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Abstrakt

Z 23 evropskych a severoamerickych kmenti druhového komplexu Euastrum humerosum/didelta
(Desmidiales) jsme ziskali 3 evolu¢ni linie v molekuldrnim markeru trnG*™ intronu (druhého typu).
U SSU intronu jsme neziskali signifikantni a jednotné vysledky. Je pravdépodobné, ze jsou linie
velice mladé. Linie byly signifikantné odliSné svym tvarem a rozméry. Pouzili jsme geometrickou
morfometriku a méfeni rozmért délky a Sitky semicely, isthmu a jejich pomérii. V nékterych
kmenech byla vysokd morfologickd variabilita. Rlzné morfy v sebe piechazely a liSily se ve
vroubkovani bazalniho laloku. Linie se liSily pfedevSim svymi rozméry a tvarové variabilnimi
polarnimi laloky, v€etné krku. SEM odhalila jeden centralni por, oproti E. didelta var. bengalicum,

ktery je v literatuie uvadeén s pory dvéma.

Klicova slova: krasivky, druhy, skryta diverzita, molekuldrni fylogenetika, geometricka

morfometrika, Euastrum, skenovaci elektronova mikroskopie

Abstract:

From 23 European and North American strains Euastrum humerosum/didelta species complex
(Desmidiales) we have obtained 3 lineages in molecular marker trnG™ group II intron. We did not
acquire significant and homogenous results in SSU intron. It is probable that the lineages are very
young. The lineages were significantly different in their shape and dimensions. We used the
geometric morphometrics with the measuring of the lengths and breath of the semicells, isthmus
and their ratios. The lineages differentiated in their dimensions and shape variable polar lobes and
neck. SEM revealed the one central pore in cell wall on the contrary, with variant E. didelta var.

bengalicum, which has two pores according the literature records.

Key words: desmids, species, hidden diversity, molecular phylogenetics, geometric

morphometrics, Euastrum, scanning electron microscopy



Seznam pouzitych zkratek

18S RNA - viz SSU

5,8S rRNA — viz LSU

A - adenin

ACOI - Coimbra Collection of Algae

C - cytosin

C. - Cosmarium

cox III — carboxy oxygenase III, sou¢ast dychaciho feté¢zce v mitochondridlni membrané
CVA — Canonical Variation Analysis

dd voda — destilovana voda

DNA - deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

dNTP — deoxynucleoside triphosphate, deoxynukleosid trifosfat

Ds — dé¢lka semicely

DY IV — jméno média, ptivodné pro Dinobryon sertularia (Lehman, 1976)
E. - Euastrum

EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid, ethylenndiamintetraoctova kyselina
fa — forma

Fig. - figure, obrazek

G - guanin

GM — Geometric Morphometrics, geometrickd morfometrika

GM + M — geometricka morfometrika s méfenim, véetné pomeri

GM + poméry — geometrickd morfometrika, pouze s pomery

GPA — Generalized Procrustes Analysis

HEPES - 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid

HKY - Hasegawa-Kishino-Yano substitu¢ni model

I — isthmus

Ipl — Isthmus poléarniho laloku, Sitka krku

JC — Jukes-Cantor substitu¢ni model

JC+G Jukes-Cantor substituéni model s gamma parametrem

JK — jackknife, LDA pii vynechéni jednoho jedince (Hammer, 2018)

K - Kanada

LDA — Linear Discriminant Analysis, linearni diskrimina¢ni analyza



LM - light microsopy, svételna mikroskopie

LSU — Large SubUnit, rtDNA

M. - Micrasterias

MCMC metoda - Markov chain Monte Carlo metoda

ML — maximum likelihood, maximalni pravdépodobnost

MP — maximum parsimony, maximalni parsimonie

N — Norsko

Obr. - obrazek

Obr. tab. - obrazova tabule

p — hodnota, hodnota signifikance

P — Portugalsko

p. - page, stranka

palec — 1 palec je 2,54 cm

PCA — Principal Component Analysis, analyza hlavnich komponent

PCR (Polymerase Chain Reaction),

Pl — polarni lalok

Pl. - plate, planche, obrazova tabule

r — Pearsontiv korelac¢ni koeficient

rbcL - large subunit of the ribulose-bisphosphate carboxylase gene, gen pro velkou podjednotku
ribulosa - 1,5 - bisfosfat karboxylazy/oxygenazy, zkracené¢ RuBisCO
rDNA — ribosomalni DNA

rpm- revolutions per minute, ot/min, vedlejsi jednotka soustavy SI pro frekvenci
S — Svédsko

s. - stranka

SEM — Scanning Electron Microscopy, skenovaci elektronova mikroskopie
Ss — Sitka semicely

SSU — Small SubUnit, rDNA

T — thymin

Tab. - Table, tabule

tab. - tabulka

TAE puft, smés tris(hydroxymethyl)aminomethanu, kyseliny octové EDTA
Taf. - tafel, obrazova tabule

TEM - Transmission electron microscopy, transmisni elektronova mikroskopie



trnG intron — trnG*™* group II intron, intron druhé skupiny plastidového genu kédujici transferovou
RNA-Gly (trnG™* intron), neboli RNA nesouci glycin pii proteosyntéze

V. - verze

var.-varieta,

X. - Xanthidium
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1.Uvod

Znalost protistnich druhii je klicova napt. pro zjisténi diverzity a nésledné pro ekologické
hodnoceni nebo zjisténi rozSifeni organismi; a proto druhy potfebujeme mit dobie vymezené
(Weisse, 2008). Druhy jsou urCovany piedevS§im na zdkladé morfologie, ale molekularné
fylogenetické metody odhalily béhem poslednich tii desetileti, Ze protistni druhy jsou ¢asto umélé.

U protistnich organismd, je obtizné druhy vymezit, protoze kromé své mikroskopické velikosti,
byvaji tvarové variabilni a Casto maji synonymni pojmenovani. Hranice mezi druhy protist se ¢asto
ptekryvaji. Zaménujici se druhy se seskupuji do komplexi. Jejich zkouméanim se naSly napft.
u rozsivek (Trobajo et al., 2009; Poulickova et al., 2010) nebo krasivek (pseudo-)kryptické druhy
(Neustupa et al., 2010, 2011b; Nemjova et al., 2011, Skaloud et al., 2012a, St’astn}'/ et al., 2013).

Krasivky jsou dtlezitymi bioindikatory. Pii Spatném urCeni do druhu, jsou jiné ekologické
vysledky, a pro ochranu to mize mit zdsadni dopad, napf. na raselinisté, ve kterych krasivky cCasto
ziji. Krasivky jsou vysoce variabilni, tzn. morfologicky plastické (Kouwets, 1984, 2008). Hranice
mezi druhy krasivek byly Casto nejasné a dochézelo k jejich Casté zaméné (Ruzicka, 1981). Proto
jsme se zaméfili na jejich infraspecifickou variabilitu. Vybrali jsme si druhovy komplex Euastrum
humerosum/didelta, béZné se vyskytujici v Evropé€. Zjistovali jsme u néj molekuldrni diverzitu v
trnG"* intronu (zkracené trnG intron, trnG) a SSU intronu, morfologické rozpoznani linii svételnou
a skenovaci elektronovou mikroskopii vcetné kvantitativniho vyhodnoceni tvaru a rozméri
(geometrickou morfometrikou a métenim). Vysledny algoritmus, z linearni diskriminacni analyzy
(LDA) kvantitativnich dat, jsme zkusili pouzit v praxi pro rozpoznéni krasivek z literatury, a do jaké
vyvojové linie mohou teoreticky pattit. Jak uz bylo uvedeno vySe, pro znalost diverzity je tfeba

veédét, co jsou druhy a jak se mohou vymezovat.

1.2 Druhy a druhovy koncept

Druhy jsou zékladni jednotkou pro urceni diverzity organismi. Pouze s dobie definovanymi
druhy je mozné spravné poznani jejich biogeografie, ekologie celého spolecenstva nebo pochopeni
evoluce zivota. Druhovy koncept je napt. morfologicky, biologicky, fylogeneticky, ekologicky atd.
(Manhart & McCourt, 1992; De Queiroz, 2007).

Nejcastéji se vpraxi vyuzivd koncept morfologicky u makroskopickych organismi.
U mikroskopickych druhti je tfeba dalSich metod. Morfologicky definovany rod Chlorella, byl
po zkoumani molekularnimi, biochemickymi, a dal§imi metodami, rozdélen dokonce do dvou tfid -

Trebouxiophyceae a Chlorophyceae (Chlorophyta; Huss et al., 1999).
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U fady dalSich organismtl, véetn¢ makroskopickych, byla odhalena (pseudo-)kryptické diverzita
(napt. Sdez & Lozano, 2005; Kraft et al., 2010; John et al., 2014). Kryptické druhy se lisi geneticky
a zéaroven jsou morfologicky totozné. Pseudokryptické druhy maji drobné, morfologické rozdily,
které jsou pozorovatelné pouze dikladnym zkoumanim ultrastruktury (SEM, TEM) nebo
statistickou analyzou tvaru (geometrickou morfometrikou; Zelditch, 2004; Mann & Evans, 2007).
Pro odhaleni skryté diverzity se Casto vyuziva polyfazického pfistupu, ktery ke spravnému urceni
mezidruhové hranice vyuziva informace ziskané na zaklad¢ vice tradi¢nich pfistupti. Typicky
zohlednuje fylogeneticky a morfologicky pfistup, asto s vyuzitim informaci z ultrastruktury buiiky
a modern¢ i z geometricko-morfometrickych dat.

Fylogeneticky koncept pouzivd molekularni markery z rGznych ¢ésti bunky, pfedevsim z jadra
nebo organel (mitochondrie nebo chloroplastu). Nejcastéji pouzivané markery pro krasivky jsou
rbcL z plastidu, SSU z jadra, nebo cox III z mitochondrie (Hiesel et al., 1994; Gontcharov &
Melkonian, 2008; Stastny et al., 2013). Pro infraspecifickou specifitu je vhodné vybrat rychle se
meénici markery, nejlépe s ojedinélym vyskytem, jako jsou napf. introny pro tRNA z plastidu.
Molekularni marker trnG intron ma unikatni vyskyt v plastidu fas (Turmel et al., 2005). Dalsi rychle
mutujici marker je ITS, ale jako rDNA (spolu s SSU, nebo LSU) ma n¢kolik tisic kopii a v ptipade,
ze nedoslo k homogenizaci tsekl (concerted evolution), je tieba jej klonovat (Hillis & Dixon, 1991;
Liao, 1999; Hall et al., 2008).

Morfologicky koncept se zaméfuje na znaky, které organismy urcuji do taxonomickych jednotek
podle tzv. klict. Pfi zkoumani ultrastruktury se zkoumaji vzorky pod elektronovym mikroskopem
(SEM, nebo TEM). Specifickou metodou je zkoumani tvaru geometrickou morfometrikou.

Geometrickd morfometrika porovnava umisténi homologickych bodl (landmark, viz obr. 1.1),
které maji stejné umisténi nebo totoznou evolu¢ni minulost. Dilezité je, aby byly oddélené,
rozpoznatelné a u vSech jedincii stejné¢ umisténé. Nasleduje standardizace velikosti, natoc¢eni ¢i
posunuti objektl ptes sebe superimpozici v Prokrustové analyze (Generalized Procrustes Analysis,
GPA). V grafickém vystupu — tfirozmérné deformované miiZce (thin plate spline) lze zobrazit
rozdily tvaru a rozhodnout ve kterych mistech se nejvic skupiny odlisuji. Rozhodne se tedy az
po analyze, které proménné zahrnout a které vynechat, na rozdil od klasické morfometrické
analyzy méfenych rozméri (kde se definuje proménna pied sbérem dat). Deformace muze byt
zpusobena vné¢jSimi nebo vnitinimi vlivy. Vnitini vlivy jsou dané genetikou, kdy buiika roste ¢i
starne nebo ma jiny evolucni zaklad a vné&jsi vlivy jsou tfeba environmentédlni podminky (Zelditch
et al., 2004; Vesela et al., 2009; Cerna & Neustupa, 2010).

Geometricko-morfometrické a kvantitativni metody pro hodnoceni biologickych tvari byly

nedavno pouzity pro morfologické analyzy variability v riznych skupinach mikroskopickych tas
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napft. u rozsivek (Beszteri et al., 2005, Potapova & Hamilton, 2007, Vesela et al., 2009; Poulickova
et al., 2010), u Supin Synurophyceae (Skaloud et al., 2012b) a u krasivek (Desmidiaceae, Neustupa
& gt’astny, 2006, Neustupa et al., 2010, 2011b, Nemjova et al., 2011).

Obr. 1.1. Umisténi (semi)landmarkt na okraji buniky (a; vpravo plna kolecka), umisténi semilandmarkt (b, prazdna

kolecka; z archivu autora).
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1.3 Krasivky

Krasivky (Desmidiales, Desmidiaceae) maji dvé semicely spojené isthmem, obsahujici jadro.
V kazdé semicele je alespont jeden chloroplast. Pro bliz§i pfedstavu viz obr. 1.2. (Coesel &
Meesters, 2007).

Krasivky patii mezi spajivé fasy (Zygnematophyceae), jedné z nejdiverzifikovangjSich skupin
streptofytnich zelenych fas (Gontcharov & Melkonian, 2005). RozmnoZuji se konjugaci a tvofi
trvald stddia — zygospory, které byly pozorovany predevSim u krasivek z vysychajicich habitath
(Coesel, 1989), ale nejcastéji se rozmnozuji nepohlavné (Starr, 1955; Brook, 1981).

Jejich vysoka morfologické plasticita vedla k popsani vice nez 4000 druhd, z toho jen 3000
druhii maji krasivky (Desmidiales, Desmidiaceae; Gontcharov et al., 2003; Gontcharov, 2008).
Podle novgjsich odhadii by krasivky mohly mit 9000 druht (Stastny & Kouwets, 2012). Krasivky

na ponofenych rostlinach v slab& kyselych raselinnych tinkach, sladkovodnich mokfadech nebo

jezerech (Coesel & Meesters, 2007). Proto byly pouzity vriznych  ekologickych a
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biomonitoringovych studiich. Jsou dalezitymi bioindikatory kvality vody (Coesel, 2001, 2003; Pals
et al., 2006; Krasznai et al., 2008; Neustupa et al., 2009, 2011a). Vé&rohodnost studii zavisi
na spolehlivosti  druhovych konceptd. Nicméné, tradicni taxonomie krasivek zalozena
na morfologickych znacich, byla neddavno zpochybnéna molekularnimi daty. Pojeti rodi
molekularnim vyzkumem se Upln¢ zménilo (McCourt et al., 2000; Gontcharov et al., 2003;
Gontcharov & Melkonian, 2005, 2008, 2010, 2011; Gontcharov, 2008; Hall et al., 2008; Skaloud et
al., 2011) a vétSina tradicnich druhové bohatych rodii se staly polyfyletické nebo parafyletické
(na zaklad¢ markerii plastidového rbeL a jaderného SSU; Gontcharov & Melkonian, 2005, 2008;
Gontcharov, 2008). Tradi¢ni koncepty rodl jsou nevyhovujici a pro druhovy koncept je potieba vice
dat. Jak je uvedeno vySe, doSlo kvili morfologické plasticité k popsani enormniho mnozstvi
poddruhovych taxonti a jejich platnost je stale nejasnd (Riizicka, 1977; Kouwets, 2008). Nekolik
studii zalozenych na ktizicich experimentech (Blackburn & Tyler, 1987, Denboh et al., 2001, 2003)
ukazaly Siroké pojeti n¢kterych druhovych konceptd krasivek a existenci pseudokryptické nebo
kryptické diverzity. TotéZ bylo potvrzeno nedavnymi studiemi zaloZenymi na molekularnich,
morfologickych a geometricko-morfometrickych metodach a odhalila se mikroevolu¢ni
diferenciace uvnitf nékolika druht kréasivek.

Studie zamétené na Micrasterias crux-melitensis/ M. radians (Neustupa et al., 2010) a
M. truncata (Nemjova et al., 2011) odhalily pseudokryptickou diverzitu uvniti tradi¢nich druht
krasivek. Studie na druhovy komplex M. rotata/ M. fimbriata (Neustupa et al., 2011b) odhalila
fylogenetickou homogenitu M. rotata, ale ukazala, ze evropské populace M. fimbriata patii do dvou
linii. Vyse zminéné studie ukazaly, ze zjisténé fylogenetické linie byly morfologicky dobie
identifikovatelné podrobnou mikroskopickou analyzou a geometrickou morfometrikou. V dalsi
studii zamétené na druhovy komplex Xanthidium cristatum/X. antilopaeum, bylo u X. cristatum
odhaleny tfi variety, které mizou byt samostatnymi druhy. Kromé¢ jedné vyjimky jsou X. cristatum a
X. antilopaeum monofyletické, tudiZ se zda rozliseni podle poétu trni relativné spolehlivé (Stastny

etal., 2013).

Obr. 1.2: Zaikladni morfologie krasivky z frontalniho ¥
pohledu, Za-zaskrceni (sinus), Zo-okraj zaSkrceni, Zv- f/’f- E.H““\\ o
vrchol zaSkrceni, Zu-zuzeni (isthmus), P- ptlbuilka 7o \"al
(semicela), V-vrchol (apex; upraveno podle Coesel & ""j:_:. Zu ._-.'_::- Za
Meesters 2007, s. 10, Fig.1). . '

9 -
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Euastrum Ehrenberg

Euastrum Ehrenberg obsahuje 637 popsanych druht, z toho 255 taxonomicky uznanych a
1307 infraspecifickych taxoni (Guiry & Guiry, 2018). Typovy druh je E. ansatum Ehrenberg ex
Ralfs (Hall et al., 2008; Guiry, 2013). Buiiky jsou biradiatni s hlubokym zaSkrcenim. Semicely jsou
pyramidalni a casto péti-lalo¢naté s jednim poladrnim, dvéma laterdlnimi a bazalnimi laloky.
Na vrcholu maji hluboky apikélni zafez (Ruzicka, 1981, Gerrath, 2003; John & Wiliamson, 2009).
Vétsinou se druhy identifikuji podle tvaru bunky a apikalniho zatezu, popt. podle vystupk a svych
rozmeéri (Ralfs, 1848; Rizicka, 1981; John & Wiliamson, 2009).

Molekularni metody rozdélili rod Euastrum na Etyfi skupiny. Podle molekularnich markert
SSU a rbcL je tento rod polyfyleticky (Gontcharov & Melkonian, 2008). Dvé skupiny lezi uvnitt
rodu Euastrum — prvni ma hluboky apikalni zéaiez, vétSinou hladkou bunécnou sténu a bunky jsou
veétsi nez 50 um. Patii sem napt. E. oblongum nebo E. affine, které se liSily v rbcL markeru
(Gontcharov & Melkonian, 2008). Druha skupina ma apikalni zafez do tvaru ,,v*“ a buiikky mensi nez
50 pm. Tteti a ¢tvrtd skupina ma konkavni az rovny polarni lalok a povrchu bunécné stény je
granulovany nebo trnity, patii do dvou linii Cosmarium — CO2: E. substellatum, E. verrucosum,
E. germanicum, E. spinulosum a CO4: E. moebii a E. prowsei (Gontcharov & Melkonian, 2008).

ProtozZe je Euastrum polyfyleticky rod potfeboval by zkontrolovat i zda je monofyleticky na
druhové Urovni, protoze pii zkoumdni parafyletického Micrasterias se objevilo, ze ani nekteré
druhy nejsou monofyletické a mohou v druhovych komplexech obsahovat nékteré morfotypy
Staurodesmus (Skaloud et al., 2011). RovnéZ se zjistilo, ze nékteré druhy byly pseudokryptické,
morfologicky se rozliSovaly na Grovni variet M. crux-mellitensis var. superflua nebo M. crux-
mellitensis var. janeira (Neustupa et al., 2010). Vhodny modelovy druhovy komplex se zda byt E.

humerosum/didelta, ktery je b&zné rozsiteny v Evropé, véetné Ceské republiky.

Druhovy komplex Euastrum humerosum/didelta

Vysoka morfologickd variabilita druhového komplexu Euastrum humerosum/didelta vedla
k popsani velkého mnozstvi poddruhti a forem (napt. West & West, 1905; Ducellier, 1915, 1918;
Krieger, 1937, aj.). Hlavni morfotypy se li§i piedev§im tvarem laloka a Sitkou krku, a zda maji
vroubkovany bazalni lalok (viz obr. 1.3-1.5). N¢které druhy nebo variety se 1iSi i svymi rozméry
(viz tab. 1.1). Hlavni taxony druhového komplexu maji pét laloki s apikalnim zafezem, jako v prvni
skupiné Euastrum. Pomér délky a Sitky je kolem dvou. Semicely maji pyramidalni tvar a prazdna
bunétna sténa je jemné teckovand. Podle SEM maji 5 hrbolkd na svém povrchu (South, 1984;

Anissimova & Terlova, 2015), tak i podle kreseb (West & West, 1905; Krieger, 1937). Mezi
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centralnimi hrbolky maji centralni pér. Podle Ruzicky (1981) je jeho vyskyt u E. didelta
proménlivy. VétSinou u druhového komplexu byva jeden centralni por, u jedné variety E. didelta
var. bengalicum dokonce dva (South, 1984; Wei,1991; Anissimova & Terlova, 2015). Centralni por
je prohlubei tzv. scrobiculum a byla podle n&j popsana E. humerosum fa scrobiculata (Borge, 1906,
Tab. 2, Fig. 13), ale nema taxonomickou vahu, podobn¢ jako forma mixta (forma smisend, obr. 1.6;

Ducellier, 1915; Kouwets, 2008).

Smisené formy

Ducellier (1915, 1918) a South (1984) pozorovali nékteré smisené formy podobajici se E.
humerosum nebo E. didelta (viz obr. 1.6) a pfechody forem mezi riznymi varietami E. didelta.
SmiSené formy (formae mixtae) piedstavuji bunky, kde kazdd semicela ma jiny tvar. Ducellier
(1915) je povazoval za nasledek zménénych fyzikalné-chemickych podminek. Jak se prokazalo
kréasivky reaguji na zménu pH nebo teploty zménou tvaru. Pfi nizSim pH nebo vyssi teploté se
bunky zakulacuji nebo jeji laloky rovnomérné rostou Naopak pii nizsi teploté¢ maji buiiky patrnéjsi
zafezy a uz8i isthmus mezi semicelami (Neustupa et al., 2008; Cerna & Neustupa, 2010).

Zamény

Z raznych divodii dochézelo k zdméndm mezi Euastrum didelta/E. humerosum nebo mezi E.
affine/lE. humerosum; nebo i1 mezi dal§imi druhy: E. ansatum, E. everettense, E.pinnatum,
E. sinuosum, apod. E. ansatum je dvakrat mensi nez E. humerosum, E. pinnatum ma vyraznéjsi
lateralni laloky, E. sinuosum ma bazalni lalok hluboce rozstépeny a E. everetense je vyrazné §irsi se
skoro neznatelnymi laterdlnimi laloky (West & West, 1905; Krieger, 1937; Prescott et al., 1977,
Rizicka, 1981). West & West (1905) nebo Krieger (1937) vySe zminéné druhy v literarnich
zdznamech portiznu povazovali za soucast druhového komplexu, naopak nékteré malé varianty
zatadili do E. ansatum, atd. Obcas se ve star$i literatufe objevi E. didelta s rozméry, které ptislusi
spisSe E. ansatum (Gay, 1892).

Vyskyt
Druhovy komplex FEuastrum humerosum/didelta se vyskytuje v kyselém pH, oligo- az
mezotrofnim prostfedi bentosu jezer a raSeliniSt na vodnich rostlinach raSeliniku (Sphagnum) a

bublinatky (Utricularia; Coesel & Meesters, 2007).

Euastrum humerosum RALFS

-----

krkem, s dlouhymi postrannimi vybézky a vroubkovanym okrajem bazéalniho laloku; ma sedm

popsanych variet a dvé formy (Guiry & Guiry, 2018). Rizicka (1981) uznal na evropském tzemi E.
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humerosum Ralfs, E. humerosum Ralfs var. affine Wallich. Morfotyp E. humerosum Ralfs var.
affine (Ralfs) Wallich (1860; obr. 1.4) je podobny E. humerosum velikosti, ale ma uzsi polarni a
bazalni lalok a byl popsan v r. 1844 (Ralfs, 1844). Dale se lisi v transverzalnim prufezu: E.
humerosum je ttilalo¢naty a E. humerosum var. affine Ctytlalocnaty (viz prifezy, obr. 1.3c, 1.4¢), ¢ili
maji bud’ tfi nebo Ctyfi hrbolky na proximalni strané semicely. Podle West & West (1905) doslo
k definovani variety podle druhu E. affine Ralfs (1848, obr. 1.4), u Raciborskiho (1885) jen
na zaklad¢ rozdilného vzorce hrbolki. Doslo k nazvani variety s odkazem na Ralfse (1848),
podobné jako u Wallicha (1860). Zygospory nebyly pozorovany (Ruzic¢ka, 1981). Rozméry pro E.
humerosum Ralfs (1848), jsou uvedeny v palcich a pfepocteny na pum: délka bunky 1/225 palcii
(112,89 um), Sitka segmentu na bazi je 1/382 (66,49 um), Sifka na konci 1/727 (34,94 um), Sitka
krku 1/1199 (21,18 pum), délka projekci na stran¢ krku 1/2314 (10,98 um). Rozméry pro E. affine
Ralfs (1848), jsou uvedeny v palcich a pfepocteny na um: délka bunky 1/230 palce (110,43 um),
Sitka v bazalnim laloku 1/458 (55,46um), Sitka ve stfednich lalocich 1/659 (38,54um), Sifka krku
1/1204 (21,1um), Sitka na konci 1/917 (27,7um).

Euastrum didelta Turpin ex Ralfs

Krasivka Euastrum didelta Turpin ex Ralfs (1848, obr. 1.5) méla pii pivodnim popisu nazev
Heterocarpella Didelta (Turpin, 1828, s. 295), nebo Cosmarium Didelta (Meneghini, 1840, s. 219)
a ma oproti piredeSlym dvéma morfotypim relativné Siroky krk a chybi ji vroubkovany okraj
u bazalnich lalokt a zdroven je zhruba o 17 pum delsi a o vice nez 10 um S§ir$i v zadkladné (viz
tab.1.1). Prifez maji E. didelta podobné jako E. humerosum var. affine Ctyt-lalocnaty (viz obr. 1.4,
1.5). E. didelta méa dvacet osm variet a osm forem (Guiry & Guiry, 2018). Rizicka (1981) uznal
na evropském Uzemi E. didelta Turpin ex Ralfs var. didelta a E. didelta Turpin ex Ralfs var.
denticulatum (ve Svycarskych Alpéach). Ve svét€é se vyskytuji 1 jiné krasivky a nckteré
se specifickym vyskytem, napt. E. didelta var. quadriceps (v Jizni Americe), E. didelta var.
bengalicum s E. didelta var. cuneatiforme (v Indo-Malajsii a severni Australii), a E. didelta var.
truncatum (v Laponsku a Kanadé, viz obr. 1.7-1.9). Relativné souhlasi s geografickym rozsifenim
krasivek podle Coesela (1996). Ten tvrdil, ze je asi deset oblasti vyskytu, vétSinou na Urovni
kontinentli s endemickymi krasivkami tfeba na jihu Afriky nebo v jizni Americe mimo tropy.
Rozsiteni je vétSinou dano mikroklimatem nez globalnim makroklimatem (Coesel, 1996).

West & West (1905) povazovali oby typy E. didelta v Ralfsovi (1848, Tab. XIII, fig. 1a, 1b)
natolik odli$né, Ze je od sebe oddé¢lili, typ b oznacili jako soucast E. humerosum. Zygota byla

pozorovana napt. Archerem (1875) mezi E. didelta a E. humerosum. Tato konjugace byla
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povazovana za hybridizaci, nebo Ze to jsou variety jednoho druhu. E. didelta var. cuneatiforme byla
povazovana za nevyvinutou bunku (Ducellier, 1915).

Rozméry pro E. didelta Ralfs (1848), jsou uvedeny v palcich a prepocteny na pum: délka
buiky 1/185 (137,3 um); Sitka v bazédlnim laloku 1/357 (71,15 pm); Sitka na konci 1/752
(33,78 pum); sitka v isthmu 1/1250 (20,32 pum); tloustka v postrannim pohledu 1/454 (55,95 um).

Obr. 1.3. E. humerosum Ralfs (Ralfs, 1848, Tab. XIII, Fig. Obr.1.4. E. affine Ralfs (Ralfs, 1848, Tab. XIII, Fig.3)
2)

N (CEay

.!;
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Tab. 1.1. Rozméry a pH u druhového komplexu Euastrum humerosum /didelta (upraveno podle Krieger, 1937;
Ruizicka, 1981; Lopes & Bicudo, 2002; Coesel & Meesters, 2007; Aquino et al., 2017):

délka bunky [um]  Sirka bunky [um]  isthmus [um]  pomér délky a Sirky

E. humerosum Ralfs var. (95-) 120-140 (170)  (55-) 65-75 (96) 13-30 (1,55-) 1,7-1,9 (-2)
humerosum Ralfs
E. humerosum Ralfs var. affine  (80-) 100-130 (140)  (32-) 55-65 (80) 12-25 (1,5-) 1,7-1,9 (-2,1)
(Ralfs) Wallich

E. didelta Turpin ex Ralfs var. (100-) 120-150 (-180) (50-) 60-75 (-85) (12-) 15-25(-32) (1,5-) 1,7-2,2 (-2,6?)
didelta Ralfs ex Ralfs

E. didelta Turpin ex Ralfs var. (90)114-176 63-86 15-25 (1,8-2)
bengalicum Lagerh.

E. didelta Turpin ex Ralfs var. (93,6)125-135 (48)60-68 15-20 (1,96-2,24)
quadriceps (Nordst)

Obr. 1.6. Smisené formy. a: E. didelta fa du Val Piora f. mixtes (Ducellier, 1915, Pl. 1, Fig. 3,4); b: E. humerosum
(Ducellier, 1915, fig. 25).

a b

it ) ; gt
[ 700 .4 *—{ Fig. 25

Obr. 1.7. Variety Euastrum didelta (Krieger, 1937, a-d: Taf. 67, e: Taf. 68). a: E. didelta var. bengalicum (Fig. 4); b:E.
didelta var. cuneatiforme (Fig. 7); c: E. didelta var. denticulatum (Fig. 11); d: E. didelta var. quadriceps (Fig. 8); e: E.
didelta var. truncatum (Fig. 1)

a b c d e
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Obr. 1.8. Mapa vyskytu druhového komplexu E. humerosum/didelta ve svété. Zdroje viz tab. 8.1, v piiloze.



Obr. 1.9. Mapa vyskytu druhového komplexu E. humerosum/didelta v Evrop€. Zdroje viz tab. 8.1, v priloze.



2. Cile prace:

V diplomov¢ praci jsme si kladli za cil odpovédét na tii zékladni otazky:

1) Jakd je geneticki a morfologickd diverzita v druhovém komplexu Euastrum
humerosum/didelta?

2) Jak jsou vyvojové linie druhového komplexu E. humerosum/didelta  rozpoznatelné
kvantitativnimi metodami pouzitim meéfeni a geometrické morfometriky nebo skenovaci
elektronovou mikroskopii?

3) Do jakych linii druhového komplexu E. humerosum/didelta bychom zatadili krasivky
z literatury, pouzitim linedrni diskriminacni analyzy geometricko-morfometrickych dat s

pouzitim rozméri semicely a jejich poméra?

3. Material a metody

3.1 Sbér materialu, izolace kmen, kultivace

Sbér p¥irodnich vzorki probihal pfedevsim v lokalitich Ceské republiky. Izolovala jsem kmeny
ze vzorktl Severni Evropy a Ameriky. Vétsinu kment mi poskytli §kolitel Mgr. Jan Stastny, PhD. a
Mgr. Katarina Nemjova. Ctyfi kultury byly zakoupeny z portugalské sbirky fas ACOI (Santos,
2007). Seznam kultur je uveden v tabulce, (viz tab. 8.5, v ptiloze).

Izolace bun¢k byla provedena metodou zted’ovani pies kapky média DY IV a nasledné byly fasy
kultivovany ve zkumavkach se stejnym médiem (viz kap. 3.1.1; tab. 8.2-8.4, v ptiloze). Kultivace
kultur byla pfevazné pii 24 °C a pii nebo pfi stdlém studeném osvétleni fluorescen¢nich trubic (5-
15 mikromol . foton . m™ - s, vykon 18 W; Philips TLD 18W /33; Royal Philips Electronics,

Amsterdam, Nizozemi).

3.1.1 Receptura média DY IV:

Postup na ptipravu média DY IV (modifikovaného podle Andersen et al., 1997; viz tab. 8.2-8.4,
v ptiloze) je nasledujici: k 950 ml destilované vody se ptidalo po jednom ml piisad (viz tab.8.2,
v priloze), 1 ml roztoku stopovych prvki (viz tab. 8.3, v pfiloze), po autoklavovani se ptidalo 1 ml
roztoku vitamind (viz tab. 8.4, v ptiloze) a doplnilo se destilovanou vodou na celkovy objem

1000 ml.
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3.2 Extrakce DNA

DNA byla extrahovana z narostlych kultur tas. Bunky pro rychlejsi sedimentaci byly dany,
v 2ml plastovych zkumavkach (Eppendorf) s vickem a kulatym dnem, do centrifugy Mini-spin na
90s, pfi 120 rpm a vétSina supernatantu byla odebrana. Bylo pfidano 100 pl elu¢niho pufru
(Instagene) a sklenéné kulicky, v poméru k fasam 1:1. Vzorky byly v mlynku (Retsch MM200)
drceny 5 min, pii frekvenci 30-s™; poté kratce zcentrifugovany (Eppendorf 5415R) a v termoblotu
(Thermomixer Eppendorf) 30 min zahiivany a tfepany pii 50°C a 600 rpm. Vzorky byly nésledné
zamichany na vortexu (Genie 2) a okamzit¢ dany do jiného termoblotu piedehiatého na 99 °C,
na dobu 8 min, 0 rpm. Horké vzorky byly dany rychle do ledu (Brema Ice Flaker) a centrifugovany
2 min., 12 000 rpm. Nanodropem byly nasledn¢ u vzorki zméteny koncentrace DNA, a pii vyssi

koncentraci nez 60 ng-ul”, byly zfedény vodou na koncentraci 10 ng.ul™.

3.3 PCR amplifikace

Pro nasledujici fylogenetické analyzy bylo PCR metodou namnoZeno dostate¢né mnoZstvi
molekularnich markerti v Mastercycler.pro (Eppendorf, CR). Pro PCR amplifikaci byly vybrany
tyto markery: plastidovy trnG"* intron (dale v textu trnG marker) a jaderny SSU intron. Pro trnG
marker byly pouzity tyto primery trnG"*-F, trnG"*-R (Neustupa et al., 2010), pro SSU intron HelF,
HelR (Bestova, nepubl.; viz tab. 3.1). Dalsi ingredience, které byly pouZity pro PCR (viz tab. 3.2).
Byly pouzity dva teplotni cykly (viz tab. 3.3).

Finalni PCR produkty byly kontrolovany elektroforézou v 1% agarézovém gelu, v TAE pufru.
DNA byla cisténa kitem (Sigma Elute PCR Clean-UP KIT) nebo levnéjsi octan-ethanolovou
metodou: ke vzorkim DNA bylo pfiddno 2 pl octanu a 50 pl 96% ethanolu, vzorky byly
zcentrifugovany (I min. pfi 450 rpm) a ponechdny stat 10-15 min. Znovu byly vzorky
zcentrifugovany (30 min. pfi 3700 rpm, a supernatant byl slit. Ke vzorkim bylo ptidano 100 pl 70%
ethanolu, a opét byly vzorky zcentrifugovany (10 min pii 3700 rpm), tento krok byl jednou
zopakovan. Vzorky byly dosusSeny pii 65°C po dobu 5-10 min. Pied poslanim na sekvenaci byla
sucha DNA rozpusténa v nahtaté sterilni vodé (pfi 65°C, podle intenzity prouzku DNA na gelu pfi
elektroforéze, se ptridalo 20-30ul vody) a konecna koncentrace DNA byla naméfena nanodropem.
Vzorky byly zaslany na sekvenaci automatickym sekvenatorem (ABI 3730xl) do spolecnosti

Macrogen (Applied Biosystems; Seoul, Korea).

22



Tab. 4.1. Seznam pouzitych primera

Pouiti primer smér sekvence citace
trnG intron trnG**-F ~ Forward 5'-AGCGGGTATAGTTTAGTGGT-3’ Neustupa et al.,
2010
trnG intron trnG"*-R  Reverse 5’-GGTAGCGGGAATCGAACCCGC-3’
SSU intron HelF Forward 5'-TGAGGCAATAACAGGTCTG-3’ Bestova, nepubl.
SSU intron HelR Reverse 5’-CAATGATCCTTCCGCAGG-3’

Tab. 4.2. SloZeni reakéni smési — Gold master mix ( upraveno podle Skaloud et al., 2012a). V piipadé SSU intronu se
pouzilo na vzorek 2 ul MgCl, a 13 pl vody.

SloZka [koncentrace] MnoZstvi na vzorek [ul] SloZka [koncentrace] MnoZstvi na vzorek [ul]
pufr Gold 2 dd voda 13,1

dNTP [10mM] 0,4 enhancer 0,6

primer F [25nM] 25 polymeraza Gold [SU/ul] 0,2

primer R [25nM] 0,25 DNA [10ng/1] 1

MgCl; [25mM] 2,2

Tab. 4.3. PCR teplotni cyklus pro tisek trnG (upraveno podle Skaloud et al., 2012a) a SSU intron (Bestovéa nepubl.)

trnG SSU intron
Faze cyklu teplota trvani opakovanit teplota trvani opakovani
inicialni 94°C 2 min. 1x 95°C 10 min. Ix
denaturace
denaturace 94°C 1 min. 95°C 1 min.
annealing 62°C 1 min. 40x 51°C 40s 35x
elongace 72°C 1,5 min. 72°C 2 min.
finalni 72°C 10 min. Ix 72°C 10 min. Ix
elongace
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3.4 Fylogenetické analyzy

Pro fylogenetické analyzy bylo ziskdno 23 sekvenci markeru plastidového trnG (trnG™ intron)
ze zkoumaného druhového komplexu Euastrum humerosum/didelta a 1 sekvence E. everettense
(outgroup). Osm sekvenci z druhového komplexu a u outgroupu bylo sekvenovano i z druhé strany
a assemblovdno v programu SeqAssem v. 9/2004 (Hepperle, 2002). Kvalita sekvenci byla
kontrolovéana v programu FinchTV (verze 1.4.0; Patterson et al., 2004). Sekvence byly pievedeny
do formatu . fasta.

Data byla dale zpracovana v programech MEGA verze 6.0 nebo 7.0 (Tamura et al., 2013;
Kumar et al., 2016). Globalni alignment byl vytvofen pomoci algoritmu ClustalW (Thompson et al.,
1994). Byly pouzity vychozi parametry pro vypocet. Po uUpravach bylo ziskdno 756 pozic
v alignmentu.

Obdobné bylo zpracovano 19 sekvenci jaderného SSU intronu, které byly sekvenovany pouze
z jedné strany. Pro tento marker nebyly ustidlené pozice nukleotidl a pro vypocet ML stromu byl
pouzit alignment bez dualit na pozicich. Bylo ziskano 426 pozic v alignmentu.

Pro trnG marker byl vybran Tamura-3-parametrovy substitu¢ni model (Tamura, 1992) jako
specidlni pfipad HKY modelu (Hasegawa-Kishino-Yano model; Hasegawa et al., 1985), ktery byl
pouzit v programu MrBayes. Pro SSU intron byl pouZzit JC+G model (s gamma parametrem 0,1;
Jukes & Cantor, 1969; Nei & Kumar, 2000; Kumar et al., 2016). Bootstrapovd podpora (Efron,
1982; Felsenstein, 1985) byla spocitana z 1000 opakovani v programu MEGA v. 7 (Kumar et al.,
2016) spolecn¢€ s ML a MP analyzami. Pro zjiSténi posteriornich pravdépodobnosti v nodech stromu
byla pouzita MCMC metoda (Markov chain Monte Carlo metoda, Metropolis et al., 1953; Hastings,
1970), za pouziti dvou paralelnich vypocti studenych fetézcl v programu MrBayes v. 3.2.1 x64 a
3.2.6 x64 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003; Ronquist et al., 2011). Pfi téchto vypoctech byl pouzit
parametr (1set=2) pro HKY model a  parametry (1lset nst=1 prset
statefregpr=fixed (equal); Kimura, 1980; Hasegawa et al., 1984, 1985; brantfaircloth, 2015).

U molekularniho markeru SSU z genové databaze (NCBI, 2017) pro E. pinnatum (AJ428096.1;
Gontcharov et al., 2003), E. oblongum (AM910435.1; Gontcharov & Melkonian, 2008) a E. affine
(AM920342.1; Gontcharov & Melkonian, 2008) byla zjisténa jednotna DNA. Sekvence rbcL (E.
oblongum AM911239.1), E. affine (AM911240.1) byly fylogeneticky jiz testovany (Gontcharov &
Melkonian, 2008).
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3.5 Morfologie bunék a kvantitativni metody

Morfologické variabilita druhového komplexu Euastrum humerosum/didelta byla pozorovana
svételnou a skenovaci elektronovou mikroskopii (LM a SEM) a testovdna geometrickou
morfometrikou (GM). Kultury fas byly uréeny podle dostupné literatury pro stiedni Evropu
(Rtzicka, 1981). Pro morfometrick¢é analyzy a SEM byly pouzity 5-7 tydnt staré kultury,
kultivované za stejnych podminek. Byla studovana pouze morfologickd variabilita dana

genetickymi rozdily, relativnimi k danému pH, teploté, osvétleni atd.

3.5.1 Svételna a elektronova mikroskopie (SEM)

Mikrofotografie byly pofizeny digitdlnim fotoaparatem Olympus E30 (Tokyo, Japonsko)
na svételném mikroskopu Olympus BX 51 a fotoaparatem Canon EOS 1100D (Taiwan) na
svételném mikroskopu Olympus CX31 (Tokyo, Japonsko). Pro morfometrické analyzy (méfeni a
geometrickou morfometriku) bylo nafoceno 30 bun¢k od kazdého kmenu (kromé E10 a E15; kmen
E10 byl tvarové hodné odlisny a kmen E15 byl v dobé posledniho foceni amorfni a bunky byly
pro dalsi analyzy nepouzitelné).

Preparaty pro SEM byly fixované nékolika kapkami formalinu a oSetfené ultrazvukem, aby se
odstrannil slizovy obal bun¢k. Pfipravené vzorky byly nakapany na kryci sklicka s poly L-lysinem,;
sklicka byla pfedtim umyta acetonem a pokryta 3x poly L-lysinovym roztokem (fedénym 1:10
destilovanou vodou). Pfipravend sklicka se vzorkem byla pienesena do 30% acetonu a
dehydratovana acetonovou sérii: po piisobeni v 30% acetonu byly vzorky pfemistény do 50%, 70%,
90%, 95%, 99% (u vSech po 10 min.) a 2x v 100% acetonu odvodnéného kulickami Nalsit. Vzorky
byly po promyti od acetonu ususeny pomoci kritického bodu kapalnym CO, v pftistroji Bal-Tec
CPD 030. Vzorky byly nalepeny na desticku a pozlacené v napraSovacim zatizeni Bal-Tec
SCD 050. Preparaty byly pozorovany ve skenovacim elektronovém mikroskopu JEOL 6380 LV
(Hyli§ & Nebesatova, 2008a, 2008b).

3.5.2 Geometricka morfometrika a méreni

Pro geometrickou morfometriku a méfeni byly vybrany plné vyvinuté¢ semicely. VétSina
fotografii kmenii byla pofizena fotoaparatem Olympus E30 (Tokyo, Japan) pii zvétSeni 20x10, a
kmeny K4 a K57 byly foceny fotoaparatem Canon EOS 1100D (Taiwan) pii zvétSeni 40x10. Fotky
byly otoceny a ofiznuty v programu Zoner Photo Studio v. 17-X (Lane et al., 1995-2015). Hodnoty

pro vysku semicely, jeji Sitku a isthmus byly zméfeny v programu ImageJ v.2 (Schindelin et al.,
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2015). Bylo pouzito métitko pro ,,40x* objektiv, které bylo podle potieby prepocitano na objektiv
,»20x* (pro dané métitko pro ,,40x* objektiv, 100 um, byla vybrana jeji polovina). Kazd4 hodnota
byla zmétena tiikrat a vSechny rozméry byly pfevedeny do tabulkového editoru a spocteny pomery:
Ds/Ss, 2Ds/Ss, Ds/I, Ds/Pl, Ds/Ipl, Pl/Ipl. Zkratky rozmérti uvedené v obr. 3.1. Pomér 2Ds/Ss
nahrazoval pomér uvadény v literatuie (pomér délky a sitky bunky).

Statistiky jako 10. a 90. percentil, PCA, LDA, CVA, nebo MANOVA (Wilksova lambda;
Bonferroniho korelované p-hodnoty) byly pocitany v programu PAST v. 3.20 (Hammer et al.,
2001).

Geometricko-morfometricka data byla analyzovana v balicku TPS - tpsUtil v. 1.60 (Rohlf, 2013-
2017b); tps Dig2 v. 2.18 (Rohlf, 2015); tpsRelw v. 1.54 a v. 1.67 (Rohlf, 2014, 2017a), tps Small v.
1.33 (Rohlf, 2016a) a v programu PAST v. 3.20 (Hammer et al., 2001). Bylo pouzito 36
homolognich bodi na semicelu z toho 18 pevnych landmark® a 18 semilandmark (viz obr. 1.1),
pro 30 bun€k na kmen s pouzitim 22 kmend.

Hodnoty skore na relativnich warpech byly otestovany v programech tpsSmall32 (Rohlf, 2016a)
a PAST v. 3.20 (Hammer et al., 2001). Hodnoty z prokrustovy analyzy a z Kendalova prostoru
vykazovaly v programu tpsSmall32 line4rni zavislost (Rohlf,2016b). Analyzou hlavnich komponent
(PCA) v programu PAST byly analyzovany hlavni rozdily mezi trnG liniemi a jestli 1ze tyto linie
rozlisit znaky (relativnimi warpy, nebo popt. rozméry semicel a jejich poméry). Pfi vypoctech
mezi stejnymi typy dat, skore na relativnich warpech, byla pouzita variance, pii kombinaci s
méfenim byla pouzita korelace.

Tvarové tendence byly zjistény z PCA biplotu relativnich warpi v programu PAST 3.20
(Hammer et al., 2001) a porovnany s grafickymi vystupy z tps Relw v. 1.54 (Rohlf, 2014).

Pro urceni krésivek z literatury byla pouzita LDA z dat geometrické morfometriky a méfeni.
VSechny krasivky pro toto hodnoceni byly analyzovany spole¢né s origindlné nafocenymi a
zmétenymi bunkami ze zkoumanych kment s ptifazenymi skupinami podle uvedenych morfotypt z
literatury (viz tab. 8.13, GM). Vyjimecné se piihlizelo 1 k datim vySlym LDA GM dat s
nedefinovanou skupinou (definovanou jako ,,?*). Bylo pfihlizeno k datim zjisténych pohledem a

ovetenych méfenim a geometrickou morfometrikou.
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Obr. 3.1 Atributy méfeni pro semicelu. Ds — délka semicely, I — isthmus,
Ipl - Istmus polarniho laloku je tzv. Sifka krku, P1 — polarni lalok, Ss — Sitka

semicely. Kmen K27, archiv autora, méfitko 30 um.
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4. Vysledky:

4.1 Fylogenetické analyzy

U druhového komplexu FEuastrum humerosum/didelta byla odhalena geneticka variabilita
na trovni obou pouzitych molekularnich markert trnG intronu, a SSU intronu. Pouze u trnG

intronu byly ziskany ¢isté sekvence a tfi vnitrodruhové (infraspecifické) linie.

4.1.1 trnG intron

Genetickd diverzita u trnG intronu byla zkouména u 23 kment druhového komplexu Euastrum
humerosum/didelta a 1 outgroupu E. everettense (viz obr. 4.1). Kone¢ny alignment obsahoval
848 znakl, vynechanim mezer a chybéjicich dat bylo v analyzach pouzito 756 pozic nukleotidl.
Mezi ttemi liniemi bylo 744 znaki bez polymorfismu a 12 parsimonné informativnich mist. Z 12
polymorfnich pozic v rdmci druhového komplexu bylo 6 transverzi, 5 tranzic a 1 indel. Geneticka
vzdalenost, pouzitim Tamura-3-parametrového modelu, byla nejvétsi mezi liniemi A a C 0,027,
sttedn¢ velkd mezi liniemi A a B 0,016, a nejmensi mezi liniemi B a C 0,011. Mezi outgroupem E.
everettense a skupinami druhového komplexu byly genetické vzdalenosti vétsi nez 0,05 (linie A
0,075, linie C 0,061, linie B 0,058). Ziskali jsme 3 dobie podpotené linie se statistickou podporou:
BI/ML/MP: linii A (1.00/100/99), linii B (?/95/90, a linii C (1.00/99/100). Uréené kmeny jako
Euastrum humerosum var. affine klastrovaly v linii C, ostatni kmeny urcené jako E. humerosum
nebo E. didelta nikoli (viz obr. 4.1).

Ptibuzné druhy E. oblongum, E. pinnatum a E. affine m¢ly totozné sekvence SSU (Gontcharov
et al., 2003; Gontcharov & Melkonian, 2008). NaSe porovnavané sekvence SSU intronu se z prvni
poloviny liSily pouze u outgroupu a kmenu K55. Druhd polovina sekvence byla natolik variabilni,
ze vysledky nebyly dostatecné spolehlivé, aby se linie diferencovaly s dostate¢nou statistickou

podporou (viz obr. 4.2).

4.1.1.1 Rozdéleni krasivek do podskupin podle molekularnich dat a tvaru bazalniho

laloku

Pro lepsi vysledky v LDA byly krasivky rozdé€leny podle nového morfotypu, nikoli podle uréeni
pred kultivaci (jak je uvedeno v tab. 8.5 a obr. 4.1-4.2). Nechala jsem ptvodni ndzvy, ale rozd¢lila
je do péti pracovnich podskupin, kde definujici faktor bylo vyrazngjs$i vroubkovani bazalniho

laloku. Do linie A (s pracovnim ndzvem ,.humerosum®) podle markeru trnG intronu vysly kmeny
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uréené podle Ruzicky (1981) jako morfotyp Euastrum humerosum (K1-K3, K53-K55 a K62; z CR,
Portugalska a Svédska; pracovni podskupina ,humerosum-humerosum®, viz Obr.tab.I). Ostatni
kmeny z linie A, kvili pfevazujici absenci vroubkovani bazalniho laloku, byly zatfazeny do pracovni
podskupiny ,,humerosum-didelta® (K14, K15, a K61; z Norska a Svédska a K4, z Portugalska, viz
Obr.tab.I); do linie B (kmeny K7 a K23 z oo. Lofoty a NP Rago na zapad¢é Norska, s pracovnim
nazvem  ,scandinave®, viz Obr.tab.ll); a dolinie C patfily dva morfotypy: E. didelta
(K8,K9,K57,E12; s pracovnim nazvem "affine-didelta"; z Norska a Svédska a pivodné urcené jako
E. humerosum, viz Obr.tab.1l), a E. humerosum (K27, K28, K32, K56, E9; s pracovnim nazvem
»affine-humerosum®; z Kanady, Svédska a USA a puvodné urcené jako E. humerosum var. affine,
viz Obr.tab.III). Pro podrobnéjsi zkoumani byly oddéleny na dva subsety humerosum a didelta

podle vroubkovani, v (viz obr. 4.1, a podkapitola 4.3.2).

4.1.2 SSU intron

Genetickd variabilita SSU intronu byla zkoumdn u 18 kmend. Z pivodnich 528 pozic
alignmentu po vynechani dualit, byl spocitan strom z 426 pozic. SSU intron byl uvnitt druhového
komplexu Euastrum humerosum/didelta velice variabilni. Jeho spolehlivé odliSeni bylo jen u dvou
kment, které nebyly ve stejné linii trnG (E. humerosum v trnG linii A, K55, a E. everettense a dva
kmeny E. humerosum var. affine uvnitt jedné trnG linie C: E9, K56 (viz obr. 4.1-4.2). Kmen K55
lezel zcela mimo druhovy komplex.

Spolehlivé rozdéleni ML/MP stromu (Obr. 4.2a) bylo jen pro 2 kmeny. S pouzitim i druhé
poloviny sekvenci byly vysledky velmi mélo spolehlivé. S vynechanim viceznaénych nukleotidi
spolehlivost vysledkii stoupla jen nepatrné. Bayesiiv fylogeneticky strom nekoreloval s vysledky

ML/MP stromu pro SSU intron (Obr. 4.2b).
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Obr. 4.1. Fylogeneticky zakofenény ML strom pro trnG intron. Na uzlech stromu jsou statistické

podpory (BI/MP/ML). M¢ti

tko ukazuje odhadovany pocet substituci na nukleotid. CR- Ceska

republika, K- Kanada, N — Norsko, P — Portugalsko, S — Svédsko, USA-Spojené staty americké, v -

vroubkovani bazalniho laloku 1/2v — polovina bunék s vroubkovanim.
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Obr. 4.2. Fylogeneticky strom pro SSU intron a: ML strom (hodnoty MP/ML nad uzly); méfitko
zobrazuje odhadovany pocet substituci na nukleotid; b: strom vysly z programu MrBayes s Bl

statistickou podporou nad uzly.
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4.2 Morfologie kmenu

Kmeny Euastrum byly identifikované jako E. didelta, E. humerosum nebo E. humerosum var.
affine. Pted kultivaci byly urované podle kli¢e pro stfedni Evropu (Ruzicka,1981). Kmeny byly
porovnany podle vzhledu s ilustracemi z dostupnych monografii. Buiiky z linie A a B se pfevazné
podobaly FEuastrum didelta Ralfs (Ralfs, 1848) nebo E. humerosum podle Coesel & Meesters

(2007). Kmeny E. humerosum var. affine se podobaly E. humerosum Ralfs (Ralfs, 1848).

4.2.1 Svételna mikroskopie (LM)

Nafocené mikrofotografie 22 kmenti byly porovnany a roztfidény podle evolucnich linii do
nekolika obrazovych tabuli, a byly vybrany ty nejcastéji se vyskytujici bunky, popt. neobvyklé
morfy podobajici se jinému druhu (napt. E9; viz Obr. tab. I-III). Nékteré kmeny mély relativné
ustaleny tvar bunék, napt. K23 (z linie B, z narodniho parku Rago) nebo K56 (z linie C, ze
Svédska). Naopak kmeny K14 (z linie A), K7 (z linie B) a E9 (z linie C) mély vzhled podobajici se
dvéma morfotypim Euastrum didelta/humerosum nebo E.didelta/humerosum var. affine.

Linie A (viz Obr.tab. I, tab. 4.1). 'V linii A byly zjistény 2 morfotypy Euastrum didelta
(polovina kmenu K14, K15, K61, K4) a E. humerosum (K1-3, K53-55, K62). Hlavni rozdil byl u
nich ve vroubkovani bazalniho laloku definujici tzv. morfotyp E. humerosum. U kmenu K14 se
buiiky podobaly obéma morfotypiim. K61 mé¢l rozsitengjsi bazalni lalok oproti ostatnim kmenlim v
linii. Velikosti lateralnich lalokdi byly pomérové mensi (u morfotypu E. didelta) nebo stejné velké
(morfotypu E. humerosum). Polarni lalok mély buiiky rovny s oblym zakoncenim (Obr.tab. I: c,d)
nebo lehce srdcovité rozsiteny (Obr.tab. I: a, f-1). V literatufe se podobné buiiky linii A urcovaly
razng.

Obrazky podobajici se linii A, které vysly i v geometrické morfometrice byly zvyraznéné tucné: E. didelta: Krieger,
1937, Taf. 67, Fig. 1; Croasdale & Gronblad, 1964, P1. VI, Fig. 3 ; Lenzenweger, 1981, Taf. 2, Fig.6; Lenzenweger,
1993, Taf. 2, Fig. 13; Coesel & Meesters, 2007, Pl. 41, Fig. 1; John & Wiliamson, 2009, Pl. 20, obr. E; E. didelta fa
didelta: South, 1984, Fig. 4b; E. didelta fa latior: South, 1984, 4a; E. didelta var. quadriceps: Krieger, 1937, Taf. 67,

Fig. 8; E. humerosum: Rizicka, 1981, Taf. 63, Fig. 1,4; Lenzenweger, 1996, Taf. 9, obr. 12; Coesel & Meesters, 2007,
Pl 41, Fig. 3, 4; E. humerosum var. affine : RUzi¢ka, 1981, Taf. 63, obr. 7; Lenzenweger, 1996, Taf. 9, obr. 14.

Linie B (viz Obr.tab. II, tab. 4.1). Kmeny K7 a K23 se tvarové liSily. Kmen K23 mél jednotny
tvar (bez plasticity), a pfipominal kmen K4 z linie A, lisil se v polarnim laloku, ktery koncil bud’
rovné nebo srdCité, podobné jako u jinych kment FEuastrum v linii A. Kmen K7 mé¢l srdcité

rozSifeny polarni lalok a ostatni laloky rovnomérné rozmisténé a zaoblené.
Obrazky, které se linii B podobaly. Euastrum didelta: Brown, 1930, P1. XIII, Fig. 50; Krieger, 1937, Taf. 67, Fig. 1;
Lenzenweger, 1981, Taf. 2, Fig. 6; Lenzenweger, 1993, Taf. 2, Fig. 13; John & Wiliamson, 2009, Pl. 20, Fig. E; E.
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didelta fa truncatum: Croasdale & Gronblad, 1964, Pl VI, Fig. 5. E. humerosum: Ruzicka, Taf. 63, Fig. 1, jehoz
ilustrace byla pivodn¢ od Kriegera (1937).

Linie C (viz Obr.tab. II-III, tab. 4.1). V linii C byly zahrnut¢ dva morfotypy Euastrum didelta,
E. humerosum var. affine.

Morfotyp E. didelta (viz Obr. tab. II). Pro morfotyp E. didelta byl vétSinou bazalni lalok
zaobleny, a polarni lalok zakonceny srd¢it¢ (E12, K9, K57, Obr.tab.II, h-1), lateralnimi obloucky
(K8, Obr.tab.II, a-c) nebo obdélnikovité s rovnym krkem (K8, Obr.tab.II, b, kmen K8). Kmen E12
dosti pfipominal kmen K23 z linie B, m¢l pravidelné laloky a jeho polarni lalok se srd¢ité rozsiroval

(Obr.tab.II, e).

Obrazky, které se tomuto morfotypu podobaly a zaroveii vySly i v geometrické morfometrice byly zvyraznény
tuéné: Euastrum didelta: Brown, 1930, 1930, Pl. XIII, Fig. 50; Croasdale & Gronblad, 1964, Pl. VI, Fig. 3;
Lenzenweger, 1981, Taf. 2, Fig. 6; Coesel & Meesters, 2007 PL. 41, Fig. 1; E. humerosum var. affine. Coesel &
Meesters, 2007, P1. 42, Fig. 1.

Morfotyp E. humerosum var. affine (viz Obr.tab. III). Pro morfotyp E. humerosum var. affine
bylo typické, ze polarni lalok byl na konci rozsiteny, bazélni lalok rozdvojeny, laterdlni lalok byl
vyrazn¢ji prominujici se zaoblenym ¢i s globularnim zakoncenim. Kmeny se liSily v zakonceni
polarniho laloku: bud’ byl 1) vyrazné rozsiteny (K27, K28, K56; Obr.tab.IIl, a-c), nebo byl ii) Siroce
srdcovity (E9 a K32; Obr.tab.Ill,d). U kmenu E9 se polarni lalok ménil ze srd¢itého az na pouze
obloukovité zakonCeni a mohl se tak podobat i morfotypu E. didelta (zobrazena jeho hrani¢ni

forma, nicméné jeho obvykla forma se podobala kmenu K32, viz Obr.tab. 111, e).

Obrazky, které se tomuto morfotypu podobaly a zaroven vysly i v geometrické morfometrice byly zvyraznény
tuéné: Euastrum affine: Brown, 1930, Pl. XIII, Fig. 52. E. humerosum: Ralfs, 1848, Tab. XIII, Fig. 2a-b. E. humerosum
var. affine: Ruzicka, 1981, Taf. 63, Fig. 5, 6; Lenzenweger, 1996, Taf. 9, Fig.13. E. humerosum var. affine fa: Rizicka
1981, Taf. 63, Fig. 7.

4.2.2 SEM (Skenovaci elektronova mikroskopie)

Pomoci SEM byly odhaleny drobné rozdily v ultrastruktufe bunécné stény (viz Obr.tab. III).
Buiika byla tvofena polarnim lalokem s apikalnim zafezem, a laloky laterdlnimi a bazalnimi.
Na frontalnim pohledu byly 3 centralné a 2 lateraln€¢ umisténé hrbolky, v trovni bazalnich lalok.
Uprostied centralnich hrbolkl lezel jeden centralni por. Povrch bunééné stény pokryvaly jemné
dilky, tzv. tecky, které byly vétSinou nahlouceny v mistech ristu buiiky (v lalocich a v hrbolcich).
Vzorkovani teek se v ramci linii nepatrné liSilo. Okolo centralnich hrbolkt byly te¢ky pouze u linie
A (K61); okolo ostatnich hrbolkti a vSech lalokti byly tecky u linie A a B (K23). Jedina linie C (K8)
kolem vSech hrbolkt a lalokl te€ky neméla. VSechny kmeny mély dulky, tzv. tecky na konci laloki

a hrbolk, ale nemély je okolo centralniho péru (viz Obr.tab. III, viz tab. 4.2).
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Porovname-li pfitomnost centralniho poéru i s obrazky z literatury, nebyl zakreslen u ilustraci E.
affine, E. didelta a E. humerosum (Ralfs, 1848, citace u obr. 1.3-1.5). U jinych ilustraci a
mikrofotografii druhového komplexu centralni pér zobrazen byl (napf. Lenzenweger, 1981, 1996;
Ruzicka, 1981; South, 1984; Coesel & Meesters, 2007; John & Wiliamson, 2009; Anissimova &
Terlova, 2015; ptesné citace ilustraci byly zvyraznény tucné v kap. 4.2.1; citace mikrofotografii
ze SEM jsou v nasledujicim odstavci). Pfi porovndvani variet E. didelta var. bengalicum byla
zjiSténa ptitomnost dvou centralnich pora ( Wei, 1991, PL 1, Fig. 4).

Krasivka E. didelta (SEM od South, 1984, Fig. 2) se podobala linii A, morfé¢ E. didelta.
Mikrofotografie ze SEM E. humerosum a E. humerosum var. affine (Anissimova & Terlova, 2015,
Puc.2, Fig. 2-3) se podobaly podskupiné affine-humerosum, kterd byla ptivodné urcend jako E.

humerosum var. affine).

Tab. 4.1. Porovnani tvaru a rozmérd bunék jednotlivych linii.

tvar bazalniho laloku tvar polarniho laloku

linie A nepatrné rozdvojeni, Castéji u starSich bun€k | vyssi variabilita

linie B nerozdvojen ackovy tvar se Sirokou zakladnou

linie C U E. humerosum byly rozdvojené; Pievazovalo distalni rozsifeni,
u E. didelta byly vyrazné vétsi nez ostatni|u morfotypu E. humerosum pripominal lalok tvar kladiva
laloky nebo zatky od karafy

Tab. 4.2. Vzorkovani tecek v ultrastruktuie bunééné stény.

Linie (kmen) Okolo centralniho Okolo centralnich Okolo polarniho Okolo ostatnich
poru hrbolkii laloku lalokit a hrbolkii
A (Ké61) - + +, mén¢ vyrazné +, méné vyrazné
B (K23) - - +, mén¢ vyrazné +, méné vyrazné
C (K8) - - - -
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Obr. tab. I - Linie A, méftitko 30um: kmeny a-k: Euastrum humerosum, a— K1, b-d — K3, e — K55,
f-K53, g-h—K61,1—-j—Kl14,k-KI5,1- E. didelta (K4). a-k:zvétSeno: 200x; 1: zvétseno 400x.
a b




Obr. tab. 1I. Linie B — zvétSeni 200x, méfitko 30 pm. Zobrazeny jsou mikrofotografie kment K7
(a-c), K23(d). Linie C — affine — didelta e-g: K8, h-K9, 1 — E12,j-1: K57
a b c




Obr. tab. III. Linie C - affine-humerosum : a— K56, b — K28, ¢ — K27, d — K32, e- E9. Fotografie
ze SEM: f - linie A — kmen K61, g - linie B - kmen K23, h - linie C — kmen K8. Méfitko pro a-e:

30 pm.
a d
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4.3 Metrické analyzy a geometricka morfometrika

4.3.1 Metrické analyzy

Metrické analyzy byly zjiStény z rozméri semicely (délky, Ds; Sitky, Ss; isthmu, I; polarniho
laloku, Pl; isthmu polarniho laloku, Ipl - tzv. Sitky krku) a poméri: 2Ds/Ss, Ds/Ss, Ds/I, Ds/Pl,
Ds/Ipl, PVIpl (viz tab. 4.3). Vztah mezi metrickymi hodnotami tfi molekularnich linii vysel
relativné diferencovany (graf 4.1). Hodnoty délky a Sitky semicely se ¢astecné prekryvaly. Nejveétsi
buiiky byly z linie A, a nejmensi z linie C. Kmen E12 byl ze vSech nejmensi a rozmezi délky u linie
(viz grafy pro jednotlivé kmeny, graf 4.3-4.4). Kmeny linie C mély nejuzsi Sitku krku (Ipl, viz tab.
4.3), ale zaroveit m&ly podobnou §itku polarniho laloku jako ostatni linie. Rozméry polarniho laloku
v linii C se liSily oproti Sifce krku 1-2 um u morfotypu E. didelta, ale u morfotypu E. humerosum
byl dokonce rozdil 10-15um, a krk byl u skupiny affine-humerosum nejuzsi (viz tab. 8.6).

M¢éfenim semicel byly ziskany signifikantné oddélené 3 linie, kde Sitka byla zéavislou
proménnou na délce semicely (viz graf 4.2), Bonferroniho korelovana p-hodnota: p< 1072
Wilksova lambda pro 3 skupiny (linie A, B, C) vysla 0,21. Nevysvétlena variabilita byla pro 3
skupiny 21%. Metrické hodnoty (Pl, Ipl; poméry Ds/Pl, Ds/Ipl a Pl/Ipl, viz tab. 8.7) vysvétlily asi
19% variability (bez nich by bylo vysvétleno 41, 25%). Kmeny se navzajem liSily svou délkou i
Sitkou. Kmen K61 byl signifikantné odliSny svymi rozméry od vSech ostatnich.

Porovnani s literarnimi zaznamy rozmeéru

Zjisténé rozméry u molekularnich trnG linii byly porovnany s rozméry uvedenymi v literatute.
U rozméru Ds (délka semicely) se porovnavala polovi¢ni hodnota délky bunky z literatury. Byly
uvedeny obvyklé hodnoty, a méné Casté v kratSim/del$im nebo uz$im/Sir§im rozmezi, které byly

v tab. 1.1 uvedené v zavorkach, neboli hodnoty mezi obvyklym rozmezim a krajnimi hodnotami.

Pti porovnani rozmezi hodnot délky semicely morfotypu Euastrum humerosum (Rltzicka, 1981;
s obvyklymi hodnotami 60-70 pum), sem patiila vétSina kmeni z linie A, do krat§iho rozmezi (47,5-
60) pattily kmeny K2,K3, linie B a C. Do §iiky (tohoto morfotypu ((55)65-75(96)um) se tadily linie
A, B a kmeny K56 a K9. Do SirS§iho rozmezi (75-96um) pattily kmeny K1, K4, K55, K61.
Do uzs§iho rozmezi (55-65 pm) byly zatazeny vSechny kmeny z linie C krom¢ kmenu E12.

38



Tab. 4.3. Hodnoty méfeni pro 3 skupiny; v zavorce jsou uvedend maxima a minima, nejc¢astéj$i hodnoty jsou uvedeny

v rozmezi mezi 10. a 90. percentilem; Ds — délka semicely, Ss — Sitka semicely.

Délka semicely

Siitka semicely

Isthmus

Linie A (humerosum)

Linie B (scandinave)

Linie C (affine)

(51,7)57,65-66,91(72,15)

(55,75)57,72-62,5(64,31)

(39,53)48,42-58,68(63,17)

(61,91)67,72-79,47(86,77)

(65,56)66,08-71,65(73,99)

(49,34)56,72-69,73(74,57)

(15,34)- 18,06-23,08-(28,38)

(17,63)- 18,36- 20,79-(22,25)

(13,07)- 16,64-20,99 -(23,81)

Polarni lalok

Ishtmus poldarniho.laloku

2Ds/Ss

Linie A (humerosum)

Linie B (scandinave)

Linie C (affine)

(23,47)- 27,01-32,28 -(35,47)

(26,61)- 27,64-30,09 ~(30,51)

(19,23)- 24,23-33,27 -(37.,4)

(22,47) -25,13-30,75- (37,39)

(25,93) -27,63-30,47- (33,21)

(16,17)-19,39-26,18 - (30,34)

(1,47) - 1,59-1,82 - (1,91)

(1,6) - 1,67-1,84 - (1,87)

(1,47) - 1,57-1,8 - (2,09)

Graf 4.1. 3D graf zavislosti hodnot rozméri semicely Graf 4.2. Linearni model zavislosti

Sitky na délce

v um (délky a $itky semicely, a jejim isthmem) pro linie semicely pro 3 skupiny. Model: y= 0,95 +13,18 x, kde x je

A, B,a C. Legenda: zelen¢ — linie A, modie — linie B, délka semicely, y je Sitka (semicely). Statistika; r = 0,819;
p=6,926E"°". Legenda viz graf 4.1.

cervené — linie C.
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Délka semicely [pm]

Sitka semicely [um]

v

Graf 4.3. Rozmezi délek semicely u zkoumanych kmend.
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Do rozmezi hodnot morfotypu E. humerosum var. affine (Ruzicka, 1981) byly zafazeny podle
délky (32)50-65(80) um témer vSechny kmeny, do kratSiho rozmezi (40-50 um) byly zatazeny
kmeny E12 a K57. Podle Sitky byly zafazeny kmeny linie C, 1) do uz§iho rozmezi (32-55um) kmen
E12 a i) do $irSiho rozmezi (65-80um) kmeny E9, K27, K32, K56, K9 spolecn¢ s liniemi A a B.

Do morfotypu E. didelta byly zatazeny kmeny podle hodnot Razicky (1981) viceméné stejné
jako u E. humerosum, ale do delSiho rozmezi nebyly zatazeny zadné . Podle Sitky tam patfily témér

vSechny kmeny kromé E12.

Vicerozmérné metody pro méreni

V PCA analyze hodnot méfeni a poméra bylo ziskano 11 nenulovych PC os. Prvni PC osa
zobrazila 31,24 % z celkové variability. Vysvétlila nejvétsi rozdil v rozmérech semicely (délce,Ds a
Sifce, Ss). V kladné ¢asti osy byla linie A s linii B, a v zdpornéjs$ich hodnotach byla linie C. Linie se
navzajem prekryvaly — (viz graf 4.6). Druha PC osa zobrazila 24,78 % z celkové variability a podle
vySe zminéného grafu zobrazovala Isthmus polarniho laloku (Ipl). Tteti a ¢tvrtd PC osa zobrazila
212% a 12,7% zcelkové variability.

Vysvétlovaly spolecné, alespon ¢astecné rozdil v
B Délka a Sifka

polarnim laloku (PL, 33,9 %). Pata PC osa 0,46 semicely
zobrazovala 9,62 % variability a vysvétlovala m Sirka krku
rozdil v isthmu. Procentudlni zastoupeni Polarni lalok
C . <o , .. B |stmus
variability rozméri zobrazenych PC osami je v ,
W ostatni

grafu 4.5.

Graf 4.5 Variabilita metrickych hodnot pro 3 skupiny

Prvni CV osa rozdélovala linii C od dvou dalSich (A,B) z 95,72 %, piedevsim v délce, Siice
semicely a krku (Ipl), a druhd CV osa rozdélovala z 4,28 %. LDA spravné diskriminovala 3 skupiny
z 85,15 %, kdy se zaménovaly builky z linie A za linii B (20,3 %, 67 bunék) nebo s linii C
(2,42 %, 8 bun¢€k). Linie B se zaménovala s linii A z 10 %, u 6 bb. Linie C se zamé&iovala s linii A

z 4,07 % (11bungk) nebo s linii B (1,48 %, 4bb). Nejvice se zaménovaly linie A a B (viz graf 4.6).
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Graf 4.6. Grafy PCA a CVA molekuldrnich linii. A: graf PCA s hodnotami méteni (rozmért a

poméra); B: graf CVA. Legenda: O linie A; O linie B; + linie C. Zkratky viz obr. 3.1.
A: PCA

Component 2
u
1

Component 1

B: CVA

454

3.04

0.0

Axis 2

-154

-3.04

Axis 1
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4.3.2 Geometricka morfometrika (GM)

Geometrickd morfometrika odliSila signifikantné tfi trnG linie. Pro zkoumdni geometrickou
morfometrikou bylo pouzito 22 kmentl, 18 landmarki a 18 semilandmarkl. Byly zahrnuty rozméry
semicely (Ds, Ss, I, PL, Ipl, viz obr. 3.1) a poméry rozméra 2Ds/Ss, Ds/Ss, Ds/I, Ds/Pl, Ds/Ipl,
Pl/Ipl.

Diskriminaéni metodou (LDA geometricko-morfometrickych dat, GM dat) byly skupiny
odliSeny z cca 88,79 % a pouzitim metrickych hodnot (rozmérd a poméri, GM+MP) byly skupiny
rozliSeny zcca 95,3 % (95,15 % pouze s rozméry) s 9% nevysvétlenou variabilitou (Wilksova
lambda 0,09) a signifikanci p<10'® (viz tab. 8.8, v piiloze). Lepsi vysledky z LDA tvaru (dat
geometrické morfometriky) byly dosazeny rozdélenim kment na dva subsety podle vroubkovani
bazalniho laloku: humerosum (s) a didelta (bez; viz obr. 4.1). V subsetu humerosum byly
podskupiny humerosum-humerosum a affine-humerosum, v subsetu didelta byly podskupiny:
humerosum-didelta, scandinave, affine-didelta (viz tab. 8.9- 8.11, v ptiloze).

Vysledky pro GM byly bez rozd€leni na subsety (v 5 podskupinach) byly: LDA 86,67 %,
Wilksova lambda 0,01807 a signifikance na urovni p<10~. Vysledky pro GM s méfenim byly: LDA
93,03 %, Wilksova lambda 0,0063 (nevysvétlena variabilita 0,63%) se signifikanci p<10~ (tab. 8.9-
8.11, v ptiloze). LDA vysledky, ale vychazely relativné horsi pfi¢inou kmenu K14, ktery piechazel
v oba morfotypy E. didelta/E. humerosum, li§ici se vroubkovanim bazalniho laloku.

Graf 4.7 Procentualni zastoupeni tvarovych odliSnosti v PCA osach.

Vzhled: hum — morfotyp E. humerosum, did — morfotyp E. didelta

Variabilita geometricko-morfometrickych dat (%)

® 1.PC: hum/did,délka
| 2. PC: Sifka krku
3. PC: vykrojeni lalokt

B 4. PC: pravidelnost
laloki

B 5. PC: naklon buriky
ostatni PC osy (6-68)
B nevysvétlena variabilita

Rozklad variability

Nesymetrizovanou analyzou PCA geometricko-morfometrickych dat (relativnich warpd, neboli

po superimpozici landmarkd; GPA) bylo ziskano 68 nenulovych PC os. Prvni PC osa zobrazila
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33,79 % z celkové variability, v zaporné casti osy mély buiky zatezy mélké (jako morfotyp
E.didelta) a v kladné Casti naopak zatezy hlubsi a kratky krk (jako morfotyp E. humerosum). Druha
PC osa zobrazila 15,54 % z celkové variability, v zdporné Casti zafezy mélké, v kladné casti
hluboké. Tteti PC osa zobrazila 10,62 % z celkové variability, v zaporné ¢asti zatezy hluboké a
delsi krk, v kladné byly zatezy mélké. Ctvrta PC osa zobrazila 9,33 % z celkové variability,
v zaporné Casti osy byly bunky rovnomérné lalo¢naté a v kladné ¢asti byl Siroky bazalni a uzky
poléarni lalok, celkovy tvar buiiky byl trojuhelnikovy. Pata PC osa zobrazila 5,63 % variability (viz
tab. 8.12, v ptiloze). Tyto hodnoty plati jak pro tfi skupiny (grafy 4.7, 4.8), tak pro pét (viz tab 8.9-
8.10). Diskriminace tfi skupin vy$la pro GM data z 88,79%, se signifikanci p<10™* a nevysvétlenou
variabilitou 20 % (Wilksova lambda 0,20, tab. 8.8). S pfiddnim rozmérd a poméra vysla
diskriminace 1épe z 95,3 %, se signifikanci p<10"'® a nevysvétlenou variabilitou 9 % (Wilksova
lambda 0,09). Rozd€lenim na dva subsety humerosum a didelta podle vroubkovani, (viz obr. 4.1,
tab. 8.11) jsme ziskali velice dobré rozdé€leni, v subsetu humerosum dokonce 100% rozdéleni mezi

liniemi A a C, v su bsetu didelta jsme ziskalipouze 97% spolehlivost diskriminace.

U tzv. Confusion matrix geometrickd morfometrika pomohla rozliSit linii A a jeji morfy
podobajici se jinym liniim. Buiiky linie A podobajici se linii B, pfipodobiiovaly linii i rozméry, jak
je patrné z tab. 4.5. Nejlépe byly odliSeny linie A a C pomoci geometrické morfometriky a méteni
(GM+MP), a nejhute linie A a B, podobn¢ jak je vidét na grafu PCA a CVA (graf 4.6). Rozdé¢lenim
skupin na dva zakladni morfotypy E. humerosum/didelta se podafilo rozliSit podskupinu affine-

humerosum od obou linii A a B se 100% spolehlivosti, jak je vidét i v tab. 8.9 a 8.11, v pfiloze.

Linie se podle tvaru zaméinovaly. Vyjimecné nékteré kmeny mély 100% integritu. Nejvice
polymorfni kmeny byly K14, K4, K8 (viz graf 4.9). Kmeny s relativné jednotnym tvarem, kde se
max. 2 buitkky podobaly jiné skupin€:K15, K23, K27, K28, K32, K56, K62.
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Graf 4.8. A-B: PCA pro 3 skupiny — graf rozkladu variability GM dat mezi skupinami; C-D:
CVA —rozdé€leni 3 skupin. Legenda: + affine; O humerosum; ¢ scandinave. GM — geometricka

morfometrika

A: GM B:GM s méfenim a poméry

C-D: CVA grafy pro 3 skupiny.
C: GM D: GM s métfenim a pomery
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Tab. 4.5. Procentudlni zastoupeni spravné diskriminovanych molekularnich skupin mezi sebou, v hornim trojuhelniku

pouze s geometricko-morfometrickymi daty, v dolnim trojuhelniku tato data spojené s méfenim.

humerosum, linie A scandinave, linie B affine, linie C
humerosum, linie A - 91,54 95,16
scandinave, linie B 93,59 - 95,15
affine, linie C 99,5 99,1 -

0,00 % 20,00 % 40,00 % 60,00 % 80,00 % 100,00 %

K61
K14
K15
K4
K8
K9
K57
E12
K23
K7
K62
K55
K54
K53
K3
K2
K1
K27
K28
K32
K56
E9

B Linie C, hum

M Linie C, did
Linie B

M Linie A, hum

H Linie A, did

Graf 4.9. LDA péti podskupin. Procentudlni zastoupeni klasifikovanych kment linearni
diskriminaéni analyzou geometricko-morfometrickych dat v programu PAST 3.20, graf
vytvotfeny v LibreOffice, z archivu autora. hum — morfotyp Euastrum humerosum, did —

morfotyp E. didelta.

LDA z literatury

Diskriminaéni analyzou bylo potvrzeno, Ze by obrazky z literatury mohly patfit do nésledujicich
skupin.

Do podskupiny humerosum-didelta (Linie A, morfotyp E. didelta, tab. 8.13, skupina 1) byly,
podle tvaru (dat geometrické morfometriky, GM dat) i spojenim s poméry (GM, GM+P), zatazeni
pouze dva zastupci: Euastrum didelta (South, 1984, Fig. 7b; z Newfounlandu v Kanad¢) a E.
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didelta/ampullaceum (Ducellier, 1915, s. 91, Fig. 27; ze Savojskych Alp ve Francii). Ikonotyp E.
didelta Ralfs (1848, Tab. XIV, Fig. la; z Britskych 00.) se zafadil pouze geometrickou
morfometrikou s méfenim (GM+MP). Buniky podskupiny humerosum-didelta byly ikonotypu dost
podobné, ale byly zméteny kratsi nez byly uvedené v literatute.

Do podskupiny humerosum-humerosum (Linie A, tab. 8.13, skupina 2) byli zafazeni zastupci jak
podle tvaru (GM dat), tak spojenim s poméry (GM, GM+P): E. didelta (West & West, 1905, Pl.
XXXV, Fig. 4) , E. humerosum (Ells, 1998; Skaloud, 2006, z Postavky na Slovensku; Fromm, 2014,
Abb. 135, z Berlina v Némecku), kde u posledniho E. humerosum souhlasilo i méfeni (GM+MP).
Nicmén¢ E. didelta (West & West, 1905) byla podle zdznamt del$i nez linie A; a varieta E.
humerosum var. parralelum (Krieger, 1937, Taf. 69, Fig. 9) byla zatazend pouze geometrickou
morfometrikou (GM), protoze byla v literatufe uvedena bez rozmért.

Do skupiny scandinave (linie B, tab. 8.13, skupina 3) LDA GM dat zatadila spolecné se svymi
pomeéry véetné rozmért zastupce (GM, GM+MP, GM+P): E. didelta a E. didelta fa latior (South,
1984, Fig. 4a, 8c, z Newfoundlandu v Kanad@), E. didelta fa val Piora (Ducellier, 1915, PI. 1, Fig.
2, ze Savojskych Alp ve Francii) a E. humerosum (Fromm, 2014, Abb. 133, z Berlina v Némecku).

Do podskupiny affine-didelta (linie C, tab. 8.13, skupina 4) byly podle, jak LDA GM dat, tak
GM s méfenim (GM, GM+MP), zafazeni zastupci: E. didelta (Ducellier, 1915, s. 89, Fig. 21la,
ze Savojskych Alp ve Francii; Ducellier, 1918, s. 127, Fig. 112 ze Svycarska) a E. didelta var.
inermiforme Nob (Ducellier, 1915, s. 86, Fig. 14; ze Savojskych Alp ve Francii). Podle tvaru,
i s kombinaci s poméry (GM, GM+P) byli zatazeni zastupci: E. didelta (Lenzenweger, 2002, Taf. II,
Fig. 9) a E. sinuosum (West & West, 1905, Pl. XXXVI, Fig. 1), u kterého nebyly patrné centralni
pory, pouze pét hrbolktl, které byly typické i pro druhovy komplex E. humerosum/didelta, ale
krasivka byla kratsi nez linie C.

Do podskupiny affine-humerosum (Linie C, tab. 8.13, skupina 5) byl, podle LDA GM dat a
podpoiené i GM s métenim (GM, GM+MP), zatazen pouze zastupce: E. humerosum (Ducellier,
1918, s. 133, Fig. 121; ze Svycarska). Jiné E. affine si byly podobné a shodovaly se méfenim
(GM+MP): E. affine (Brown, 1930, P1. XIII, Fig. 52, z Floridy, USA; Lenzenweger, 1976, Taf. 1,
Fig. 6; z Finska, Joensuu). Dalsi zastupci podobni této skupiné¢ se shodovaly s LDA GM dat
spoméry a GM s méfenim (GM+P, GM+MP): E. humerosum (Mout, 2012, z Nizozemi) a E.
humerosum var. affine (Coesel & Meesters 2007, Pl. 42, Fig. 2, z Nizozemi). lkonotyp E. affine
(Ralfs, 1848, Tab. XIII, Fig. 3a, z Britskych oo., v tab. 8.13 neuveden) se geometrickou
morfometrikou zatadil pouze pfi nedefinovani skupiny, a hodnotami z textu se shodovaly s linii C.

Zastupci E. humerosum (Ralfs, 1848, Tab. XIII, Fig. 2a, z Britskych oo.; Ducellier, 1918, s. 92, Fig.
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63 B, ze Svycarska, Col du Grimsel) a E. humerosum var. affine (Lenzenweger, 1996, Taf. 9,
Fig.13, z Rakouska) se zaradili jen spojenim GM dat s méfenim (GM+MP).

Odhalili jsme, Ze existuji zastupci E. didelta s del§imi buitkami, nez jsme méli v datasetu (viz
tab. 1.1, Ralfs, 1848; West & West, 1905). Delsi krasivky nez naSe linie byli nékteti zastupci E.
humerosum (104-160pm, Krieger, 1937; 148 um, Coesel & Meesters, 2007, PL. 41, Fig. 4; 190 um,
Wagner, 2014) a E. humerosum var. affine (160 um, Scipion, 2017, podskupina affine-didelta, tab.
8.13). Neprekvapivée byli delsi zastupci variet Fuastrum didelta: E. didelta var. truncatum (do 148
um, Krieger, 1937), E. didelta var. quadriceps (144 pm, de Oliveira et al., 2011, s. 65, Fig. 12)
nebo E. didelta var. bengalicum (do 160 pm, Krieger, 1937). Delsi byly zaznamenany druhy E.
pinnatum (130-153 um, West & West, 1905) nebo E. oblongum (144-205 pm, West & West, 1905).
Stejn€ dlouhy zastupce jako zkoumany druhovy komplex byla krasivka E. didelta var. denticulatum
(110 um, Ruzicka, 1981, Taf. 62, Fig. 8).

Kratsi zastupci byvali v ptibuznych druzich nebo varietach studovaného druhového komplexu:
E. ansatum var. dideltiforme (73-87 pum, Prescott & Scott, 1945), E. sinuosum (56-78 pm, West &
West, 1905) nebo E. didelta var. bengalicum fa minus (90 pm, Scott & Prescott, 1958) a uZzsi
zastupci byli E. cuneatum (96 — 128 pm, West & West,1905), E. didelta var. cuneatiforme (97 x
39 um, Scott & Prescott, 1961).

Geografie

Objevili jsme, Ze se geograficky stietavaji linie druhového komplexu E. humerosum/didelta
v Severni Evropé (v Norsku, viz obr. 4.3), a podle LDA geometricko-morfometrickych dat
1 ve stiedni Evrop¢ (v Savojskych Alpach ve Francii) a v Kanad¢ (viz tab. 8.13) .

Nase nalezy druhového komplexu E. humerosum/didelta ze stfedni Evropy se podobaly
krasivkdm z tam¢jSi literatury. Biogeograficky souhlasily nalezy morfotypl: E. didelta a E.
humerosum patfici do linie A (Fromm, 2014, z Némecka). LDA vysledky nasvédcuji, ze byly
krasivky z literatury s morfotypem E. didelta zafazené do vsech tfi linii ve Svycarskych a
Francouzskych (Savojskych) Alpich na zapadnim biehu Ryna (Ducellier, 1915, 1918) a
v Rakouskych Alpéach (na vychodnim biehu Ryna) se zatadily krasivky z literatury jen do linie A
(E. didelta, Lenzenweger, 1967, Taf. VIII, Fig. 2). Ve Francii se pravdépodobné vyskytovala
krasivka E. humerosum var. affine z oblasti Belledone, podle LDA GM dat zatazena do linie A
(Scipion, 2017), a E. didelta z oblasti Vosges, zapadn¢ od Alp, do linie C (E. didelta, André, 2017).
Byly na stejném zapadnim bfehu Ryna.

V Cechéach byl vyskyt E. didelta potvrzen na konci 19 stoleti v severnich Cechach v oblasti
Sluknova, Liberce a Krkonos (s uvedenymi rozméry 70-140 x 45-70 um, Hansgirg, 1886), nicméné
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tyto hodnoty mohou patfit v§em tfem liniim. O sto let pozdéji byl potvrzeny vyskyt v severnich
Cechach (v Jizerskych horach; Stépankova, 2008) a také i jinde v CR E. humerosum a E.
humerosum var. affine (Stastny, 2010; v horach Jeseniky, Stépankova et al. 2012). Jednalo se
o vSechny zakladni morfotypy.

Ve Svédsku a Finsku se podafilo najit shodu s liniemi A a C: krasivku E. humerosum var.
parralelum (Krieger, 1937, ze Svédska), ktera by teoreticky patiila do linie A a E. affine
(Lenzenweger, 1976, z Finska) by patfila do linie C.

Teoreticky vyskyt linie C je mozny po celé Evropé (viz tab. 8.13; Ralfs, 1848; Krieger, 1937;
Coesel & Meesters, 2007; Fromm, 2014) nebo v Severni Americe (Brown, 1930).
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Obr.4.3 Mapa zkoumanych krasivek, legenda v ilustraci, LDA vypocitané linie krasivek z literatury
(viz tab. 8.13; upraveno CIA, 2001; Google & INEGI, 2008).
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5. Diskuse

V této diplomové praci jsme zjiStovali diverzitu druhového komplexu Euastrum
humerosum/didelta. Analyzovali jsme genetickou diverzitu (5.1) a pozorovali krasivky svételnym a
skenovacim elektronovym mikroskopem (5.2), evolu¢ni linie jsme testovali diskriminaci dat
z méfeni a geometrické morfometriky (5.3), a zkusili jsme tato data pouzit v LDA s krasivkami
z literatury a teoreticky je zaradit do linii (5.4). Shrnuli jsme znaky v taxonomickém shrnuti (5.5) a

nakonec jsme se zamysleli nad moZznym dal$im studiem (5.6).
5.1 Fylogenetické analyzy

Studie molekuldrniho markeru trnG byly Casto spojené s kvantitativnimi metodami geometrické
morfometriky nebo byly testovany s dal§Simi molekuldrnimi markery, aby se vyhodnotila monofylie
vuci ostatnim druhtim (Neustupa et al., 2010, 2011b; Nemjova et al., 2011; gt’astn}'/ etal., 2013).

V nasem ptipad€ byla testovana diverzita druhového komplexu, jako outgroup bylo pouzito
Euastrum everettense, vici némuz byly testované krasivky monofyletické. Zkusili jsme pouzit
dostupné sekvence z genové banky (NCBI, 2017), které byly pouze molekuldrnich markerd SSU
nebo rbcL. E. affine se shodovalo v markeru SSU s E. pinnatum 1 E. oblongum. V této praci jsme
pouzivali SSU intron, ktery pro porovnani s témito druhy nebyl dostate¢ny, protoze byl na konci
genu SSU a pfi vkladani sekvenci do genové databdze tyto variabilni ¢asti byly ziejmé vynechany.
V databazi byly vétSinou jen parcidlni SSU, a jelikoz je tento marker velice dlouhy, 1ze nalézt SSU
intron pouze u sekvenci, kde je uvedeno SSU, ITS a LSU (18S rRNA, Internal Transcribed Spacer,
5,8S rRNA). Ale podle rbcL se druhy signifikantné lisily, krasivky si byly pfibuzné (Gontcharov &
Melkonian, 2008). Dalsi testovani ptesahovalo zaméfeni diplomové prace.

Vsechny tti morfotypy (E. affine, E. pinnatum, E. oblongum) jsou si velice podobné a lisily se
pouze svym latelarnim lalokem, a s vétsi slozitosti se zvySovala i1 velikost celé bunky (West & West,
1905). U naseho druhového komplexu naopak s vétsi slozitosti polarniho laloku se velikost buiiky
zmenSovala. V budoucnosti by se méla ovéfit jejich fylogeneticka piibuznost, hlavné mezi E.
humerosum/affine a E. pinnatum, protoze jejich bunky jsou velmi podobné. U E. oblongum
pravdépodobné existuji infraspecifické linie, jelikoz existuji dvé rozmezi rozmért (West & West,
1905; Prescott & Scott, 1945).

Fylogenetickou analyzou trnG intronu jsme nasli signifikantni rozdil ve vSech liniich (A, B a C),
ale v SSU intronu uZ ne. Na rozdil od SSU (intronu) je trnG (intron) plastidovym markerem
s unikatnim vyskytem (Turmel et al., 2005). SSU je soucasti ribozomalni DNA v tisici kopiich
v jadre. JelikoZ obecné dochazi k mutacim v riiznych ¢astech DNA (Sousa & Hey, 2013) je

wevr
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¢asem k homogenizaci (Liao, 1999), proto v repeticich probihd speciace pomaleji a proto
signifikantn¢ odlisné linie v repetitivnich markerech (SSU nebo LSU) jsou starsi) a u unikatnich
marker( 1ze odlisit linie dfive. Proto se domnivame, Ze jsou zjisténé linie trnG mladé.

K homogenizaci repetitivnich sekvenci je potfeba pohlavni rozmnoZovéani s velkymi pocty
jedincti v populaci a s vyssi ploidii (Hurst & Smith, 1998). Jelikoz je u Desmidiaceae pohlavni
rozmnozovani vzacné (podobné jako u jinych spajivych tas; Starr, 1955; Blackburn & Tyler, 1981,
1987; Brook, 1981; Hoshaw & McCourt, 1988, Coesel & Meesters, 2007), je to asi z hlavnich
divodl, pro¢ u krasivek homogenizuji repetitivni sekvence rDNA pomalu i kdyZ maji vysokou
ploidii (King, 1960), a také asi proto, Ze jsme je nachdzeli ve vzorcich s malym poctem jedinci.

Pro jejich ptipadné testovani bychom potiebovali klonovat SSU intron (Lodish et al., 2000;
Schwarzott & Schiiller, 2001) nebo pouZit i jiny rychle se ménici molekularni marker — napt. ITS
nebo naopak konzervovany a pomalu se vyvijejici se gen pro protein cox III (gen pro jednotku
cytochrom oxidazy, vyskytujici se v mitochondrii; Hiesel et al., 1994; Hall et al., 2008). ITS byl
u naseho druhového komplexu vyzkouSeny, ale byl natolik mnohoznacny, asi tim ze jeho genetické
varianty nebyly sjednocené, proto nebyl ve vysledcich zminén.

Pro své vyhody unikétniho vyskytu se trnG intron, podobné jako vSechny introny, nepodléha
selekénimu tlaku, a mize se rychle meénit, se perfektné hodi na genetick¢é vyhodnoceni
pseudokryptickych druhii krasivek. Marker trnG se osvédcil nejen zde, ale 1 v jiné studii, kde
koreloval s morfologickymi druhy Micrasterias rotata, M. apiculata a pseudokryptickymi liniemi
M. fimbriata (Neustupa et al., 2011b). Byl kombinovan i s jinymi markery, protoZe se mj. zjiStovala
1 monofylie vii¢i ostatnim druhtim (s ITS, Neustupa et al. 2010; nebo s SSU, Nemjova et al., 2011).
Pii zkoumani druht Xanthidium bylo pouZito vice markert (ITS, rbcL, trnG a cox III; Stastny et al.,
2013). Dokonce se fylogeneze trnG shodovala s fylogenezi cox III a rbcL krasivek Pleurotaenium
(Skaloud et al., 2012a). Vyplyva z toho, Ze je pro krasivky fylogeneze trnG intronu celkem
divéryhodna. Tento marker koreluje se zakladni tvarovou specifitou, a je pravdépodobné spojeny
s nékterymi odpovédnymi geny pro tvar (krku) nebo velikost v zké vazbé€, podobné jako rbcL,
taktéz chloroplastového ptivodu. Tim, Ze u chloroplastu dochazi malokdy k rekombinaci (Rédei,
2008), budou pravdépodobné ve vazbe vSechny plastidové geny. Je otdzka zda je spojeny vyvoj
bunky i s vyvojem chloroplastu.

ITS je marker pravdépodobné spojeny s pohlavni specifitou (Denboh et al. 2001, 2003) a
u pievazné nepohlavné rozmnozujicich krasivek, neni jeho vyvoj tak selektovan, jako u ostatnich,
proto se pravdépodobn¢ u naSich ,mladych” linii vyskytovalo tolik variant markeru, Ze se

ptekryvaly natolik, Ze nesly jednodussi sekvenaci DNA (bez klonovani markeru) ITS piecist.
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E. humerosum Ralfs a E. affine Ralfs jsou parafyletickymi skupinami

Fylogenetické linie (A, B a C, viz obr. 4.1) zjisténé na zdklad€ molekularniho markeru trnG
u druhového komplexu Euastrum humerosum/didelta se relativné dobie rozliSovaly svymi rozméry
(viz graf 4.1, tab. 4.3) a tvotily signifikantné rozdélené skupiny v kvantitativné analyzovanych
datech z geometrické morfometriky (viz graf 4.8). Morfotyp E. humerosum Ralfs (1848, Tab. XIII,
Fig. 2a) nebo E. affine Ralfs (1848, Tab. XIII, Fig. 3a) z britskych ostrovi, tvotily parafyletické
skupiny v linii C, v ramci podskupiny affine-humerosum.

Zastupci linie C, krasivky z podskupiny affine-humerosum byly zjisténé i v Norsku a Svédsku.
Nicméné se podle literatury vyskytuji také v Severni Americe, a po celé Evropé i kdyZ fasy
podobné tomuto morfotypu byly popsany jako E. affine nebo E. humerosum var. affine (viz obr.
4.7; Brown, 1930; Croasdale & Gronblad, 1964, Lenzenweger, 1981, Ruzic¢ka, 1981; Coesel &
Meesters, 2007).

5.2 Morfologie bunék

U zkoumanych krasivek se objevovala morfologicka plasticita, jak v liniich, tak n¢kdy 1 v
kmenech, pfestoze byly kmeny péstovany za stejnych podminek. Rozdélili jsme kmeny do dvou
hlavnich morfotypl: E. humerosum s vroubkovanym bazalnim lalokem a morfotypu E. didelta,
s celokrajnym bazalnim lalokem (viz obr. 4.1; kap. 4.1.1.1). V liniich A a C byl alespoii jeden kmen,
ktery mél, jak vroubkovany, tak celokrajny bazalni lalok a nebylo Uplné jasné do jakého morfotypu
patii. Nékteré bunky v kmenu musely mit smiSené formy, kde kazda semicela vypadalo jako jiny
morfotyp.

SmisSené¢ formy E. humerosum/didelta, byly spatieny jiz Ducellierem (1915, 1918). Archer
(1875) si vSiml dokonce ktizeni mezi E. humerosum x E. didelta, nebo se mohlo se jednat
o morfologickou plasticitu, Ze pozoroval rtizné formy, kde E. didelta byla pravdépodobng&ji
nedovyvinutou bunikou druhého morfotypu, nez zZe by doslo k hybridizaci.

Jelikoz Ralfs (1848) zobrazil puvodni druh E. didelta Ralfs, jak s celokrajnym, tak
vroubkovanym bazalnim lalokem, jako typ a, a b; ktery pozdéji West & West (1905) rozdélili
na dva druhy, mohli bychom diky zjis§téné morfologické plasticité v bazalnim laloku tyto dva
morfotypy zase sjednotit do jednoho druhu. Pro jistotu by se, ale mély nasbirat dalsi kmeny
v Evropé¢ a znovu otestovat, zda jsou jednotnym druhem.

Pozorovali jsme velice morfologicky variabilni kmeny, vyjimecné s ustalenou formou, podobné
jako Ducellier (1915), ktery misto kmenii pozoroval populace. Je mozné, ze u kment s jednou
formou doslo ke genetickému driftu. VétSina kment ze skupiny affine-humerosum méla ustaleny

tvar. U nekterych kmeni z linie A a B s max. 2 bb. (viz graf 4.9) m¢ly asi recesivni geny, odliSné
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od zédkladniho tvaru kmenu. Tyto hypotézy by se musely potvrdit kiizenim nebo environmentalnimi
testy, coz ptesahovalo rozsah diplomové prace.

Nékteré kmeny se naopak podobaly jiné linii. Nejvice patrné to bylo u linie B, kde ze dvou
kmeni se jeden podobal linii A a druhy linii C. Pravdépodobné vysvétleni napodobovani ostatnim
liniim, by byla zachovald genetickd variabilita ptivodniho druhu. Tyto formy, které se podobaly
jinym liniim, Razicka (1981) nazyval jako hrani¢ni formy, protoze v téchto mistech se druhy
navzéjem piekryvaly, podobné jako u testli geometrické morfometriky (viz tab. 8.9, ptiloze).

Jeden z kment K61 linie A byl signifikantné odliSny svym Sirokym bazalnim lalokem Ze je
mozna variabilni v jiném genu nez je trnG a zGstala mu variabilita pfibuzného E. everettense nebo
jiné piibuzné Sirokeé krasivky.

Linie se liSily nejvice v polarnim laloku, podobné jako v jiné studii o Micrasterias crux-

mellitensis/M.radians (Neustupa et al., 2011b).

5.2.1 SEM

Pii porovnani mikrofotografii SEM u druhového komplexu Euastum humerosum/didelta se
objevovaly z frontalniho stejné znaky — pétice hrbolki, jeden centralni por, a teckovana bunécna
sténa.

Pétice hrbolkli byly viditelné, jak u naSich kréasivek v komplexu, tak u jinych zobrazeni
v literatute. Vyjimku tvofily originalni ilustrace (Ralfs, 1848), kde se pocet hrbolki liSil. Pocet
téchto hrbolkti zkritizovali West & West (1905), protoze si vSimli popsani nové variety E.
humerosum var. affine Raciborski (1885) a predpokladali, Ze se to stalo jen diky chybé zobrazeni
hrbolkli v monografii od autora Ralfs (1848).

Centralni por byl popisovan jako prohluben (scrobiculation) a byla podle n¢j popsana forma
scrobiculata (West & West,1905; Borge, 1906, Tab. 2, Fig. 13), ale nem¢la taxonomickou vahu,
podobné jako forma mixtae (Ducellier, 1915; Kouwets, 2008). Jediny centralni por se vyskytoval i
u ilustraci piibuznych druhovému komplexu - E. oblongum nebo E. pinnatum (Prescott & Scott,
1945; pl. 4, fig. 1; pl. 7, fig. 7-10). Zda to ma souvislost i s jejich totoznymi sekvencemi SSU, se
moznd dozvime, az bude vic otestovanych druhti FEuastrum, vcéetné¢ druhovych komplext
obsahujicich rizny pocet centralnich péra. Dilezity znak mi pfipada pocet centralnich pora (nebo
vyskyt bradavic, trnt, apod.

Vyskyt jediného centralniho poru byl pozorovan SEM u ptibuznych druhovému komplexu E.
humerosum/didelta u E. oblongum (Anissimova & Terlova, 2015, Puc.3, Fig. 1; nikoli vSak

u ilustraci Ralfs, 1848) nebo E. ansatum (Anissimova & Terlova, 2015, Puc.1, Fig. 1), ktery je
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o polovinu mensi nez klasicky morfotyp E. didelta s delsim krkem u polarniho laloku (West &
West, 1905; Krieger, 1937).

U podobnych morfotypti se pocet centralnich port lisil. U variety E. didelta var. bengalicum
byly spatfeny dva (Wei, 1991), u E. ampullaceum tfi (West & West, 1905) a u E. obesum var.
crassum dokonce centralni por chybél (Prescott & Scott, 1945, Pl. 3, fig. 5). Podle m¢ je pritomnost
ruzného poctu centrdlnich pora dualezita, 1 kdyz jim Razicka (1981) u E. didelta neptikladal vahu.
Patrné se domnival, Ze u E. didelta var. bengalicum ptitomnost dvou centralnich porti byla vlivem
morfologické variability. Jelikoz se liSilo i velikosti buniky, myslim si, Ze by mohly byt tyto krasivky
odlisn¢ho druhu. Bylo by jej potfeba testovat i molekularnimi markery, napt. by §lo pouzit trnG
intron a ovéfit monofylii 1 pomoci SSU.

Centralni por a pétice hrbolkii byly pozorovany i v ilustracich z prvni poloviny 20. stoleti (West
& West, 1905; Krieger, 1937). Patrné byly buiiky pozorovéany pfi vétsim kontrastu nebo prazdné.
SEM potvrdila znaky na bunééné sténé. Podobné byly pozorovany tecky.

Tecky se vyskytovaly kolem vyvySenin (lalokl, hrbolkl) a naopak kolem centralniho péru
chybély (tab. 4.2). Zda je signifikantni vzorkovani tecek, by bylo potfeba pozorovat vice bunck
v liniich. Existuje riziko, ze krasivky, s tak velikou morfologickou plasticitou, mohou mit variabilitu
i v drobnych rozdilech skulptury bunécné stény. Takze podobnost ve vzorci tecek i v jinych SEM
mikrofotografiich druhového komplexu E. humerosum/didelta (South, 1984, Fig. 2; Anissimova &
Terlova, 2015, Puc.2, Fig. 2, 3) by mohla byt ¢ist¢ ndhodnd a nebyly by nalezeny prokazatelné
rozdily ve stavbé bunétné stény pomoci SEM, podobné jako v praci u Micrasterias truncata
trnt u M. fimbriata (Neustupa et al., 2011b) nebo uspotadéani velkych prohlubni nebo bradavic
u druhtt Cosmarium (Stastny & Kouwets, 2012).

5.2.2 Metrické analyzy a geometricka morfometrika

Zakladni rozméry bun€k trnG linii korelovaly s molekularnimi daty (viz graf 4.6), ale
nekorelovaly s udaji z literatury pro stfedni Evropu (Razicka, 1981; tab.1.1, 4.7).
linii Micrasterias (Skaloud, et al., 2011) . Dale je dileZity pomér polarniho laloku s jeho isthmem
(PVIpl). Pouzijeme-li vSechny rozméry: délku, Sitku, isthmus, polarni lalok a krku (isthmu
polarniho laloku), véetné celkového vzhledu buiky, mizeme krasivky v tomto druhovém komplexu
urcit s vice nez 95% presnosti.
Rozdilné sitky krku si mozna vS§iml i Ralfs (1848), ktera se liSila mezi E. didelta Ralfs a E.

humerosum/E. affine Ralfs, ale jisté to neni, protoZe na to neupozornil a Sitku krku u E. didelta
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nespecifikoval, jen §itku konce bunky, ktera byla odpovidajici k nasim nejvétSim Sirkdm polarniho
laloku. Krk u typu a, mél téméf stejnou Sitku jako polarni lalok, podobné jako u nékterych nasich
kment v linii A, takze se E. didelta s E. humerosum (Ralfs, 1848) liSily podobn¢ jako nase linie A a
C. Zjistili jsme, Ze oba morfotypy v linii C se liSily v krku jest¢ markantnéji, tudiz morfotyp E.
poléarni lalok. Zjistovani fyziologickych diivodl pro€ se liSila pfedevsim Sitka krku byla nad rozsah
diplomové prace, ale pravdépodobné je to zapti¢inéné variantou genu, kterd je vétSinou aktivni a
proto se vétSina kment v této skupiné nezaméiovala s ostatnimi skupinami a u E9 byly funkéni i
recesivni varianty (graf 4.9). Priciny bychom mohli ziskat, Ze bychom u kazdé¢ tvarové varianty
udélali sekvenaci SSU intronu (nebo ITS) z jediné bunky, jejim klonovanim DNA. Je ale mozZné, Ze
tézko zjistime, zda ma klasicky pomér fenotypt jako v Mendelovych zakonech. Je dost mozZné, Ze
geny ovliviiujici vzhled jsou ve vazbé a nebo jsou na riznych chromozomech ¢i ¢astech buiky.
Jediné, co miZeme fict s relativni jistotou, Ze morfologicka plasticita byla zapfi¢inéna jinou C€asti
DNA nez byl trnG intron.

V literatufe se nejcastéji uvadi délka buiiky, kterd miZze odhalit napt. nejvétsi rozdil mezi E.
humerosum/didelta a E. ansatum, kde je druhy druh zhruba dvakrat mensi nez zkoumany druhovy
komplex, ale dilezité jsou 1 Sifka semicely a krku (Isthmus polarniho laloku, Ipl, viz graf 4.5), které¢
pomohou urcit i variety liSici se velikosti a n¢kdy se liSici 1 na molekuldrni urovni, jako v naSem
ptipadé tfi linie, A>B>C. Nejmladsi se podle fylogenetického stromu zda byt linie A (obr.4.1).

Objevil se tu pattern, ze mladsi linie mély nejdelsi buiky (obr.4.1,tab.4.3). Totéz nastalo i
u jedné skupiny Micrasterias (Skaloud et al., 2011).

Z hlediska geometrické morfometriky se zda nejvariabilnéjs§i polarni lalok. Variety
(morfotypy) v linii se liSily vroubkovanim bazalniho laloku, ale dilezitym tvarem se zda byt tvar
navazani krku a polarniho laloku na zbytek semicely. Podobné jako u Micrasterias fimbriata
(Neustupa et al., 2011b) se nam podaftilo rozlisit skupiny podle vykrojeni polarniho laloku a tvaru
jeho krku.

Rozdélenim na dva subsety humerosum a didelta podle vroubkovani, (viz obr. 4.1, tab. 8.11)
jsme ziskali velice dobrou diskriminaci, kdy se od sebe odlisily spolehlivé linie A a C v morfotypu
humerosum, ale u morfotypu E. didelta v linii A (humerosum-didelta) bylo mozné zaménit s linii B,
kde LDA byla pouze 97%. Spolehlivé rozdé€leni linie A a C geometrickou morfometrikou
korelovalo s vétsi genetickou vzdalenosti mezi obéma liniemi.

U ptibuzngjsich linii (A,B nebo B,C) jsme pozorovali hrani¢ni formy, minimalné po jednom

kmenu z kazdé linie. Cim mensi byla genetick4 vzdalenost, tim se vice sobé linie podobaly a mohli
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mit vice podobnych bunék (graf.4.9). Je pravdépodobné, ze zde zistalo hodné genetické variability
ovliviiujici tvar z ptivodniho druhu, protoze se stdle mohou podobat 1 vzdalené;si linie (A,C). Proto
Archer mozZna pozoroval mezi hrani¢nimi formami konjugaci. Mohly byt vlivem pH rozdilné, nebo
se to udalo v misté setkdni dvou linii a byl tak udrzen genovy tok s ur€itym zachovanim pivodni
genetické variability a tim i vysoké morfologické plasticity (jako bylo v kmenech K14, nebo E9) a
pravdépodobné byly 1 1épe piizplisobené na prostredi.

Z namétenych daji jsme piedpokladali, Ze budou 1 delsi krasivky s morfotypem E. didelta.
Podle literatury byly urcité nékteré variety: E. didelta var. bengalicum, nékteti zastupci E. didelta
var. quadriceps a E. didelta var. truncatum. Nicméné byly delsi i nékteti zastupci morfotypu E.
humerosum (Wagner, 2014), u kterého mohlo jit o Spatné¢ métitko, nebo o nedovyvinutou krasivku
E. oblongum. Podobné mohlo dojit k zakresleni Spatného métitka u E. didelta (John&Williamson,
2009), protoze v textu byly uvedeny dvakrat delsi rozméry nez namétené z obrazku.

Nicméné, existuji uzsi variety nez druhovy komplex E. humerosum/didelta E. didelta var.
cuneatiforme nebo krat$i druhy: E. cuneatum, E. sinuosum nebo E. ansatum var. dideltiforme,
podobné tvarem, ale liSici se rozméry (West & West, 1905; Prescott & Scott, 1945). Zda je E.
didelta var. cuneatiforme nedovyvinutou formou druhovému komplexu, musely by se provést
fyziologické zkoumani vyvoje bunék, po celou dobu jejiho dortstani.

Vyplyva z toho, Ze je mozné, Ze ma linie A daleko vice morfotypt nebo dokonce existuji dalsi
linie, odliSné jak svym tvarem, tak rozméry nez zkoumané populace v ramci druhového komplexu.
A pro lepsi diferenciaci bude dobré buiiky i zméfit, aby se predeslo zdméné s jinymi morfotypy.

Molekularni linie trnG byly odliSené svym tvarem polarniho laloku méné spolehlivéji nez
pseudokryptické linie Micrasterias fimbriata (Neustupa et al., 2011b), protoze byla rozliSitelna jen
linie C oproti dalSim dvéma (viz tab. 8.9).

Nebyla zde molekularné odd¢lend varieta E. humerosum var. affine. Diky svym dvéma
centralnim péram predpokladame, ze E. didelta var. bengalicum pattila do jiného druhu (a mozna
dokonce do dvou linii, vzhledem k tomu, Ze ma formu minus, téméf dvakrat mensi, Scott &
Prescott, 1958; Wei, 1991). Pokud by byly oddélené, byly by oddélené podobné¢ jako skupiny variet:
M. crux-mellitensis var. crux-mellitensis spolu s M. crux-mellitensis var. superflua od 2) M. crux-
mellitensis var. janeira (Neustupa et al., 2010) nebo pseudokryptické taxony Xanthidium
antilopaeum (Stastny et al., 2013).

Pravdépodobné je cely tvar buiiky (polarni lalok, vroubkovani bazalniho laloku) vcetné jejich
vyristkll plasticky s omezenim. Zachovalo se ziejmé hodné genil zapficifujici tyto vlastnosti.
Jelikoz je zachovand morfologicka plasticita, da se predpokladat, Ze se mohou dale vyvijet a tvofit

nové¢ linie v budoucnosti. Diky této schopnosti bylo popsdno u Desmidiales 3000 druha, i1 kdyz
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nékdy umélych. A jelikoz se objevila pseudokrypticka variabilita je mozné, Ze by mohlo byt 2-3
krat vice druht, podobné jak pfedpovidali Stastny & Kouwets (2012).

5.3 — LDA dat z literatury, kam by patfily, do jaké linie

Linearni diskrimina¢ni metodou jsme zjistili shodu se vSemi zkoumanymi podskupinami.
Ikonotypy pro urcovani druhii E. didelta Ralfs, E. affine Ralfs se oba shodovaly v geometrické
morfometrice v kombinaci s métenim, E. humerosum Ralfs bylo velice podobna skupiné affine-
humerosum, ale ne zcela, jeho ikonotyp se zatadil pouze, kdyZ nebyla definovana skupina. TakZe si
byly tvarem velice podobné, nikoli totozné.

Byla zaznamenana shoda s nékterymi dal§imi varietami (detaily v tab. 8.13) v linii A: s E.
didelta var. ampullaceum Duc,, E. humerosum var. parallelum Borge, v linii B: E. didelta formy
latior (South, 1984) a val Piora (Ducellier, 1915) nebo v linii C:: E. didelta var. inermiforme
(Ducellier,1915) a E. humerosum var. affine (Coesel & Meesters, 2007). Vyplyva z toho, ze doslo,
alespon k Castecnému oddéleni variet, ale tvoii pouze parafyletické skupiny, oproti Micrasterias
truncata var. pusilla, ktera byla odd€lena i molekularné (Nemjova et al, 2011).

Né&které kmeny se podobaly E. didelta var. ampullaceum a jelikoz ma E. ampullaceum 3 pory
(West &nWest, 1905), nejsou si pravdépodobné piibuzné, vyjimku miizou tvofit exemplaie E.
ampullaceum se zobrazenym jedinym pérem v Ducellierovi (1918, s. 133, fig. 120 A,B, patfici
do linie A) nebo v Lenzenwegerovi (1976, Taf. 1, Fig. 4, patfici do linie B, viz tab. 8.13, v pfiloze).
Outgroup E. everettense mél podobné jako K61 Sirokou zdkladnu, ale podle fylogeneze si byly
krasivky geneticky vzdalengjsi, pouze v Bayesové stromé SSU intronu (obr. 4.2b) byl urcity naznak
pfibuznosti, ale to by znamenalo, ze podle SSU intronu by druhovy komplex E.humerosum/didelta

nebyl monofyleticky. Piikladala bych vétsi vahu ML stromu.

Sjednoceni puvodné rozdéleného E. didelta Ralfs

Enormni piekryvani rozmérti v literatufe pro stfedni Evropu (tab.1.1; Ruzicka, 1981) bylo
pravdépodobné zpisobeno rozdélenim typl E. didelta Ralfs. Objevili jsme morfotypy s rozdilnymi
bazalnimi laloky v linii A. Podobaly se ikonotyptim E. didelta Ralfs (1848, typ a,b, viz obr. 1.5),
které West & West (1905) rozdélili, a typ b (Ralfs, 1848, Tab. XIV, fig. 1b) byl pojmenovan jako E.
humerosum. Znovu spojeni obou ikonotypt E. didelta by mozna pak korelovalo s piivodni délkou

buniky druhti E. didelta a E. humerosum (Ralfs, 1848), ktery mél rozméry podobné linii C.

E. didelta — druh, varieta nebo morfa?

U morfotypil E. didelta a E. humerosum byly zaznamenany rozdilné hodnoty pH, né¢kdy bylo

v

E.didelta v kyselejsim prostiedi (Rizicka, 1981) nebo naopak v zésaditéjsim (Krieger, 1937). Podle
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Stépankové (2008), bylo pH pro oba morfotypy totozné, na stejném misté, takze diivod jiného
vzhledu by mohl byt také jiny nez rozdilné pH, jak jsme potvrdili péstovanim krésivek ve stejnych
podminkach. Nicméné se tu jevi pattern, Ze v teplejSim prostfedi se vyskytuje morfotyp E. didelta
(viz obr. 1.8), podobné jako u krasivek, které pii vyssi teploté mély tendenci vyrovnavat velikost
vSech lalickt (Neustupa et al., 2008). Proto byla moznd nékterych E. didelta var. quadriceps z
Brazilie s téméf neznatelnym laterdlnim lalokem (Ramos et al., 2011). Zda je vyskyt E. didelta
vlivem i kyselejsiho pH, ve kterém mély krasivky tendenci se zakulacovat (Cernd & Neustupa,

2010), by se muselo otestovat v laboratornich podminkéch.

E.humerosum vs. E. humerosum var. affine

Po rozdéleni E. didelta Turpin ex Ralfs ptipadlo oznaceni E. humerosum krasivce s méné
dilatovanym polarnim lalokem, nez bylo piivodné a doslo obc¢as k zaméné oznaceni s jeho varietou
E. humerosum var. affine. lkonotyp E. affine Ralfs mé&l méné dilatovany polarni lalok. Oba
ikonotypy E. affine Ralfs a E. humerosum se sice zatadily do stejné podskupiny affine-humerosum,
ale mén¢ spolehlivé. Podle Wallicha (1860) a Raciborskiho (1885) byly ptibuzné. Podle Ralfse se
krasivky lisily nejen tvarem bunky, ale i poctem hrbolkl, které podle autori West&West (1905)
byly Spatn¢ zakresleny. Jelikoz se kmeny, v podskupiné affine-humerosum, 1isily nepatrné polarnim
lalokem od E. affine Ralfs. Nedoslo k zaméné, ale spiSe rozsifenim morfotypu E. humerosum a
zuzZeni smyslu morfotypu E. didelta. Vzhledem k tomu, Ze jsme netestovali britské krasivky, je
pochopitelné, ze vSechny ikonotypy E. didelta, E. affine a E. humerosum (Ralfs,1848) nebyly

tvarove zcela shodné se zkoumanymi krasivkami z jinych kraji Evropy.

Bohuzel se ¢asto pouze odkazuje na piivodni literaturu a méné Casto se zobrazuji rozSifené a
dlouho znamé krasivky. Diky ptfekryvajicim se rozmériim a velké morfologické plasticité mize byt
obtizné spravné stanovit vypis druhti bez molekularni podpory nebo pomoci geometrické
morfometriky. A jelikoz typové variety E. affine Ralfs a E. humerosum Ralfs se zcela neshodovaly
ani se zkoumanymi krasivkami polyfazickym zptsobem, byla by potteba dalsi zkoumani - dalsi
odbéry zastupct, a zjiSténi spravné taxonomie. Popiipadé by se krasivky mohly pouzit v dalSim
testovani molekuldrnimi markery nebo testovanim environmentdlnich podminek, protoze jejich
proménné tvary v bazalnim laloku Ducellier (1915) pficital pravé environmentalnim faktorim, ale
tim, ze jsme je testovali péstovanim za stejnych podminek, méli jsme t€émto proménnym predejit.
Ptesto se morfologicka plasticita vyskytla, podobné jako v jinych studiich u Micrasterias (Neustupa

etal., 2010, 2011b; Nemjova et al., 2011).
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Geografie

Objevili jsme, Ze se geograficky stfetavaji linie druhového komplexu E. humrosum/didelta nejen
v Severni Evropé¢ (v Norsku), tak 1 ve stiedni Evropé (v Savojskych Alpach ve Francii) a v Kanadé.
Moznym diivodem mohlo byt, Ze v téchto mistech je velké mnoZstvi vhodnych lokalit pro kréasivky.
Nicméné se zda, ze byly vétSinou ve vétSich nadmoiskych vyskach nebo za poldrnim kruhem (s
vlivem Golfského proudu) ¢i pod vlivem studeného Labradorského proudu (srovnej obr. 1.8 s 4.3;
U.S. Army, 1949). Ve Francii blizko Alp na zapadnim bifehu Ryna byl vyskyt linii A a C, na
stejném biehu jako jsou Savojské Alpy a Svycarsko. Ale na vychodnim bfehu Ryna v Rakousku,
Némecku, Slovensku, Polsku a Cechach byl zaznamenan nebo byl teoreticky podle LDA GM dat
vypocitan, vyskyt pouze linie A (obr. 4.3).

Dalsi piekryv byl ve Skandinavii (v Norsku, Svédsku), a to linii A a C, a v Norsku viech linii.
Ve sttedni Evropé se zd4 vyskyt vyhradné pro linii A na vychodnim bfehu Ryna nebo v Italii a
Portugalsku. Je to ovSem neprikazné bez podrobnéjsiho odbéru vzorkii a potvrzeni molekularnimi
analyzami. NemtZeme posoudit ani zda doSlo k umélému rozsifeni. Pravdépodobné zde neplati
totéz jako u Micrasterias fimbriata (Neustupa et al., 2011b), kde pseudokryptické linie byly
oddéleny fekou Ryn. Pravdépodobné feka Ryn pouze omezuje §ifeni linie C.

Na rozdil od jinych variet E. didelta se zda, ze krasivky E. humerosum/didelta nemaji jasné
ohranic¢eny vyskyt, stfetdvaji se v severni a stfedni Evrop€ a na americkém kontinentu. Variety E.
didelta var. quadriceps/ cuneatiforme mély omezené rozSifeni a liSily se nejen vzhledem, tak
rozméry oproti zkoumanému druhového komplexu. E. didelta var. bengalicum se lisilo, jak
vlastnictvim dvou centralnich porti v bunééné sténé, tak vyskytem v Indomalajsii a Australii.

Vyplyva z toho, ze je pravdépodobné omezeni Siteni pies velké vzdalenosti diky slané vode¢.
Dalsim vyvojovym omezenim u krasivek se zda jejich citlivost na vyschnuti oproti cilidtim, ktefi
tvoii Casto trvald stddia. Trvald stadia se tvoii zejména v mistech Castého vysychani, jak u krasivek,
tak 1 u jinych protist (Corliss and Esser, 1974; Coesel, 1989; Foissner, 2006). Pfi stalejsich

podminkach tuto schopnost mohou protista ztracet (Foissner, 1997).

Taxonomické poznamky

Jelikoz doslo k taxonomickému rozdé€leni E. didelta zaCatkem 20. stoleti (West & West, 1905),
a naopak rozsifeni pojeti E. humerosum, muzou se hodné lisit seznamy druhid pied rokem 1905 a
v prubéhu stoleti dvacatého. UrCovani tas je dosti subjektivni a urcuje se podle nejveétsi podobnosti
krasivky v kli¢i. Casto se v seznamu druhii uvadi pouze typova varieta, a jak bylo fedeno, jsou
velice rozdilné podle své geografie. TakZe asi existuji faktory ur€ujici vzhled na urcitém misté

(environmentalni nebo genetické). Proto je dulezité uvést podle jaké sady ikonotypt (ilustraci); a
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nebo podle jakého klice byly krasivky uréovany. V ptipadé, ze by se krasivky liSily od obrazka
nebo uvedenych rozmérd, bylo by dobré je ilustrovat a uvést jejich rozméry. Casto se bohuzel stava,
ze v seznamu druhli autofi popiSou fasu a uvedou rozméry nebo taky ne (napi. v Caraus, 2012;
v Rumunsku). Casto ilustruji krasivky milovnici ptirody (Ells, 1998; Kinross, 2002; Wagner, 2008;
Plewka, 2011; Mout, 2012; Fuc¢ikova, 2015; André, 2017; Scipion, 2017; Opitz, 2018).

5.5 Taxonomické shrnuti dulezitych znaki evoluénich linii

druhového komplexu Euastrum humerosum/didelta

Linie A — Euastrum humerosum/didelta

vyraznymi laterdlnimi laloky. Krk byval uzky. U kmenli z NP Rago (K14,K15) a E. didelta (K4)
byly laterdlni laloky méné prominujici. Kmen K61 mél velmi rozSiteny bazalni lalok a byl
signifikantné odlisny od ostatnich skupin. Linie se velice podobala nebo v sobé zahrnovala E.
didelta (typ a/b), ostatni kmeny mély vzhled podobajici se E. humerosum svym vroubkovanim
bazalniho laloku. Buiky mély rozméry v 10.-90. percentilu nasledujici: 57,7-66,9 um x 67,7-
79,5 um (v délce semicely x Sifce semicely), 18,1-23,1um v isthmu, 27,01-32,28 pm v polarnim
laloku a 25,13-30,75um v tzv. $itce krku, a mély pomér 2*Ds/Ss (tzv. pomér délky a Siiky bunky)
1,6-1,8.. Linie A byla rozSitenda po celé Evropé¢ — v Portugalsku, CR, Svédsku, Norsku a
pravdépodobné podle LDA by mohly byt v Nizozemi, Slovensku, Rakousku, Francii, Némecku a
Svycarsku, a mozna v Italii. Zda byly i na britskych ostrovech, neni jisté. Mozné tvary viz Obr.tab.I.
Linie B (scandinave)

Bunky linie B mély Siroky krk s mdlo prominujicimi laterdlnimi laloky a bud’ obloukovité
zakoncenym nebo jemn¢ srdcovité zakoncenym poldrnim lalokem. Kréasivky v této linii
se zaménovaly s Euastrum didelta, a s krasivkami z linii A a C. Builkky mé¢ly rozméry v 10.-90.
percentilu nasledujici: 57,7-62,5 x 66,1-71,7 um (v délce semicely x $ifce semicely), 18,4-20,8 um
v isthmu, 27,64-30,09 um v polarnim laloku a 27,63-30,47 um v tzv. §ifce krku a mély pomér délky
a Sirky bunky (2*Ds/Ss) 1,7-1,8.

Linie C

V linii C byly zahrnuté dva morfotypy FEuastrum didelta, a E. humerosum var. affine.
Morfotyp E. didelta: Buiikky mély pravidelné laloky a uzky krk, polarni lalok se srdiCkovité
rozSifoval, nebo lateraln¢ obloukovité¢ zakoncoval. Bazalni lalok vSech kment byl zaobleny.
Morfotyp E. humerosum. Polarni lalok byl na konci srdi¢kovité rozsifeny nebo byl Siroce lateralné
obloukovité¢ zakonCeny. Lateralni lalok byl vyraznéjsi se zaoblenym ¢i s globularnéjSim

zakonCenim. Bazalni lalok byl rozdvojeny.
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Bunky méfily v 10.-90.percentilu: 48,4-58,7 x 56,7-69,7 um (v délce semicely x Sifce semicely),
16,6-21 pum v isthmu, 24,23-33,27 um v polarnim laloku a 19,39-26,18 um v tzv. Sifce krku a mély
pomér délky a Sifky bunky (2*Ds/Ss) 1,6-1,8.

5.6 co bychom mohli dal studovat?

Podobné odhaleni pseudokryptické diverzity jako u naseho komplexu se udalo u druhového
komplexu Micrasterias crux-melitensis/radians (Neustupa et al., 2010), kde byla pouzita
kombinace markert trnG intron, ITS a SSU, podobné jako zde, ale marker ITS nevySel a byl vyuzit
SSU intron, ktery by se musel naklonovat, abychom dostali jednotnéjsi vysledky. Molekularni
markery byly pouZity v kombinaci s geometrickou morfometrikou a SEM. Nicméné podobné jako
u Xanthidium (Stastny et al., 2013), by bylo potfeba dalsich molekularnich markeri pro odhaleni
dal§ich moznych linii.

Dalsi vyzkum by mohl pokrocit rychleji pfi vyhodnocovani fas v terénu pomoci barcodingu
(Hall et al., 2010) nebo molekularné fylogenetickou analyzou z jedné buiiky podobné jako ve studii
Micrasterias truncata (Nemjova et al., 2011). Na rozdil od obecnych markerti pro ribosomalni
DNA, bylo uzitecné pouzit pro krasivky intron pro tRNA Gly, ktery je blizko rrs (16S ribosomal
DNA, Turmel, 2005).

Navic by se mély pfehodnotit nékteré biomonitoringové studie. M¢ly by byt doplnény pro vétsi
piesnost fotografiemi a rozméry. Jakmile by se objevila skupina podobna, ale rozmérove jina o vice
nez 10 um, mohlo by se jednat o jiny druh nebo varietu a podobné jako v této praci, kdy se nékteré
kmeny podobaly jinym kmenim v jiném linii, liSily se feneticky predevS§im svymi rozméry a
tvarove se liSily aZ po zkoumani geometrickou morfometrikou.

JelikoZ se E. didelta var. denticulatum nenalezlo jinde nez ve Svycarsku, je mozné, Ze tato
krésivka by mohla mit endemitni vyskyt, nebo byly trny specifickou odpovédi na okolni prostredi.
Ostny byvaji obvykle odpovédi na predatory (Proschold et al., 2010). Mohlo by se studovat, zda-li
patii do nékteré z trnG vyvojovych linii nebo kultivovat a ekologicky zkoumat (focenim pted a
po kultivaci). Jelikoz obranné mechanismy u nékterych tfas — ostny u Micractinium pusilla
(Proschold et al., 2010), pfi kultivaci bez ptitomnosti predatori mizely, je mozné ze bychom u E.
didelta var. denticulatum pozorovali totéz.

Je dlleZité upozornit, Ze se krasivky komplexu 1i8i od E. didelta var. bengalicum, ktery ma pory
dva a ptedpokladam, Ze by se mohlo jednat i o jiny druh. Velikosti uvedené v literatufe dosahovaly
vétsich rozméri nez zkoumané krasivky, takze by se kréasivky liSily ultrastrukturou bunééné stény,

svymi rozméry a dalSim zkoumanim je mozné, Ze by se nasla i molekularni odlisnost.
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DalSim bodem zkoumani by bylo mozné rozsitit odebirané lokality v Evropé, napt. ve Francii,
Svycarsku, Rakousku a Némecku, zda je opravdu rozdil na riiznych biezich feky Ryna, podobné
jako ve studii o Micrasterias fimbriata (Neustupa et al., 2011b) nebo zda je linie A na obou biezich
a linie C pouze na zdpadnim. Nebo Ize studovat krasivky v Irsku, kde je vysoky pocet druhli
krasivek (a mohla by se pripadné otestovat, napt. ostrovni biogeografie).

Dalsi moznosti by mohla byt ekologicka studie tvarovych rozdill v riznych laboratornich
podminkach, zda by se podobaly riznym druhlim, podobné jako ve studiich na E. didelta
(Ducellier, 1915; South, 1984), a zda by mohl byt divod riznych morfotypli v linii A vlivem
odlisného pH, teploty nebo jinych faktort.

Budoucnost ma zobrazeni krasivek milovniky pfirody, kteti maji k dispozici techniku

pro zobrazeni krasivek a mohou okamzité publikovat na internetovych strankach.
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6. Zaver

Tato prace nam umoznila vhled do pseudokryptické diverzity fylogenetickou analyzou
odhalenim tfi linii v Evropé a jejich castecné diskriminovani geometrickou morfometrikou.
Euastrum humerosum Ralfs var. affine Wallich (E. affine Ralfs) je parafyletickou skupinou v linii
C, nepodarilo se nam ji odliSit na molekularni urovni.

Podarilo se nam rozdélit, alesponi ¢astecné druhovy komplex E. humerosum/didelta podle variet.
Neékteré morfologicky definované poddruhy jsou umélé neboli bez taxonomické hodnoty, naopak
jiné variety jsou pravdépodobné nezavislymi druhy, jak jsme zjistili u E. didelta var. inermiforme
v linii B.

Péstovanim ve stejnych podminkéch jsme ziskali morfologicky variabilni kmeny. Je mozné, ze
je to zapticinéné jinym(i) genem/geny nez je trnG"™ intron. Mohli bychom, tak testovat dalsi rychle
se ménici se markery, zda bychom objevili n¢jaky signifikantni rozdil.

E. didelta Turpin ex Ralfs, E. humerosum Ralfs a E. affine Ralfs jsou si blizce ptibuzné a
pravdépodobné pouhymi varietami. Jsou velice morfologicky variabilni s navzajem se podobajicimi
kmeny jiné linii. Li$i se pfedevs§im relativni Sitkou krku a jeho posazenim na ostatni télo bunky a
svymi rozméry délky a Sitky bunky.

Linie A je rozSifend pravdépodobné po celé¢ Evropé a linie C je v severni Evropé, severni

Americe a pravdépodobné podle LDA i ve stiedni Evropé€ v oblasti Alp, na zapadnim bichu Ryna.
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8.Priloha

Tab. 8.1. Geografické rozsiteni druhového komplexu Euastrum humerosum didelta (affi-E. affine/E. humerosum var.

affine, ben- E. didelta var. bengalicum, cun - E. didelta var. cuneatiforme, den - E. didelta var. denticulatum, did — E.

didelta, hum - E. humerosum, par - E. humerosum var. parralelum, qua - E. didelta var. quadriceps, scr - E.

humerosum var. scrobiculata, tru - E. didelta var. truncata, pti neuvedeni morfotypu, byly pfitomny vSechny

vyznacené morfotypy).

Lokalita vyskytu

affi did hum zdroj

Zapadni Evropa
- Anglie
- Irsko
- Skotsko
- Wales
- Faerské ostrovy

- Francie

- Nizozemi
Severni Evropa
- Dansko

- Finsko

- Norsko
- Svédsko

stredni Evropa

- Ceska republika

- Némecko

- Polsko

- Rakousko

- Slovensko

- Svycarsko
Vychodni Evropa
- Litva

- Rumunsko

- Rusko

Ralfs, 1848; Cooke, 1887; West & West, 1905

Ralfs, 1848, West & West, 1905; John & Wiliamson, 2009 (did)

Ralfs, 1848; Cooke, 1887 (affi,did); West & West, 1905

Ralfs, 1848; Cooke, 1887; West & West, 1905

West & West, 1905

Cooke 1887; West & West 1905; Ducellier, 1915 (did); Deflandre, 1926
(did,hum); André, 2008 (affi),2017 (did); Scipion,2017(affi)

Coesel & Meesters, 2007; Wagner,2008(hum); Mout,2012(hum)

Cooke, 1887; West & West, 1905;

West & West, 1905 (did, hum); Krieger, 1937 (tru); Lenzenweger, 1976
(affi)

Cooke, 1887; West & West, 1905; Tangen, 1978 (did)

Cooke, 1887; West & West, 1905; Borge, 1906 (affi, scr); Krieger, 1937
(par); Florin, 1957 (did)

Ruzicka, 1981

Stastny, 2007 (did, hum), 2010 (affi, hum; piskovna Cep, jizni Cechy);
Stépankova et al., 2008 (did, hum; Na Kneipé, Quarre, Jizerské hory)
Cooke, 1887 (did); West & West, 1905; Fromm, 2014 (hum); Plewka,
2011 (hum)

Raciborski, 1885; West & West, 1905; (hum): Grabowska, 2014 (hum) ;
Lenarczyk et al., 2015, did,hum, Z. Karpaty)

West & West, 1905 (did,hum); Lenzenweger, 1996

Skaloud, 2006 (hum, CHKO Vihorlat, pfirodni rezervace Postavka)
Ducellier, 1918 (did, hum); Krieger, 1937 (den)

Briskaite et al., 2008 (tru)
Caraus, 2012
Cooke, 1887 (did, Laponsko); West & West, 1905
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Tab. 8.1 - pokracovani

Lokalita vyskytu

affi did hum zdroj

jizni Evropa
-Azorské oo.

- Italie

- Portugalsko

- Spanélsko (Galicie)
Severni Amerika

- Gronsko

- Kanada, Labrador
- Kanada,

New Foundland

- USA

-Florida, Pensylvanie

Jizni Amerika

- Brazilie

- Kolumbie

- Paraguay

Asie

- Bangladés

- Sri Lanka

- Indie

- Japonsko

- vjchodni Cina
Afrika

- Sierra Leone
Australie a Indonésie
- Australie

- Borneo

- Java

- Sumatra

X

West & West, 1905

Cooke, 1887; West & West, 1905; Martello, 2006 (did)
Santos, 2007

West & West, 1905

West & West, 1905
Croasdale & Gronblad, 1964 (tru);
Lakshminarayana, 1976; South,1984

Wolle, 1892 (did - rozsifeny, affi, od Pensylvanie po Georgii); Prescott &
Scott, 1942 (did, Mississippi)

Cooke, 1887; Wolle (1892, Pensylvanie); West & West, 1905; Brown,
1930 (affi,did, Florida); Salisbury, 1936 (hum)

Krieger, 1937 (qua); Lopes & Bicudo, 2002 (qua); de Oliveira et al., 2011
(qua)

Krieger, 1937 (qua)

West & West, 1905

Islam & Irfanullah, 2006

West & West, 1905; Krieger, 1937 (ben)
West & West, 1905 Krieger, 1937 (ben)
Protist Information Server, 1995-2018
Wei, 1991; Medvedova, 2001

Woodhead & Tweed, 1958

Scott & Prescott, 1958 (ben)
Scott & Prescott, 1961 (ben)
Krieger, 1937 (cun)

Scott & Prescott, 1961 (ben, cun)

78




Tab. 8.2. Receptura pro modifikované médium DY IV (upraveno podle Skalouda,
2010).

objem  zdsobni roztok koncentrace [g/100ml H,0]
I ml MgSO; . 7TH,O 5

1 ml KCl1 0,3

1 ml NH.Cl 0,268
1 ml NaNO; 2

1 ml B — glycerolfosfat 0,216
1 ml H;BO; 0,08
1 ml Na,EDTA 0,7

1 ml Na;Si0; 0,6

1 ml FeCl; .6 H,O 0,166
1 ml CaCl, 7,5

243 mg HEPES (CaH,7sN:O4S . 0,5Na) -

Tab. 8.3. Roztok stopovych prvki (upraveno podle Skalouda, 2010).

slozka koncentrace [mg/1000 ml vody]
MnClL..4H,O 31,4

MnSO0,4.H,O 4,5

CoCl,.6H,O 1,46

Na:Mo004.2H,0 2,35

NH.VO; 0,13

Na,SeO; 0,27

Tab. 8.4. Roztok vitamin@i (upraveno podle Skalouda, 2010)

slozka koncentrace [mg/1000 ml vody]
vitamin B12 5
thiaminHC1 10
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Tab. 8.5. Seznam kultur (ACOI kultury; Santos, 2007; kultivace kmenid E9-E15 autorem; ident.-identifikace).

jméno kod kmenu lokalita odbér vzorku jméno vzorku
E. humerosum var. affine E9 Maine, USA Pavla Urbankova Maine, mech
E. everettense E10 Maine, USA Pavla Urbankova Maine, mech
E. humerosum E12 Abisko, Svédsko Helena Bestova SAR
E. humerosum E15 Quarre, CR Eva Kupcikova Quarre 3
E. humerosum K1 Serra da Estrela, Portugalsko 1988 odbér O. Lourenco, ident. ~ ACOI 351
M. F. Santos 1989
E. humerosum K2 Serra da Estrela, Portugalsko 1996 odbér a ident. L. Santos ACOI 947
E. humerosum K3 Montesinho, Portugalsko 1995 odbér M. F. Santos a ACOI 934
ident. 1996
E. didelta K4 Serra do Gerés, Portugalsko 1987 odbér J. Montezuma de ACOI 305
Carvalho , ident. M. F. Santos
1988
E. humerosum K7 00. Lofoty, Norsko Katarina Nemjova
E. humerosum K8 00. Lofoty, Norsko Katarina Nemjova
E. humerosum K9 00. Lofoty, Norsko Katarina Nemjova
E. humerosum K14 NP Rago, Norsko Katarina Nemjova
E. humerosum K15 NP Rago, Norsko Katarina Nemjova
E. humerosum K23 NP Rago, Norsko Katarina Nemjova
E. humerosum var. affine K27 Kanada Jan Stastny PS7
E. humerosum var. affine K28 Kanada Jan Stastny PS7
E. humerosum var. affine K27 Kanada Jan Stastny PS7
E. humerosum var. affine K28 Kanada Jan Stastny PS7
E. humerosum var. affine K32 Svédsko Jan Stastny SWE SJ15
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Tab. 8.5 - pokracovani.

jméno kod kmenu lokalita odbér vzorku jméno vzorku
E. humerosum K53 Piskovna u Borkovickych Jan Stastny Piskovna u BB
Blat, CR
E. humerosum K54 Piskovny, Cep, CR Jan Stastny Piskovny, Cep
E. humerosum K55 Rod, CR Eva Kupcikova odbér, Rod
kultivace Jan Stastny
E. humerosum var. affine K56 Svédsko Jan Stastny SWE 12
E. humerosum ct humerosum K57 Svédsko Jan Stastny SWE 34
E. humerosum Kol Svédsko Jan Stastny SWE 21
E. humerosum K62 Svédsko Jan Stastny SWE SJ15

Tab. 8.6. Rozméry semicely pro pét podskupin (z linie A: humeorsum-didelta’humerosum, B: scandinave, C: affine-

didelta/humerosum).

délka semicely

Sirka

isthmus

humerosum-didelta

humerosum-
humerosum

scandinave

affine-didelta

affine-affine

(56,92)-59,72-67,95-(72,15)

(51,7)-56,5-66,56-(70,3)

(55,75) - 57,72-62,5 -

(64,31)
(39,53)-46,02-57,15-(60,09)

(46,61)-50,85-59,42-(63,17)

(66,14)-68,16-80,69-(86,77)

(61,91)-67,23-78,63-(82,21)

(65,56) - 66,08-71,65 - (73,99)

(49,34)-54,23-69,62-(72,94)

(54,01)-61,31-69,78-(74,57)

(17,26)-19,91-24,1-(28,38)

(15,34)-17,72-22,38-(24,68)

(17,63) - 18,36-20,79 - (22,25)

(14,9)-16,45-22,24-(23,81)

(13,07)-16,92-20,18-(23,14)

pomér délka/Sirka

polarni lalok

ishtmus polarniho laloku

humerosum-didelta

humerosum-
humerosum

scandinave

affine-didelta

affine-affine

(1,53)-1,59-1,84-(1,9)

(1,47)-1,59-1,82-(1,91)

(1,6) - 1,67-1,84 - (1,87)
(1,47)-1,57-1,85-(2,03)

(1,49)-1,57-1,79-(2,09)

(24,66)-27,32-32,18-(34,88)

(23,47)-26,77-32,28-(35,47)

(26,61) - 27,64-30,09 - (30,51)
(19,23)-21,13-28,61-(30,99)

(23,52)-28,01-33,81-(37.,4)

(23,35)-25,13-30,55-(33,1)

(22,47)-25,1-30,89-(37,39)

(25,93) - 27,63-30,47 - (33,21)
(16,17)-20,17-27,47-(30,34)

(17,66)-19,26-23,98-(26,43)

81




Tab. 8.7. Poméry rozmért semicely pro molekularni linie trnG intronu. Ds — délka semicely,

I- isthmus, Ipl — isthmus polarniho laloku, PI — polarni lalok, Ss — Sitka semicely (viz obr.

4.1).
Ds/Ss Ds/1 Ds/Pl
Linie A |(0,74) - 0,79-0,91 - (0,96) |(2,16) - 2,65-3,45 - (4,08) |(1,8) - 1,94-2,35 - (2,52)
Linie B |(0,8) - 0,84-0,92 - (0,94) |(2,58)-2,81-3,3-(3,53) |(1,93)-2-2,18-(2,23)
Linie C |(0,74) - 0,78-0,91 - (1,04 ) | (2,15) - 2,49-3,25 - (3,79 ) | (1,49) - 1,68-2,22 - (2,64 )
Ds/Ipl Pl/Ipl
LinieA |(1,8)-2,01-2,51-(2,83) |(0,84)-0,98-1,15-(1,29)
Linie B |(1,78) - 1,94-2,23 - (2,33) |(0,86) - 0,92-1,08 - (1,1)
Linie C |(1,44)-1,97-2,9-(3,22) [(0,92)-1,03-1,62 - (1,84 )
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Tab. 8.8-8.11. Piehledové tabulky pro grafy PCA a CVA s nejdilezitéjSimi hodnotami.

Tab. 8.8: PCA a CVA grafy pro tfi linie s hodnotami. Legenda: zelené O — linie A, modfe ¢— linie B, cervené + — linie C. M — méfeni (rozméry a poméry), GM — geometricka

morfometrika, Ds - Délka semicely, Ss — Sitka semicely, I — Isthmus, Pl — Polarni lalok, Ipl — Isthmus polarniho laloku; signifikance je Bonferroniho korelovana p-hodnota

Component 2

M- PCA, 11 os, PC1-PC5 (v %): 31,24,
24.,78:;21,2;12,7,9,62, korelace

PC1 - Ds, S; PC2 -Ipl; PC3.,4 -PI; PC5 -1

GM - PCA, 68 os, PC1-PC5 (v %): 33,79; 15,54; 10,62;

9,33; 5,63

GM+ M —PCA, 79 os, PC1-PC5 (v %): 5,96; 4,84;

3,93;2,83;2,37; korelace

M- CVA, 2 osy, CVI-CV2 (%): 95,72, 4,28

GM - CVA, 2 osy, CV1 -CV2 (%): 84,51; 15,49

Signifikance:

Wilksova lamda:

LDA:

Signifikance:

Wilksova lamda:

LDA:

Signifikance:

Wilksova lamda:

LDA:

p<10-12

0,21

85,15 %

p<10-14

0,20

88,79 %

p<10'

0,09

95,3%




Tab.8.9. PCA a CVA grafy pro 5 podskupin, a subsety humerosum a didelta s geometricko-morfometrickymi daty: o - affine-humerosum; + affine-didelta; A humerosum-didelta; O

humerosum-humerosum; O scandinave

5 podskupin Subset humerosum Subset didelta
PCA, 68 os, PC1-PC5 (v %): 33,79; 15,54; 10,62; 9,33; PCA, 68 os, PC1-PC5 (v %): 43,47, 19,07; 5,57; 4,28; PCA, 68 os, PC1-PC5 (v %): 30,13; 17,53; 14,65; 8,19;
5,63 4,06 4,9

Component 2

CVA , CV1 osa: 100 %

humerosum-humerosum x affine-humerosum

Signifikance: | Wilksova lamda: LDA: Signifikance: | Wilksova lamda: LDA: Signifikance: | Wilksova lamda: LDA:
p<10? 0,01807 86,67 % p<1074 0,0565 100 % p< 107’ 0,1417 93,67%
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bazalniho laloku
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Jako pro 3 skupiny pro GM (viz graf 4.5): PC1 + hum, -
didelta, PC2 + siroky krk, - uzky krk, PC3 + vykrojené

Tab. 8.10.Vyznam PC os pro Spodskupin a dva subsety humerosum a didelta s geometricko-morfometrickymi daty (hum - morfotyp E. humerosum, did — morfotyp E. didelta)

PC2 kladna




Tab.8.11. PCA (korelovana) a CVA grafy pro 5 podskupin, a subsety humerosum a didelta s geometricko-morfometrickymi daty a méfenim (rozméry a poméry): O - affine-

humerosum;, + affine-didelta; A humerosum-didelta; O humerosum-humerosum; ¢ scandinave,k - korelace.

5 podskupin
PCA, 79 os, PC1-PC5 (v %): 5,39; 4,52; 3,83; 2,67; 2,15

Comporent 2

Comporent2

Skupina humerosum

PCA, 79 os, PC1-PC5 (v %): 7,24; 5,3; 3,1; 2,59; 2,52

Comporent 2

Skupina didelta
PCA, 79 os, PC1-PC5 (v %): 6,19; 5,58; 4,1; 3,23; 2,6

Frequency

CVA, 1 CVosa: 100 %

£ a5 S0 B % 5 ) s B}

affine-humerosum x humerosum-humerosum
Signifikance: | Wilksova lamda: LDA: Signifikance: | Wilksova lamda: LDA: Signifikance: | Wilksova lamda: LDA:
p<107 0,0063 93,03 % p<10® 0,03 100 % p<10*® 0,0495 97,33%
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Tab. 8.12. Rozklad variability pro cely druhovy komplex Euastrum humerosum/didelta, pro kladnou a zapornou ¢ast

osy (graficky vystup tps.Relw, pouzito z archivu autora)
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Tab.8.13. LDA vysledky krasivek z literatury. GM — geometricka morfometrika, GM+MP — GM v kombinaci rozmért a jejich pomért), GM+P -

GM s poméry- Class. - klasifikovano, JK — Jackknife. Pracovni skupiny: Linie A: 1 — humerosum-didelta, 2 — humerosum-humerosum, 3 Linie B

Linie C: 4 — affine-didelta, 5-affine-humerosum. Rozméry: Ds — délka semicely, Ss — Sitka semicely, Ipl — istrhmus polarniho laloku ($itka krku)

GM GM+P GM+MP .
Linie.
Jméno Zdroj Misto
rozméry
Class. |JK |Class. |JK |Class. |JK

Euastrum. affine Brown, 1930, P1. XIII, Fig. 52 USA, Florida 0 0 |0 0 |5 5 |IplC
dtto Lenzenweger, 1976, Taf. 1, Fig. 6 Finsko, Joensuu 0 0 |0 0 |0 5 |C?
E. ampullaceum Lenzenweger, 1976, Taf. 1, Fig. 4 dtto 0 3 0 3 0 3 |Ds,Ss<B
E. ampullaceum/ Ducellier, 1918, 5.133, Fig. 120 A Svycarkso, Zugerberg 0 0 |0 2 |0 2 |A
didelta
E. ampullaceum/ Ducellier, 1918, 5.133, Fig. 120 B dtto 0 0 |0 2 |0 1 (A
humerosum
E. didelta André, 2017 Francie, Vosges 0 0 0 4 0 0 ?
dtto Brown, 1930, PI. XIII, Fig. 50 USA, Florida 4 4 0 0 0 0 2,A
dtto Coesel & Meesters, 2007, P1. 41, Fig. 1 | Nizozemi 2 2 0 0 |2 2 |A
dtto Ducellier, 1915, s. 88, Fig. 18a Francie, Savojské Alpy, 0 0 |0 0 |0 4 |C

Bisanne
dtto Ducellier, 1915, s. 88, Fig. 18 dtto 0 0 |4 4 |4 4 |C
dtto Ducellier, 1915, s. 89, Fig. 21a dtto 4 4 0 0 0 4 |C
dtto Ducellier, 1918, P1. 11, 1. fada, 2. zleva évycarsko, Galvernbord 0 0 0 3 3 3 A
dtto Ducellier, 1918, P1. I, 1. fada, 4. zleva | dtto 1 1 0 0 0 1 A
dtto Ducellier, 1918, P1. 11, 2. fada, vlevo dtto 1 1 |0 0 |0 0 |>A
dtto Ducellier, 1918, s. 127, Fig. 112 Svycarsko, tan Luy Sottoz |0 4 0 0 0 4 |C
dtto Ducellier, 1918, s. 132, Fig. 119 Svycarsko, mo&al 0 0 |0 0 |0 1 |A

Hudelmoos
dtto Florin, 1957, P1. 19, Fig. 17 Svédsko, Sodertilje 3 3 0 0 0 0o |?
dtto Fromm, 2014, Abb. 134 Némecko, Berlin 1 1 0 0 0 0 A
dtto John & Wiliamson, 2009, P1. 20, Fig. E | Irsko 0 3 0 0 |4 4 |<C
dtto Lenzenweger, 1967, Taf. VIII, Fig. 2 Rakousko, Ibmer Moor, 2 2 0 0 0 0 2A

Horni Rakousy
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Tab. 8.13 - pokracovani

GM GM+P GM+MP Linie.
Jméno Zdroj Misto rozméry
Class. |JK |Class. |JK |Class. |JK
E. didelta Lenzenweger, 1971, Taf. XXXII, Fig. | Rakousko, Ibmer Moor, 2 2 |0 0 |0 0 |[?
21 Horni Rakousy

dtto Lenzenweger, 1995, Abb. 7, vpravo Rakousko, §tyrsk0, 3 3 0 0 0 0 ?

dtto Lenzenweger, 2002, Taf. II, Fig. 9 - 0 4 |4 4 3 3 ?

dtto Martello, 2006, Fig. 25 Italie, Val d’'Inferno, Monti |0 0 |0 0 |2 2 |A
Lagorai

dtto Ralfs, 1848, Tab. XIV, Fig. la Britské oo. 0 0 0 0 0 1 Ds> A

dtto South, 1984, Fig. 4¢ Kanada, Fairhaven, 3 3 0 0 0 0 A
Newfoundland

dtto South, 1984, Fig. 4f dtto 3 3 (0 3 10 0 |?

dtto South, 1984, Fig. 5c dtto 0 0 |0 0 |0 3 (?

dtto South, 1984, Fig. 5f dtto 3 3 (0 0 |0 0 |?

dtto South, 1984, Fig. 6a dtto 3 3 0 0 |0 0 (?

dtto South, 1984, Fig. 6e dtto 0 2 |0 0 |0 0 |C

dtto South, 1984, Fig. 7b dtto 1 1 1 1 |3 3 (?

dtto South, 1984, Fig. 7c dtto 0 0 0 0 0 3 ?

dtto South, 1984, Fig. 8¢ dtto 3 3 13 3 10 3 (C?

dtto Stancheva et al., nepubl. - 0 0 |0 3 13 3 A

dtto West & West, 1905, P1. XXXV, Fig. 4 - 2 2 |2 2 |0 0 |[?2,Ds>A

E. didelta fa didelta South, 1984, Fig. 4b Kanada, Fairhaven, 0 0 |0 3 3 3 |A
Newfoundland

E. didelta fa Ducellier, 1915, P1. 1, Fig. 6 Francie, Savojské Alpy, 2 2 0 0 0 0 |C

intermediae Bisanne

E. didelta fa latior South, 1984, Fig. 4a Kanada, Fairhaven, 3 3 0 3 0 3 |?
Newfoundland

E. didelta fa val Piora | Ducellier, 1915, P. 1, Fig. 2 Francie, Savojské Alpy, 3 3 |3 3 |0 3 1?
Bisanne
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Tab. 8.13 - pokracovani

GM GM+P GM+MP .
Linie.
Jméno Zdroj Misto
rozméry
Class. |JK |Class. |JK |Class. |JK
E. didelta var. South, 1984, Fig. 4h Kanada, Fairhaven, 0 3 0 0 |0 0 |C
crassum Newfoundland
E. didelta var. Ducellier, 1915, s. 87 , Fig. 16 Francie, Savojské Alpy, 0 1 0 0 |0 0 |C
everettensiforme Bisanne
E. didelta var. Ducellier, 1915, s. 86, Fig. 14 dtto 0 4 |0 0 |0 4 |C
inemiforme
E. didelta var. de Oliveira et al., 2011, s. 65, Fig. 11 Brazilie 0 2 |0 2 |0 2 |C
quadriceps
dtto Krieger, 1937, Taf. 67, Fig. 8 - 1 1 0 0 0 0 |A
E. didelta var. Raciborski, 1885, Tab. XIII, Fig. 3 Polsko, Tatry 0 0 0 2 0 0
tatricum
E. didelta var. South, 1984, Fig. 9d Kanada, Fairhaven, 3 2 |0 2 |0 2 |?
truncatum Newfoundland
E. Ducellier, 1915, s. 91, Fig. 27 Francie, Savojské Alpy, 1 2 1 1 4 4 |C
didelta/ampullaceum Bisanne
E. humerosum Ducellier, 1918, s. 133, Fig. 121 gVSIcarsko, modcal 5 5 10 0 |0 5 |C?
Hudelmoos
dtto Ducellier, 1918, s. 92, Fig. 63 B Svycarsko, Col du Grimsel |0 0 |0 0 |5 5 |C
dtto Ducellier, 1918, s. 92, Fig. 63 C dtto 0 0 |4 4 |4 4 |C
dtto Ells, 1998 - 2 2 |2 2 |0 0 |?
dtto Fromm, 2014, Abb. 133 Némecko, Berlin 3 3 3 3 3 3 |A
dtto Fromm, 2014, Abb. 135 dtto 2 2 |2 2 (2 2 |A?
dtto Mout, 2012 Nizozemi, jezero van 0 0 |5 5 |5 5 |?
Esschenven
dtto Plewka, 2011 Némecko, Koln 0 0 |0 3 0 3 |?
dtto Ralfs, 1848, Tab. XIII, Fig. 2a Britské oo. 0 0 |0 0 |0 5 |?
dtto Skaloud, 2006 Slovensko, Postavka, 2 2 |2 2 |0 0 (?
Vihorlat
dtto Wagner, 2008 Nizozemi, Elfenmeer 0 0 0 0 0 2 ?
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Tab. 8.13 - pokracovani

Jméno Zdroj Misto GM GM+P GM+MP | Linie.
rozmeéry

Class. |JK |Class. |JK |Class. |JK

E. humerosum Wolle,1892, P1. XXXII, Fig. 12 USA. 0 0 |0 5 |0 0 |A

E. humerosum var. André, 2008 Francie, Vosges 0 0 |0 0 |4 4 |C

affine

dtto Coesel & Meesters 2007, Pl. 42, Fig. 2 | Nizozemi 0 0 0 5 5 5 C

dtto Gysels et al., 2015, s. 44, Fig. 8, vpravo | dtto 0 0 |2 2 |0 0 [Ss<A

dtto Lenzenweger, 1996, Taf. 9, Fig.13 Rakousko 0 0 |0 0 |0 5 |C

dtto Lenzenweger, 2002, Taf. II, Fig. 10 - 0 0 |0 2 |4 4 |?

dtto Scipion, 2017 Francie, Belledone 0 0 |0 0 |1 1 [Ds>A

E. humerosum var. Krieger, 1937, Taf. 69, Fig. 9 - 0 2 |0 0 |0 0 |[?

parralelum

E. sinuosum West & West, 1905, P1. XXXVI, Fig. 1 | - 0 4 0 4 0 0 |Ds<C
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