JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH
BUDEJOVICICH
ZEMEDELSKA FAKULTA

Studijni program: B4106 Zemédélska specializace

Studijni obor: Biologie a ochrana zajmovych organismi
Katedra: Katedra biologickych disciplin

Vedouci katedry:  doc. RNDr. Ing. Josef Rajchard, Ph.D.

DIPLOMOVA PRACE

Fylogeografie horského okace Bicyclus anisops v zapadni
Africe

Vypracoval: Bc. Vojtéch Petril
Vedouci diplomové prace: RNDr. Robert Tropek, Ph.D.
Konzultant diplomové prace: Mgr. Michal Berec, Ph.D.

Ceské Budgjovice, 2014



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze svoji diplomovou praci jsem vypracoval samostatné pouze
S pouzitim prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zédkona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni
souhlasim se zvefejnénim své diplomové préce, a to v nezkrdcené podobé (v uprave
vzniklé vypusténim vyznacenych ¢asti archivovanych Zemédélskou fakultou JU)

elektronickou cestou ve vefejné pristupné Casti databize STAG provozované

Jiho¢eskou univerzitou v Ceskych Bud&jovicich na jejich internetovych strankach.

V Ceskych Budéjovicich e,
Vojtech Petrii



Podékovani:

Rad bych touto formou podekoval mému skoliteli, panu RNDr. Robertu
Tropkovi, Ph.D. za obétavé a trpélivé vedeni mé diplomové prace a moznost podilet

se na projektu, jehoz soucasti je i tato diplomova prace.

Specidlni podeékovani pak patfi vSem, ktefi mi ve vypracovani této prace
jakkoli pomahali, pfedev§im pak Bc. Danu Lestinovi a a RNDr. Michaele
Borovanské, Ph.D. za pomoc V laboratofi, Dr. Oskaru Brattstromovi Ph.D. za
poskytnuti vzorki z Nigérie, RNDr. Petru Henebergovi Ph.D. za pomoc se
sekvenovanim problematickych gent, Mgr. Zuzané¢ Musilové, Ph. D. a Mgr. Petru
Janstovi za pomoc s fylogenetickymi analyzami a Ing. Zdenku Ipserovi za pomoc
s formalnimi nélezitostmi v této diplomové praci. Za financovani této prace deékuji
National Gographic Society (Waitt Grant W163-11) a Grantové agentufe Ceské
republiky (14-36098G).



Abstrakt

Pohoii Guinejského zalivu predstavuje pas hor sopetného plvodu
rozkladajicich se v Africe, v oblasti na hranicich Nigérie a Kamerunu a dale
pokracujicich v Guinejském zalivu ostrovy Bioko, Sv. Tomas a Princovym ostrovem.
Toto uzemi je unikatni rozsahlou horskou oblasti v celé stfedni a zapadni Africe.
Diky vysoké mife izolovanosti se stalo domovem mnoha endemickych druhti a jako
celek patii do jednoho z 25 svétovych ,,hot-spoti* biodiverzity, oznatovaného jako
West African Forests (,,Zapadoafrické lesy”). Toto pohoti je i pies svij vyznam
z hlediska ochrany piirody pod silnym antropogennim tlakem, protoze po dlouhou

dobu patii k nejhustéji zalidnénym oblastem tropické Afriky.

I ptfes vSechny tyto faktory se ochrandiské snahy v zapadni Africe zaméiuji
piedevSim na nizinné oblasti rozsahlych destnych lesii, zatimco horskym systémim
je pozornost vénovana spiSe okrajové. Z toho plyne i nedostatek biogeografickych a
fylogeografickych studii horské fauny a flory. V této praci jsem shrnul vysledky
vSech klicovych studii zabyvajicich se biogeografii pohoti Guinejského zalivu. Dale
jsem osekvenoval tfi mitochondridlni geny (COI, COIl a ND1) endemického
horského okace Bicyclus anisops a na zakladé ziskanych sekvenci jsem zanalyzoval

strukturu populaci tohoto druhu.

Variabilita ve studovanych genech byla relativné nizka. Fylogenetické analyzy
spolehlivé rozliSily studované populace do sedmi skupin (1. Mt. Cameroon,
2. Nkogam 1, 3. Nkogam II, 4. Bakossi-Kupe-Manengouba-Bani, 5. Mbam,
7. Hosséré Enla Fabo 6. VSechny ostatni lokality (tj. Bamenda-Banso Mts., Acha
Tugi, Mbam, Ngel Nyaki, Gotel Mts.)), ale nevyfesily vztahy mezi nimi. Na zakladé
haplotypové diverzity populaci B. anisops, jakozto destnikového druhu, byly uréeny
Mt. Cameroon, Nkogam, Mbam Massif, Mbiame, Hosséré Enla Fabo,
Mt. Manengouba, Mt. Kupe a Mt. Oku jako lokality snejvétsim ochranaiskym

vyznamem.

klicova slova: Pohoii Guinejského zalivu, Bicyclus anisops, fylogeografie, motyli,

Afrika, Kamerun, Nigérie



Abstract

The Gulf of Guinea Highlands is a unique mountane range of volcanic origin,
situated on the African mainland in the borther of Nigeria and Cameroon, and the
Gulf of Guinea islands of Bioko, Sdo Tomé and Principe. This area is highly unique
as the only large mountains in central and western Africa. The high degree of
isolation of these mountains generated high degree of endemism of many groups of
organisms; the whole region is thus one of the world biodiversity hotspots (known as
the West African Forests). Despite its tremnedous conservation importance, this
mountain range is under strong anthropogenic influence, as one of the most densely

populated areas in tropical Africa.

Despite all these factors, the conservation efforts in West Africa focused
mainly on lowland areas of rain forests, whilst only few conservation effort is
focused to the mountain habitats. As the other result, the lack of comprehensive
biogeographic and phytogeographical studies of mountain flora and fauna is obvious.
In this work, I have summarized the results of all crucial studies of the biogeography
of the Gulf of Guinea Highlands. | also obtained sequences of three mitochondrial

genes (COI, COIlI, and ND1) of an endemic montane butterfly Bicyclus anisops.

Variability in the studied genes was relatively low. Phylogenetic analyses
separated haplotypes into 7 well-established groups (1st Mt. Cameroon, 2nd Nkogam
I, 3rd Nkogam I1, 4th Bakossi-Kupe-Manengouba-Bani, 5th Mbam, 7th Hosséré Enla
Fabo 6th all others localities (tj. Bamenda-Banso Mts., Acha Tugi, Mbam, Ngel
Nyaki, Gotel Mts.)) but did not significantly resolved relationships among them.
Based on the hyplotype diversity of B. anisops as an umbrella species,
Mt. Cameroon, Nkogam, Mbam Massif, Mbiame, Hosséré Enla Fabo,
Mt. Manengouba, Mt. Kupe and Mt. Oku are considered as localities of the highest

conservation importance.

keywords: the Gulf of Guinea Highlands, Bicyclus anisops, phylogeography,

butterflies, Africa, Cameroon, Nigeria
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1. UVOD

Pohoti Guinejského zalivu predstavuje jedinou souvislou horskou oblast
zapadni a stiedni Afriky. Diky své vyrazné izolovanosti od ostatnich Africkych
pohofi zaujimd vyznamnou roli coby domovsky aredl mnoha endemickych druht
(Tropek et Konvicka 2010). Toto pohofi je navic soucasti jednoho ze svétovych
,hot-spoti* biodiverzity (Myers et al. 2000), oznacovaného jako West African
Forests (,,Zapadoafrické lesy*). Riziko ztraty téchto vzacnych ekosystému je ovSsem
znacne, protoze zde Zije jedna z nejpocetnéjSich lidskych populaci tropické Afriky a
antropogenni tlak na pfirodni stanovisté je tedy velmi silny (Tropek et Konvicka
2010). Problémem je navic i fakt, ze ochranafské snahy se v soucasné dobé zaméfuji
prevazné na nizinné tropické lesy a horské oblasti zlstavaji takika bez povSimnuti
(Bergl et al. 2007). Nedojde-li ke vhodnému rozsifeni sité chranénych tzemi i na
horské biotopy, je mozné ocekdvat stupiiujici se degradaci téchto stanovist’ a ztratu
zna¢né Casti zdejsi biodiverzity (Tropek et Konvicka 2010). Z ochranaiského
hlediska je tedy velmi dilezité poznat strukturu a historii populaci na molekularni
urovni, protoze diky tomu mizeme zefektivnit ochranu druha tak, ze vytyCime
oblasti prednostni ochrany, které budou reflektovat celou Sifi genetické variability
druht, aniz bychom museli vynakladat usili na ochranu celého arealu jejich rozsifeni.
Ochranaiské snahy pak mizeme o to intenzivnéji zaméfit na nejcenéjSi oblasti
Z hlediska genetické variability druhu, ale také je mozné konfrontovat nabité
poznatky s dalsimi faktory, jako velikost a zivotaschopnost populace, stupen
degradace biotopil, nebo mizeme vysledky srovnat mezi jednotlivymi endemickymi
a ohrozenymi druhy a zjistit mnoho informaci o stavu celych spolecenstev (Smith

et al. 2000; Zimkus 2009; Tropek et Konvicka 2010).



2. CILE PRACE

e Ziskani sekvenci tfech mitochondridlnich geni (COI, COIl a ND1)

endemického motyla Bicyclus anisops
e Analyza populacni struktury a fylogeografie

e Porovnani vysledki se znamym historickym vyvojem cilové oblasti a

s fylogeografickymi pracemi na jinych organismech



3. LITERARNI PREHLED
3.1. Geologicky popis

Horské oblasti zapadniho Kamerunu, vychodni Nigérie a ptilehlych ostrovi
Guinejského zalivu predstavuji jedno z nejvétSich souvislych pohotfi na Africkém
kontinentu, nejéastéji nazyvané the Cameroon Volcanic Line, nebo the Gulf of
Guinea Highlands (v ¢eském jazyce nema tato oblast ustaleny nazev, v této praci
budu tedy pouzivat termin pohoti Guinejského zalivu). Toto pohofi je tvoifeno pasem
vulkanickych vrcholti rozsitenych od ostrovli Guinejského zalivu, pfes Kamerunské
vnitrozemi az k Cadskému jezeru. Jde o pas geologickych ttvart vulkanického
ptvodu, rozloZzenych na ptiblizné tisic kilometri dlouhé ose pfiCemz piiblizné
polovina lezi na pevniné a polovina na dné oceanu. Sest motskych vrcholi
predstavuje Ctyfi ostrovy — Bioko (dfive Fernando P6), Princlv ostrov, Sv. Tomas a
Pagua (dfive Annobon). Také zahrnuje dvé velké podmoiské hory, jednu lezici mezi
ostrovy Bioko a Princovym ostrovem a druhou mezi Princovym ostrovem a Sv.
Tomasem. Zda patii podmotské hory, lezici ptiblizné 100 km jihozapadné od Pagalu
k tomuto geologickému seskupeni, se z divodu absence dat S uréitosti neda potvrdit.
Vnitrozemska ¢ast tohoto pohoti se rozklada od hory Mt. Cameroon na jihozapadnim
pobiezi Kamerunu pies Rumpi Hills, Bakossi Mountains a Mt. Manengouba k
pohofim Bamenda-Banso a Adamawa (zahrnujici hory Gotel a Tchabal Mbabo) na
severovychodé Kamerunu a pfetina Nigerijskou hranici v podobé pohoii Obudu,
Mambilla Plateau Alantika Mts. a Mandara Mts. Sopky pevninské ¢asti pohofi
Guinejského zalivu vznikly v mistech, kde tato linie protina praskliny zemské kiiry
(Meyers et al. 1998; Déruelle et al. 2007). Tyto praskliny ovSem nejsou zmapovany.
Obecné jde o pomérné malé geologické utvary, s primérem pohybujicim se od 100
do 2000 km, pticemz piesna délka zalezi na tom, zdali jsou jednotlivé vrcholy

solitérni, nebo kumulované (Burke 2001).

3.2. Vznik a vyvoj

Vulkanické ¢innost, vedouci k vyvrasnéni pohoii Guinejského zalivu zacala v panvi
okolo Cadského jezera v obdobi pozdni kiidy, nékdy pred asi 69 miliony let

(Mbowou et al. 2012), nicméné vétSina skalnich utvarG vznikla béhem obdobi
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kenozoiku, pied asi 45 az 10 miliony let, pfiCemz stafi jednotlivych vrcholi se
snizuje od jezera Cad smérem K pobiezi Guinejského zalivu (Marzoli et al. 2000).
Oblast mezi pohotimi Kapsiki a Bambouto vznikla v obdobi pied 65 az 30 miliony
let. Jizni ¢ast pevninskych vrchold pohoti Guinejského zalivu se zacala formvat pred
25 miliony let a horotvorna ¢innost zde pokracuje do soucasnosti (Mbowou et al.
2012). Nejmladsimi vrcholy jsou Mt. Cameroon, Mt. Manengouba a vulkanické
vrcholy ostrova Bioko, které maji pliocéni az pleistocéni pivod (obr. 1). Recentni
puvod Mt. Cameroon navic jasné demonstruje jeho vulkanicka aktivita. Jde
0 nejé¢inngjsi zapadoafrickou sopku s nejméné 7 erupcemi v poslednich sto letech
(Njome 2009).

Pfed vyvrasnénim pohoii Guinejského zalivu, byly na pfiblizné tomtéz uzemi
pfitomny malé komplexy Zzulovych plutond (Burke 2001). Slo o 711 vrcholkd, které
lezely na kontinentalni litosferické desce ptred 65 az 30 miliony let. Tyto vrcholky
méli jen 5 az 10 km v priméru a byly rozlozeny na asi 1200 km dlouhé linii (Burke
2001). Nejvice koncentrovany byly okolo 7 © severni $iftky a 11,5 © vychodni délky
(Deruelle et al. 1991). Tyto soufadnice odpovidaji soucasnym nejrozsahlejsim
horskym oblastem v ramci pohoii Guinejského zélivu, tedy regionim Bamboutu a
Oku (Burke 2001). Pied 35 miliony let zacalo dochazet K intruzi magmatickych
hornin a vyvrasnéni soucasnych vrcholi podél stejné linie. Tyto nové vzniklé
magmatické komplexy jsou definovany tim, ze zde nikdy neptevlada cedic, ktery je
produktem tani kontinentdlnich desek a linie vrcholi je prodlouzena do moie 0
vznikly pied asi 46 miliony let (Fitton 1987), lezi asi 100 km od pobiezi, akoli je
mozné, ze se podobné komplexy nachdzeji také pod Mt Cameroon a na ostrove
Bioko, ovSem jsou piekryty mlad$im objemnym ndnosem vulkanického cedice a
andezitu. VétSina vrcholt pohofi Guinejského zalivu tedy vznikla pred 35 az 10
miliony let, zatimco vrcholy na Mt. Cameroon, Mt. Manengouba a ostrové Bioko
V poslednich 3 milionech let. Stafi poslednich dvou vrcholii pohoti Guinejského
zalivu neni znam, protoze se nachazeji na moiském dné (Burke 2001; Rankenburg
2005). Vzhledem k velkému odtoku sedimentii z Africké pevniny Vv poslednich 10
milionech let se da ptfedpokladat, ze vrcholy Africké desky pted 30 miliony let
prudce vzrostly a brzy zacaly byt erodovany (Burke 1996).

10
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Obr. 1: Geologicka mapa ukazujici obdobi vulkanické aktivity hlavnich masivi
pohoti Guinejského zalivu, znazornénych nejtmavsi barvou opatfenych nazvem a
Ciselnou hodnotou udavajici obdobi nejvétsi vulkanické aktivity v milionech let.

(pfevzato z Rankenburg 2005)

3.3. Habitaty

Kamerun je zem& rovnikové Afriky rozléhajici se na tizemi 475 000 km? mezi
2-12 °© severni Sitky a 8-16 ° vychodni délky. Je charakterizovana n¢kolika bio-
geografickymi oblastmi, od suchych savan na severu po rovnikové destné lesy na
jihu. Horské oblasti v centrdlni a zépadni Casti zem¢ navic prispivaji ke zvysSeni
rozmanitosti biotopti a zvySuji sezonalitu (Ayala 2009). Pievazna c&ast pohofi
Guinejského zalivu je situovdna do oblasti tropickych lesii a pouze nejsevernéjsi
vrcholy zasahuji do pasma africkych savan (Graham et al. 2005). V téchto susSich
oblastech na severovychodé pohoii se vyskytuje suchy les, ktery je oproti
zapojenému lesu tropickych past vyraznéji ovlivnén fluktuaci sraZzek bé¢hem roku.
Druhové skladba navic neni tak pestrd a srostouci vzdalenosti od rovnikovych
oblasti Guinejského zalivu se hustota porostu rozvoliiuje a snizuje se i druhova

diverzita, pticemz hranice rozvolnéného lesa a savany se vyznacuje vyskytem pouze

11



asi Sesti druhd vyssich dievin. Tento les je pak ve vyssich oblastech dopInén suchymi
travniky a skalnatymi vybézky bez souvislého vegetacniho pokryvu (Swaine 1992).
Souvisly podhorsky a horsky les v tropickych oblastech se vyskytuje ptiblizné ve
vySkovém rozmezi od 900 po 1800 mn. m. Oblasti nad touto hranici se pak
vyznacuji smési horskych elementii jako roztrouseny horsky les doplnény
0 fragmenty horskych travnikti, bambusovych porostl a subalpinskych spolecenstev

(White 1983).

3.4. Fauna a flora

Hory Guinejského zalivu jsou vyznamnou soucasti jednoho ze svétovych
,hotspott biodiverzity* (Myers et al. 2000). Tento ,,hotspot* souhrnné oznacovany
jako West African Forests, tedy zdpadoafrické lesy patfi mezi 25 nejvyznaméjsSich
svétovych center biodiverzity a endemismu (Myers et al. 2000, Zimkus 2009,
Missoup et al. 2012). Jako celek je domovem okolo 9000 rostlinnych druhti, z nichz
2250 je pro tuto oblast endemickych. Dale zde miizeme nalézt 1320 druht
obratlovci, pticemz endemickych pro zapadoafrické lesy je 270. To znamend, Ze tato
oblast v globalnim métitku piedstavuje domov pro 0,8 % endemickych druhi rostlin
a 1 % endemickyc obratlovci, které lze nalézt pouze zde (Myers et al. 2000). Kromé
cévnatych rostlin a obratlovcl, nelze opomenout také bezobratlé, kteii rovnéz
predstavuji skupinu zivo€ichii s mnozstvim endemickych druha typickych pro tuto

oblast (Vick 1999; Tropek et Konvicka 2010).

Ptesto, Ze se velka ¢ast druhového bohatstvi vyskytuje v oblastech nizinnych a
horskych lesti, znacné mnozstvi druhii obyva kromé¢ lesnich biotopu také oblasti
mozaikovité krajiny na okraji lest, az po oteviené horského bezlesi, pficemz nékteré
druhy tyto oteviené lokality preferuji a nékteré jsou na bezlesi ptimo vazany (Bergl

et al. 2007; Reif 2007; Tropek et Konvicka 2010).

Bergl et al. (2007) ve své studii zkoumali distribuci chranénych uzemi a
pokryti aredli vyskytu endemickych druhii témito chranénymi uzemimi
v zapadoafrickém pralese Biafran a v horadch Guinejského zalivu. Tato studie mapuje
aredl vyskytu endemickych druhi ptakd, savel a obojzivelnikli, coZ jsou skupiny

s vysokym poctem druhli, endemickych pro zipadoafrické lesy. Z této studie
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vyplyva, ze podivame-li se na aredly rozsifeni jednotlivych skupin organismi
endemickych pro prales oblasti Biafra a hory Guinejského zélivu podle nadmoiské
vysky, zjistime, ze se znacn€ li§i. Naptiklad u primatt je patrné, Zze preferuji spise
nizinnd stanovisté. Vyskyt Cétyf z dvanacti endemickych poddruhd primata byl
zaznamenan pouze v nadmotskych vyskach pod 1600 m n. m. Zbylych 8 poddruht
se vyskytuje jak v horskych, tak v nizinnych oblastech, ov§em vzacné&ji se vyskytuji
v oblastech nad 1700 m n. m. Specifickym pfipadem s velmi malym a roztrousenym
arealem vyskytu je gorila nizinna nigerijska (Gorilla gorilla diehli) (Bergl et al.
2007). Tento poddruh obyva extrémné Clenity terén sahajici od oblasti pod 200 m n.
m. v pralese Takamanda v Kamerunu po oblasti piesahujici 2000 m n. m. blizko hory
Kagwene. Jejich habitat je velmi rozmanity a proménlivy v zavislosti na sezonalité
prosttedi. Zahrnuje nizinné lesy, suché lesy, podhorské a horské lesy 1 horské bezlesi

(Bergl et Vigilant 2007).

Zcela jinou stanoviStni preferenci miZzeme vypozorovat u ptacich endemitil
pralesii oblasti Biafra a hor Guinejského zalivu. Na rozdil od primati se zdejSi
endemické druhy ptakt témét vyhradné vyskytuji v horskych oblastech. Z 26
endemickych druhii jich bylo 23 zaznamenano V nadmoiskych vysSkach nad
1600 m n. m., 17 z nich nebylo nikdy pozorovano pod 800 m n. m. VSechny zdejsi
endemické druhy ptaki obyvaji horské lesy a horské bezlesi. VétSina téchto druha
obyva vice vrcholti, ale najde se 1 n¢kolik druhi, které se vyskytuji pouze na jediném
vrcholu, pfipadné nékolika malo vrcholech (Bergl et al. 2007). Mezi takové druhy
muzeme zatadit frankolina kamerunského (Francolinus camerunensis) obyvajici Mt.
Cameroon, kruhoocko fernandské (Speirops brunneus) endemické pro Pico Basilé na
bioku a kruhooc¢ko kamerunské (Speirops melanocephalus) endemicky pro Mt.
Cameroon (Graham et al. 2005; Bergl et al. 2007). Cely rod Speirops se piitom
vyskytuje pouze na Mt. Cameroon, Bioku a dal$ich ostrovech Guinejského zalivi
(Bergl et al. 2007). Mezi druhy s velmi Gzkym vyskytem miZzeme zahrnout také
Malaconotus cupensis, ktery byl zaznamenan na tfech lokalitaich — Bakossi Mts.,
Banyang Mbo a Mt. Kupe a timalii kamerunskou (Kupeornis gilberti), turako
bannermanova (Tauraco bannermani), ¢i strdimila biokoského (Cinnyris ursulae),
pozorované rovnéz pouze na nékolika horskych lokalitach (Graham et al. 2005).
PrestoZze dosud neexistuje podobné podrobna studie bezobratlych Zivocichl

studované oblasti, pfinejmenSim u motyll je zjevné, Ze vétSina endemickych taxont
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je vazana na vyS$i nadmoiské vySky (Larsen 2005; Tropek et Konvicka 2010)
podobné jako u ptakt (Graham et al. 2005).

Treti dobie znamou skupinou s vysokym poctem endemickych druhi
typyckych pro zapadoafrické lesy, zminovanou v této studii jsou obojzivelnici
(Zimkus et Gvozdik 2013). Z 51 endemickych obojzivelniki pralesa Biafran a hor
Guinejského zalivu jich bylo 37 zaznamenano nad 800 m n. m. Z téchto 37 druht
jich 12 obyva zénu mezi 800 az 1600 m n. m., 14 bylo nalezeno pouze nad 1200
mn.m. a 9 je znamo z poloh vysSich nez 1600 m n. m (Bergl et al. 2007).
U obojzivelnikti je také ve srovnani s jinymi zivociSnymi skupinami casty velmi
roztrouSeny areal vyskytu, zpisobeny omezenou schopnosti Sifit se (Hofer et al.
1999). Neékteré zdejsi druhy jsou proto znamy z mnoha lokalit (napf. Pedropedetes
parkeri a Wolterstorffina parvipalmata), jiné byly zaznamenany pouze na jediném
mist¢ (napi. Cardioglossa trifasciata a Phrynobatrachus manengoubensis
z Mt. Manengouba) (Bergl et al. 2007).

Tropek et Konvicka (2010) zkoumali stanovistni preference tii hojnych motyla
endemickych pro pohoii Guinejského =zalivu (Colias electo manengoubensis,
Bicyclus anisobs a Mylothris jacksoni knutsoni). Vyzkum byl realizovan v oblasti
Mendong Buo, asi 5 km jihovychodné od Big Babanki v pohoii Bamenda
Vv severozapadnim Kamerunu. Slo o ¢asové standartizovany prizkum ve &tyfech
typickych horskych habitatech této oblasti: uzavieny zapojeny les, kioviny a tidké
lesni okraje, mytiny s pfevahou hasivky orli¢i (Pteridium aquilinum) a neintenzivni
pastviny. Z vysledka je patrné, ze vSechny tii zkoumané druhy se vyhybaji stinnému
zapojenému lesu a kapradinovym porostim, pficemz C. electo manengoubensis
preferuje travni habitaty a B. anisops a M. jacksoni knutsoni davaji pfednost okrajim
lesa a kfovinam. Jelikoz jde ve vSech ttech ptipadech o striktné endemické druhy
horskych lokalit pohoti Guinejského zalivu, autofi usuzuji, Ze mozaikovitd krajina a
oteviend nelesni spoleCenstva musela byt pfitomna v dobé, kdy se tyto druhy
vyvijely a dementuji tim vSeobecné rozsitenou piedstavu, zZe plivodnim stanovistém
na drtivé veét§iné horskych lokalit pohofi Guinejského zalivu jsou pouze uzaviena

lesni spole¢enstva (Flenley 1998).

Co se rostlinnych druhd tyce, tak oblast zapadoafrickych lesi ptedstavuje

uzemi s nejbohatsi diverzitou na Africkém kontinentu (Myers et al 2000). VSechny
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rostlinné rody endemické pro tropiclou Afriku, jako Huaceae, Lepidobotryaceae,
Medusandraceae, Octoknemantaceae, ¢i Hoplestigmataceae jsou koncentrovany
pravé v této oblasti a v jinych ¢astech tropické Afriky bud’to chybi, nebo jsou zde
zastoupeny pouze malym poétem druht. Jen na samotném Mt. Cameroonu a jeho
upati se vyskytuje 50 druhti a 3 celé rody zcela endemické a dalSich vice nez 50

druhti znamych jen z n€kolika malo dalsich lokalit (Cheek et al. 1996).

3.5. Ochrana a ohroZeni

V Africe byly prvni narodni parky a rezervace ziizovany nadSenci, obvykle
z fad pftislusnikli kolonidlnich armad, ¢i sportovnich lovcl a odivodnéni jejich
vzniku byla ¢asto podivna (Neumann 1996). NejcastéjsSimi oblastmi, kde byla tato
chranéna Gzemi zfizovana jsou savany za ucelem ochrany megafauny zajimavé pro
sportovni lov (Fjeldsa et al. 2004). Jiné rezervace byly zfizovany podél statnich
hranic, kam nesmétovaly velké investice do ekonomického rozvoje a v nékterych
piipadech 1 na mistech, kde bylo potteba z politickych divodi vytvofit fidce osidlené
zOny (Asiwaju 1985; Sandwith et al. 2001). Fjeldsa et al. (2004) testovali, jak
efektivné odpovidd soucasnd sit' chranénych Uzemi rozSifeni ohrozenych a
endemickych Africkych savci. Z tohoto vyzkumu vyplyva, Ze soucasnd sit
chranénych tzemi velmi dobie odpovida rozsifeni 194 velkych savci, z toho 51
ohrozenych vyhynutim, ale jiz méné optimalné pokryva rozsifeni vSech 197
ohrozenych druhd savci, pokud zahrneme mensi druhy s télesnou hmotnosti pod
3 kg, Casto s roztrousenym aredlem vyskytu. Nedostatecné pokryti ohrozenych druht
soucasnou siti chranénych tizemi miizeme vypozorovat i U jinych taxonu, jako jsou
ptaci, obojzivelnici, ¢i bezobratli (Bergl et al. 2007; Sedlacek et al. 2007; Tropek et
Konvicka 2010). Ztohoto divodu je potieba efektivné rozsifit stavajici sit
chranénych tzemi tak, aby odpovidala vyskytu dalSich Africkych druht, zvIaste pak
tém bezprostfedné ohrozenym vyhynutim, vyskytujicim se velmi ¢asto v horskych
oblastech (Bergl et al. 2007). Problém ovsem je, Ze mnohé z téchto ochranaisky
atraktivnich oblasti se nachazeji v mistech vysokého zalidnéni, nebo jde o oblasti

s dobrym zeméd¢lskym potencialem (Fjeldsa et al. 2004).

Jednim z téchto ochranaisky atraktivnich mist s vysokym poctem endemickych
druht je i pohoti Guinejského zalivu s pfilehlymi nizinnymi lesy (Fjeldsa et al.
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2004; Bergl et al. 2007). Tato oblast vymezena fekami Cross a Sanaga vcetné
ostrova Bioko pfedstavuje region neobycejného ekologického bohatstvi a diverzity
(Oates et al. 2004). Tento region dale zahrnuje nejvyse polozené horské oblasti
zapadni Afriky s nejvy$$im vrcholem Mt. Cameroon (4090 m n. m.) (Marzoli et al.
2000), které predstavuji vyznamné primarni bezlesi tropické Afriky (Tropek et
Konvicka 2010) a jeden znejvétSich relativné neporuSenych souvislych lesi
v zapadni Africe rozprostirajici se na ploge priblizng 26 000 km? (Oates et al. 2004).
Navzdory tomu, je ochrana téchto ekosystémt nedostacujici (Bergl et al. 2007;
Tropek et Konvicka 2010). Degradace piirodnich stanovist’ je zplsobena stale se
stupiiujicim antropogennim tlakem, ktery je umocnén tim, Ze tento region patii
Kk nejhustéji zalidnénym oblastem tropické Afriky (Fjeldsa et al. 2004; Bergl et al.
2007). V dusledku toho dochazi k fragmentaci a degradaci souvislych lesnich
porostl, zpusobenou tézbou dieva, ¢i vypalovadnim za Ucelem ziskani zemé&d¢lské
plochy (Bergl et al. 2007). V horskych oblastech muze byt za urcitych podminek
neintenzivni lidsk4a Cinnost pfinosem, protoze nahrazuje nedavno vyhynulé velké
bylozravce, ktefi disturbancemi vytvafeli a udrZovali mozaikovitost krajiny, na
kterou je vazano mnoho druht (Tropek et Konvicka 2010). Ovsem tato Cinnost je ve
vétsing pripadt piili§ intenzivni a dlouhodobé neudrzitelna, ¢imz vznikaji zcela
uniformni celky plantazi, velkych intenzivnich pastvin, a druhové chudych a velmi
obtizné regenerujicich vypalenych mytin. Tyto plochy jsou navic velmi nachylné na
dalsi privodni jevy antropogennich ¢innosti, jakymi jsou invaze neptivodnich rostlin,
rozsahla eroze, ¢i vysuSovani krajiny (Tropek et Konvicka 2010). Piesto, Ze mnohé
vzacné druhy jsou vazané na horskou mozaikovitou krajinu, ¢i bezlesi (Sedldacek
et al. 2007; Tropek et Konvicka 2010;), dosavadni (a¢ nedostate¢né) ochranaiské
usili se prakticky zcela zaméfuje na oblasti nizinnych a horskych lesu (Bergl et al.
2007). Je tedy tieba, aby byly ochranaiské snahy rozsifeny také na horské oblasti
s mozaikovitou Krajinou a primarnim bezlesim (Fjeldsa et al. 2004; Bergl et al.
2007; Reif 2007; Tropek et Konvicka 2010).

3.6. Vliv klimatickych zmén v obdobi ¢tvrtohor

Horské i1 nizinné lesy Guinejského zalivu jsou zndmé jako dileZité centrum

Africké biodiverzity a je pravdépodobné, Ze obé tyto lokality ptedstavovaly refugia
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tropického lesa béhem Plio-Pleistoceniho obdobi, kdy byla sub-Saharskd Afrika
prokazatelné cyklicky aridnéjsi, nez v soucasnosti (Fjeldsa et Lovett 1997; Brooks
etal. 2002). Jednim z takovych refugii byl i region zahrnujici hory Guinejského
zalivu a 1 diky svému relativné stabilnimu prostiedi po tisice, ne-li desetitisice let
(Fjeldsa et Lovett 1997; Maley 1998) se stal vyznamnou oblasti druhového bohatstvi
a endemismu (Myers et al. 2000). OvSem i pres relativni klimatickou stabilitu
regionu, se zde projevil vliv glacialnich vykyva klimatu (Maley et Brenec 1998;
Zimkus 2009; Missoup et al. 2012). Béhem obdobi posledniho glacialniho maxima,
které je prostudovano jiz relativné dobte, doslo k ubytku srazek v dusledku snizeni
teplot a rozsifeni dnesnich horskych biotopti do niz§ich nadmoiskych vysek (Maley
et Brenec 1998). Diky tomu se horské dfeviny rozsitily do dne$nich oblasti nizinného
lesa, a doslo 1k vyraznému zvétSeni oblasti piirozeného horského bezlesi. Tim doslo
K propojeni do té doby izolovanych horskych oblasti a velmi pravdépodobné i
rozsifeni horskych druhti do novych lokalit, ¢i kontaktu izolovanych populaci (Smith
et al. 2000). Tento jev je vyznamny zejména pro Spatné dispergujici skupiny
organismu, jako jsou n¢ktefi drobni savci, obojzivelnici, nebo nékterych skupin
motyli (Zimkus 2009; Tropek et Konvicka 2010; Missoup et al. 2012). Po skon¢eni
glacialniho obdobi doSlo k opétovnému navratu horskych ekosystémi do vysSich
nadmoftskych vysek a s tim spojenou opétovnou izolaci jednotlivych suboblasti. Tim
vznikly ekologické ostrovy, které se dale vyvijely samostatné (Myers et al. 2000;
Zimkus et Gvozdik 2013).

3.7. Biogeografie

Vlastnosti organismu uzce reflektuji specifickou historii prostiedi, ve kterém se
vyskytuji. To plati zvlasté silné pro druhy s malym aredlem rozSifeni, které se
vyvinuly tak, ze jsou schopni piezit jen diky specifickym podminkam jejich
pfirozeného prostfedi. Proto historicky vyvoj, vlastnosti a stanoviStni naroky
endemickych druhi mohou poskytnout cenné informace, pouzitelné k odvozeni
historického vyvoje urcité oblasti. Tento pfistup je pouzitelny obzvlasté dobie pro
ostrovni biotu, véetné¢ druhi z izolovanych horskych lokalit, protoze ostrovni
endemické druhy nemohou uniknout neptiznivym vliviim prostiedi a takovéto vlivy

trvale ovlivni vyvoj jejich populace (Fattorini 2007; Tropek et Konvicka 2010).
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Pohofi Guinejského zalivu je domovem celé ftady takovych druht,
endemickych pro tento region s mnohdy velmi izce vymezenym aredlem rozsifeni
(Bergl et al. 2007; Zimkus et Gvozdik 2013), ktery je navic znacné izolovan od
ostatnich horskych oblasti Afrického kontinentu (Fattorini 2007; Tropek et Konvicka
2010). Tato izolace je zptsobena ca 1500 km Sirokym pasem nizinného lesa délicim
je od nejblizsich vychodoafrickych hor a ca 1500 km $irokym pasem nizinné savany
mezi nimi a Guinejskou vysocinou na zapadé (Graham et al. 2005; Fattorini 2007).
Pozname-li tedy vyvoj zdejsi bioty, mizeme ziskat mnoho uzite¢nych informaci

0 historii této oblasti, ¢i poznatky kli¢ové pro ochranu piirody.

V soucasnosti  jsou nejlépe prozkoumanou skupinou Zzivoc¢ichli pohoii
Guinejského zalivu ptaci (Graham et al. 2005; Bergl et al. 2007, Sedlacek et al.
2007). Krom¢ nich je relativné dobie prozkoumana také fauna drobnych savct
(Missoup et al. 2012), motyld (Larsen 2005; Tropek et Konvicka 2010),
obojzivelnikt a plazt (Jesus et al. 2007; Zimkus 2009; Zimkus et Gvozdik 2013).

Ptakim se vénovali Graham et al. (2005), ktefi se ve své studii zabyvali
soucasnymi a historickymi faktory ovliviiujicimi strukturu zdejSich horskych
spolecenstev. Zaméfili se na ptaci druhy s aredlem vyskytu nad 1200 m. n. m., jez
pro potieby studie rozdé€lili do tfi kategorii: horské druhy s Sir§Sim rozsifenim (53
druhtt), horské druhy endemické pro hory Guinejského zélivu (22 druhti) a horské
endemické poddruhy, jejichz ptibuzni se vyskytuji v jinych horskych oblastech
Afriky (68 poddruhil). Z této studie je patrné, Ze nejvyssi biodiverzitu horskych
ptakti vramci celého pohofi najdeme na jihozapadé€, pii¢emz nejvyznameéjSimi
lokalitami jsou Mt. Cameroon, Mt. Manengouba a ostrov Bioko. To je podle autort
zpusobeno tim, ze tyto lokality se nachazeji blize k rovniku, coz pfinasi zvySené
srazky, vys$8i primdrni produkci a vétsi klimatickou stabilitu. Vyskyt velkého
mnozstvi endemickych druht a poddruhtit na Mt. Cameroon a ostrové Bioko je pak

zfejmé zpusoben vétsi izolovanosti od ostatnich ¢asti pohoti Guinejského zalivu.

Jinou studii provedli Smith et al. (2000), kteti se zabyvali srovnanim
fylogeografické struktury dvou ptacich druhti bulbula horského (Andropadus
tephrolaemus) a strdimila kamerunského (Nectarinia oritis) na Sesti horskych
lokalitdich v Kamerunu a na ostrové Bioko. Studované druhy byly vybrany tak, aby

jejich ekologické naroky a rozsifeni nebyly zcela totozné. A. tephrolaemus je druh,
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vyskytujici se v horském lese nad 1500 m n. m. a je zndmy z mnoha horskych oblasti
zapadni Afriky (Roy 1997). N. oritis je oproti tomu endemickym druhem pohoti
Guinejského zalivu a jde o sedentdrni druh obyvajici niz§i vegetacni patra
zapojeného horského lesa (Mackworth-Praed et Grant 1973). Na zéklad¢ analyzy
mitochondridlnich gent z krve jedinc odchycenych na Sesti riiznych lokalitach jsou
populace studovanych druhi rozdéleny do tiech biogeografickych oblasti: 1. Bioko,
2. Mt. Cameroon a 3. Ostatni hory ve stfedni a severni ¢asti studovaného uzemi
(Mt. Kupe, Mt. Oku, Bakossi Mountains a Tchabal Mbabo). Geneticka odlisnost
ptacich populaci jednotlivych oblasti je zplsobena dlouhodobou izolovanosti.
Naptiklad Mt. Cameroon a Mt. Kupe, nejsou ptili§ vzdalené vrcholy, ale diky
absenci biokoridori horského lesa je mezi témito lokalitami migrace druhii vyznamé
omezena. Podobna situace je v soucasnosti k vidéni 1 mezi populacemi na
Mt. Cameroonu a ostrové Bioko. Bioko se oddélilo od pevniny béhem Pleistocénu
(Worobey et al. 2010) a da se ptredpokladat, Ze ptaci populace na Bioku a
Mt. Cameroonu se V této dobé alopatricky odlisily (Smith et al. 2000).

Dalsi skupina, jejiz fylogeneticka struktura je v cilové oblasti dobfe
zmapovana, jsou drobni savci. Missoup et al. (2012) porovnali dva mitochondrialni
geny, dva jaderné geny a kraniometrickd data, aby otestovali systematické zatazeni a
fylogenetickou ptibuznost tii druhti drobnych hlodavct rodu Praomys (P. hartwigi,
P. morio, P. obscurus), endemickych pro pohoii Guinejského zalivu. Rod Praomys
zahrnuje asi 16 druht, rozdélenych do péti komplexti (Musser et Carleton 2005).
Zkoumané druhy patii do komplexu P. tullbergi, ktery zahrnuje jesté Ctyii dalsi
druhy, obyvajici jiné ¢asti Afriky (Musser et Carleton 2005). Co se rozsiteni
cilovych druhu tyka, tak P. morio je znam pouze z Mt. Cameroon a z ostrova Bioko,
P. hartwigi byl zaznamenan na Mt. Oku, Mt. Muanenguba, Bamboutos Mts., Mt.
Lefo a Bambilli a P. obscurus obyva horské oblasti jihovychodni Nigérie (Mambilla
Plateau a Gotel Mts.). Vyzkum v této studii potvrzuje, Ze P. hartwigi a P. morio jsou
samostatnymi druhy a dale mapuje vztah mezi populacemi P. morio z ostrova Bioko
a zMt. Cameroonu. Tato studie rovnéz odhaluje, Ze mezidruhova procentudlni
sekvenéni rozmanitost mezi P. hartwigi a P. obscurus je dvakrat niz$i, nez mezi
jinymi dvojicemi sesterskych druhd. Uvadi ovSem, Ze vysledky mohou byt ovlivnény
tim, ze vzorky, které byly zpracovany, od P. hartwigi pochazeji z Mt. Oku a

Vv ptipadé P. obscurus z Gotel Mts, mezi nimiz je vzdalenost pouze asi 80 km a bylo
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by tedy potieba vyzkum rozsitit na cely aredl rozSifeni obou druhti. Autofi dale
odhaduji, ze oba horské druhy, tedy P. hartwigi a P. morio jsou pravdépodobné
bazalnimi druhy v ramci komplexu P. tullbergi. Podle zavéra Missoup et al. (2012)
se zda, ze P. tullbergi komplex se objevil ve ¢tvrtohorach, béhem poslednich dvou a
pul milionu let, ovSem na potvrzeni této hypotézy je potieba provést jesté dalsi
vyzkum. Tato studie déale zduraziuje roli glacialnich a interglacialnich period a s tim
spojené fluktuace lesnich habitatii v prabéhu celého pleistocénu (de Menocal 2004).
Molekularni data ukazuji, Ze pfedci P. hartwigi a P. obscurus byly v kontaktu pied
1 milionem let a pak se tyto populace alopatricky rozdélili. Dale se zda, ze
fylogeneticky vyzkum u populace P. morio z Mt Cameroonu a ostrova Bioko
potvrzuje, Ze tento ostrov byl pfipojen k pevniné béhem Pleistocénu (Lee at al. 1994)
a obé populace se rozdélili pomérné nedavno, pfed méné nez 0,7 milionu let po
alopatrickém rozdéleni horského lesa a zvySeni motské hladiny, které mélo za

nasledek izolaci Bioka od pevniny.

Fylogenetickou analyzu, kterd ukazuje, vyznam horskych oblasti pohoti
Guinejského zélivu jako centrum druhové rozmanitosti a dale dokumentuje, jakou
roli hraji klimatické zmény ve vyvoji populaci Zivoc¢ichti, endemickych pro izolované
horské oblasti provedla Zimkus (2009) a v pozdé&jsi studii Zimkus et Gvozdik (2013)
vysledky z prvni prace rozsitila a uptesnila. V téchto studiich jsou zkoumany zaby
rodu Phrynobatrachus. Obojzivelnici jsou obecné velmi vhodnou skupinou
zivoc¢ichti pro rekonstrukci historie biodiverzity, protoze jejich schopnost §ifit se a
adaptovat je oproti jinym skupindm obratlovcti zna¢né omezena (Hofer et al. 1999).
K tomuto jevu se pfidruzuje vyrazna stratifikace druhi podle nadmotiské vysky
(Zimkus 2009). Proto je mozné zastupce nizinnych druhti z rodu Phrynobatrachus,
vyskytujicich se v ramci pohofi Guinejského zalivu do 900 m n. m., nalézt pouze
vzacné v podhorskych lokalitach a naopak horské druhy prakticky nesestupuji do
nizin (Hofer et al. 1999). Molekularni analyza nékolika geni nizinného druhu
P. cornutus, provedena Zimkusem (2009) odhalila, ze populace z jihozapadniho
Kamerunu jsou ptibuznéjsi populacim z ostrova Bioko, nez populacim z vychodnich
oblasti na pevniné. Tento fakt potvrzuje hypotézu, zaloZenou na geologickém
pruzkumu, ze Bioko bylo pfipojeno k Africkému kontinentu jesté pies asi 10 000 lety
(Juste et Ibariez 1993). Z vysledku studie Zimkus (2009) a Zimkus et Gvozdik (2013)
také vyplyva, Ze fylogenetické analyzy, provedené na tfinacti druzich potvrzuji
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monofyleticky pivod vSech horskych a podhorskych druhti, obyvajicich pohofti
Guinejského zalivu, spoleéné s jednim nizinnym druhem P. batesii. Nejbliz§im
ptibuznym této vyvojové vétve je P. africanus, znadmy z Kamerunu, Rovnikové
Guineje, Gabonu, Konga a Sttedoafrické Republiky. Zimkus et Gvozdik (2013) navic
zjistili, Ze centralni casti pohoii Guinejského zélivu, tedy Bamenda-Banso
Highlands, které zahrnuje Bamboutos Mts., Mt. Lefo, Mt. Mbam a Mt. Oku, spolu s
oblastmi, které tyto vrcholy spojuji, jako historicky ptivodni areal vyskytu Zab rodu
Phrynobatrachus, pricemz piedek dnes znamych horskych druhti pochazel z vyse
poloZenych oblasti tohoto regionu. Béhem nasledné radiace tento piedek nejprve
sestoupil do nizinnych oblasti, kde se rozstépil do dvou linii, z nichz se jedena dale
Sifila v niZinach a druha rekolonizovala horské oblasti. Po diverzifikaci niZinnych
druhi, nastala jeSté jedna vlna kolonizace horskych oblasti a neni vylouceno, Ze
takovych vin bylo vice. Datové odhady naznacuji, ze se tento rod vyvinul né¢kde
v oblasti Bamenda-Banso Highlands v raném Miocénu pied asi 22 miliony let,
béhem obdobi bohaté vulkanické aktivity v tomto regionu (Marzoli et al. 2000).
K hlavni diverzifikaci pak doSlo béhem Pliocénu a Pleistocénu pifed méné nez
5,3 milionu let, coz naznacuje, jak vyznamnou roli hraly glacialni cykly ve tvarovani

vnitrodruhové genetické struktury a prostorovém rozsiteni druhd.

Maley et Brenec (1998) analyzovali pylova zrna ze sedimentii jezera Barombi
Mbo a na zaklad¢ toho rekonstruovali biogeograficky vyvoj lestt zapadniho
Kamerunu V poslednich 28 000 letech. K rekontrukci historického vyvoje lesa
pouzivaji modelové taxony Olea capensis a rod Podocarpus. Pouze jediny druh
Podocarpus latifolius roste v jiznim Kamerunu a na nékolika horach
stiedoatlantického regionu (Zaire, Angola, Kongo) (Maley et al. 1990). V blizkosti
jezera Barombi Mbo je nejblizS§i vyskyt zndm v nejvysSich oblastech Mt. Kupe
(25 km severovychodng), ale nikdy nebyl nalezen na Mt. Cameroon (35 km jizng)
ani Rumpi Hills (20 km severozapadn¢) (Cable 1993; Thomas 1993). O. capensis
roste na Mt. Cameroonu, ale ne na Mt. Kupe ani Rumpi Hills. Nicméné tyto dva
druhy se v jiznim Kamerunu obc¢as vyskytuji na jedné lokalité zaroven, napiiklad na
Mt. Ngoro, nebo Mt. Oku (Maley et Brenec 1998). Pokud jde o soucasnou ekologii
téchto dvou druhti, tak data z Kamerunu 1 jinych hor tropické Afriky ukazuji, Ze
rostou hlavné v mlznych lesich (White 1981), pficemz O. capensis V susSich
biotopech nez P. latifolius (Hamilton et Perrott 1981). Pro tyto lokality je typickym
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klimatickym jevem zvySena oblacnost. Tyto mraky se Casto stavaji mlhou a mnohdy
nezpusobuji dest, nebo vyvoldvaji pouze mrholeni, ale jejich relativné¢ stala
ptitomnost zpusobuje dlouhodobé snizovani teploty vzduchu (Maley et Elenga
1993). Vyvoj podobnych horskych vegetaci je tedy vyrazné spojen s timto chladicim
efektem (Maley et Brenec 1998). Maley et Brenec (1998) dale zdokumentovali velky
narust vyskytu pylovych zrn horskych druhti v sedimentech pochéazejicich z obdobi
chladngjsich klimatickych fazi. Tento nartst je pravdépodobné spojen s rozsifenim
arealu vyskytu horskych druhi do nizin béhem posledniho glacialniho maxima pted
26 000 az 19 000 lety. V dnesni dob¢€ je mozné nalézt zbytkové rozsitfeni horskych
druhti v oblastech mezi 300 az 800 m n. m. Vv jiznim Kamerunu a dalSich zemich
(Maley et al. 1990; White 1981). Vsechny tyto vyskyty jsou reliktni oblasti
korespondujici s n¢kdejSim vyznamnym rozsitenim horskych druht do nizsich

nadmoftskych vysek béhem sussich a chladnéjSich period (White 1981; Maley 1996).

Fylogeografickou studii afromontanniho druhu Prunus africana zpracoval Kadu
etal. (2011). V této studii zkoumali sedm chloroplastovych genti 582 jedinct z 32
populaci napti¢ Afrikou. Zjistili genetickou provazanost populaci jizni a vychodni
Afriky a blizkou pribuznost populaci zapadni Afriky a zapadni Ugandy, coz
naznacuje pritomnost n¢kdejSitho koridoru mezi vychodni a zapadni Afrikou.
Predpoklada se, ze rod Prunus ma Laurasijsky plvod a béhem Pleistocénu
kolonizoval Africkou desku pfes Arabsky poloostrov. Tuto domnénku ovSem neni
mozné v soucasné dob& potvrdit, protoze Prunus africana se na Arabském
poloostrové v soucasné dobé nevyskytuje a paleobotanicka studie v soucasnosti
neexistuje. Co se tyCe vyvoje populaci na Africkém kontinentu, tak prvni populace,
ktera se odd¢lila, byla populace na Madagaskaru, ktera je geneticky nejvice rozdilna.
Druhé odstépeni predstavuje osamostatnéni populace zapadni Afriky, které mohlo
nastat jen diky tomu, Ze historicky areal rozsifeni zaujimal i oblasti v centralni
Africe, kde se ovSem Zadné recentni populace nedochovaly (Hall et al. 2000). Tato
koloniza¢ni vina napii¢ Afrikou, mize mit spojitost s glacialnimi vykyvy teplot, kdy
byla horska flora stlacena do niz§ich nadmotskych vysek a je mozné, Ze v této dobé
vznikly vegetacni pasy, spojujici vychodni a zapadni Afriku (Moreau 1966).
Piiblizné ve stejné dobé dochdzelo také k rozSifovani populaci podél Velké
piikopové propadliny. Ob& tyto kolonizacni viny pravdépodobné probihaly
Vv chladnych klimatickych obdobich ¢tvrtohor.
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4. METODIKA

4.1. Popis druhu
Studovanym druhem v této praci byl Bicyclus anisops (Karsch 1892).
tiida: Insecta — hmyz
rad: Lepidoptera — motyli

¢eled’: Nymphalidae — babockoviti

4.1.1. Rod Bicyclus

Rod Bicyclus je velky rod zahrnujici okolo 85 druhi, z nichz v zapadni Africe
je mozné potkat 50 z nich. Co se zbarveni tyka, tak horni strana kiidel vSech druhti
celého rodu je hnéda s né€kolika skvrnami ve tvaru oka. Spodni strana miva nékolik
odstintl od ¢ernohnédé k takika syté Sedé a s jasnou tenkou linkou ptiblizné€ vprostred
kiidla. VZdy se vyskytuji pIné¢ ohrani¢ené kruhové skvrny pobliz okraje kiidla na
spodnim kfidle a minimalné dvé na kiidle vrchnim. VSichni samci maji androgenni
organy, které jsou ve velké mife vyznamné jako jednoznacny urcovaci znak.
Sexudlni dimorfizmus je pomérné silny. Samice byvaji obvykle pfidruzeny
sympatrickym samctiim. Mnoho druhii se vyznaCuje znaCnou sezonni variabilitou,
kdy jindy napadné skvrny na spodni stran¢ jsou béhem suchych obdobi vice, ¢i méné
potlaceny. Zda se také, ze béhem obdobi sucha se vyskytuje zna¢nd prevaha samic.
Co se tyce stanovistnich ndroki, je rod rozdélen na tfi hlavni ekologické skupiny.
VétSinou jde o lesni motyly, nékolik druhti ale obyvd savany a jiné druhy jsou
horské. Cely rod pomérné Spatné 1éta a jen vzacné je mozné vidét nékterého jedince
vySe nez metr az dva nad zemi. Jedinou vyjimkou je B. xeneas, ktery se da nalézt
Vv pastech zavéSenych v deseti i vice metrech (Larsen 2005). Podle fylogenetického
vyzkumu na zdkladé analyzy DNA se zdd, Ze rod Bicyclus se osamostatnil od
nejblizsich piibuznych nékdy v obdobi pied 15 az 20 miliony lety (Monteiro et
Pierce 2001).
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4.1.2. Bicyclus anisops
Popis:

Délka predniho ktidla je 20 mm. Horni strana je tmava, Cernohnéda. Na
prednim kiidle se vyskytuji dvé skvrny a na zadnim kiidle nékolik mensSich skvrn ve
tvaru oka, které maji na spodni stran¢ ¢ervené obkruzi, nevyskytujici se u zddné¢ho
jiného druhu tohoto rodu. Okraj zadnich ktidel je vinity. Napfi¢ vSemi Ctyrmi kiidly
probihd uzka bila linie. Sezoénni variabilita je ziejmé zanedbatelnd, ale podrobna

studie zatim chybi (Larsen 2005).
Habitat a rozSireni:

Jde o motyla endemického pro hory vychodni Nigérie a zdpadniho Kamerunu,
kde je Siroce rozsifen s vyjimkou Bioka a severni ¢asti pohoti (Alantika Mts., Jos
Plateau a Mandara Mts.). Obyva okraje lesa, mozaikovitou krajinu, kfoviny a horské
bezlesi vnitrozemské Casti pohoti Guinejského zalivu v nadmoiskych vyskach nad
ptiblizné 1300 m n. m., s optimem mezi 1700 a 2200 m n. m. (Tropek, pers. com.).
Jde o vikariantni druh s nejbliz§im pfibuznym (B. dentatus Sharpe, 1898)
vyskytujicim se v horach v oblasti Velké piikopové propadliny. Hostitelskou
rostlinou larvalniho staddia jsou s nejvétsi pravdépodobnosti rostliny spadajici do
Celedi Poaceae — lipnicovité (Larsen 2005; Tropek et Konvicka 2010). Tropek et
Konvicka (2010) zkoumali jeho stanovistni preference a z vysledku je patrna vyrazna

preference pro kioviny a fidké lesni okraje s vegetaci vysokou od 0,2 do 10 m.

4.2. Sbér materialu

Sbér pievazné casti materidlu byl proveden R. Tropkem, P. JanStou a
D. Lestinou béhem terénnich expedic, v letech 2009-2012. Béhem tohoto obdobi
bylo navstiveno 18 lokalit s vyskytem B. anisops. Na kazdé lokalité bylo odchyceno
5 jedinct (s vyjimkou Hosséré Enla Fabo, kde je druh extrémné vzacny), vzorky
tkané (pfevazné hrudni svalovina) byl na misté konzervovany v 96,6% bioethanolu.
Po prevezeni do CR byly tkatové vzorky dale uchovavany pii teploté -20 °C.
Material z nigerijskych lokalit (Obudu Plateau a Ngel Nyaki) byl ziskan od
Dr. Oskara Brattstroma (University of Cambridge), sbirdn a konzervovan byl

stejnym zptsobem jako material z Kamerunu.
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Jako outgroupy byly pouzity sekvence druhG Bicyclus dentatus, B. dubia,
B. angulosa a Melanitis leda, jejichz sekvence byly ziskany z databaze GeneBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

4.2.1. Prehled lokalit

Obr. 2: Piehled lokalit, ze kterych pochazeji vzorky zpracované v této praci, na

mapé pohoii Guinejského zalivu. Cervené body znazoriiuji orientaéni polohu lokalit.

1. Mt. Cameroon, JZ provincie. Relativné velmi izolovany aktivni vulkan na
bfehu mote s horskymi partiemi krytymi mozaikoou pfevazné primarniho a
sekundarniho lesa. Material byl sbirdn na dvou mistech: Mann’s Spring (N 4,1444 °,
E 9,1207 °) a Musake Hut (N 4,1725 °, E 9,2134 °).
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2. Bakossi Mts., JZ provincie, vesnice Njimbeng (N 5,0508 °, E 9,5672 °).
Relativné niz$i, ale rozlehld horska oblast s nékolika vrcholy piesahujicimi 2000

m.n.m. Lokalita v blizkosti vesnice Njimbeng je pokryta souvislym horskym lesem.

3. Mt. Kupe, JZ provincie, vesnice Nyassosso (N 4,8070°, E 9,7084 °).
Izolovany Zulovy blok pokryty souvislym primarnim lesem s nékolika drobnymi

enklavami ptirozenych travnatych porostt a kiovin na nejvyssich vrcholech.

4. Mt. Manengouba, JZ provincie (N 5,0384 °, E 9,8270 °). Vulkanicky masiv
s biotopy siln¢ poskozenymi piedevsim intenzivni pastvou. Zbytkovy horsky les stale
jesté misty zaujima relativné velké plochy a je doplnén druhové bohatymi kifovinami.

Velké Casti jsou ovSem pokryty velmi degradovanymi, druhoveé chudymi travniky.

5. Acha-Tugi, JZ provincie, vesnice Tugi (N 6,0576 °, E 9,9160 °). Pomérné
izolovany horsky hieben s relativné velmi degradovanou krajinou. Zbytky
degradované¢ho horského lesa se nachazeji pouze podél potoki a v hlubokych

udolich.

6. Mt. Bani, Z provincie, vesnice Bani (N 5,3707 °, E 10,1712 °). Pielidnéna
oblast s mozaikou vesnic, poli, plantazi eukalyptt a travnikd s rdznou mérou

degradace. Horsky les je omezen do n¢kolika malych degradovanych zbytk.

7. Bamenda, SZ provincie (N 6,0902 °, E 10,2947 °). Mozaikovita krajina,
s vcelku velkymi plochami, zbytkového, ale dobife zachovalého horského lesa.
Odchyt motyli se konal na izemi mezi vesnici Big Banaki, vrcholem Mt. Lefo a

kraterem Mbi.

8. Mt. Oku, SZ provincie, les Killum-ldjim (N 6,1993°, E 10,5159 °).
Nejvetsi souvisly horsky les v oblasti Bamenda Highlands. Velké kontinualni plochy
lesa jsou doplnény vice otevienymi kiovinatymi habitaty a malymi plochami
travnikl a planazi.

9. Mbiame forest, SZ provincie, mésto Mbiame (N 6,2080 °, E 10,8219 °).

Siln€ izolované a zachovalé plochy priméarniho horského lesa s rizné degradovanou

mozaikou kiovin a travikii na okrajich.
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10. Dom forest, SZ provincie, vesnice Dom (N 6,3570°, E 10,6088 °).
Pomérné dobfe zachovala mozaikovita krajina zahrnujici vétsi zbytky horského lesa,

druhové bohaté kfoviny, trdvniky a mensi plochy poli.

11. Mt. Tabenken, SZ provincie, vesnice Mbwat (N 6,5072 °, E 10,7517 °).
Izolovany horsky les na ubo¢i hory Tabenken, obklopeny rtizné¢ degradovanymi

travniky a plantazemi.

12. Mbam Massif, Z province, vesnice Koutoupi (N 5,9747 °, E 10,7213 °).
Izolovana hora s mozaikou stanovist’ zahrnujici zbytky horského lesa podél vodnich

tokll a v hlubokych tdolich a relativné degradovanymi otevienymi habitaty.

13. Nkogam Massif, Z provincie, farma Nkounden (N 5,7357 °, E 10,6695 °).
Izolovany masiv s velmi degradovanou krajinou, pokrytou z pfevazné vétSiny
druhové chudymi travniky doplnénymi drobnymi enklavami druhové bohatych

kfovin a zbytky degradovaného lesa.

14. Tchabal Gandoua (Gotel Mts.), nigerijsko-kamerunska hranice
(N 7,0290 °, E 11,7028 °). Horsky hieben, pokryty mozaikou silné degradovanych
pastvin, doplnénych zbytky kfovinatych spoleCenstev na Kamerunské stran¢ hranice

a razn¢ zachovalého lesa na Nigérijské stran¢ hranice.

15. Tchabal Mbabo, provincie Adamawa, vesnice Fungoy (N 7,2243°,
E 12,0565 °). Mozaikovita krajina s velkymi oblastmi pomérné degradovaného lesa,

dopInéného kfovinami a pastvinami.

16. Hosséré Enla Fabo, provincie Adamawa, vesnice Gadjiwan (N 7,7561 °,
E 12,4426 °). Nejsevernéjsi znamy vyskyt B. anisops, tato lokalita je jiz na okraji
pasu africkych savan. Jde o sus$Si oblast, se zbytky lesa obklopenymi suchymi

travniky.

17. Obudu Plateau, JV provincie, stat Cross-River, Nigérie. Relativné
izolovany nerozséhly (ca 100 km?) hieben s nejvys§im vrcholem 1716 m n. m. Cela
oblast je velmi intenzivné zeméd¢€lsky vyuzivdna a ptirozené biotopy ustoupily do
poslednich malych fragment v nepfistupnych udolich. Jde o lokalitu s nejvyssi

znamou diverzitou dennich motyli z celého pohofti (Larsen 2005).
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18. Ngel Nyaki, JV provincie, vesnice Yelwa, Nigérie (N 7,05 °, E 11,04 °).
Nadmoiska vyska se pohybuje od 1400 do 1600 m n. m. Oblast je husté osidlena,
tropické suché a horské lesy jsou fragmentovany na plose priblizng 7,5 km?, které

jsou soucasti relativné zachovalé rezervace.

4.3. Laboratorni analyza
4.3.1. 1zolace DNA

Izolace DNA byla provadéna za pomoci komer¢niho kitu Qiagen (QIAGEN
DNeasy Blood & Tissue Kit). Tkanové vzorky byly uskladnény oddélené
v mikrozkumavkach s laboratornim bio-ethanolem o garantované cistoté 96,6 %.
Jako vzorek byla pouzita nejCastéji cast tkané¢ z hrudniku, ptipadné koncetina.
Vzorek byl vyjmut pinzetou a nasledné byla odstfizena ¢ast vzorku urCena pro
izolaci DNA. Tato ¢ast byla usuSena na buniciné. Zbytek tkané byl navracen do
mikrozkumavky a zachovan jako zalozni zdroj DNA. Po usuSeni byl vzorek ptfenesen
do nové predem piipravené¢ mikrozkumavky. Zde byl homogenizovan za pomoci
mikronizek a v souladu s navodem bylo pfipipetovano 180 ul bufru ATL a 20 ul
enzimu proteinasa K-solution. Vznikla smés byla dikladné promichdna za pouziti
vortexu a uloZzena do inkubatoru, kde byla ponechana pii teploté¢ 56°C po dobu
6 hodin na inkubaci. Po uplynuti této lhity bylo do mikrozkumavky pfipipetovano
200 pl bufru AT a 200 pl laboratorniho lihu a po opétovném zvortexovani, byl cely
obsah mikrozkumavky kvantitativné pifeveden do kolonky s filtrem a centrifugovan
pii 8000 otackach RPM po dobu jedné minuty. Poté byla ¢ast kolonky s filtrem
piendana do nové piipravenych rezervoarti. Do kolonky bylo ptfipipetovano 500 ul
promyvaciho bufru AW1 a centrifugovano pii 8 000 otdckach RPM rovnéz jednu
minutu. Poté byla kolonka s filtrem pfemisténa do dal§iho rezervoaru a tentokrat bylo
ptipipetovano 500 pl bufru AW2. Nasledné doslo k dalsi centrifugaci tentokrat pfi
14 000 otackach RPM po dobu tfi minut. Poté byla kolonka s filtrem opatrné
pfimisténa do sterilni mikrozkumavky a na radu skolitele bylo ptipipetovano 75 pl
eluéniho bufru AE a centrifugovano pii 8 000 otackach jednu minutu. Aby bylo
docileno maximalni vytéznosti DNA, byl cely proces zopakovan. Timto postupem
bylo ziskano 150 pul DNA rozpusténé v bufru AE, kterd byla pfipravena k dalSimu
pouZiti.
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4.3.2. PCR

PCR byla provedena za pouziti nasledujich primerd: COI - Ron F (GGA TCA
CCT GAT ATA GCA TTC CC) a Hobbes R (AAA TGT TGN GGR AAA AAT
GTT A) (Monteiro & Pierce 2001); COII - 1eCOIll_2792fw (ATA CCT CGA CGT
TAT TCA GA) a 1eCOI1_3812rv (CAT TAG AAG TAATTG CTA ATT TAC TA)
(Brower 1994); ND1 - ND1 fw (TTC AAA CCG GTG TAA GCC AGG) a ND1 rv
(AAG CAT TTG TTT TGA AAA CTT AAG) (Nylin et al. 2001). Jako reakéni
prostiedi byla pouzita smés PCR H,O a PPP Mastermix (Top-Bio). Na jednu reakci
bylo pouzito 12,5 pul PPP Mastermix, 9,5 ul H2O, 1 pl reverse primeru, 1 pl forward
primeru a 1 pl DNA. Vznikla smés o objemu 25 pl byla smichana ve
specialnich PCR stripech, promichéna a stocena na stolni centrifuze. Poté byly stripy
s PCR reakéni smési umistény do XP cycleru (Bioer), ve kterém byl spustén program

pro multiplikaci genu.

PCR program: 2 minuty, pocatecni denaturace pii 94°C, nasledné 40 cykli
sttidani 94°C (1 min), 51,5°C (1 min) a 72°C (1 min), po dokonéeni multiplika¢niho
cyklu doslo k finalni elongaci pii 72°C po dobu 10 min a schlazeni na 4°C. Vysledny
PCR produkt byl zkontrolovan pomoci agarézové gelové elektroforézy. Purifikace a
nasledna sekvenace DNA byla provedena komer¢ni firmou Macrogen, Inc. (Soul,

Jizni Korea).

Testovali jsme také tfi jaderné markery (EFalpha, ITS1, ITS2), vSechny vSak

byly vytazeny kvili praktick nulové informativni variabilité.

4.3.3. Fylogenetické a populacné-genetické analyzy

Sekvence byly zkontrolovany, ofezdny a byl vytvofen alignment (ClustalW
alignment s defaultnim nastavenim) v programu Geneious. Alignmenty byly
exportovany do formatu nexus. Samostatné analyzy byly provedeny pro konkatenat
vSech tii genil, pro kazdy gen samostatné (z diivodu nekompletniho pokryti sekvenci
vSech genll u vSech analyzovanych jedincll) a pro konkatenat COI a COII (protoze
pokryti téchto dvou genl bylo zdaleka nejvySsi). Sekvence budou uloZeny do

databaze GenBank béhem préce na finalni publikaci.

29



Rekonstrukce fylogenetickych stromid byly provedeny bayesovskym
ptistupem za pouziti programu MrBayes (Ronquist et al. 2012). B¢h analyzy byl
nastaven na 5 milioni generaci za pouziti modelu pfedem navrzeného programem
JjModeltest (Darriba et al. 2012). Vysledny strom byl ziskan tvorbou konsenzu
S vyfezenim prvnich 25 % vzorkovanych stromti bayesovské analyzy. Podpory pro
jednotlivé uzly stromu byly ziskdny ve form¢ bayesovské posteriorni probability

béhem tvorby konsenzu.

Pro rekonstrukci haplotypovych siti byly alignmenty uloZeny ve formatu
fasta, haplotypy byly identifikovany v programu DnaSP (Librado et Rozas 2009).
Haplotypové sité byly rekonstruovany v programu Arlequin (Excoffier et Lischer
2010) pomoci maximalni parsimonie. Sit¢ byly vizualizovany v programu HapStar
(Teacher et Griffiths 2011) a upraveny v CorelDraw X6 (Corel Corporation 2012).
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5. VYSLEDKY

Celkem bylo osekvenovano 809 bp usek COI (141 jedincti), 869 bp usek COIL
(78 jedinct) a 753 bp usek ND1 (65 jedinct). Variabilita ve studovanych genech

byla relativné nizka.

Kladogram zaloZeny na konkatenatu vSech gend (56 jedinct) odlisil nékteré
studované populace, ale nevytesil vztahy mezi nimi (Obr. 3). Haplotypové sité
rozdé€lily vzorky do Sesti populaci, které zhruba odpovidaji podpofenym skupinam
fylogenetickymi stromy (Obr. 4,5,6,7). Vétsina téchto populaci odpovida geografii
studované oblasti: 1. Mt. Cameroon, 2. Nkogam I, 3. Nkogam II, 4. Bakossi-Kupe-
Manengouba-Bani, 5. Mbam, 6. VSechny ostatni lokality (tj. Bamenda-Banso Mts.,
Acha Tugi, Mbam, Ngel Nyaki, Gotel Mts.). Zajimavou vyjimkou je lokalita Tchabal
Mbabo s jednim haplotypem ze skupiny 6, coz odpovida i geografii, a jednim ze

skupiny 4, z niz jsou vSechny ostatni haplotypy ve velmi vzdalené oblasti.
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Obr. 3: Kladogram, haplotypova sit’ a mapa znazornujici distribuci Sesti
barevné odliSenych haplotypovych skupin rekonstruovanych na zakladé
konkatenatu analyz genii COI, COII a ND1 u druho B. anisops v ramci pohoii
Guinejského zalivu. Na kladogramu je znazornen vztah mezi jednotlivymi
haplotypy a lokalitami, rozdélené pro lepsi ptehlednost barevné. Kladogram
rozdéluje haplotypy do Sesti skupin (Cisla u jednotlivych vétvi kladogramu
znazornuji statistickou prikaznost). Haplotypova sit’ naznacuje pfitomnost stejnych
Sesti haplotypovych skupin, zndzornénych velkymi elipsami, nicméné s rozdilnymi
vzajemnymi vztahy oproti kladogramu. Cisla u haplotypové sité znizoriji nazvy
jednotlivych haplotypti a sit’ Gar piedstavuje vztahy mezi nimi (Cerné body mezi
jednotlivymi haplotypy znazoruji pocet samostatnych mutci, které prob&hly v ramci
diferenciace ptislusnych haplotyptl). Na mapé jsou znazornény lokality S pomérnym
zastoupenim jednotlivych haplotypt.
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Samostatné analyzy jednotlivych gent vyrazné dopliuji analyzy konkatenatu
0 vzorky, u nichz se nepovedlo osekvenovat vSechny tfi geny. Tim se jednak zvysil
pocet lokalit zastoupenych v analyzach o Dom Forest a Hosséré Enla Fabo, jednak se
zvysil pocet vzorkli v nékterych zajimavych nebo problematickych lokalitach.
Fylogenetické analyza vyfeSily vztahy s dostate¢nou podporou pouze u COIl
(Obr. 5), tam je vSak pomérné jasné vidét, Ze populace z Mt. Cameroonu nelezi na
bazi kladogramu, jak by naznaCovala nepodpoiend topografie kladogramu
z konkatenatu vSech tfech genti. Jednotlivé skupiny podpotfené fylogenetickymi
analyzami 1 detekovatelné v haplotypovych sitich u COI (Obr. 4) 1 COII (Obr. 5)
pomérné dobfe odpovidaji i vysledkim analyz konkatenatu. Skupiny vymezené
haplotypy genu COII (Obr. 5) jsou témét identické se skupinami z konkatenatu tfech
genll, lokality Hosséré Enla Fabo a Dom Forest mély haplotypy spadajici do
centralni skupiny haplotypd. Navic jsou jasnéj$i vazby populaci z Mt. Cameroonu
k populacim na Mt. Kupé a Nkogam Massif. Analyzy COI ukazuji vyrazné oddéleni
vzorki z Hosséré Enla Fabo. Populace z Dom Forest mé haplotypy pattici do hlavni
skupiny haplotypt (tentokrat i véetné vzork z Mt. Manengouby, Mt. Kupe, Bakossi
Mts. a Mt. Bani) a do skupiny haplotypi z Mbam Massif a Mbiame. Jeden
Z haplotyptit z Mt. Cameroonu se vyskytuje 1 na Mt. Kupe. Opét se potvrdila
vyraznéjsi odlisnost haplotypti z Nkogam Massif, odli$na je i ¢ast haplotypu z Gotel
Mts. Gen NDI1 ukazal velmi nizkou variabilitu, kterd byla dostacujici pouze na
odliSeni populace z Mt. Cameroonu od ostatnich vzorka (Obr. 7). I diky tomu je
vyznamna analyza konkatenatu genit COI a COII (Obr. 6). Ta sice opét fadi vzorky
z Mt. Cameroonu na bazi kladogramu, ovSem s vyrazné niz§i podporou nez
samostatna analyza COI. Vztahy mezi haplotypy v ramci centralni ¢asti pohofti se po
pfidani vzorkl, u nichZ nebyly ziskdny sekvence ND1 zkomplikovaly a jiz nelze
S jistotou mluvit o jasné odliSitelnych skupinach z Mbam a Mbiame a z centralni,
zapadni a severni ¢asti pohofti, stale je vSak pomérné dobie vidét vzajemna blizka
ptibuznost populaci z Mbam Massif a Mbiame. Dobie podpofené jsou vSak dalsi
skupiny z Hosséré Enla Fabo, Nkogam Massif, Mt. Cameroon a nékolika haplotypt
z Bakossi Mts., Mt. Kupe, Mt. Manengouba a Mt. Bani.
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Obr. 4: Kladogram, haplotypova sit’ a mapa znazoriujici distribuci osmi
barevné odliSenych haplotypovych skupin rekonstruovanych na zakladé
analyzy genu COI u druho B. anisops v ramci poho¥i Guinejského zalivu. Na
kladogramu je znazoriien vztah mezi jednotlivymi haplotypy a lokalitami, rozdélené
pro lepsi piehlednost barevné. Kladogram rozdéluje haplotypy do osmi skupin (¢isla
u jednotlivych vétvi kladogramu znéazorfji statistickou pritkaznost). Haplotypova
sit naznaCuje pfitomnost stejnych osmi haplotypovych skupin, znazornénych
velkymi elipsami, nicméné s rozdilnymi vzajemnymi vztahy oproti kladogramu.
Cisla u haplotypové sité znizoriuji nazvy jednotlivych haplotypti a sit &ar
predstavuje vztahy mezi nimi (Cerné body mezi jednotlivymi haplotypy znazoriiuji
pocet samostatnych mutci, které probehly vramci diferenciace pfislusnych
haplotypll). Na mapé jsou =zndzornény lokality s pomérnym zastoupenim
jednotlivych haplotypt.
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Obr. 5: Kladogram, haplotypova sit® a mapa znazornujici distribuci ¢tyr
barevné odliSenych haplotypovych skupin rekonstruovanych na zakladé
analyzy genu COIIl u druho B. anisops v ramci pohoii Guinejského zalivu. Na
kladogramu je znazorfien vztah mezi jednotlivymi haplotypy a lokalitami, rozdélené
pro lepsi piehlednost barevné. Kladogram rozdéluje haplotypy do ¢ty skupin (Eisla
u jednotlivych vétvi kladogramu znazornuji statistickou priikaznost). Haplotypova
sit naznaCuje ptfitomnost stejnych osmi haplotypovych skupin, znazornénych
velkymi elipsami. Cisla u haplotypové sité znazoriuji nazvy jednotlivych haplotypt
a sit’ &ar predstavuje vztahy mezi nimi (Cerné body mezi jednotlivymi haplotypy
zndzoriiuji pocet samostatnych mutci, které probéhly vramci diferenciace
ptislusnych haplotypt). Na mapé€ jsou znadzornény lokality s pomérnym zastoupenim
jednotlivych haplotypt.
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Obr. 6: Kladogram, haplotypova sit’ a mapa znazoriujici distribuci sedmi
barevné odliSenych haplotypovych skupin rekonstruovanych na zakladé
konkatenatu analyz geni COI a COIl u druho B. anisops v ramci pohoii
Guinejského zalivu. Na kladogramu je znazorfien vztah mezi jednotlivymi
haplotypy a lokalitami, rozd€lené¢ pro lepsi prehlednost barevné. Kladogram
rozd€luje haplotypy do sedmi skupin (Cisla u jednotlivych vétvi kladogramu
znazornuji statistickou prikaznost). Haplotypova sit’ naznacuje pritomnost stejnych
sedmi haplotypovych skupin, znazornénych velkymi elipsami, nicméné s rozdilnymi
vzajemnymi vztahy oproti kladogramu. Cisla u haplotypové sité znazoriuji nazvy
jednotlivych haplotypt a sit' ¢ar predstavuje vztahy mezi nimi (Cerné body mezi
jednotlivymi haplotypy znazorfuji pocet samostatnych mutci, které probéhly v ramci
diferenciace ptislusnych haplotypil). Na mapé€ jsou znazornény lokality s pomérnym

zastoupenim jednotlivych haplotypt.
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Obr. 7: Kladogram, haplotypova sit’ a mapa znazoriujici distribuci dvou
barevné odliSenych haplotypovych skupin rekonstruovanych na zakladé
konkatenatu analyz gent COI, COIl a ND1 u druho B. anisops vV ramci pohofi
Guinejského zalivu. Na kladogramu je znazorfien vztah mezi haplotypy a
lokalitami, rozdélené pro lepsi prehlednost barevné. Kladogram rozdé¢luje haplotypy
do dvou skupin (¢isla u jednotlivych vétvi kladogramu znazornuji statistickou
prukaznost). Haplotypova sit’ naznacuje pfitomnost stejnych dvou haplotypovych
skupin, zndzornénych velkymi elipsami. Cisla u haplotypové sit& znazorfiuji nazvy
jednotlivych haplotypti a sit’ ar piedstavuje vztahy mezi nimi (Cerny bod mezi
jednotlivymi haplotypy znazorfiuje samostatnou mutci, které prob&hla Vv ramci
diferenciace pfisluSnych haplotypil). Na mapé€ jsou znazornény lokality se

zobrazenim barevného odlisenti vyskytu jednotlivych haplotypti.
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6. DISKUSE

Variabilita ve studovanych genech byla relativné nizka, signal v jednotlivych
genech vSak prakticky nebyl ve vzajemném rozporu, takze je i piesto mozné rozlisit
dvé relativné rozsitené skupiny haplotypti: 1/ ,centralni populace™ zahrnujici
Bamenda-Banso Mts. (zejm. Bamenda, Oku, Dom, Tabenken), Acha-Tugi, Obudu
Plateau, Ngel Nyaki, Gotel Mts a Tchabal Mbabo; a 2/ ,,jizni populace* vyskytujici
se v Bakossi Mts., Mt. Kupe, Mt. Manengouba a Mt. Bani; a nékolik dal$ich dobte
odlisitelnych skupin haplotypi v okrajovych ¢astech arealu: 3/ Mt. Cameroon;
4/ Nkogam I; 5/ Nkogam II; 6/ Mbam a Mbiame; a 7/ Hosséré Enla Fabo (Obr. 3-7).
Bohuzel neni zatim moZné dostatecné spolehlivé rekonstruovat i vztahy mezi

jednotlivymi skupinami.

6.1. Fylogeografie a historie populaci

Nejvice geneticky odlisnd se zda byt populace na Mt. Cameroonu, kterd ma
relativné odlisné haplotypy u vSech tiech zkoumanych genti véetné malo variabilniho
ND1 (Obr. 6). Jeden z haplotypi COII zjistény na Mt. Cameroonu je sdileny
S populaci na Mt. Kupe, coz svéd¢i o piibuznosti populaci bud’ recentnim kontaktem,

nebo kolonizaci z jedné lokality do druhé.

Pfestoze vztahy mezi jednotlivymi skupinami haplotypi nejsou dostate¢né
rozieSeny pouzitymi analyzami, nabizi se dvé hypotézy vztahli mezi populaci na

Mt. Cameroonu a zbytkem arealu:

1/ B. anisops kolonizoval z populaci na Mt. Cameroonu zbytek oblasti, kde

doslo pozdé;ji k radiaci populaci.

2/ B. anisops kolonizoval z n€které z populaci ve zbytku arealu Mt. Cameroon,
kde doslo pisobenim kombinace silného bottleneck efektu a pisobenim odliSnych

environmentalnich faktora k alopatrické divergenci.

Pro prvni hypotézu sice svéd¢i, ze podle fylogenetickych rekonstrukci
z konkatenatu vSech tfech gentl, z konkatenatu COI a COII a ze samostatné analyzy
COI se zda, Ze populace na Mt. Cameroon je bazalni. V Zadné z téchto analyz vSak

nebyly vztahy mezi hlavnimi uzly dostate¢né spolehlivé podpofeny a muze jit
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0 artefakt. Mt. Cameroon je navic zdaleka nejmladsi ze studovanych lokalit (1 milion
let; Déruelle et al. 2007). Pro druhou hypotézu navic svéd¢i, ze jedina analyza
s dostatetné¢  podpofenymi  hlavnimi uzly (tj. COII) ukazala populace
z Mt. Cameroonu jako pomérné odvozené. Relativné mald velikost vhodného
biotopu, ¢asto zmensovana vulkanickou ¢innosti (Njome 2009), také svéd¢i spise pro

druhotnou divergenci.

Relativné podobnou miru izolace lze vysledovat i u popualci v Hosséré Enla
Fabo a v Nkogam Massif (Obr. 3). V obou pfipadech jde o relativné dobie izolované
lokality. Ob¢ se nachazeji na samé hranici roz§ifeni druhu, navic jsou jiz v oblastech
savan s vyrazné su$Sim klimatem. Zejména v Hosséré Enla Fabo je B. anisops

extrémné vzacny, odchytit se podatilo pouhé dva jedince (Tropek, pers. com.).

6.2. Porovnani vysledki s jinymi fylogeografickymi studiemi

Po porovnani vysledki ztéto prace s autory, =zabyvajicimi se
fylogeografickymi studiemi zapadoafrickych hor, jsou zde patrné nékteré shody,

ovsem 1 rozpory.

Smith et al. (2000) se zabyvali srovnanim fylogeografické struktury dvou
ptacich druhd (A. tephrolaemus a N. oritis) endemickych na pohofi Guinejského
zalivu. Podle jejich zavéri jsou populace téchto druht separované do tii
biogeografickych oblasti: 1. ostrov Bioko 2. Mt. Cameroon 3. zbylé lokality
(Mt. Kupe, Bakossi Mts., Mt. Oku, Tchabal Mbabo). V tomto piipadé¢ se mnou
zjisténé vysledky shoduji v tom, Ze Mt. Cameroon je oblasti s unikatnimi populacemi
ptakti 1 motyli. Oproti vysledkim citované studie vSak analyza motylt prokazala
mnohem lepsi rozliSovaci schopnost mezi populacemi ve zbytku aredlu. Zatimco
u ptakti nebyly jednotlivé populace v ramci severnéjsich lokalit rozdilné, na zakladé
mitochondrialnich genti se populace B. anisops ze stejnych lokalit rozdélily do dvou
dobfe podpoifenych c¢asti (v tomto ptipadé Mt. Kupe a Bakossi Mts.; Mt. Oku a
Tabenken). Vysvétluji si to tim, ze ptaci jsou oproti ostatnim skupindm zivocichti
mnohem mobilnéjsi a jejich migrace pres bariéry mezi jednotlivymi lokalitami je

pravdépodobnéjsi nez u relativné malo mobilniho B. anisops.
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Zimkus (2009) a Zimkus et Gvozdik (2013) ve svych studiich tykajicich se Zab
rodu Phrynobatrachus odhalili velky vyznam Mt. Manengouba a Bamenda-Banso
Highlands, pticemz nejdulezitéj$im centrem biodiverzity horskych obojzivelniki je
Vv ramci celého pohoti Guinejského zalivu Mt. Oku s jezerem Oku, ktreré predstavuji
jediny znamy aredl vyskytu hned nékolika endemickych druhii obojzivelnikl
(P. chukuchuku, P. njiomock, Xenopus longipes a Wolterstorffina chirioi). Kromé
téchto druhti se na Mt. Oku vyskytuje geneticky unikatni populace P. steindachneri.
Vyznam lokality Mt. Manengouba je zase podminén pfitomnosti endemického druhu
P. manengoubaensis. V piipadé mnou studovaného motyla B. anisops nebyly
populace zadné z téchto lokalit odlisné od okolnich populaci. Na druhou stranu je
u okace jasn¢ viditelnd odlisnost dvou skupin populaci (,,centralni populace a
,J1Zni* populace), do kterych kazda ze zminovanych lokalit patii. I pfes relativné
nizkou mobilitu B. anisops je disperzabilita tohoto motyla o¢ividné vyssi nez u Zab,
coZ zpusobuje i praktickou nemoznost alopatrické divergence na tak malé Skale, jaka

byla zjisténa u Zab rodu Phrynobatrachus.

Missoup et al. (2012) otestovali fylogenetickou ptibuznost tii druhd drobnych
hlodavcii rodu Praomys, endemickych pro horské oblasti Guinejského zalivu.
Z areali jejich rozsiteni vyplyvaji tfi nejdilezitéjsi oblasti 1. Mt. Cameroon a Bioko
(P. morio) 2. Mt. Oku, Mt. Manengouba, Bamboutos Mts., Mt. Lefo a Bambilli
(P. hartwigi) a 3. Mambilla Plateau a Gotel Mts. (P. obscurus). Vyjime¢nost
populaci z Mt. Cameroonu je opét spole¢na pro drobné savce i motyly. Hranice
areali vyskytu fylogeneticky odlisnych populaci P. hartwigi a P. obscurus je ovsem
oproti hranici arealu dvou hlavnich skupin populaci B. anisops, zasazena vyrazné
severnéji. Je tedy mozné, ze bariéry mezi populacemi v centralni ¢asti pohoti, které
jsou neprostupné pro motyly, nepiedstavuji takovy problém pro migraci drobnych
savcl, nebo Ze byla historie populaci drobnych savcl ovlivnéna jinymi tlaky nez

populaci B. anisops.

6.3. Aplikovatelnost vysledki pro ochranu pfirody

Zname-li vnitrodruhové vztahy a miru izolovanosti jednotlivych populaci,
miZzeme ochranafské snahy zaméfit na nejcennéjSi oblasti z hlediska genetické
variability druhu (Smith et al. 2000; Tropek et Konvicka 2009; Zimkus 2009).
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V piipad¢ této studie je mozné z 18 zkoumanych lokalit vybrat takové, které
reflektuji maximalni §ifi genetické variability B. anisops a jsou proto z hlediska
ochrany tohoto druhu nejvyznamnéj$i. ZjiSténo bylo sedm geneticky unikétnich
skupin haplotypt, pti¢emz pét predstavuji populace vazané na jednu az dvé lokality a
to 1. Mt. Cameroon, 2. Nkogam I, 3. Nkogam II, 4. Mbam Massif/Mbiame a
5. Hosséré Enla Fabo. Za predpokladu, ze B. anisops je modelovym druhem pro
endemické motyly (nebo i dalsi skupiny), mé¢l by byt témto lokalitdm proto vénovan
prioritni zajem ochrany piirody. Z téchto lokalit je pouze Mt. Cameroon narodnim
parkem a Mbiame oficidlnim komunitnim lesem, na ostatnich lokalitich neni
Vv soucasnosti zadna ochrana ani planovana (www.wri.org), coz je z hlediska ochrany
tohoto druhu nezadouci a bylo by tieba rozsifit plan izemni ochrany ptirody i na

lokality Nkogam, Mbam Massif, Mbiame a Hosséré Enla Fabo.

Dalsi dvé skupiny haplotypt jsou distribuovany na vétSim poctu lokalit,
predstavuji vSak vetsi ¢ast genetické diverzity celého druhu. V rdmeci téchto vétSich
skupin miizeme vybrat takové lokality, které maji vyraznéjsi genetickou variabilitu.
Takovymi oblastmi jsou vramci skupiny 5. Mt. Manengouba a Mt. Kupe a
6. Mbiame, Obudu a nékterd ze tfi potencidlné geneticky stejné¢ vyznamnych lokalit
Acha Tugi, Mt. Oku a Tabenken. Na lokalitich Mt. Manengouba, Mt. Kupe a
Bakossi jsou ziizeny rezervace (Www.wri.org). Vsechny tyto tii lokality ovSen
predstavuji stejnou haplotypovou skupinu a stavajici sit' rezervaci tudiz opét

neodpovida potfebam ochrany B. anisops.

Aby bylo mozné rozhodnout, ktera z lokalit Acha Tugi, Mt. Oku a Tabenken je
ochranaisky vyznaméjsi, je mozné vysledky z této prace konfrontovat s ostatnimi
autory, ktefi provadéli podobny vyzkum u jinych taxont. Naptiklad Zimkus (2009)
odhaluje jako nejvyznaméjsi lokalitu z hlediska vyskytu endemickych obojzivelnikt
Mt. Oku. Ztohoto divodu je mozné tuto lokalitu upiednostnit pro ochranu

B. anisops na ukor Acha Tugi a Tabenken.
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7. ZAVER

Celkem bylo osekvenovano 809 bp tsek COI (141 jedinct), 869 bp usek
COIl (78 jedinct) a 753 bp usek NDI1 (65 jedincli). Variabilita ve

studovanych genech byla relativné nizka.

Fylogenetické analyzy odlisily 7 unikatnich skupin haplotypii, ale dostatecné
nevyreSily vztahy mezi nimi, coZ bohuzel zamezuje vérohodnym
konfrontacim s geologickym vyvojem oblasti. Skupiny popsané v této praci
se s ostatnimi taxony shoduji ve vyznamu lokality Mt. Cameroon, ovSem
nenachazeji prisecik s jinymi taxony u unikatnich linii na Nkogam a Mbam

Massif.

Z hlediska ochrany B. anisops v maximalni §ifi jeho genetické variability jsou
nejvyznameéjSimi oblastmi vyskytu Mt. Cameroon, Nkogam, Mbam Massif,
Manengouba, Mt. Kupe, Mbiame, Obudu a Mt. Oku. Dalsi oblast potencialné
vyznamna pro ochranu druhu je Hosséré Enla Fabo, pro kterou ovSem nebyl

ziskan dostatek studovaného materialu.
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