of C. gibelio of weight about 50 g were obtained from
various localities in the Czech Republic and included into the experimental trial.

Fish were kept in common aquaria and fed by commercial feed before
the procedure of chromosome preparation.. Temperature of water was kept
around 20 °C.

Three days before analysis the caudal fin tissue of each fish was cut (up
to 10 % of the whole fin) and stock solution (SS) was prepared composed of:
7.48 g NaCl +0.18 g KCI + 0.2 g CaCl2 + 0.016 g NaHCO3 all diluted in 1 litre
of Hzo

After three days the regenerated tissue of fin from each individual was
cut and put into a small Petri dish with approximately 5 -10 ml of cultivation
solution (CS) (CS composed of: 14.3 ml SS + 85.7 ml H,O + 0.025 g
colchicine). A small piece of regenerated fin was exposed in CS for 2 hours in
room temperature. When time ran out a few drops of fixative (methanol + acetic
acid in ration 3:1) were added and the fin was left in this solution for additional
30 min in cold place (6 °C). After 30 minutes CS with few drops of fixative was
replaced by pure fixative (5 — 10 ml) and placed for additional 30 min to a cold
place. After 30 min fixative was replaced by a new one and the last step was
repeated once again.

Then the piece of processed regenerated fin was placed from fixative
into a drop of 50 — 25 % acetic acid on a fine sifter and gently mashed for 10-20
seconds. Drops with nuclei suspension were suck up using micropipette from the
opposite side of a sifter and suspension obtained was placed into an Eppendorf
tube and kept in a cold place.

One drop of suspension was placed on a clean slide warmed up to 45
°C. After 20 seconds the drop of suspension was suck up from the slide by
micropipette and dropped to a different place.

Obtained slides with nuclei were stained by Giemsa and investigated
using microscope BX41TF.

3. Results and discussion
We obtained metaphases of good quality from all investigated
individuals (Fig. 1). Three drops were applied on each slide and each drop

contained at least 10 metaphases. Metaphases were situated mainly on the
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margin of the nuclei rings. The above mentioned method did not require
sophisticated equipment neither sterile environment nor expensive chemicals.
The method ensures the survival of investigated fish. Moreover fish tolerate well
amputation of a small part of their caudal fin and the regeneration is very fast.
We proved that non-destructive chromosome preparation from regenerated fin
can be used routinely in laboratory.

1

Fig.1. Metaphase of triploid silver Prussian carp (Carassius gibelio) isolated by
non-destructive method from regenerate of caudal fin (magnification 1000 x).
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Cytogenetic analysis and karyotype evolution in South American
cichlids of the tribe Cichlasomatini (Cichlidae: Cichlasomatinae)

Karyotype evolution in cichlids remains quite unknown feature of their natural history.
Mainly in South American cichlids, just few of studies deal with chromosome research. In
this study, different methods were used for chromosome preparation of several species
from the tribe Cichlasomatini (Cichlasomatinae). Cytogenetic data were consequently
consulted with recent phylogenetic analysis of this group of South American cichlids and
thus, first steps for karyotype evolution study were rendered herein.

Karyotypes were constructed from chosen metaphases and cytogenetic data, i.e.
chromosome number and their morphology, were consequently mapped to known
phylogenetic tree. We determined minimal number of evolution events of chromosome
rearrangement and we formulated hypothesis regarding evolution of karyotype within the
group of Cichlasomatini.

We concluded that common ancestor of Cichlasomatini had 2n=48 chromosomes, which
is considered to be the basal karyotype for all vertebrates. Different rate of evolution was
found among three clades within Cichlasomatini: 1) one large clade with stable karyotype
evolution exists; it is presented by 2n = 48 and conservative morphology of
chromosomes, 2) two remaining clades, where evolutionary changes in karyotype
happened several times in both chromosome numbers and their morphology. Change of
chromosome number occurred at least in six evolution events; once the number of
chromosome increased and five times was reduced. The increase of chromosome
number was observed in clade of Cleithracara (Cleithracara maroni 2n=50). Contrarily,
reduced number of chromosomes was found in Bujurquina (2n = 44), Laetacara (2n = 44,
38), Nannacara (2n = 44) and extremely also in Tahuantinuyoa (2n= 30). This is first
cytogenetic overview of Cichlasomatini focused mainly on the karyotype evolution and
our preliminary results show several interesting patterns.
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