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Abstrakt

Z 23 evropskych a severoamerickych kment druhového komplexu FEuastrum
humerosum/didelta (Desmidiales) jsem ziskala 3 evoluc¢ni linie v molekuldrnim markeru trnG"*
intronu (druhého typu). U SSU intronu jsem neziskala signifikantni a jednotné vysledky. Je
pravdépodobné, ze jsou linie trnG"* intronu velice mladé. SEM odhalila jeden centralni por a pétici
hrbolkti. Linie byly signifikantn€ odliSné svym tvarem a rozméry. V nékterych kmenech byla
vysokda morfologicka variabilita. Linie se lisily predev§im délkou a Sitkou bunék. Uvnitf morfotypu
E. humerosum se linie li8ily tvarem a rozméry polarniho laloku. Uvnitf morfotypu E. didelta se linie
lisily tvarem a rozméry krku. To bylo zjisténé geometrickou morfometrikou a métenim. Linearni
diskriminac¢ni analyza krasivek z literatury odhalila, Ze je mozné ¢astecné odliSit skupiny variet (E.
humerosum var. parallelum a E. didelta v linii A; dvé formy E. didelta f. val Piora a E. didelta f.
latior v linii B; E. didelta var. inermiforme a E. humerosum var. affine v linii C).

Kli¢ova slova: krasivky, druhy, skryta diverzita, molekuldrni fylogenetika, geometricka

morfometrika, Fuastrum, skenovaci elektronova mikroskopie

Abstract

From 23 European and North American strains FEuastrum humerosum/didelta species
complex (Desmidiales) I have obtained 3 lineages in molecular marker trnG"* group II intron. I did
not acquire significant and homogenous results in SSU intron. It is probable that the lineages
of trnG"™ intron are very young. SEM revealed one central pore in cell wall and five bulges.
The lineages were significantly different in their shape and dimensions. The lineages differentiated
mainly in their length and breadth of the cells. The lineages inside morphotype E. humerosum
differentiated in shape and dimensions of the polar lobe. The lineages inside morphotype E.didelta
differentiated in shape and dimensions of the neck. That was ascertained using the geometric
morphometrics with the measuring. Linear discriminant analysis of the desmids from literature
revealed that is possible to partly discriminate groups of the varieties (E. humerosum var.
parallelum and E. didelta in lineage A; two formae E. didelta f. val Piora and E. didelta f. latior
in lineage B; E. didelta var. inermiforme and E. humerosum var. affine in lineage C).

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

morphometrics, Euastrum, scanning electron microscopy



Seznam pouzitych zkratek

fasta — textovy format zapisu sekvence DNA/proteinu

2 v — polovina bunék s vroubkovanim bazalniho laloku

16S rDNA — gen pro rRNA, ktera je souc¢ast SSU u prokaryot

18S rDNA — gen pro rRNA, ktera je souc¢ast SSU u eukaryot, nékdy zaménovano 18S a SSU

26S rDNA — gen pro rRNA kterd je soucast LSU

5.8S rDNA — gen pro rRNA ktera je soucast LSU

A — adenin, purinova baze uvniti nukleové kyseliny DNA nebo RNA

Abb. - ném.Abbildung, ilustrace

angl. - anglicky

BIC — angl. Bayesian Information Criterion, Bayesovo informacni kritérium

BI — angl. Bayesian Inference, Bayesova statisticka podpora, statistika u fylogenetického stromu
vysla v programu MrBayes

C - cytosin, pyrimidinova baze uvniti nukleové kyseliny DNA nebo RNA

cox Il — angl. Cytochrom ¢ Oxidase subunit III, cytochrom c oxiddza — podjednotka III, soucast
dychaciho fetézce v mitochondridlni membrané

CV osa — Canonical Variation, osa CVA analyzy

CVA — angl. Canonical Variation Analysis, analyza kanonické variability, graf vysly v LDA

DNA — angl. Deoxyribonucleic Acid, deoxyribonukleové kyselina

dNTP — angl. deoxynucleoside Triphosphate, deoxynukleosid trifosfat

Ds — délka semicely, zkratka rozméru buniky, viz obr. 3.1

EDTA — angl. Ethylenediaminetetraacetic acid, ethylenndiamintetraoctova kyselina

f. - forma, taxonomicky neuznana jednotka

Fig. - angl. Figure, obrazek

franc. - francouzsky

G - guanin, purinova baze uvnitt nukleové kyseliny DNA nebo RNA

GM — angl. Geometric Morphometrics, geometricka morfometrika

GM + MP — geometrickd morfometrika s méfenim, véetné pomért

GM + P — geometricka morfometrika, pouze s poméry

GPA — angl. Generalized Procrustes Analysis, Prokrustova analyza

HelF — primer pro SSU intron, forward, pojmenovany podle autora (Helena Bestova), ve sméru

pfepisu genu, véetné daného intronu



HelR — primer pro SSU intron, reverse, pojmenovany podle autora (Helena Bestova), proti sméru
pfepisu genu, véetné daného intronu

HEPES - 2-[/4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid, N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-
2-ethansulfonova kyselina

HKY - Hasegawa-Kishino-Yanovy substitu¢ni model (Hasegawa, et al., 1985)

HKY+I - HKY substituéni model se signifikantnim pomérem invariabilnich mist (Salemi &
Vandamme, 2003)

HKY+I+G — HKY substitucni model se signifikantnim pomérem invariabilnich mist s gamma
parametrem

I — isthmus, zGzeni, zkratka rozméru bunky, viz obr. 3.1

indel — na pozici doSlo ke vlozeni (inserci) nebo ke ztraté (deleci) nukleotidu oproti evolu¢né
puvodni ¢asti DNA

ITS — Intergenic Transcribed Spacer, mezigenova transkribovand DNA mezi geny 18S-5.85-26S
jaderného ribozomalniho cistronu (Alvarez & Wendel, 2003, viz obr. 8.1)

JC — Jukes-Cantor substitu¢ni model (Jukes & Cantor, 1969)

JC+G Jukes-Cantorovy substitu¢ni model s gamma parametrem

JK — angl. jackknife, diskrimina¢ni analyza pfi vynechani jednoho jedince (Hammer, 2018)

LDA — angl. Linear Discriminant Analysis, linearni diskriminac¢ni analyza

LM — angl. Light Microsopy, svételna mikroskopie

LSU — angl. Large SubUnit, TDNA, velka podjednotka ribozomdlni ribozomalni DNA

M — méfeni, rozméry

MANOVA — angl. Multivariate Analysis of Variance, Multivariacni analyza variance

MCMC metoda - Markov Chain Monte Carlo metoda, metoda Markovo-Monte-Carlovych fetézct
ML — angl. Maximum Likelihood, maximalni pravdépodobnost

MP — angl. Maximum Parsimony, maximalni parsimonie

ném. - némecky

nt — (pocet) nukleotidli

Obr. - obrazek

p — hodnota, hodnota signifikance

p. - angl. page, stranka

PC osa — angl. Principal Component, osa zobrazena u PCA analyzy

PCA — angl. Principal Component Analysis, analyza hlavnich komponent

PCR - angl. Polymerase Chain Reaction, polymerazova fetézova reakce

Pl — polarni lalok, zkratka rozméru buniky, viz obr. 3.1



PL. - angl. plate, nebo franc. planche, obrazové tabule

r — Pearsontiv korelacni koeficient

rbcl - angl. Large subunit of the Ribulose-Bisphosphate Carboxylase/Oxygenase gene, gen
pro velkou podjednotku Ribulosa - 1,5 - bisfosfat karboxylazy/oxygenazy, zkracené¢ RuBisCO
rDNA — ribosomalni DNA

rpm — angl. revolutions per minute, otacky za minutu (ot.min™), vedlejsi jednotka soustavy SI
pro frekvenci

s. - stranka

SEM — angl. Scanning Electron Microscopy, skenovaci elektronova mikroskopie

Sk - sitka krku, zkratka rozméru bunky, viz obr. 3.1

Ss — §itka semicely, zkratka rozméru bunky, viz obr. 3.1

SSU — angl. Small SubUnit, IDNA, mal4 podjednotka ribosomélni DNA

T — thymin, pyrmidinova baze uvnitt nukleové kyseliny DNA

Tab. - angl. table, tabule, uvadéna v citaci

tab. - tabulka v textu, popt. Tab. v ndzvu tabulky

TAE puft, smés Tris(hydroxymethyl)aminomethanu, Acetic acid (kyseliny octové) a EDTA

Taf. - ném. Tafel, obrazova tabule

TEM - Transmission Electron Microscopy, transmisni elektronova mikroskopie

TPS — ang. Thin plate spline, ttirozmérna deformovand miiZka, program na geometrickou
morfometriku

trnG intron — angl. trnG"“ group II intron, intron druhé skupiny plastidového genu kédujici
transferovou RNA-Gly (trnG"* intron), neboli RNA nesouci glycin pfi proteosyntéze

transkripce — ptepis DNA na nematurovanou mRNA, ze které¢ se nasledné vyStépuji introny a upravi
se ta, ze se podle této matrice tvoii kratké peptidy nebo proteiny

trnG"* -F, primer pro trnG intron, forward, ve sméru piepisu trnG pfi transkripci

trnG" intron — viz trnG intron

trnG"* -R, primer pro trnG intron, reverse, proti sméru prepisu trnG pfi transkripci

V. - verze

v — vroubkovani bazalniho laloku, viz obr. 1.1

var. - varieta



ADSTEAK ccneeiiiiiiiiiiiiiiitiinnintinticsiestesssesssesssaesssessssssssssssassssesssssssssssssssssesssssssssssssssssesssssssssssssnanes 4
ADSEITACTc.cueiiiinieiiittnisstieisseniiinticsteecsstessseessssnessssnesssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasasssssssssane 4
Seznam PouZityCh ZKrateK..... o eiuiceirvecsuiisensenseicsensecsninsensecssessensecssessesssesssessesssscsssssssssesssssssssssnss 5
L UVO@uuuirnnirnnisnsicssnsissssssssssssssssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssess 10
1.1 KEASIVKY couueierruercssanicssannsssanicssanssssanssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssasssssss 10
1.1.1 Kde najdeme Krasivky a jak je POZNAMIE.......ccuveieerreiecssencssnicssnnsssanssssansessssssnssssssssssssssssssns 10
1.1.2 Druhové koncepty (nejen) KrasiveK.....cuiieeineensecsenssnensenssnecsenssncsssecssnecssesssscsssssessssnseeses 12

1.1.2.1 MOrfologicKy KONCEPL....cccoeiierrerirsrnressnicssnncssannssssnesssssessssssssssesssssossssssssnsssssssssssssssss 12

1.1.2.2 BiologicKY KONCEPL....ccueiivuiiieiiniiiiiiniiseicniiseisssesssisssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssnns 13

1.1.2.3 FylogenetiCKy KONCEPL....cccuvuierrreresssercssercsssnncsssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnassssss 13

1.1.2.4 Morfologicky koncept krasivek versus polyfazicky pristup......ccccceeveeecveeicseeecnneens 14
113 EUASII UM ccnunnneennneeneennneninnensneecsessssecssessssesssessssssssesssssssssssssessssssssessssssssssssassssessssssssssssassssessssasss 16

1.1.3.1 Druhovy komplex Euastrum humeroSum/didelt...........ueceeeeeeoeueereeesssuenssosssssannneces 18
2. Gl PIrACE..cccsericssarisssaresssnresssnsesssnssssssssssasssssssssssasesssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssssne 22
3. Material @ MELOAY...coueeineeirreniennseensnnssanesnnsssensnssssesssnesssessssssssssssassssesssssssassssassssasssssssasssssssssassss 23
3.1 Sbér materialu, izolace KMent, KUIIVACE......ccccerrreeeeeersceeeecrrsnneeccsssneecccssaneeccssansescsssanseccsssnsanaes 23

3.1.1 Receptura Média DY IV iiineinireinnsninnnnnicnsnnissssnisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 23
3.2 EXtrakce DINA...ioiiiiiiiintiicinieninncnssniesssnicsssseesssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 23
3.3 PCR AMPUIIKACE...ccieeeieiininiieninenntensnnnntensninsnesssessssesssnssssssssnssssessssssssssssnssssessssssssssssassssssasssnss 24
3.4 FylogenetiCKé analyzZy..........coccvercvercsseicssnnicssnnicsssnscsssnessssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssasssssssssssans 26
3.5 Morfologie bunék a kvantitativii MetodY......cccerureererssercssenssancsesssarossesssassssssssssossssssassssassssssnes 27
3.5.1 Svételna a skenovaci elektronova mikroskopie (SEM).....ccccceerveicssnnicssanessssnssssssssssnsssessssens 27
3.5.2 Geometrickda morfometrika a MeEFeNi.......couieveiiveiisseissurcssinssnnnssenssnicssensssiesssssssssssssssssssssanns 28
Q. VYSIEAKY :uoieeuriirinricssnnicssnnicsssnicsssnissssnsssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssessssssssssssssssans 30
4.1 FylogenetiCké analyzZy.......ccceecveeerercssrercssnncsssesssssnscssssssssassssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssassssss 30
4.1.1 tING INEEOM.cuueiiiniienineiissnnicisanecssseecsssncssseesssseessssesssssssssssesssssesssssessssssssssssssssassssssssssssssssssssssssns 30
4.1.2 SSU INEEONcuciiiieriiiinriissnrinsssnesssnesssnessssnessssnsssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssassssssassns 30
4.1.3 Konkatenované sekvence trnG intronu a SSU INtronNU.........ecoeeecveensecnsnecsnnsseessecsssecsnnes 31
4.2 MOTTOl0ZIe DUNEK....ccioruierreiirriesserssaressansssnossasssanossasssssossesssasossssssssossssssasossasssssossasssassssasssssossasssaes 35
4.3 Metrické analyzy a geometrickd morfometrika........cccoveieirericssancsssencsssencssnessessssssansscsssssannens 39
4.3.1 MIEF@N..cuueireresninssnicsnnssniessensssiesssesssnsssssssssossssssssossssssssossssssssessssssssosssssssssssssssssosssssssssssssssssessnses 39




4.3.2 GeomMEtriCKA MOTTOMEIIIK A eeueeeereneeieereneeeereeeeseesssessossssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 44

4.3.2.1 Geometricka morfometrika u tfi linii trnG intronU...........cceenveeenecscneccssnnnessnnees 44
4.3.2.2 Geometricka morfometrika (GM) u péti morfologickych podskupin..........ccc..c.... 46
4.3.2.3 Geometricka morfometrika u dvou subsetii didelta a humerosum......................... 48
4.3.2.4 Linearné diskriminaé¢ni analyza (LDA) krasivek z literatury........ccccceeevuercesuenene 53
4.4 Morfologie a taxonomické poznamky K jednotlivym liniim.........cccceeeeverccisnncsssencssssnnrsccsssnnes 53
0 T ) 1) - N 54
4.4.2 LINIE Buuuuoouneriiniiiiiiiiiiiiniinininicnsnicsssicsssncssssecssssscssssssssssssssssssssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssns 55
4.4.3 LINIE Cluuueenrrerrrrrrnsnccnisenseicsensesssecssnssssssecsssssssssessssssssssesssesssssssssssssssssassssssssssassssssssssssssassssassssas 56
5. DISKUSC..ceeeteentiitiisteisteistissneesnecssesssnssssesssassssesssnssssesssassssessssssssssssassssesssassssessssssssssssassssesssssssssanes 59
5.1 FylogenetiCké analyZy......ccceeveeessanecssaresssanesssanssssanssssnnssssnssssssssssasssssasssssasssssssssssssssssssssssssssanssssss 59
5.1.1 MIQdE HNIE..uucceueiiniiininiiiesuiissnnnssiisssiesseisssnssssssssiesssssssssssssssssosssssssssssssssssesssssssssssssssssesssssssssnans 60
5.2 MOrfologie DUNEK......ccuieveiniuienseissnicssenssnicsssnsssisssssssiossssssssessssssssosssssssssssssssssossssssssssssssssssssssssass 60
5.2.1 ROZIMETY A tVAT uucivuieirerisereseisssnssssssssosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssnssssssnasss 60
5.2.1.1 Morfologicka plastiCita.......cccceerrressseresssercsssencsserssssnnssssessssssssssssssssasssssasssssssssssssssssns 61
5.2.2 Linie tING INEIONU....uueiciiiiiiseeicssenicssrecssneessssncsssesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 62
5.2.2.1 Vyskyt riiznych variet uvnitf linii trnG intronU........ccecevecseccsensecsencseecseccsecenee 65
5.2.2.2 HiStOrie VYSKYtU..ccoovierssercsssnrcssnncssanicsssnscssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnssses 66
5.2.2.3 ROZSIF@NI.uueicueiisenisuensseicsneissnnissessssicssnssssnessessssnessnssssssssesssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssns 66
ST 0K TS 11 111 L T 67
0.ZAVET auuueeneiruecrnisseisencssicsesssessssssssssecsssssssssesssssssssssessessssssessssesssssssssesssessssssesssesssssssssssssassssessasessasessas 68
7. SeZNAM POUZILE HEETALUTY . ccovuirrrererressercssiossarssnosssssssnsssssssssssssssssssssssssssosssssssssssssssssosssssssssssssasssss 69
70 i 1 (1) T 81



1 Uvod

Tato prace navazuje na vyzkum taxonomie a biogeografie krasivek (Desmidiales,
Zygnematophyceae) a predevSim jejich genetickou variabilitu a morfologickou odliSnost
fylogenetickych linii. Byly to studie zaméfené na nékteré druhové komplexy Micrasterias
(Neustupa et al., 2010, 2011b; Nemjova et al., 2011) a Xanthidium (Stastny et al., 2013), kde
pomohly 1 metody zkoumani ultrastruktury bunétné stény skenovaci elektronovou mikroskopii
(SEM) a studovani tvaru bunék geometrickou morfometrikou. Zjisténé rozsifeni se porovnavalo
s literaturou. V této praci jsem se zaméfila na bézné se vyskytujici a Casto zaménitelné druhy
krasivek Euastrum humerosum, E. didelta a E. affine (resp. E. humerosum var. affine) sdruzujici se
do druhového komplexu FEuastrum humerosum/didelta. Zkoumala jsem unich genetickou a
morfologickou diverzitu, jak l1ze vyvojové linie odliSit méfenim a geometrickou morfometrikou
nebo ultrastrukturou bunééné stény. Nakonec jsem srovnala rozSifeni izolovanych kment

se zaznamy z literatury.

1.1 Krasivky

1.1.1 Kde najdeme krasivky a jak je pozname

Krasivky (Desmidiales, Desmidiaceae) patii mezi spajivé fasy (Zygnematophyceae).
Desmidiales maji ctyfi celedi. Jsou to Closteriaceae, Gonatozygaceae, Peniaceae a Desmidiaceae
(viz Schéma 1.1). Desmidiaceae je jedna z nediverzifikovangjSich skupin streptofytnich zelenych
fas (Gontcharov & Melkonian, 2005). Krasivky jsou rozsifené na vSech svétadilech (Coesel, 1996).
na ponofenych rostlinach v slabé kyselych raselinnych tinkach, sladkovodnich mokiadech nebo
jezerech (Coesel & Meesters, 2007). Proto jsou krasivky pouzivany v riznych ekologickych a
biomonitoringovych studiich, protoze jsou duilezitymi bioindikatory kvality vody (napt. Coesel,
2001, 2003; Pals et al., 2006; Krasznai et al., 2008; Neustupa et al., 2009, 2011a).

Pii Spatném zatazeni do druhu, dochézi ke zkresleni ekologickych vysledkt. Pro ochranu
biotopli napf. raselinist, ve kterych krasivky Casto rostou, to mize mit zasadni dopad.

Krasivky jsou velice variabilni, tzv. morfologicky plastické (Kouwets, 1984, 2008).
Hranice mezi druhy krasivek jsou casto nejasné a dochazi k zaméndm (napt. Ruzicka, 1981).

Vérohodnost studii zavisi na spolehlivosti druhovych koncepta.
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Schéma 1.1

Pi‘ehled spajivych fas (Gontcharov et al., 2003; Gontcharov & Melkonian, 2008):
e Spajivé fasy (Zygnematophyceace)
o Zygnematales (Zygnema, Mesotaenium, Mougeotia, Spirogyra)

o Desmidiales

Gonatozygaceae (Gonatozygon)

Closteriaceae (Closterium)

Peniaceae (Penium margaritaceum)

Desmidiaceae

ARTHR (Staurodesmus convergens, Cosmarium contractum);

STDI1(Staurodesmus extensus)

COL1 (Cosmarium tinctum)

CO2 (E.substellatum, E. verrucosum, E. germanicum, E. spinulosum. , C. cyclicum, C. botrytis,
Actinotaenium cucurbita)

CO3 (C.ornatum)

CO4 (C. ovale, E. prowsei, E. moebii)

Xanthidium

STD2 (Cosmarium granatum)

Mnohobunééné 1+2 (Spondylosium planum, Heismansia pusilla, Cosmarium sinostegos,
Bambusina borreri)

Euastrum

o E. subalbinum, E. binale

o FE. affine, E. oblongum

Staurastrum

Micrasterias

Omniradiatni (Cosmarium biretum, Actinotaenium silvae-nigrae)

CAP (Cosmarium depressum, Actinotaenium cruciferum, Penium polymorphum)

Krasivky maji dvé semicely spojené isthmem, obsahujici jadro. V kazdé semicele je alespoil

jeden chloroplast (viz obr. 1.1). Vysokd morfologickd plasticita krasivek vedla k popsani vice

nez 3000 druhti (Desmidiales, Desmidiaceae; Gerrath, 2003; Gontcharov et al., 2003; Gontcharov,
2008). Podle novéjsich odhadi by krasivky mohly mit az 9000 druhti (Stastny & Kouwets, 2012).

Nasledujici stranky budou vénovany problematice ur¢ovani druht krasivek (Desmidiaceae),

které patii mj. do protist.
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1.1.2 Druhové koncepty (nejen) krasivek

Znalost druhu je kli¢ova napt. pro zjisténi diverzity a ndsledné pro ekologickd hodnoceni
nebo zjisténi rozsifeni organismil; a proto druhy potfebujeme mit dobie vymezené (Weisse, 2008).
Druhy jsou urcovany ptedevsim na zdkladé morfologie, ale molekularné fylogenetické metody
odhalily béhem poslednich tii desetileti, ze protistni druhy jsou ¢asto umélé.

Druhy jsou zdkladni jednotkou pro uréeni diverzity organismi. Pouze s dobfe definovanymi
druhy je mozné spravné poznani jejich biogeografie, ekologie celého spolecenstva nebo pochopeni
evoluce zivota. Druhy se urCuji napt. podle tvaru (morfologie), ekologie, biologie (sexudlni
izolovanosti druhtl), nebo tzv. ,,genetického* vyvoje (fylogeneze).

Druhy jsou tedy ur¢eny riznymi druhovymi koncepty napf. morfologickym, ekologickym,

biologickym, fylogenetickym, atd. (Manhart & McCourt, 1992; de Queiroz, 2007).

1.1.2.1 Morfologicky koncept

Nejcastéji se v praxi vyuziva morfologicky koncept u makroskopickych organismu (stromii,
zvitat, apod.). Zamétuje se na znaky, které¢ organismy urcuji do taxonomickych jednotek podle tzv.
klica.

Tradi¢ni taxonomie, zaloZzend na morfologickych znacich, byla neddvno zpochybnéna
molekuldrnimi daty. U protistnich organismti uvadim piiklad morfologicky definovaného rodu
Chlorella, ktery byl po zkouméani molekuldrnimi, biochemickymi, a dal§imi metodami, rozdélen
dokonce do dvou tfid - Trebouxiophyceae a Chlorophyceae (Chlorophyta; Huss et al., 1999). U fady
dalsich organismt, v¢etn¢ makroskopickych, byla odhalena skrytd (kryptickd) diverzita (viz kap.
1.1.2.4; napt. Sdez & Lozano, 2005; Kraft et al., 2010; John et al., 2014).

Protistni organismy byvaji nejen ¢asto mikroskopické, ale jsou i tvarové variabilni a ¢asto
maji synonymni pojmenovani. Hranice mezi druhy protist se Casto piekryvaji. Zaméiujici se druhy
se seskupuji do druhovych komplext. Jejich zkoumanim se nasly napt. u rozsivek nebo krasivek
kryptické druhy (Trobajo et al., 2009; Neustupa et al., 2010, 2011b; Poulickova et al., 2010;
Nemjova et al., 2011, Skaloud et al., 2012a, St’astny etal., 2013).

U krasivek jsou taxonomicky uznévané druhy a variety (nizsi taxonomické jednotky), formy
nikoli. Forma muze byt do¢asna, napft. pii zméné ekologickych podminek (Kouwets, 2008). Termin
ikonotyp se pouziva pro ilustraci, ktera slouzi jako prvni popis druhu. Morfotyp se pouziva

pro tvar pfipominajici doty¢ny druh nebo varietu, ale neni jisté, zda je s nimi totozny.
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1.1.2.2 Biologicky koncept

Pti studiu druhii krasivek se také diive zohlediioval i biologicky pfistup kiizenim rtiznych
kmenii a Casto spojeného s tvorbou spor (napt. Blackburn & Tyler, 1987). U protist bylo obecné
zjiSténo, Ze tvofi trvald stddia na vysychajicich mistech a naopak v trvale vhodnych podminkach
schopnost tvortit spory ztraceji (Corliss & Esser, 1974; Coesel, 1989; Foissner, 1997, 2006).

Krasivky se rozmnozuji pohlavné konjugaci a tvofi trvala stadia — zygospory, které jsou
pozorovany predevsim u krasivek z vysychajicich habitatti, ale nejcastéji se rozmnozuji nepohlavné

(Starr, 1955; Brook, 1981; Coesel, 1989).

1.1.2.3 Fylogeneticky koncept

Fylogeneticky koncept pouziva molekularni markery z rtznych casti buiky, pfedevsim
z jadra nebo organel (mitochondrie nebo plastidu). Casto se vyuzivéa jadernych ribozomalnich usekt
DNA (SSU, ITS, LSU).

Nejcastéji pouzivané markery pro krasivky jsou: rbcL z plastidu (gen pro velkou
podjednotku enzymu RuBisCO — ucastnici se fixace oxidu uhli¢itého pfi tmavé fazi fotosyntézy),
SSU z jadra (Small SubUnit, 18S, malda podjednotka ribosomdlni DNA), nebo cox III
z mitochondrie (podjednotka enzymu v dychacim fetézci cytochrom c oxidaza; Popovi¢ &
Stuchebrukhov, 2005; Gontcharov & Melkonian, 2008; gt’astny etal., 2013).

Pro infraspecifickou diverzitu je vhodné vybrat rychle mutujici markery, nejlépe
s ojedinélym vyskytem, jako jsou napi. introny pro tRNA z plastidu. Molekuldrni marker trnG
intron ma unikatni vyskyt v plastidu fas a jeho fylogeneze se shoduje s rbcL a cox III (Turmel et al.,
2005; Skaloud et al., 2012a). Dal3i rychle mutujici marker je ITS (Intergenic Transcribed Spacer),
ktery je souéasti ribozomaélniho cistronu, a je po transkripci vystiizen (Alvarez & Wendel, 2003).
Dalsi pouZzivany intron je 1506 group I intron v SSU, intron prvni skupiny, zkracené¢ SSU intron
(Gontcharov & Melkonian, 2004). Molekularni marker SSU intron (podobné jako ITS) je rychle
mutujici, ale jako rDNA ma stovky nebo tisice kopii (Alvarez & Wendel, 2003).

Homogenizace kopii nastavd, kdyz maji jednotnou strukturu, neboli jsou
bez polymorfismu v ramci jednoho organismu. Homogenizace zacind probihat teoreticky
po zmnoZeni genil pomoci crossing overu mezi sparovanymi homolognimi chromozomy pii meidze
(Zimmer et al., 1980). V ptipadé€, Zze nedoslo k homogenizaci molekuldrniho markeru (nedoslo
ke concerted evolution), je tieba marker klonovat. Homogenizace ¢asto chybi napt. u ITS (Hillis &
Dixon, 1991; Liao, 1999; Alvarez & Wendel, 2003; Harpke & Peterson, 2006; Hall et al., 2008;
Wang et al., 2016).
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Homogenizace ribozomalni DNA je u kréasivek pravdépodobné zpomalena z nckolika
davodu: krasivky jsou polyploidni (maji mnoho sad genti, King, 1960); nebo, Ze se krasivky méné
casto rozmnozuji pohlavné a tudiz se nepohlavnim rozmnoZovanim kopiruje tatdz geneticka
struktura (Starr, 1955; Blackburn & Tyler, 1981, 1987; Brook, 1981; Hoshaw & McCourt, 1988;
Coesel & Meesters, 2007).

1.1.2.4 Morfologicky koncept krasivek versus polyfazicky pristup

Pojeti rodu krasivek se uplné zmeénilo diky molekuldrnimu vyzkumu (McCourt et al., 2000;
Gontcharov et al., 2003; Gontcharov & Melkonian, 2005, 2008, 2010, 2011; Gontcharov, 2008;
Hall et al., 2008; Skaloud et al., 2011). V&tsina tradi¢nich druhové bohatych rodi se zacala
povazovat za polyfyletické nebo parafyletické (na zdklad¢ markert plastidového rbcL a jaderného
SSU; Gontcharov & Melkonian, 2005, 2008; Gontcharov, 2008). Tradi¢ni koncepty rodi se staly
nevyhovujici a proto jsem se v této studii zaméfila na uroven druhu, pro jehoZ koncept bylo potieba
vice dat. Jak bylo uvedeno vyse, doslo kvili morfologické plasticité k popsani enormniho mnozstvi
infraspecifickych taxond a jejich platnost je stale nejasna (Ruzicka, 1977; Kouwets, 2008).

Nékolik studii zaloZenych na ktiZicich experimentech (Blackburn & Tyler, 1987, Denboh et
al., 2001, 2003) ukdzaly Siroké pojeti nékterych druhovych konceptil krasivek a existenci kryptické
(skryté) nebo pseudokryptické diverzity. Kryptické druhy se 1iSi geneticky a zéaroven jsou
morfologicky totozné. Pseudokryptické druhy maji drobné, morfologické rozdily, které jsou
pozorovatelné pouze dikladnym zkoumanim ultrastruktury nebo statistickou analyzou tvaru
(geometrickou morfometrikou; Zelditch, 2004; Mann & Evans, 2007). Pro odhaleni kryptické
diverzity se Casto vyuziva polyfazického pfistupu, ktery ke sprdvnému urceni mezidruhové
hranice vyuzivd informace ziskané na zdklad¢ vice tradi¢nich pfistupti. Typicky zohlednuje
fylogeneticky a morfologicky ptistup (spolecné s ultrastrukturou bunécné stény a moderné
1 geometricko-morfometrickych dat).

Pii zkoumani ultrastruktury se zkoumaji vzorky skenovacim nebo transmisnim
elektronovym mikroskopem (SEM, nebo TEM). Specifickou metodou je zkoumdani tvaru
geometrickou morfometrikou. Geometrickda morfometrika porovnava umisténi homologickych
bodl (tzv. landmarkii, viz obr. 1.2), které maji stejné umisténi nebo maji stejnou evolucni
minulost. Dulezité je, aby byly landmarky oddélené, rozpoznatelné a u vsSech jedincti umisténé
podle stejnych kritérii. Aby se porovnal tvar, je potieba standardizace velikosti, nato¢eni ¢i posunuti

objektii pfes sebe superimpozici v Prokrustoveé analyze (Generalized Procrustes Analysis, GPA).
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Dalsi parametr je deformace, ktera tvar jiz ovliviiuje. Posunutim landmarki nad sebe se
ziska graficky vystup - tFirozmérnd deformovana mrizka (thin plate spline). Z té lze zjistit,
jaky tvar je pro dané skupiny typicky.

Deformace miizky miiZze byt zplisobena vnitinimi nebo vnéjs§imi vlivy. Vnitini vlivy jsou
dané genetikou, kdy bunka roste ¢i starne nebo ma jiny evoluéni vyvoj a vnéjsi vlivy jsou tfeba
environmentalni podminky (Zelditch, 2004; Vesela et al., 2009; Cerna & Neustupa, 2010; Rohlf,
2016Db).

Je dobré umistit landmarky tak, aby zaznamenaly zménu tvaru. Landmarky kopirujici tvar
jsou uzite¢né a ostatni zbyteéné. Casto se rozhodne az po analyze, které proménné (landmarky)
zahrnout a které vynechat. Oproti tomu klasickd metrickd analyza métenych rozmérd definuje
proménné pied sbérem dat, a nikoli po ném (Zelditch, 2004).

Geometrickda morfometrika spolu s kvantitativnimi metodami slouzi pro hodnoceni
biologickych tvarti. Byly neddvno pouzZity pro morfologické analyzy wvariability v riznych
skupinach mikroskopickych fas, napf. u rozsivek (Beszteri et al., 2005; Potapova & Hamilton,
2007; Vesela et al., 2009; Pouli¢kova 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).

U krasivek se nasly pseudokryptické i kryptické druhy u nejvice diverzifikovaného rodu
Micrasterias. Na zaklad¢ ktizeni se naSly kryptické druhy u M. thomasiana (Blackburn & Tyler,
1987).

Uvniti kolektivniho druhu M. fruncata bylo nékolik linii. Krasivka M. truncata var.
semiradiata tvotila samostatny clade M. semiradiata. Dalsi varieta M. truncata var. pusilla tvotila
s M. zeylanica australsky clade zeylanica, a byla oddélena také biogeograficky. Uvnitt M. truncata
byly jesté dalsi kryptické sublinie (Nemjova et al., 2011).

Uvniti druhového komplexu M. crux-melitensis/ M.radians se nasly tii linie. M. radians
var. evoluta byla pseudokryptickym druhem, liila se od M. crux-melitensis molekuldrné a malymi
trny na polarnim laloku pozorovanymi skenovaci elektronovou mikroskopii (Neustupa et al., 2010).

Uvnitt druhového komplexu M. rotata a M. fimbriata byly dvé linie M. fimbriata — A a B.
Linie M. fimbriata byly pseudokryptickymi druhy, protoze se liSily nepatrné svymi trny na polarnim
laloku a rozsitenim v Evropé (Neustupa et al., 2011b). U vSech vyse zminénych pseudokryptickych
druhiit Micrasterias byly krasivky odliSné nejen molekularné, ale 1 geometrickou morfometrikou.

U dalsiho rodu Xanthidium byla pseudokryptickd diverzita na trovni variet druhového

komplexu X. cristatum (X. cristatum var. cristatum, X. cristatum var. uncinatum, X. cristatum var.
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scrobiculatum). Molekularni variabilita variet korelovala s geometrickou morfometrikou a

s pozorovanim skenovaci elektronovou mikroskopii (Stastny et al., 2013).

1.1.3 Euastrum

V této kapitole se budu zabyvat krasivkami uvniti rodu Euastrum (prvni popis E. ansatum,
Ehrenberg, 1831). Tento rod obsahuje 296 taxonomicky uznanych druhi a 1318 infraspecifickych
taxonl (Guiry & Guiry, 2019).

Bunky Euastrum jsou biradidlné symetrické podle dvou kolmych rovin. Prvni osa prochézi
sttedem buiiky a apikalnim zafezem (obr. 1.1 a: 2) a druhé osa prochazi isthmem (obr. 1.1 a: 7; viz
na ptikladu ptibuzné krasivky Micrasterias; obr. 1.1c).

Buiiky jsou s hlubokym zaskrcenim, semicely pyramidélni a Casto péti-lalo¢naté s jednim
polarnim, dvéma laterdlnimi a dvéma bazalnimi laloky. Na vrcholu semicely je hluboky apikalni
zarez (viz obr. 1.1; Ruzicka, 1981; Gerrath, 2003; John & Wiliamson, 2009).

Molekularnimi metodami se rod Euastrum rozd¢€lil na ¢tyfi skupiny (viz Schéma 1.1). Podle
markertt SSU a rbcL je polyfyletickym rodem (Gontcharov & Melkonian, 2008). Dv¢ skupiny lezi
uvnitt rodu Euastrum, které se lisi tvarem zaiezu a velikosti buiiky:

1) vétsi 50 um s hlubokym apikalnim zafezem a hladkou bunécnou sténou, patii sem napf.

zkoumané E. affine spolu s podobnym E. oblongum;

2) mensi nez 50 um, s apikalnim zafezem do tvaru ,,v*, patfi sem napt. E. binale;

3) a4) tieti a Ctvrtd skupina patii do linie CO2 a CO4 spolu s nékterymi druhy Cosmarium.

Pro taxonomii druhti ¢i variet se popisuje: tvar lalokll, rozméry buiiky a poméry mezi délkou
a Sitkou buiky, tvar apikalniho zatezu, povrch bunécné stény, ptipadné hrbolky a umisténi port.

Vybrala jsem si bézn¢ vyskytujici se krasivky, vétsi 50 um, Euastrum humerosum, E. didelta
a E. affine (pozd&ji E. humerosum var. affine). Casto se zaméiuji a sdruzuji se do druhového

komplexu E. humerosum/didelta, s 35 popsanymi varietami a 14 formami (Guiry & Guiry, 2019).
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1.1a b

Obr. 1.1. Popis buriky krasivky: a-b: 1 — apex, 2 — apikalni zafez, 3 — polarni lalok, 4 — lateralni lalok, 5 — bazalni
lalok, 6 — semicela, 7 — isthmus, 8 — vroubkovéani bazalniho laloku, 9 — centralni p6r, 10-12 — centralni hrbolky, 13-
14 — lateralni hrbolky; c: biradidlni symetrie u krasivky Micrasterias podobné jako Euastrum (upraveno podle

Savriama & Klingenberg, 2011).
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Obr. 1.2. Umisténi landmarki na okraji buiiky (a), rozliSeni semilandmarkii a landmarka (b); a - z programu tpsDig2

(Rohlf] 2015), b - z programu tpsUtil (Rohlf, 2013). Legenda: plna kolecka - landmarky, prdzdna kolecka —

semilandmarky.
a b
N ey e,
f’f [3 \ ‘w/s \Q\
5,
*14 *g Tza
i %24
| ®5
*1 2 *2\5
Ll \&2L
Ao \0\25
d \
(\?8 }729
. ‘
95 il
@fg o Ty
7 |
o |
/ ?34
% /
" b

. o5

1.1.3.1 Druhovy komplex Euastrum humerosum/didelta

Druhovy komplex Euastrum humerosum/didelta se od ostatnich druhii rodu Euastrum 1i$i
poctem hrbolkt (5), poctem centralnich port (1-2), svymi rozméry, a popt. svym pomérem délky a
Sirky bunky (West & West, 1905; Krieger, 1937; Ruzicka,1981).

Druhovy komplex E. humerosum/didelta se vyskytuje v kyselém pH, v oligo-
az mezotrofnim prostfedi bentosu jezer a raselinist, na vodnich rostlindch raseliniku (Sphagnum) a
bublinatky (Utricularia; Coesel & Meesters, 2007).

Bylo pozorovano, ze mezi dvéma druhy E. humerosum a E. didelta doslo ke konjugaci
(Archer, 1875). Archer uvazoval o dvou moznostech, doslo bud’ ke ktizeni nebo byly krasivky
dvéma varietami t¢hoZ druhu. U E. affine pohlavni rozmnoZovéani pozorovano nebylo, ani jeho
vysledek zygota (Ruzicka, 1981).

Druhy E. humerosum nebo E. didelta jsou jako ostatni krasivky morfologicky plastické.
Maji zaznamenané rizné smiSené formy svych semicel, kdy kazdd mize mit rozdilny tvar podle
aktualnich podminek (viz obr. 1.6; Ducellier, 1915, 1918; South, 1984, Neustupa et al., 2008; Cerna
& Neustupa, 2010). Diky své plasticité se tak mohou krasivky podobat i jinym druhim. Nejcastéji
se E. didelta zaménuje s druhem dvakrat mensim E. ansatum (Rizicka, 1981). Rovnéz se mohou

lisit tvarem lalokl - laterdlnich (E. pinnatum) nebo bazalnich (E. sinuosum je ma rozstépené).
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Mohou se lisit pomérem bazdlnich a laterdlnich lalokt, atd. (E. everettense, viz West & West, 1905;
Krieger, 1937; Prescott et al., 1977; Razicka, 1981).

lalok, na ném relativné dlouhé postranni vybézky, vroubkovany bazalni lalok, a v pficném priiezu
je t€lo krasivky trojlalocnaté. U E. humerosum bylo popsano sedm variet a dvé formy (Guiry &
Guiry, 2019); s vyskytem v Evropé, Asii a Severni Americe (viz obr. 1.7; tab. 8.1).

E. affine Ralfs (1844, rozméry Ralfs, 1848, viz tab. 1.1); bylo povaZovano za ptibuzné E.
humerosum a tudiz bylo pozdé&ji popisovano jako E. humerosum Ralfs var. affine (Ralfs) Wallich
(1860; nebo Raciborski, 1885; viz obr. 1.4). E. affine ma uzsi polarni lalok nez E. humerosum,
s kulatymi postrannimi vybézky. V pfiéném prifezu je t¢lo krasivky cCtyflaloCnaté. E. affine je
ze vSech tfi morfotypl nejkratsi (viz tab. 1.1-1.2). Byly u néj popsany tfi variety a dvé formy (Guiry
& Guiry, 2019); s vyskytem v Evropé¢, Asii, Africe a Severni Americe (tab. 8.1).

E. didelta Turpin ex Ralfs (1848, viz obr. 1.5, rozméry viz tab. 1.1) je ze vSech tii
morfotypt nejdelsi (viz tab. 1.1-1.2). E. didelta mélo pti ptivodnich popisech nazvy Heterocarpella
Didelta (Turpin, 1828, s. 295), nebo Cosmarium Didelta (Meneghini, 1840, s. 219). E. didelta je
nyni popisovano s hladkymi bazalnimi laloky. V prifezu je télo krasivky ctytlalocnaté. Diive bylo
E.didelta popisovano i s vroubkovanym okrajem bazélnich laloki jako E. didelta Ralfs typu b, které
bylo ptesunuto do E. humerosum (West & West, 1905).

U krasivky E. didelta bylo popsano dvacet pét variet a deset forem; s vyskytem na vSech
svétadilech kromé Antarktidy a Afriky (Guiry & Guiry, 2019). Uvadim Casto zminéné variety
v literatuie — napt. E. didelta var. bengalicum a E. didelta var. cuneatiforme (z Indomalajsie a
severni Australie); E. didelta var. denticulatum (ze Svycarska, obr. 1.6 ¢); E. didelta var. quadriceps
(z Jizni Ameriky); E. didelta var. truncatum (z Laponska a Kanady; viz obr. 1.6 d a 1.7, citace viz
tab. 8.1).

Obrazky 1.3-1.5 a tab. 1.1 jsou podle originalniho popisu (Ralfs, 1848).
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Obr. 1.3. Euastrum humerosum Ralfs (upraveno podle Obr. 1.4. Euastrum affine Ralfs (upraveno podle Ralfs,
Ralfs, 1848, Tab. XIII, Fig. 2). 1848, Tab. XIII, Fig.3).
14

1.3

Obr. 1.5. Euastrum didelta Turpin ex Ralfs (upraveno podle Ralfs, 1848, Tab. XIV, Fig. 1).
1.5 %
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Tab. 1.1. Rozméry bunék krasivek druhového komplexu. Rozméry plati pro jednotlivé buiiky originalniho popisu

v palcich a jsou pievedeny na um (1 palec = 2,54.10* um; Ralfs, 1848).

Délka Sitka v bazalnim | Sitka Sitka krku |Délka projekci |Sitka ve stiednich |Isthmus
bunky |laloku na konci na stran¢ krku | lalocich
E. humerosum |(1/225) |(1/382) (1/727)  {(1/1199) (1/2314) - -
Ralfs 112,89 66,49 34,94 21,18 10,98
E. affine Ralfs [(1/230) |(1/458) (1/917)  |(1/1204) |- (1/659) -
110,43 | 55,46 27,7 211 38,54
E. didelta (1/185) | (1/357) (1/752) |- - - (1/1250)
Ralfs 137,3 71,15 33,78 20,32

Tab. 1.2. Rozméry u druhového komplexu Euastrum humerosum /didelta (upraveno podle Ruzicka, 1981; Coesel

& Meesters, 2007).

délka bunky [um]

Sirka bunky [um]

isthmus [um]

pomer délky a Sirky

E. humerosum Ralfs var.

humerosum Ralfs

(95-) 120-140 (170)

(55-) 65-75 (96)

13-30

(1,55-) 1,7-1,9 (-2)

E. humerosum Ralfs var. affine

(Ralfs) Wallich

(80-) 100-130 (140)

(32-) 55-65 (80)

12-25

(135_) 157'179 (_2’1)

E. didelta Turpin ex Ralfs var.
didelta Ralfs ex Ralfs

(100-) 120-150 (-180)

(50-) 60-75 (-85)

(12-) 15-25 (-32)

(1,5-) 1,7-2,2 (-2,6?)

Obr. 1.6. Smisené formy a-b, variety E. didelta. a: E. didelta f. du Val Piora f. mixtes ; b: E. humerosum, c¢: E. didelta

var. denticulatum; d: E. didelta var. truncatum; (upraveno podle Ducellier, 1915 - a: Pl. I, Fig. 3, 4; b: s. 90, Fig. 25

c-d: upraveno podle Krieger, 1937, c: Taf. 67: Fig. 11, d: Taf. 68: Fig. 1).

a

b

7004
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Legenda:

‘ E. didelta

2N
@ E. humerosum

‘ E. didelta var. truncatum
Ot
(0ge) affidid/hum 0 did/hum

affidid Q den/did/hum

affi - E. affine/E. humerosum var. affine
den - E. didelta var. denticulatum

did - E. didelta

hum - E. humerosum

tru - E. didelta var. truncatum

i el
Obr. 1.7. Mapa vyskytu druhového komplexu E. humerosum/didelta v Severni Americe (a) a Evropé (b). Zdroje viz

tab. 8.1. Upraveno podle mapaevropy, 2018; darkfate, 2019.

2. Cile prace

V diplomové préci jsem si kladla za cil odpovédét na tfi zdkladni otazky.

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

2) Jsou-li vyvojové linie druhového komplexu E. humerosum/didelta rozpoznatelné, jakymi
metodami je lze rozliSit: kvantitativnimi metodami pouzitim méfeni a geometrické
morfometriky; nebo skenovaci elektronovou mikroskopii?

3) Do jakych linii druhového komplexu E. humerosum/didelta je mozné teoreticky zaradit
krasivky z literatury z oblasti Evropy (a Severeni Ameriky), kdyz pouZiji linearni
diskrimina¢ni analyzu geometricko-morfometrickych dat a rozméry buiky, resp. jejich

poméry?
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3. Material a metody

3.1 Sbér materialu, izolace kmenu, kultivace

Sbér piirodnich vzork probihal predeviim v lokalitaich Ceské republiky, dale v severni
Evropé a v Severni Americe. Vét§inu kment mi poskytli 8kolitel Mgr. Jan Stastny, PhD. a kolegyné
Mgr. Katarina Jurdikova (Nemjova), Ctyfi kultury byly zakoupeny z portugalské sbirky fas ACOI
(Santos, 2007) a ostatni jsem izolovala z vlastnich nebo zaptjcenych ptirodnich vzorkl. Seznam
kultur je uveden v tabulce (tab. 8.5).

Izolace bun¢k byla provedena metodou zied’ ovani ptes kapky média DY IV a nésledné byly
fasy kultivovany ve zkumavkach se stejnym médiem (viz kap. 3.1.1; tab. 8.2-8.4). Kultivace kultur
byla ptevazné pii 24 °C a pii stalém studeném osvétleni fluorescenénich 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 pfipravu média DY IV (modifikovaného podle Andersen et al., 1997) byl

nasledujici: k 950 ml destilované vody se pfidalo po jednom ml pfisad (viz tab. 8.2), 1 ml roztoku
stopovych prvkil (viz tab. 8.3), po autoklavovani se pfidal 1 ml roztoku vitamint (viz tab. 8.4) a

doplnilo se destilovanou vodou na celkovy objem 1000 ml.

3.2 Extrakce DNA

DNA byla extrahovana z narostlych kultur fas. Cast kultury i s kultivaénim médiem bylo
odebrano do 2ml plastové zkumavky s vickem a kulatym dnem (Eppendorf). Buiiky byly
pro rychlejsi sedimentaci dany do centrifugy Mini-spin na 90 s, pii 120 rpm; a vétSina supernatantu
byla odebrana. Bylo pfiddno 100 pl eluéniho pufru (Instagene) a sklenéné kuli¢ky, 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 zahfivany a
ttepany pii 50°C a 600 rpm. Vzorky byly nasledné¢ zamichany na vortexu (Genie 2) a okamzité
dany do jiného termoblotu pfedehtatého na 99°C, na dobu 8 min. Horké vzorky byly dany rychle
do ledu (Brema Ice Flaker) a centrifugovany 2 min, 12 000 rpm. Nanodropem byly ndsledné
u vzorkll zméfeny koncentrace DNA, a pii vy$$i koncentraci nez 60 ng-ul” byly vzorky ziedény

vodou na koncentraci 10 ng.ul™.
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3.3 PCR amplifikace

Pro nasledujici fylogenetické analyzy bylo PCR metodou (polymerazovou fetézovou reakci)
namnoZeno dostate¢né mnoZstvi molekularnich marker v Mastercycler.pro (Eppendorf, CR).
Pro PCR amplifikaci byly vybrany tyto markery: plastidovy trnG"* intron (trnG intron) a jaderny
SSU intron. Pro trnG intron byly pouzity tyto primery trnG"*-F, trnG"*-R (Neustupa et al., 2010),
pro SSU intron byly pouzity primery HelF, HelR (pojmenovany podle inicialt jejich autorky,
Bestova, nepubl.; viz tab. 3.1). Primer HelF zac¢ina na pozici 1183, pocitané podle 16S Escherichia
coli (Brosius et al., 1978) a mél by predchazet pozici 1506 (SSU intronu prvni skupiny 1506,
Gontcharov & Melkonian, 2004). Pozice byla zjiSténa porovnanim sekvence primeru a sekvence
z literatury v programu MEGA v. 7 (Kumar et al., 2016). Dalsi ingredience pouzité pro PCR jsou
uvedené v tabulce 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 disténa kitem (Sigma Elute PCR Clean-UP KIT) nebo levngj§i octan-
ethanolovou metodou: ke vzorkim DNA bylo pfiddno 2 pl octanu a 50 pl 96% ethanolu,
vzorky byly zcentrifugovany (1 min pti 450 rpm) a ponechéany stat 10-15 min. Znovu byly vzorky
zcentrifugovany (30 min pii 3700 rpm) a jejich supernatant byl slit. Ke vzorkiim bylo pfidano
100 pl 70% ethanolu, a opét byly vzorky zcentrifugovany (10 min pti 3700 rpm). Tento krok byl
jednou zopakovan. Vzorky byly dosuSeny pi1 65°C po dobu 5-10 min. Pied poslanim na sekvenaci
byla sucha DNA rozpusténa v nahtaté sterilni vodé (pii 65°C) - u intenzivnéjSiho prouzku DNA,
na gelu pii elektroforéze, se pfidalo 30 ul, u slabého prouzku DNA se pfidalo 20 pl. Konecna
koncentrace DNA byla naméfena nanodropem. Vzorky byly zaslany na sekvenaci automatickym

sekvenatorem (ABI 3730x1) do spolecnosti Macrogen (Applied Biosystems; Seoul, Korea).
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Tab. 3.1. Seznam pouzitych primerda.

PouZiti 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. 3.2. SloZeni reakéni smési — Gold master mix (upraveno podle Skaloud et al., 2012a). V piipadé SSU intronu
bylo pouzito jinych hodnot u vody a MgCl,, uvedeno v zavorce; dd voda — destilovana voda; dNTP — deoxynukleosid

trifosfat.

Slozka [koncentrace] MnoZstvi na vzorek [ul] Slozka [koncentrace] MnoZstvi na vzorek [ul]
pufr Gold 2 dd voda 13,1 (13,3)

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

primer F [25nM] 0,25 polymeraza Gold [5U/ul] 0,2

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

MgCl, [25mM] 2,2 (2)

Tab. 3.3. PCR teplotni cykly pro tiseky trnG intronu (upraveno podle Skaloud et al., 2012a) a SSU intronu (Bestova,

nepubl.)
trnG intron SSU intron

Faze cyklu teplota trvani opakovani teplota trvani opakovani
inicialni 94°C 2 min 95°C 10 min 1x

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 72°C 10 min 1x
elongace

25




3.4 Fylogenetické analyzy

Pro fylogenetické analyzy bylo ziskdno 23 sekvenci plastidového markeru trnG" intronu
(trnG intronu) ze zkoumaného druhového komplexu Euastrum humerosum/didelta a 1 sekvence E.
everettense (outgroup). Osm sekvenci z druhového komplexu a outgroupu bylo sekvenovano
1z druhé strany a assemblovano v programu SeqAssem v. 9/2004 (Hepperle, 2002). Kvalita
sekvenci byla kontrolovana v programu FinchTV v. 1.4.0 (Patterson et al., 2004). Sekvence byly
pfevedeny do formatu . fasta.

Globalni alignment byl vytvofen pomoci algoritmu ClustalW v programu MEGA v. 7
(Thompson et al., 1994; Kumar et al., 2016). Byly pouzity vychozi parametry pro vypocet.
Po upravach 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 ustalené pozice nukleotidd a pro vypocet ML stromu
byl pouzit alignment bez dualit na pozicich. Bylo ziskano 426 pozic v alignmentu.

Alignment konkatenovanych sekvenci z trnG intronu a SSU intronu mél 1557 pozic, byl
ziskan jako v pfedchozich ptipadech v programu MEGA v.7 (Kumar et al., 2016).

Substitu¢ni modely byly vybrany v programu MEGA v. 7, podle hodnot BIC (Baysova
informac¢niho kritéria). Pro trnG intron byl vybran Tamura-3-parametrovy substitu¢ni model
(Tamura, 1992) jako specialni ptipad HKY modelu (Hasegawa-Kishino-Yano model; Hasegawa et
al., 1985), ktery byl pouzit v programu MrBayes. Pro SSU intron byl pouzit JC+G model (s gamma
parametrem 0,1; Jukes & Cantor, 1969; Nei & Kumar, 2000; Kumar et al., 2016).
Pro konkatenované sekvence jsem vybrala substitu¢ni model HKY+I+G model, pfi vybéru jsem
pouzila nastroj SMS ve PhyML online programu (Hasegawa et al., 1985; Lefort et al., 2017).

Bootstrapovéa podpora byla spocitana z 1000 opakovani v programu MEGA v. 7 spole¢né
s ML a MP analyzami (Efron, 1982; Felsenstein, 1985; Nei & Kumar, 2000; Kumar et al., 2016).
Pro zjiSténi posteriornich pravdépodobnosti v nodech stroml byla pouzita Markov chain Monte
Carlo metoda (MCMC metoda, Metropolis et al., 1953; Hastings, 1970), za pouziti dvou paralelnich
vypoctil studenych fetézci v programu MrBayes 3.2.6 x64 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003;
Ronquist et al., 2012). Pii vypoctech v programu MrBayes byly pouzity parametry: pro HKY model
pro trnG intron (1set=2); pro JC+G model pro SSU intron (lset nst=1 prset
statefregpr=fixed (equal); a pro HKY+I+G model pro konkatenované sekvence trnG intronu a
SSU intronu (1set applyto=() nst=2 rates=invgamma; Kimura, 1980; Hasegawa et al., 1984,

1985; brantfaircloth, 2015). BEhy MCMC byly kontrolovany konvergen¢nimi diagnostikami ESS
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(Estimated Sample Size, odhad velikosti vzorku), a PSRF (Potential Scale Reduction Factor,
potencialnimu skalovému reduk¢énimu faktoru; Gelman & Rubin, 1992). Diagnostika PSRF by méla
pfi konvergovani fetézch MCMC dosahovat 1.0. Dale byla kontrolovana smérodatnd odchylka,

ktera méla dosahnout nuly, jakmile by fetézce zkonvergovaly.

3.5 Morfologie bunék a kvantitativnhi metody

Morfologickd variabilita druhového komplexu Euastrum humerosum/didelta byla
pozorovana svételnou a skenovaci elektronovou mikroskopii (LM a SEM) a zkoumana
geometrickou morfometrikou (GM), ktera zobrazuje variabilitu komplexnéji a z jiného uhlu
pohledu nez SEM. Kultury fas byly ur¢eny do morfotypt podle dostupné literatury pro stiedni
Evropu (Razicka, 1981).

Originalni popis E. humerosum se vice podoba E. humerosum var. affine v monografiich (viz
nize). Originalni popis E. didelta typ b se podobd E. humerosum v monografiich (Rtzic¢ka, 1981;
Coesel & Meesters, 2007). Proto jsem si kmeny rozd¢lila okometricky podle ptistupu West & West
(1905), kteii se zaméfili na vroubkovani bazalniho laloku. Krasivky bez vroubkovani jsem popsala
jako E. didelta a s vroubkovanim jako E. humerosum. Timto zplsobem jsem mohla vyfiltrovat
tvarové rozdily geometrickou morfometrikou mezi E. didelta, nez kdybych rozliSovala linie s vice
morfotypy dohromady - E. didelta, E. humerosum uvnitt jedné linie a E. didelta a E. humerosum
var. affine v linii jiné. Morfologické skupiny jsem mohla 1épe posoudit i linearné diskriminaéni
analyzou geometricko-morfometrickych dat s daty z literatury (LDA GM dat z literatury).
Pro geometricko-morfometrické, metrické analyzy a SEM byly pouzity 5-7 tydni staré kultury,

kultivované za stejnych podminek.

3.5.1 Svételna a skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Mikrofotografie byly pofizeny digitalnim fotoaparatem Olympus E30 (Tokyo, Japonsko)
na svételném mikroskopu Olympus BX 51. Z divodu poruchy ptfedchoziho aparatu byl pouzit
pozd¢ji fotoaparat Canon EOS 1100D (Taiwan) na svételném mikroskopu Olympus CX31 (Tokyo,
Japonsko). Pro morfometrické analyzy (métfeni a geometrickou morfometriku) bylo nafoceno 30
bun¢k od kazdého kmenu (kromé outgroupu E10 a kmenu E15). Kmen E10 byl tvarové hodné
odli$ny E. everettense. Kmen E15 mél v dobé posledniho foceni nedovyvinuté buiiky a bez lalokd,
proto byly bunky pro dalsi analyzy nepouzitelné.

Preparaty pro SEM byly fixované né€kolika kapkami formalinu a oSetfené ultrazvukem, aby

se odstranil slizovy obal bun¢k. Piipravené vzorky byly nakapany na kryci sklicka s poly-L-

27



lysinem; sklicka byla pfedtim umyta acetonem a pokrytd tfikrat poly-L-lysinovym roztokem
(fedénym 1:10 destilovanou vodou). Piipravend sklicka se vzorkem byla pienesena do 30% acetonu
a dehydratovéna acetonovou sérii: po ptisobeni v 30% acetonu byly vzorky pfemistény do 50%,
70%, 90%, 95%, 99% (u vSech po 10 min) a dvakrat ve 100% acetonu odvodnéného kulickami
Nalsit. V laboratofi elektronové mikroskopie byly vzorky po promyti od acetonu ususeny pomoci
kapalného CO, (v jeho kritickém bod¢ v pfistroji 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§ & Nebesarova, 2008a, 2008b).

3.5.2 Geometricka morfometrika a méreni

Pro geometrickou morfometriku (GM) a meétfeni byly vybrany nafocené pln€ vyvinuté
semicely. VétSina fotografii kmenl byla pofizena fotoaparitem Olympus E30 (Tokyo, Japan)
pti zvétseni 200x. Kmeny K4 a K57 byly foceny fotoaparatem Canon EOS 1100D (Taiwan)
pii zvétSeni 400x. Fotografie byly otoc¢eny a ofiznuty v programu Zoner Photo Studio v. 17-X (Lane
et al., 1995-2015).

Rozméry (vyska semicely, Sitka semicely, isthmus, polarni lalok a §itka krku) byly zméfeny
v programu Image] v.2 (Schindelin et al., 2015, viz zkratky obr. 3.1). Bylo pouzito méfitko
pro ,,40x* objektiv, které bylo podle potfeby pirepocitino na objektiv ,,20x*. Kazd4 hodnota byla
zmgéfena tiikrat a vSechny rozméry byly pievedeny do tabulkového editoru a spocteny pomeéry:
Ds/Ss, 2Ds/Ss, Ds/I, Ds/Pl, Ds/Sk, P1/Sk (zkratky viz obr. 3.1). Pomér 2Ds/Ss nahrazoval pomér
uvadény v literatufe (pomér délky a Sitky buiky). Hodnoty 10. a 90. percentil a statistiky PCA,
LDA, CVA, a MANOVA (Wilksova lambda; Bonferroniho korelované p-hodnoty) byly pocitany
v programu PAST v. 3.20 (Hammer et al., 2001). V grafu PCA a CVA hodnot méfeni a poméri byl
zobrazen biplot (v programu PAST v. 3.20). Biplot ukazoval miru vlivu pouzitych proménnych
na vysledny graf.

Geometricko-morfometricka data byla analyzovana v balicku TPS - tpsUtil v. 1.60; tps Dig2
v. 2.18; tpsRelw v. 1.67; tps Small v. 1.33 (Rohlf, 2013, 2015, 2016a, 2017a, 2017b). Statistiky byly
analyzovany v programu PAST v. 3.20 (Hammer et al., 2001). Bylo pouzito 36 homolognich boda
na semicelu, z toho 18 pevnych landmarkt a 18 semilandmarki (viz obr. 1.2). Bylo testovano 22
kmeni a v kazdém kmenu 30 ndhodné vybranych bun¢k.

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 linedrni zévislost (Rohlf, 2016a). PCA geometricko-
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morfometrickych dat (relativnich warpl) zjistila miru variability pro jednotlivé PC osy, v programu
PAST v. 3.20 (Hammer et al., 2001). Grafické vystupy tpsRelw v. 1.54 (Rohlf, 2014) byly
zarovnané¢ podle PCA a slouzily pro zjiSténi znakl, kterymi se mezi sebou navzijem liSily
jednotlivé ¢asti grafu - kladné a zdporné ¢asti PC os.

Pti vypoctech mezi stejnymi typy dat, napf. u skore na relativnich warpech, byla pouzita
variance. Pfi kombinaci relativnich warpli s méfenim byla pouzita korelace, podobné jako
u métenych dat spolu s jejich poméry.

Geometrickou morfometrikou byly testovany tfi molekuldrni linie trnG intronu, byly
pojmenovany pracovné jako linie A: humerosum, linie B: scandinave, linie C: affine. Data byla
spojena s mefenim. Kvili pfitomnosti dvou morfotypl v liniich byly vSechny kmeny rozdéleny
podle pristupu West & West (1905; podle pievazujiciho morfotypu E. didelta nebo E. humerosum)
do péti morfologickych podskupin: linie A (humerosum-didelta, humerosum-humerosum), linie B
(scandinave), linie C (affine-didelta, affine-humerosum). Nésledné byly vytvoieny dva subsety
podle ptitomnosti morfotypu E. humerosum nebo E. didelta: humerosum se dvéma podskupinami
(humerosum-humerosum, affine-humerosum) a didelta se tiemi podskupinami (humerosum-
didelta, scandinave, affine-didelta).

Pro pfifazeni kréasivek z literatury (z Evropy a Severni Ameriky) k péti morfologickym
podskupindm byla pouzita linedrné diskriminaéni analyza (LDA) dat geometrick¢é morfometriky a
méfeni. Krésivky z literatury byly analyzovany spolu s origindlné nafocenymi a zméfenymi
buitkami zkoumanych kment. Pro presnéjsi vysledky byly pouzity testy Cist¢ geometrické
morfometriky (GM), geometrické morfometriky s poméry (GM+P) a geometrické morfometriky
s poméry a méfenim (GM-+MP). Vyjimecné se piihlizelo ik datim vySlym v LDA GM dat
s nedefinovanou skupinou (oznafenou v programu PAST jako ,,7). Pfi definitivnim pfifazeni,
kréasivky z literatury do morfologické podskupiny, jsem piihlizela nejen k vysledkim LDA, ale
1 k rozméram dané linie.

Obr. 3.1 Atributy m&feni pro semicelu. Legenda: Ds — délka semicely, 1 —

isthmus, Pl — polarni lalok, Sk - §itka krku, Ss — Sitka semicely. Kmen K27,

archiv autora, méfitko 30 um.
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4. Vysledky:

4.1 Fylogenetické analyzy

U druhového komplexu Euastrum humerosum/didelta jsem odhalila genetickou variabilitu

u obou molekularnich markert, trnG intronu a SSU intronu.
4.1.1 trnG intron

Fylogenetickou analyzou trnG intronu (ptes 700 nukleotiddi dlouhého) jsem zkoumala 24
kment druhového komplexu Euastrum humerosum/didelta, véetn¢ outgroupu E. everettense (viz
obr. 4.1; viz alignment v elektronické ptiloze). Ziskala jsem tii dobfe 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). Geneticka
vzdalenost byla mezi liniemi A a B: 0,016, mezi liniemi A a C: 0,027, a mezi liniemi B a C: 0,011.
Mezi outgroupem E. everettense a skupinami druhového komplexu byly genetické vzdalenosti vétsi
nez 0,05 (mezi outgroupem a linii: A - 0,075, B — 0,058, C - 0,061).

Konecny alignment obsahoval 848 znakli. Bez mezer a chybé&jicich dat bylo v analyzach
pouzito 756 pozic nukleotidi. Mezi ttemi liniemi bylo 744 znakii bez polymorfismu a 12
polymorfnich pozic (6 transverzi, 5 tranzic a 1 indel).

4.1.2 SSU intron

Fylogenetickou analyzou SSU intronu jsem zkoumala 18 kment druhového komplexu
Euastrum humerosum/didelta, vEetné outgroupu E. everettense. Pouzila jsem méné kmentl, protoZe
mély nekteré kmeny totozné sekvence trnG intronu a misto odbéru.

Prvni polovina sekvence SSU intronu byla dobie Citelnd a druhd polovina byla zna¢né
polymorfni. Kromé kment E10 a K55 byly sekvence prvni poloviny SSU intronu totozné. Ostatni
kmeny se lisily v polymorfnim useku. Pro pouzitelnost druhé poloviny sekvence jsem vynechala
pozice, na kterych byla informace pro dva nukleotidy (tzv. duality).

SSU intron byl ptes 400 nt dlouhy. Skupinu kmena E9 a K56, E. humerosum var. affine
jsem ziskala se statistickou podporou MP/ML: 63/64, dalsi skupiny nem¢ly jasné rozdélené skupiny
(viz obr. 4.2 a, b). Plvodné bylo 528 pozic alignmentu. Po vynechani dualit jsem spocitala ML
strom z 426 pozic. SSU intron byl uvnitt druhového komplexu Euastrum humerosum/didelta velice
variabilni (viz alignment v elektronické priloze). Bayesiv fylogeneticky strom nekoreloval

s vysledky ML/MP stromu pro SSU intron (viz obr. 4.2 b).
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4.1.3 Konkatenované sekvence trnG intronu a SSU intronu

Konkatenaci trnG intronu a SSU intronu jsem ziskala tfi oddélené linie se statistickou
podporou BI/ML/MP: 74/-/91. Rozd¢€leni dvojice linii B a C od zbytku kmenti bylo s ML
statistickou podporou 56. Fylogeneze SSU intronu korelovala s liniemi trnG intronu jen ¢aste¢né.
Kmen E10 (outgroup E. everettense) byl uvnitt linie C, nebyl oddéleny jako u trnG intronu (viz obr.
4.3).

Déle se ve vysledcich zabyvam liniemi trnG intronu, a jejich podskupinami podle
zakladnich morfotypti druhového komplexu, E. humerosum vs. E. didelta (viz metodika).
Pro piehled jsem v obr. 4.1 zobrazila, zda je u kmenii pfitomné vroubkovani bazalniho laloku.

Predevsim u linii A a C bylo vroubkovani bazéalniho laloku pfitomno nebo naopak chybélo.

Obr. 4.1. Fylogeneticky zakofenény ML strom pro trnG intron. Na uzlech stromu jsou uvedeny statistické podpory (Bl/
MP/ML). Méfitko ukazuje odhadovany podet substituci na nukleotid. CR- Ceska republika, K- Kanada, N — Norsko, P —
Portugalsko, S — Svédsko, USA-Spojené staty americké, v - vroubkovani bazalniho laloku 1/2v - vroubkovani bazalniho

laloku u poloviny bun¢k v kmenu.
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Obr. 4.2. Fylogenetické stromy pro SSU intron a: ML strom s hodnotami statistické podpory MP/ ML; méfitko
zobrazuje odhadovany pocet substituci na nukleotid; b: strom z programu MrBayes s BI statistickou podporou.
Nad uzly jsou uvedeny statistické podpory s hodnotami vét§imi nez 50.
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Obr. 4.3. Fylogeneticky nezakofenény strom pro konkatenované sekvence trnG intronu a SSU intronu a: z programu
MrBayes s hodnotami statistické podpory BI/MP/ML; b: ML strom se stejnymi hodnotami a ¢: MP strom na dalsi
strance. Nad uzly jsou uvedeny statistické podpory s hodnotami vét$imi nez 50.
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Obr. 4.3 — pokracovani.
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4.2 Morfologie bunék

U krasivek jsem zkoumala i jejich morfologii. Kultivované kmeny se podobaly jinym
morfotypiim neZ piivodné byly urceny pfi jejich kultivaci. Evolu¢ni linie A a C mély uvnitt dva
zakladni morfotypy — Euastrum humerosum a E. didelta. Tyto morfotypy se liSily vroubkovanim
bazalniho laloku (E. didelta bylo bez n¢j). Proto jsem tyto dv¢ linie rozd¢lila do podskupin.

Celkem bylo pét morfologickych podskupin podle pievazujiciho morfotypu: v linii A —
humerosum-didelta, humerosum-humerosum, v linii B — scandinave, v linii C — affine-didelta,
affine-humerosum (viz Tabule I-III, a tab. 4.1). Pro zjiSténi rozdill mezi liniemi jsem proto cely
soubor rozdélila na dva subsety: Aumerosum s dvéma podskupinami (humerosum-humerosum a
affine-humerosum) a didelta s poskupinami (humerosum-didelta, scandinave, a affine-didelta; viz
tab 4.7-4.9). V kazdém subsetu se linie liSily v néem jiném. V subsetu didelta se linie liSily svym
krkem: v linii A se krk smérem k t€lu krasivky zuzoval; v linii B byl ve tvaru A; v linii C byl tvar
podobny jako v linii A. Linie C se liSila od ostatnich pfedev§im proto, Ze bazalni laloky byly
4.3.1). V subsetu humerosum se linie liSily svym polarnim lalokem: v linii A byl uz8i nez v linii C.
Na tabulich I-III jsou zobrazeny mikrofotografie kmeni uvnitt riznych morfologickych podskupin.

Skenovaci elektronovou mikroskopii jsem zjistila u vSech linii, ze: v kazdé semicele byly tfi
centralni hrbolky s jednim centralnim pérem a dva lateralni hrbolky po stranach bazalniho laloku.
Povrch bunééné stény byl vzorkovan jemnymi dilky v misté ristu buiiky — v lalocich a v hrbolcich

(viz obr. 4.4).

Obr. 4.4. Fotografie ze SEM, a: linie A, kmen K61, b: linie B, kmen K23, ¢: linie C, kmen K8.
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Tabule I. Linie A- humerosum-humerosum, a: K1, b-d: K3, e: K55, f: K53, g-h: K61, humerosum-didelta: i- j: K14,
k: K15, I: K4. ZvétSeni: a-k: 200x; 1: 400x, méfitko 30pum.
a
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Tabule II. Linie B, a-c: K7, d: K23. Linie C - affine — didelta, e-g: K8, h: K9, i: E12, j-1: K57. Zvétseni 200x,
méfitko 30 pm.
a b c
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Tabule I11. Linie C — affine-humerosum, a: K56, b: K28, ¢: K27, d: K32, e: E9. Zvétseni 200x, méfitko 30 pm.
c d

a
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4.3 Metrické analyzy a geometricka morfometrika

4.3.1 Méreni

U krasivek jsem zméfila rozméry délky (Ds), Sitky semicely (Ss), polarniho laloku (PI),
Sirky krku (Sk), a isthmu (I) a zjistila jsem poméry v rdmci vyvojovych linii a v morfologickych
podskupinéach (viz tab. 4.1, 4.2, 4.3). Kmeny se navzajem lisily svoji délkou 1 Sitkou svych semicel

(viz graf 4.1-4.2). Kmen K61 byl signifikantn€ odli$ny svymi rozméry od vSech ostatnich kmend.

Tab. 4.1. Hodnoty méfeni pro tfi linie trnG intronu; v zavorce jsou uvedend maxima a minima, nejcastéjsi hodnoty

jsou uvedeny v rozmezi mezi 10. a 90. percentilem; Ds — délka semicely, Ss — Sifka semicely.

Délka semicely

Siitka semicely

Isthmus

Linie A (humerosum)

(52)58-67(72)

(62)68-79(87)

(15)- 18-23-(28)

Linie B (scandinave)

(56)58-63(64)

66-72(74)

18- 21-(22)

Linie C (affine)

(40)48-59(63)

(49)57-70(75)

(13)- 17-21 -(24)

Polarni lalok

Siika krku

2Ds/Ss

Linie A (humerosum)

(23)- 27-32 -(35)

(22) -25-31- (37)

(1,5)- 1,6-1,8 - (1,9)

Linie B (scandinave)

(27)- 28-30 -(31)

(26) -28-30- (33)

(1,6) - 1,7-1,8 - (1,9)

Linie C (affine)

(19)- 24-33 -(37)

(16)-19-26 - (30)

(1,5)- 1,6-1,8 - (2,1)

Tab. 4.2. Poméry rozmért semicely pro linie trnG intronu. Ds — délka semicely, I- isthmus,

P1 — polérni lalok, Sk — §itka krku, Ss — §itka semicely (viz obr. 3.1; a obr. 4.1).

Ds/Ss Ds/1 Ds/Pl

Linie A {(0,7) - 0,8-0,9 - (1) (2,2)-2,7-3,5-(4,1) (1,8)-1,9-2,4 - (2,5)

Linie B |0,8-0,9 (2,6)-2,8-3,3-(3,5) 1,9) - 2-2,2

Linie C {(0,7) - 0,8-0,9 - (1) (2,2)-2,5-3,3-(3.,8) (1,5)-1,7-2,2 - (2,6)
Ds/Sk Pl/Sk

Linie A |(1,8)-2-2,5-(2,8) 0,8)-1-1,2 - (1,3)

Linie B |(1,8)-1,9-2,2-(2,3) 0,9-1,1

Linie C |(1,4)-2-29-(3,2) (0,9)-1-1,6 - (1,8)
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Graf 4.1. Grafy délek semicely u zkoumanych kmenti, vlevo je porovnani s morfotypy (viz tab.1.2).
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Tab. 4.3. Rozméry semicely pro pét morfologickych podskupin (z linie A: humeorsum-didelta, humerosum-
humerosum, B: scandinave, C: affine-didelta, affine-humerosum).

délka semicely

Sifka semicely

isthmus

humerosum-didelta

(57)-60-68-(72)

(66)-68-81-(87)

(17)-20-24-(28)

humerosum- (52)-57-67-(70) (62)-67-79-(82) (15)-18-22-(25)
humerosum
scandinave (56) - 58-63 - (64) 66-72 - (74) 18-21 - (22)

affine-didelta

(40)-46-57-(60)

(49)-54-70~(73)

(15)-16-22-(24)

affine-humerosum

(47)-51-59-(63)

(54)-61-70~(75)

(13)-17-20-(23)

pomér délka/Siika

polarni lalok

Sifka krku

humerosum-didelta

(1’5)_1:6_178_(1’9)

(25)-27-32-(35)

(23)-25-31-(33)

humerosum- (1,5)-1,6-1,8-(1,9) (23)-27-32-(35) (22)-25-31-(37)
humerosum

scandinave (1,6)-1,7-1,8 - (1,9) (27) - 28-30 - (31) (26) - 28-30 - (33)
affine-didelta (1,5)-1,6-1,9-(2) (19)-21-29-(31) (16)-20-27-(30)

affine-humerosum

(1,5)-1,6-1,8-(2,1)

(24)-28-34-(37)

(18)-19-24-(26)

M¢éfenim semicel jsem ziskala tii
zavislou proménnou na délce semicely (viz graf 4.3), Bonferroniho korelovana p-hodnota byla
p<10"% Wilksova lambda pro tii vyvojové linie A, B, C vysla 0,21 (v rdamci MANOVA).
Nevysvétlena variabilita byla pro tfi linie 21%. Pouzitim zékladnich rozmért délky (Ds) a

Sitky semicely (Ss), isthmu, a poméru 2Ds/Ss byla nevysvétlena variabilita 41,25%, se signifikanci

signifikantné oddélené vyvojové linie, kde Sitka byla

p<10"* . Graf 4.4 zobrazuje zavislost t¥i zdkladnich rozméri mezi tfemi liniemi.

V analyze hlavnich komponent (PCA) hodnot méfeni a poméri jsem ziskala 11 nenulovych
PC os. Prvni PC osa zobrazila 31,2 % z celkové variability. V kladné ¢asti osy byly linie A a B, a
v zéporngjSich hodnotach byla linie C. Linie se navzajem piekryvaly, tak jako i v ostatnich PC
osach (viz graf 4.5). Druha PC osa zobrazila 24,8 % z celkové variability. T7eti PC osa zobrazila

21,2 % z celkové variability. Ctvrtd PC osa zobrazila 12,7 % z celkové variability. Pdtd PC osa

zobrazila 9,6 % z celkové variability.
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Graf 4.3-4.4. Grafy zobrazujici funkéni zavislost rozmért pro vyvojové linie A, B a C. Legenda: zelen¢ — linie A,
modrfe — linie B, cervené — linie C. Graf 4.3. Linearni model zavislosti $ifky na délce semicely pro tfi linie. Model: y
=0,95 +13,18 x, kde x je délka semicely, y je $itka (semicely). Statistika: r = 0,819; p = 6,926E'%'. Graf 4.4. 3D graf

zavislosti hodnot rozméri semicely (délka, Sitka a isthmus) pro linie A, B, a C. Rozméry jsou uvedené v um.

Graf 4.3. Graf 4.4.

Sifka semicely

délka semicely - S titka siamicel_v
[um

Z biplotu uvniti grafu PCA jsem, pro jednotlivé osy v programu PAST, zjistila nejvétsi
vlivy nékterych proménnych — délka a sitka semicely, Sitka krku a poldrni lalok (Ds, Ss, Sk, Pl; viz
graf 4.5). Délka a §itka semicely (Ds a Ss) byly nejbliZe prvni PC ose. Sitka krku (Sk) byla nejblize
druhé PC ose. Proménna polarniho laloku (resp. Sitka P1) byla nejblize ve sméru tieti a ¢tvrté PC
osy. Posledni rozmér isthmus (I) byl nejblize paté PC ose. Poméry mély maly vliv pro rozdéleni
skupin.

Linearni diskriminac¢ni analyza (LDA) tii linii vyS$la, pro data méfeni péti rozméri
s jejich poméry, z 85,15%. Prvni CV osa rozdélovala z 95,7 %. Druha CV osa rozdé€lovala z 4,3 %
(viz graf 4.6). Linie A a B se piekryvaly v zaporné casti prvni CV osy, linie C byla pfevazné
v kladné ¢asti prvni CV osy.

Biplot uvnitt grafu CVA ukazoval nejvétsi vliv tif rozmért: délky a Sitky semicely; a $itky
krku (viz graf 4.6). Tyto vysledky korelovaly s viditelnymi rozdily v grafech 4.1 a 4.2 a dale
v tabulce tab. 4.1. Nejdelsi butiky byly u linie A a nejkratsi buiiky u linie C. Siroky krk mély bunky
linii A a B; a tzky krk mély bunky linie C.

Pro data méteni byla diskriminace (LDA) tii linii trnG intronu Gspé$nd pro vice nez 85%
bunék. Linie A se zaménovala s linii B z 20,3% (67 bunkami) a s linii C z 2,42% (8 buitkami). Linie
B se zaménovala s linii A z 10 % (6 buitkami). Linie C se zaméiovala s linii A z 4,07 % (11
buitkami) nebo s linii B z 1,48 % (4 builkami). Nejvice se zaménovaly linie A a B (viz graf 4.6).

Linie C se odliSovala od ostatnich krasivek natolik, Ze se jen asi z 5-6% zaménovala s jinou linii.
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Graf 4.5. Graf PCA molekularnich linii s biplotem, s hodnotami méfeni (rozmérti a pomeérti). Legenda: O linie A; ¢

linie B; + linie C. Zkratky viz obr. 3.1.

209

PC2

Graf 4.6. Graf CVA molekularnich linii s biplotem, s hodnotami méteni (rozmérit a pomértl). Legenda: viz vyse.

CV2

CV1
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4.3.2 Geometricka morfometrika

Geometrickou morfometrikou jsem porovnala mezi sebou 22 kmenl v ramci tfi linif
trnG intronu, s pouzitim 18 landmarki a 18 semilandmarki (viz graf 4.7; tab. 4.6-4.7 a tab. 4.9). Tii
vyvojové linie 1 pét morfologickych podskupin jsem odliSila signifikantné geometrickou
morfometrikou (viz podkap. 4.3.2.1; 4.3.2.2; tab. 4.6-4.7). P&t podskupin jsem rozdélila na dva
subsety didelta a humerosum (viz tab. 4.7; tab. 4.9). Kmeny jsem rozd¢lila do subsetil, resp.
podskupin v ramci linii, podle ptevladajiciho morfotypu bunc¢k. Pouzila jsem ptistup West & West
(1905): vroubkovany okraj bazédlniho laloku mély kmeny v subsetu humerosum, hladky okraj
bazalniho laloku mély kmeny v subsetu didelta. Dosahla jsem jednotného rozdéleni landmarkt
pro jednotlivé subsety, protoZe kiivka polarniho a bazélniho laloku se uvniti zakladnich morfotypi
E. humerosum/E. didelta lisila.

Zjistila jsem tvarové tendence linii a podskupin na deformované mrizce (viz tab. 4.4; tab.
4.8). U E. humerosum linii A a C byly ob¢é kiivky polarniho a bazilniho laloku komplexné;si.
U E. didelta byly nejvétsi rozdily v polarnim laloku a $ifce krku. Dvojice linii A a B méla relativné
relativné nejuzsi krk (viz tab. 4.7-4.8 a 4.10).

Rozméry a poméry jsem ptidala jako dal§i proménné v analyze PCA a LDA (viz tab. 4.6;
tab. 4.9).

4.3.2.1 Geometricka morfometrika u tfi linii trnG intronu

Nesymetrizovanou analyzou PCA geometricko-morfometrickych dat (relativnich warpii,

neboli po superimpozici landmarki; GPA) jsem ziskala 68 nenulovych PC os.

Jaké tvarové tendence mély jednotlivé podskupiny jsem zjistila z tpsRelw vystupt, které
byly zarovnané podle PCA (viz tab. 4.4). Prvni PC osa zobrazila 33,8 % z celkové variability.
V zaporné Casti osy, kde se piekryvaly vSechny linie, mély bunky zarezy mélké. V kladné ¢ésti osy,
kde pfevazovala linie C byly zafezy naopak hlubsi a kratky krk. Druha PC osa zobrazila 15,5 %
z celkové variability. V zaporné Casti osy, kde byly linie A a C, mély bunky zarezy hluboké.
V kladné ¢asti osy, kde byla z malé ¢asti linie A a déle linie B a C, byly zarezy mélké. Treti PC osa
zobrazila 10,6 % z celkové variability. V zadporné ¢asti osy mély buniky zafezy mélké, v kladné casti
zafezy hluboké a relativné delsi krk. Ctvrtd PC osa zobrazila 9,3 % z celkové variability, v zaporné
¢asti osy byly buniky rovnomérné lalo¢naté a v kladné Casti byl Siroky bazalni a uzky polarni lalok,

celkovy tvar buniky byl trojihelnikovy. Pdta PC osa zobrazila 5,6 % variability (viz graf 4.7 A; tab.
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4.4). Pfidanim rozmérd a pomért se v PCA vice odlisila dvojice linii A a B od linie C (viz graf

4.7B).

Tab. 4.4. Rozklad variability pro cely druhovy komplex Euastrum humerosum/didelta, pro kladnou a zapornou ¢ast

osy (graficky vystup tps.Relw, pouzito z archivu autora).

Euastrum humerosum/didelta

PCI; 33,8 % PC2; 15,5 % PC3; 10,6 %

Euastrum humerosum/didelta

PC4; 9,3 % PC5;5,6 %

Diskriminace ti linii vy$la pro GM data z 88,79%, se signifikanci p<10'* a
nevysvétlenou variabilitou 20 % (Wilksova lambda 0,20, viz tab. 4.6). Linie trnG intronu se v CVA
grafu ¢astecné prekryvaly (viz graf 4.7C). S pfidanim rozméri a poméra vysla diskriminace 1épe
2 95,3 %, se signifikanci p<107'® a nevysvétlenou variabilitou 9 % (Wilksova lambda 0,09; viz tab.
4.6). Linie trnG intronu se prekryvaly v CVA grafu méné neZ pii pouziti pouze GM dat (viz graf
4.7D).

LDA geometricko-morfometrickych dat rozliSila linie A,B z vice nez 91%, spojenim
s mé&fenim z vice nez 93%. LDA geometricko-morfometrickych dat rozlisila linii A s linii C, nebo
linii B s linii C z vice nez 95%, spojenim s méfenim z vice nez 99%. Méfeni pomohlo rozlisit linie
mezi sebou o 2 az 4% lépe nez jen podle samotné¢ho tvaru. V. CVA grafu se buiiky ptrekryvaly,
protoze mély podobny charakter — tvar nebo rozméry semicely (viz tzv. confusion matrix, tab. 4.5;

grafy 4.7 C, D).
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Graf 4.7. A-B: PCA pro tfi linie: graf rozkladu variability GM dat mezi tfemi liniemi; C-D: CVA: — diskriminace tfi

linii. Legenda: O linie A; ¢ linie B; + linie C; GM — geometricka morfometrika.

A: GM B:GM s méfenim a poméry

ook
4
¥
\ ;
Lo

C-D: CVA grafy pro 3 skupiny.
C:GM D: GM s méfenim a poméry

CV2
CcVv2

s Ef s 00 s 0 45 50

Tab. 4.5. Confusion matrix: procentualni zastoupeni spravné diskriminovanych evolucnich linii mezi sebou,
v hornim trojihelniku pouze s geometricko-morfometrickymi (GM) daty, v dolnim trojuhelniku jsou GM 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 -

4.3.2.2 Geometricka morfometrika (GM) u péti morfologickych podskupin

Nesymetrizovanou PCA pro pét morfologickych podskupin jsem ziskala se stejnymi
hodnotami PC os jako pro tfi evolucni linie (viz tab. 4.6).

Diskriminace (LDA) GM dat pro pét morfologickych podskupin bez rozd€leni na subsety
vysla 86,67 %, Wilksova lambda vysla 0,01807 (nevysvétlena variabilita 1,8 %) se signifikanci
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p<10~. Diskriminace (LDA) GM dat s mé&fenim pro p&t morfologickych podkskupin vysla 93,03 %,
Wilksova lambda vysla 0,0063 (nevysvétlena variabilita 0,63%) se signifikanci p<10~ (tab. 4.7; tab.
4.9).

LDA geometricko-morfometrickych dat pro pét morfologickych podskupin méla o 2% horsi
diskriminaci nez byla pro 3 molekularni linie. Podobné byla diskriminace GM dat s méfenim
pro pét morfologickych podskupin horsi nez u tfi evolu€nich linii.

Krasivky jsem zkoumala i z hlediska miry morfologické plasticity. Vyjimecné nékteré
kmeny mély 100% integritu: kmeny K27-K28 z Kanady a kmen K56 ze Svédska byly uréené jako
E. humerosum var. affine a patiily do linie C; kmen K1 z Portugalska urceny jako E. humerosum
patfil do linie A. Nejvice polymorfni kmeny byly: kmeny K14 a K4 z linie A; kmen K8 z linie C
(viz graf 4.8). Data jsem ziskala z klasifikacni tabulky pro LDA).

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 pocet

K8 m Linie A, did
D T — m Linie A, hum

K57 T @ ———): Linie B

F1; G e TN T T TN TN M Linie C, did

K23 - m Linie C, hum
K7 [ —

Kmeny
=
£

Graf 4.8. Morfologicka plasticita péti podskupin. Procentualni zastoupeni klasifikovanych kmenti linearni
diskriminacéni analyzou geometricko-morfometrickych dat v programu PAST 3.20; graf byl vytvofeny v LibreOffice
(LibreOffice contributors, 2000-2018), z archivu autora. Legenda: hum — morfotyp Euastrum humerosum, did —

morfotyp E. didelta.
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4.3.2.3 Geometricka morfometrika u dvou subsettl didelta a humerosum

Rozd€lenim na dva subsety didelta a humerosum podle vroubkovani bazalniho laloku,
humerosum (s) a didelta (bez) jsem ziskala vysledky s vyS$$imi hodnotami diskriminace (viz tab.
4.7; tab. 4.9). V subsetu didelta spolehlivost diskriminace dosdhla 97%. V subsetu humerosum
spolehlivost diskriminace mezi liniemi A a C dosahla dokonce 100%.

Tvarové preference podskupin v subsetu didelta nebyly tak jednoznacné jako v subsetu
humerosum, jelikoz se v PCA grafu podskupiny dosti ptekryvaly (viz tab. 4.7). Podskupina
humerosum-humerosum méla rovnéjsi krk a mél¢i zarezy lalokii a podskupina affine-humerosum
méla vyrazny polarni lalok s tvarem jako zatka od karafy (viz tab. 4.7 — 4.8).

Rozd€lenim skupin na dva zakladni morfotypy E. humerosum/didelta se podaftilo rozliSit
podskupinu affine-humerosum od obou linii A a B se 100% spolehlivosti, jak geometrickou

morfometrikou, tak spojenou s méfenim (viz tab. 4.7; tab. 4.9).
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Tab. 4.6-4.7. Prehledov¢ tabulky pro grafy PCA a CVA s nejdilezité¢jSimi hodnotami pro tfi evolucni linie a pét morfologickych podskupin.

Tab. 4.6: PCA a CVA grafy pro tii linie s hodnotami. Legenda: zelené O — linie A, modfe 0— linie B, ¢ervené + — linie C;. M — méfeni (rozméry a poméry), GM — geometricka

morfometrika, Ds - Délka semicely, Ss — Sitka semicely, I — Isthmus, P — Polarni lalok, Sk — Sitka krku; signifikance je Bonferroniho korelovana p-hodnota

M: PCA, 11 os, PC1-PCS5 (v %): 31,2; 24,8; 21,2; 12,7;

9,6, korelace

GM: PCA, 68 os, PC1-PCS5 (v %): 33,8; 15,5; 10,6; 9,3;
5,6

GM+ M: PCA, 79 os, PC1-PC5 (v %): 6; 4,8; 3,9; 2,8;

2,4; korelace

~
@
m o
~ ;
> S.
o o
S§/,,
Ccvi : s : v 2 s @ CVv1
Signifikance: | Wilksova lamda: LDA: Signifikance: | Wilksova lamda: LDA: Signifikance: | Wilksova lamda: LDA:
p<10"? 0,21 85,15 % p<10™ 0,20 88,79 % p<10' 0,09 95,3%
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Tab. 4.7. PCA a CVA grafy pro 5 podskupin, a subsety humerosum a didelta s geometricko-morfometrickymi daty: Linie A: A humerosum-didelta; O humerosum-humerosum;

linie B: ¢ - scandinave; linie C: + affine-didelta; O - affine-humerosum .

5 podskupin

Subset humerosum

Subset didelta

PCA, 68 os, PC1-PC5 (v %): 33.8; 15,5; 10,6; 9,3; 5,6

PCA, 68 os, PC1-PC5 (v %): 43.5;19,1; 5,6; 4,3; 4,1

PCA, 68 os, PC1-PC5 (v %): 30,1; 17,5; 14,7; 8,2; 4,9

- - otz - -
[ [ [
&” £. = ‘
) A
A . “ A u PCII
CVA , CV1 osa: 100 %
b A
wi  humerosum-humerosum
; o .
5 ¢ e
o B affine-humerosum o
il S .
=2
é\’l . Diskriminant
Signifikance: Wilksova LDA: Signifikance: | Wilksova lamda: LDA: Signifikance: | Wilksova lamda: LDA:
lamda:
p<10? 0,01807 86,67 % p<1074 0,0565 100 % p< 107’ 0,1417 93,67%
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Tab. 4.8.Vyznam PC os pro 5 podskupin a dva subsety humerosum a didelta s geometricko-morfometrickymi daty (hum - morfotyp E. humerosum, did — morfotyp E. didelta)
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Tab.4.9. PCA (korelovana) a CVA grafy pro pét morfologickych podskupin, a subsety Aumerosum a didelta s geometricko-morfometrickymi daty a méfenim (rozméry a poméry).

Linie A: A humerosum-didelta; O humerosum-humerosum; linie B: ¢ - scandinave; linie C: + affine-didelta; 0 - affine-humerosum; k - korelace.

5 podskupin Skupina humerosum Skupina didelta
PCA, 79 os, PC1-PC5 (v %): 5,4; 4,5; 3,8; 2,7; 2,2 PCA, 79 os, PC1-PC5 (v %): 7,2; 5,3; 3,1, 2,6; 2,5 PCA, 79 os, PC1-PC5 (v %): 6,2; 5,6; 4,1; 3,2; 2,6
o
(O
A
) PC1 M ) 7 -  pCl
CVA, 4 osy, CV1-CV4 (%): 79,29; 13,36; 4,85; 2,5 CVA, 1CVosa: 100 %
affine-humerosum humerosum-humerosum
' c A
B ;: 8
2 : §
o : =
5. £
' ' ' ’ C\;l ‘ : ) ‘ - . . J])iskrinminantl B Ccvi N : ’ " :
Signifikance: | Wilksova lamda: LDA: Signifikance: Wilksova lamda: LDA: Signifikance: | Wilksova lamda: LDA:
p<10? 0,0063 93,03 % p<107'%® 0,03 100 % p<107® 0,0495 97,33%
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4.3.2.4 Linearné diskriminacni analyza (LDA) krasivek z literatury

V LDA analyze krasivek z literatury jsem zjistila, Ze se rizné variety E. didelta
vyskytovaly ve vSech studovanych podskupinach kromé affine-humerosum. E. humerosum se
vyskytovalo v podskupindch humerosum-humerosum, scandinave, affine-humerosum. E. affine se

vyskytovalo pouze v podskupin€ affine-humerosum (viz tab. 8.6).

Linearn¢ diskriminaéni analyzou jsem zjistila, jaké krasivky z literatury by mohly patfit
do péti ruznych testovanych morfologickych podskupin (viz tab. 8.6). Pouzila jsem rizné
kombinace testovani shody s péti podskupinami (viz metodika). Pfedev§im jsem pouzila kombinace
shody tvaru (pouze GM dat), tvaru s poméry (GM+ P) nebo tvaru s méfenim a poméry (GM+MP).

LDA GM dat dala vysledky teoretického rozsiteni (viz obr. 4.5, viz tab. 8.6).

4.4 Morfologie a taxonomické poznamky k jednotlivym liniim

Zkoumané krasivky byly podobné mnoha ilustracim z literatury, ale geometrickou
morfometrikou byly shodné ilustrace jen nékteré (viz tab. 8.6). Linie se liSily svym tvarem a
rozmeéry. Rozmeéry jsou uvedené v 10.-90. percentilu a zaokrouhlené na celé ¢islo (viz tab. 4.10).

V linii A byl morfotyp E. didelta s variabilnim polarnim lalokem a hladkym bazalnim
lalokem; dal$i morfotyp byl E. humerosum s vroubkovanym bazéalnim lalokem.

V linii B byl morfotyp E. didelta s polarnim lalokem se Sirokym napojenim na télo krasivky,
s krkem ve tvaru pismene A.

V linii C byl morfotyp E. didelta s hladkym bazalnim lalokem, ale mnohem S§ir§im neZ byly
ostatni laloky a s uz§im krkem nez u jinych E. didelta z ostatnich linii. E. humerosum z linie C m¢l
bazélni lalok s vroubkovanym okrajem a mnohem $ir§im polarnim lalokem nez bylo E. humerosum

z linie A (viz tab. 4.10).
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Tab. 4.10. Rozliseni morfologickych podskupin podle zékladnich charakteristik — tvaru a rozméri. Legenda: Bl —

bazalni lalok, Ds — délka semicely, Pl — polarni lalok, Sk — $ifka krku, Ss — $itka semicely (v misté bazalniho laloku).

Rozméry jsou uvedené v um.

Linie Linie A Linie B Linie C

podskupina humerosum- humerosum- scandinave affine-didelta | affine-humerosum
didelta humerosum

BI hladky vroubkovany hladky hladky, siroky vroubkovany

Sk rovny tvar pismene A uzky
25-31 25-31 28-30 20-27 19-24

Pl polymorfni polymorfni uzky Siroky
27-32 27-32 28-30 21-29 28-34

Ds 58-67 58-63 48-59

Ss 68-80 66-72 57-70

441 Linie A

Linie A (viz Tabule I) méla buiikky dlouhé 115-134 pum (2 délky semicely) a Siroké 68-
80 um v bazalnim laloku, 18-23 um v isthmu, 27 - 32 pm v polarnim laloku a 25 - 31 ym v misté
krku, a mély pomér délky a Sitky buiky (2Ds/Ss) 1,6-1,8; dals$i poméry viz tab. 4.2. Polarni lalok
mély buiiky rovny s oblym zakoncenim (viz Tabule I: c,d) nebo lehce srdcovité rozsiteny (viz
Tabule I: a, f-1).

Kmeny jsem rozdélila do dvou morfologickych podskupin 1) Aumerosum-didelta (K14,
K15, K61, K4); a 2) humerosum-humerosum s vroubkovanim bazalniho laloku (K1-3, K53-55,
K62). Kmen K14 se podobal obéma morfotyplim E. didelta/E.humerosum. U kment z NP Rago
(K14, K15) a E. didelta (K4) byly laterdlni laloky méné prominujici. Kmen K61 mél velmi
roz$ifeny bazalni lalok a byl signifikantné odli$ny od ostatnich kment 1 linii.

Linearni diskriminacni analyzou geometricko-morfometrickych dat vysla linie A pfedevs$im
pro krasivky z literatury oznacCované jako: E.didelta, E. didelta/ampullaceum, E. humerosum, E.
humerosum var. parallelum (viz tab. 8.6, skupiny 1 a 2).

Al: Do podskupiny humerosum-didelta se zatadili podle tvaru spojenim s poméry
(GM, GM+P) dva zéastupci: Euastrum didelta (South, 1984, Fig. 7b; z Newfounlandu v Kanadg) a
E. didelta/ampullaceum (Ducellier, 1915, s. 91, Fig. 27; ze Savojskych Alp ve Francii). Ikonotyp
E. didelta Ralfs (1848, Tab. XIV, Fig. la; z Britskych ostrovll) se zafadil pouze geometrickou
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morfometrikou s méfenim (GM +MP). Buiiky podskupiny humerosum-didelta byly ikonotypu dost
podobné, ale zméfila jsem je kratSi nez byly uvedené v literatute.

A2: Do podskupiny humerosum-humerosum se zatadili zastupci, podle tvaru spojenim
s poméry (GM, GM+P): E. didelta (West & West, 1905, Pl. XXXV, Fig. 4), E. humerosum (Ells,
1998, Fig. 6; Skaloud, 2006, z Postavky na Slovensku; Fromm, 2014, Abb. 135, z Berlina
v Némecku), posledni zastupce E. humerosum se zaradil podle tvaru spojeném s meéfenim a
s poméry (GM+MP). Nicméné zastupce E. didelta (West & West, 1905) byl podle zdznami delsi
nez bunky z linie A. Varieta E. humerosum var. parallelum (Krieger, 1937, Taf. 69, Fig. 9) byla
velice podobna bunkam z podskupiny humerosum-humerosum a byla zatazend pouze geometrickou
morfometrikou (GM), protoze byla v literatuie uvedena bez rozméra.

Linie A se vyskytovala podle molekularnich analyz v Portugalsku, stfedni Evropé (CR) a
severni Evropé (Norsku, Svédsku) a z vysledkd linearni diskriminaéni analyzy bylo teoretické
rozSifeni navic v zédpadni Evropé a v dalSich zemich stfedni Evropy a v Severni Americe (viz obr.

4.5; tab. 8.6).

44.2 Linie B

Linie B (Tabule II), méla bunky dlouhé 115-125 um (2 délky semicely) a Siroké 66-72 um
v bazalnim laloku, 18-21 um v isthmu, 28 — 30 um v polarnim laloku a 28 — 31 um v misté krku, a
mély pomér délky a Sitky buiiky (2Ds/Ss): 1,7-1,8; dal§i poméry viz tab. 4.2.

Bunky linie B m¢ly Siroky krk s malymi lateralnimi laloky a bud’ obloukovité zakoncenym
nebo jemné srdcovit¢ zakonCenym polarnim lalokem. Krasivky v této linii se zaménovaly
s morfotypem Euastrum didelta, z linii A a C.

Kmeny K7 a K23 se tvarové liSily. Kmen K23 m¢él jednotny tvar, a pfipominal kmen K4
z linie A, lisil se v polarnim laloku, ktery koncil bud’ rovné nebo srdcovité, podobné jako u jinych
kmeni v liniit A. Kmen K7 mél srdcovité rozsifeny polarni lalok a ostatni laloky byly rovhomérné
rozmisténé a zaoblené.

Linearni diskriminacni analyzou geometricko-morfometrickych dat vysla linie B pifedev§im
pro krasivky z literatury oznacované jako: E.didelta, E. didelta f. latior a E. didelta f. du val Piora a
E. humerosum; morfologickd podskupina s pracovnim nazvem scandinave; viz tab. 8.6, skupina 3).
Do linie B podle tvaru spojeném s poméry a rozméry patiili teoreticky zastupci (GM, GM+MP,
GM+P): E. didelta a E. didelta f. latior (South, 1984, Fig. 4a, 8c, z Newfoundlandu v Kanadg¢), E.
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didelta f. du val Piora (Ducellier, 1915, Pl. 1, Fig. 2, ze Savojskych Alp ve Francii) a E. humerosum
(Fromm, 2014, Abb. 133, z Berlina v Némecku).

Linie B se vyskytovala podle molekularnich analyz v severni Evropé (Norsku) a podle
vysledkll linearni diskriminacni analyzy bylo teoretické rozSifeni navic ve stfedni Evropé a

v Severni Americe (viz obr. 4.5; tab. 8.6).

4.4.3 Linie C

Linie C (Tabule II-III), méla bunky dlouhé 97-117 um (2 délky semicely) a Siroké 57-
70 um v bazalnim laloku, 18-21 um v isthmu, 24 — 33 um v polarnim laloku a 19 — 26 um v mist¢
krku, a mély pomér délky a Sitky buiiky (2Ds/Ss): 1,6-1,8; dalsi poméry viz tab. 4.2.

Kmeny jsem rozd¢lila do dvou morfologickych podskupin podle jejich tvaru.

Morfologickd podskupina affine-didelta (viz Tabule II) byla oznacena v kulturach jako
E. humerosum. Po kultivaci byla vétSina bun€k bez vroubkovéani bazalniho laloku, s hladkym
okrajem a vypadala jako morfotyp E. didelta. Buiikky mély pravidelné laloky a Uzky krk, polarni
lalok se srdcovité rozsifoval (E12, K9, K57, viz Tabule II, h-l), nebo lateraln¢ obloukovité
zakoncoval (K8, viz Tabule 11, a-c). Vyjimecné bylo napojeni krku rovné spolu s poldrnim lalokem
(K8, viz Tabule II, b). Kmen E12 dosti pfipominal kmen K23 z linie B, m¢l pravidelné laloky a jeho
polarni lalok se srdcité rozsitoval (viz Tabule 11, e).

Morfologické podskupina affine-humerosum (viz Tabule III) byla oznacend v kulturach
jako E. humerosum var. affine. Polarni lalok byl na konci srdcovité rozsiteny (E9 a K32; viz Tabule
III,d), nebo byl Siroce laterdlné obloukovité zakonceny (K27, K28, K56; viz Tabule III, a-c).
Lateralni lalok byl vyraznéjsi se zaoblenym ¢i s globularnim zakoncenim. Bazélni lalok byl
rozdvojeny. Kmen E9 m¢l polarni lalok vétSinou srdcovité zakonceni a vyjimecné i zakonceni
obloukovité a tak se kmen mohl podobat i morfotypu E. didelta (byla zobrazena jeho hrani¢ni
forma, nicmén¢ jeho obvykl4 forma se podobala kmenu K32, viz Tabule III, e).

Linearni diskrimina¢ni analyzou geometricko-morfometrickych dat vysla linie B pifedevsim
pro krasivky z literatury oznacované jako: E. didelta var. inermiforme a E. humerosum var. affine
(viz tab. 8.6, skupiny 4 a 5).

C1: Do podskupiny affine-didelta byly podle, jak LDA GM dat, tak GM s méfenim
zatazeni zastupci (GM, GM+MP): E. didelta (Ducellier, 1915, s. 89, Fig. 21a, 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
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byli zatazeni zastupci (GM, GM+P): E. didelta (Lenzenweger, 2002, Taf. 11, Fig. 9) a E. sinuosum
(West & West, 1905, P1. XXXVI, Fig. 1), u kterého nebyly patrné centralni pory, pouze pét hrbolkd,
které byly typické i pro druhovy komplex E. humerosum/didelta, ale krasivka byla kratsi
nez linie C.

C2: Do podskupiny affine-humerosum byl, podle LDA GM dat a podpofené¢ 1 GM
s mefenim zafazen pouze zastupce (GM, GM+MP): E. humerosum (Ducellier, 1918, s. 133, Fig.
121; ze Svycarska). Jiné E. affine si byly podobné a shodovaly tvarem s méfenim (GM+MP): E.
affine (Brown, 1930, P1. XIII, Fig. 52, z Floridy, USA; Lenzenweger, 1976, Taf. 1, Fig. 6; z Finska,
Joensuu). Dals$i zéstupci, podobni této skupiné, se shodovali v LDA GM dat s poméry 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). Ikonotyp E. affine (Ralfs, 1848, Tab.
XIII, Fig. 3a, z Britskych ostrovil, v tab. 8.6 neuveden) se geometrickou morfometrikou zatadil
pouze pii nedefinovani skupiny, a rozméry z textu se shodovaly s linii C. Zastupci E. humerosum
(Ralfs, 1848, Tab. XIII, Fig. 2a, z Britskych ostrovli; Ducellier, 1918, s. 92, Fig. 63 B, ze gV}'/carSka,
Col du Grimsel) a E. humerosum var. affine (Lenzenweger, 1996, Taf. 9, Fig.13, z Rakouska)
se zaradili jen spojenim GM dat s métenim (GM+MP).

Linie C se vyskytovala podle molekularnich analyz v severni Evropé (Norsku, Svédsku) a
v Severni Americe; z vysledki linearni diskriminacni analyzy se teoreticky vyskytovala také

ve stfedni Evropé (§V}'Icarsku, Francii; viz obr. 4.5; tab. 8.6).

Podle LDA geometricko-morfometrickych dat se linie stfetavaly ve stfedni Evropé
(v Savojskych Alpach ve Francii) a v Kanad¢ (viz obr. 4.5; tab. 8.6). Molekularni linie se stfetavaly

pouze v Norsku (viz obr. 4.5).

V jednom vzorku ze Svédska (SWE SJ15) se vyskytovaly morfotypy E. humerosum a E.
humerosum var. affine (viz tab. 8.5) a zdroven byly i1 z jinych linii trnG intronu (E. humerosum
z linie A, E. humerosum var. affine z linie C). Po kultivaci, ale mély ob¢ vroubkovany bazalni lalok.
V Norsku se linie stfetdvaly na dvou riznych mistech se stejnym morfotypem E. humerosum.
Po kultivaci krasivek z Narodniho parku Rago a Lofot prevazoval tvar E. didelta (u kmenu K14

z NP Rago jen u jedné poloviny zkoumanych bunék, viz obr. 4.1, viz Tabule I).
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Obr. 4.5. Mapa rozsifeni evoluénich linii v Severni Americe (a) a Evropé (b). Legenda je v ilustraci (viz tab. 8.6;

upraveno CIA, 2001; mapaevropy, 2018).

Legenda:

molekularné teoretické LDA
dané linie linie

L G A

® B X B

BB C H c

® AB ¢ AB
@ AC & AC
HF BC B BC

@ ABC &  ABC
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5. Diskuse

Kréasivky jsou velice morfologicky plastické a v ramci druhového komplexu Euastrum
humerosum/didelta je popsano 35 variet a 14 forem (Guiry & Guiry, 2019). Tyto krasivky se
vyskytuji takika ve vSech svétadilech kromé& Antarktidy (viz tab. 8.1). Rostou ve slabé kyselych
raselinnych tinich ¢i oligo- az mezotrofnich jezerech (Coesel & Meesters, 2007).

Zjistila jsem nesoulad ur¢ovanych krasivek podle renomovanych kli¢li s piivodnimi popisy
(Ralfs, 1848; Rizicka, 1981; Coesel & Meesters, 2007). Krasivka E. humerosum Ralfs byla
v kli¢ich popisovand jako E. humerosum var. affine. Krasivky E. didelta typu b Ralfs nebo E. affine
Ralfs byly popisované v kli¢ich jako E. humerosum, resp. E. humerosum var. affine.

VétSina variet se navzajem podobala svym zakladnim morfotyptim (Ralfs, 1848); a mély
jeden centralni por, ktery byl viditelny i ve skenovaci elektronové mikroskopii (viz obr. 4.4, napft.
Lenzenweger, 1981, 1996; Ruzicka, 1981; South, 1984; Coesel & Meesters, 2007; John &
Wiliamson, 2009; Anissimova & Terlova, 2015).

5.1 Fylogenetické analyzy

Jednim z cilti diplomové prace bylo zjistit infraspecifickou variabilitu uvnité druhového
komplexu Euastrum humerosum/didelta — pouzitim vhodného rychle mutujiciho markeru (napf.
trnG intronu, SSU intronu nebo ITS).

Plastidovy marker trnG intron mél u piibuzné krasivky unikatni vyskyt (Staurastrum,
Turmel et al.,, 2005). Dalsi dva markery byly jaderné a bézn¢€ se vyskytuji v tisici kopiich.
Pro prikazné vysledky bylo potieba mit proto tyto jaderné markery homogenni.

V naSem pfipadé marker trnG intron mél Ccitelné sekvence, marker SSU intron byl
homogenni z poloviny a marker ITS byl zcela heterogenni.

Analyzou trnG intronu druhového komplexu E. humerosum/didelta jsem ziskala tfi linie
s vysokou statistickou podporou (obr. 4.1), analyzou SSU intronu jsem ziskala naopak linie s velmi
nizkou statistickou podporou (obr. 4.2).

Polymorfni polovina SSU intronu odpovidala ¢asto pouzivanému SSU intronu prvni
skupiny — 1506 (podle pozice v 16S Escherichia coli; Brosius et al., 1978; Denboh et al., 2001;
Gontcharov & Melkonian, 2005; Chen & Schagerl, 2012). Zjistila jsem, Ze Ceské kmeny m¢ély
prekvapive navzajem velice odliSné sekvence SSU intronu (kmeny K53-K55, viz obr. 4.2).

Spojenim (konkatenaci) obou sekvenci jsem ziskala dvé rozdélené skupiny: linie A a dvojice
linii B s C (viz obr. 4.3). Ackoli ML strom vychazel se statistickou podporou 56, lepsi byly jiné

59



statistiky pro rozdé€leni vSech tfi linii se statistickou podporou BI vétsi nez 70 a MP vétsi nez 90,

nanestésti bez ML statistické podpory.

5.1.1 Mladé linie

Jak uz jsem psala diive, dobfe podpotené byly pouze linie plastidového intronu trnG intronu
s unikatnim vyskytem a vice heterogenni byly jaderné markery SSU intron a ITS, které mély vice
kopii.

Sekvence trnG intronu a SSU intronu se také liSily svou délkou. Sekvence trnG intronu byly
zhruba o polovinu delsi nez sekvence SSU intronu (700 nukleotida versus 500 nukleotidit).

U druhii rodu Spirogyra (Zygnematales, Zygnemataceae) nebo Closterium (Desmidiales,
Closteriaceae) byly sekvence SSU intronu homogenni a daly prikazné vysledky rozdéleni druhti
na rozdil od druhii ¢eledi Desmidiaceae (Besendahl & Bhattacharya, 1999; Denboh et al., 2001;
Tsuchikane et al., 2010; Chen & Schagerl, 2012). U Desmidiaceae zatim v SSU intronu nebyly
dobfe statisticky podpotené vysledky, pouze se spojenim s rbcL (Gontcharov & Melkonian, 2008).

Dtvodem pro¢ jsou sekvence SSU intronu a ITS maélo homogenni miize byt odlisna
frekvence pohlavniho rozmnozovani u riznych celedi spajivych tas (Zygnematophyceae).
U Spirogyra a dalSich Zygnematales je tvorba spor velmi Castd a spory patii mezi diskriminaéni
znaky (Chen et al., 2012). U Desmidiaceae je vyskyt pohlavniho rozmnoZovani méné obvykly
(Starr, 1955; Brook, 1981).

DalSim divodem rozdilné cCitelnosti (homogenni ¢i heterogenni vlastnosti) zkoumanych

sekvenci, muze byt tim, Ze linie trnG intronu jsou pravdépodobné mladé.

5.2 Morfologie bunék

Z hlediska morfologie bunék byly krasivky uvnitt druhového komplexu F.
humerosum/didelta hodné morfologicky plastické (Tabule I-III).

Povrch bunééné stény u téhoz druhového komplexu jsem zkoumala skenovaci elektronovou
mikroskopii. VSechny tfi linie mély shodné znaky — jeden centralni pdr a stejné uspotfadani pétice

hrbolkti (obr. 4.4).

5.2.1 Rozméry a tvar

Krasivky druhového komplexu E. humerosum/didelta byly velmi morfologicky plastické

v polarnim a bazalnim laloku. Kréasivky se lisily uvnitt linii natolik, Ze podle kli¢t se urcovaly jako
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dva rozdilené¢ morfotypy E. didelta a E. humerosum, ptedev$im v liniich A a C. Tyto morfotypy se
lisily vroubkovanim bazalniho laloku. Proto jsem se zaméfila na zjisténi diskriminaénich znakl
mezi liniemi mé&fenim a zkoumanim tvaru geometrickou morfometrikou.

Linie se liSily svymi rozméry: délkou svych semicel (Ds), resp. délkou bunck (2Ds).
Jednotlivé morfotypy se liSily i1 dal§imi rozméry: E. humerosum - §itkou poléarnich laloki (Pl); a E.
didelta sitkou krku (Sk; tab. 4.10).

Buiiky linii A a B mély uvniti morfotypu E. didelta §irsi krk neZ linie C.

Linie A m¢la uvnitt morfotypu E. humerosum uzsi polarni lalok nez u linie C (viz tab. 4.3;
tab. 4.8).

Zjisténé rozméry jsem porovnala s literaturou (viz tab. 1.2; grafy 4.1-4.2). Rozm¢éry linie A
korelovaly s rozméry morfotypu E. didelta a E. humerosum. Rozméry linie B korelovaly s rozméry

morfotypu E. didelta. Rozméry linie C korelovaly s rozméry morfotypu E. humerosum var. affine .

5.2.1.1 Morfologicka plasticita

Jak jsem jiz poznamenala, bylo popsano hodné variet a morf (Guiry & Guiry, 2019). V této
diplomové préci jsem rovnéZz zaznamenala velkou morfologickou plasticitu, i kdyz jsem péstovala
kultury za stejnych podminek. Pozorovala jsem jiny morfotyp po vypéstovani nez byl pivodné.

Zjistila jsem, Ze v ptirodnich podminkach byly v jednom vzorku ze Svédska dva morfotypy
patfici do riznych linii. V jiném vzorku z Norska byly naopak buiiky ptivodné popsany jako stejny
morfotyp E. humerosum, ale po kultivaci mély rozdilné morfotypy a patfily do jinych linii.
V laboratornich podminkach jsem zjistila, ze se bunky liSily nejen mezi liniemi, mezi kmeny uvniti
linii A a C, ale dokonce 1 v ramci jednoho kmenu K14 z linie A - bunky byly s odliSnymi
morfotypy, liSici se vroubkovanim bazélniho laloku (viz obr. 1.1 a 4.1, Tabule I-II1, graf 4.8).

Jini autofi zjistili, Ze byla morfologicka plasticita zpisobena vlivem riznych podminek,
napf. jiného pH nebo teploty (Ducellier, 1915; Neustupa et al., 2008; Cerna & Neustupa, 2010).

Uvniti druhového komplexu E. humerosum/didelta nebyl jasny vzorec v jakém pH se
vyskytuji dané morfotypy. E. didelta se vyskytovalo v zasaditéjsim (Krieger, 1937), v kyselejSim
(Ruzi¢ka, 1981) nebo ve stejném pH jako E. humerosum (Stépankova et al., 2008). Nanestésti jsem
méla pH a dalsi parametry pouze u jednoho vzorku z oblasti Abisko. Proto jsem nemohla porovnat
pH v ramci linii, ani s literaturou.

Morfologickd plasticita vedla rovnéz k zdméndm. Jak jsem uvedla, uvnitt jednoho kmenu

linie A byly oba morfotypy: E. humerosum a E. didelta. LiSily se vroubkovanim bazalniho laloku.
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Byly podobné obéma typim a/b E. didelta v pivodnim popisu (Ralfs, 1848). Odpovidaly tomu
1 rozméry (porovnej tab. 1.1.; tab. 4.1; tab. 4.3).

Plasticita bazéalniho laloku vedla tedy pravdépodobné k taxonomickym piesunlim, napft.
E.didelta typu b do E. humerosum (West & West, 1905). Proto jsem asi zaznamenala podobné
rozmeéry uvnitt linie A jako v literatufe pro E. humerosum a E. didelta (tab. 1.1 a 4.1, graf 4.1 a 4.2,
Razicka, 1981; Coesel & Meesters, 2007). Linie A trnG intronu by mohla byt totozna s ptiivodnim
popisem E. didelta Ralfs (1848).

Taxonomické ptfesuny mohly vést k zaméné plavodniho E. humerosum Ralfs za FE.
humerosum var. affine Wallich. Morfotyp E. humerosum Ralfs (1848) m¢l v ptivodnim popisu
Siroky polarni lalok. Morfotyp E. humerosum z klice 80. let 20. stoleti mél velmi uzky polarni lalok
(Razicka, 1981).

Ackoli byly krasivky uvnitt druhového komplexu E. humerosum/didelta plastické, dosti by
mohlo pomoci odhalit totoznost k dané linie porovnani s ilustracemi v této studii a s rozmeéry
pro oddéleni dvojic linii A, B s linii C (Tabule I-III, tab. 4.10).

Vypracovanim tietiho cile linedrni diskrimina¢ni analyzou krasivek z literatury jsem zjistila
zatazeni ruznych variet druhového komplexu E. humerosum/didelta do linii trnG intronu a tim

1 teoretické rozsifeni.
5.2.2 Linie trnG intronu

Vsechny tii linie mély spolecny povrch bunééné stény — jeden centralni por a pétici hrbolk,
podobné jako jiz bylo zaznamenano v literatuie (Anissimova & Terlova, 2015, viz obr. 4.4).
Vyjimkou byla jedna varieta E. didelta var. bengalicum, kde byly centralni pory dva (Wei, 1991).

Vsechny linie trnG intronu mély téméf stejnou Sitku isthmu a pomér délky a Sitky bunky
(resp. 2Ds/Ss): 1,6-1,8 (odlisnosti viz tab. 4.1). Navzijem se predevsim linie liSily tvarem krku a
polarniho laloku, resp. jejich rozmérh a délkou a Sitkou svych bunék, resp. semicel (viz Tabule I-
I11, tab. 4.1, tab. 4.10).
m¢ély bunky polarni lalok stejnou §itku jako Sitka krku s obloukovitym zakoncenim a + vyrazné
laterdlni laloky. Od linie B se linie A liSila tim, ze buiiky mély rovné napojeni na télo krasivky.

Od linie C se linie A lisila tim, ze buniky mély uzsi polarni lalok a $irsi krk (viz tab. 4.10).
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Linie A (morfologické podskupiny humerosum-didelta, humerosum-humerosum,; viz obr. 4.1;
Tabule 1.)

Linie A m¢la tvarové variabilni vSechny laloky. Proménlivost bazalnich laloki, pfedevsim
ptitomnost nebo absence vroubkovani, m¢ vedla k rozdéleni linie na dvé morfologické podskupiny:
E. didelta (morfologicka podskupina humerosum-didelta) se podobala ptiivodnimu popisu E. didelta
typu a (Ralfs, 1848); a E. humerosum (morfologickd podskupina humerosum-humerosum) se
podobala piivodnimu popisu E. didelta typu b (Ralfs, 1848) a pozdéji krasivky uvedené v kli¢ich
konce 20. a zacatku 21. stoleti jako E. humerosum (West & West, 1905; Razicka, 1981; Coesel &
Meesters, 2007).

Rozméry: délka bunky: 115-134 um, Sitka: 68-80 um, isthmus: 18-23 um, polarni lalok: 27
- 32 um, Sitka krku: 25 - 31 um, pomér délky a Siiky buiky: 1,6-1,8.

Tyto rozméry Casteéné korelovaly s E. didelta a E. humerosum z literatury (Ruzicka, 1981,
Coesel & Meesters, 2007, viz tab. 1.2). V literatuie byly krasivky E. didelta uvedené jeste delsi
nez byli naméteni zastupci linie A (Ralfs, 1848; West & West, 1905). Zaroven byly bunky linie A
dvakrat del$i nez bunky E. ansatum, se kterymi se ¢asto zaménovaly (Ruzicka, 1981).

Rozsitfeni: Portugalsko, CR, Svédsko, Norsko.

Teoretické rozSifeni LDA GM dat z literatury (z vysledkil linearné diskriminaéni
analyzy geometricko-morfometrickych dat literdrnich zaznamt): Nizozemi, Slovensko, Rakousko,
Francie, Némecko, Svycarsko, a mozna Italie (viz obr. 4.5). Nejisté rozsifeni je na Britskych
ostrovech. Ikonotyp E. didelta Ralfs (1848, Tab. XIV, Fig. 1a) se zaradil pouze tvarem s métenim,
kde prevazoval vliv méfeni (viz tab. 8.6).

Toto rozsifeni jsem vyvodila ze shody s tvarem ilustraci téchto variet: E.didelta, E. didelta/
ampullaceum, E. humerosum, E. humerosum var. parallelum (West & West, 1905; Ducellier, 1915;
Krieger, 1937; South, 1984; Ells, 1998; Skaloud, 2006; Fromm, 2014; podrobné citace a vyskyt viz
tab. 8.6).

Varieta E. humerosum var. parallelum byla zatfazend pouze geometrickou morfometrikou
do morfologické podskupiny humerosum-humerosum. Rozméry u této variety nebyly uvedeny

(Krieger, 1937).
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Linie B (morfologickd podskupina scandinave, viz obr. 4.1; Tabule 1I)

Linie B méla stfedn¢ dlouhé a Siroké bunky. Bézné¢ mély bunky krk ve tvaru A. Tato
charakteristika linii B také odliSovala od linie A. Spolu s linii A mély stejnou §itku krku, a zaroven
mély Sirsi krk nez buniky u linie C.

Zakonceni polarniho laloku bylo proménlivé — buiiky linie B ho mély bud’ ve tvaru srdce
nebo obloucki.

Linie B se zaménovala s morfotypy E. didelta linie A a linie C (morfologickymi
podskupinami humerosum-didelta, affine-didelta).

Rozméry: délka bunky: 115-125 pm, Sitka: 66-72 pm, isthmus: 18-21 um, poléarni lalok:
28 — 30 um, sitka krku: 28 — 31 um, pomér délky a sirky bunky: 1,7-1,8.

Tyto rozméry ¢aste¢né korelovaly s E. didelta (Ruzicka, 1981; viz tab. 1.2).

Rozsitfeni: Norsko (obr. 4.1, obr. 4.5).

Teoretické rozSiteni LDA GM dat z literatury: Némecko, Francie a Kanada (viz
obr. 4.5, tab. 8.6).

Toto rozsifeni jsem vyvodila ze shody s tvarem ilustraci téchto variet: E. didelta a E. didelta
f. latior, E. didelta f. val Piora a E. humerosum (Ducellier, 1915; South, 1984; Fromm, 2014;
podrobné citace a vyskyt viz tab. 8.6).

Linie C (morfologické podskupiny affine-didelta a affine-humerosum, viz obr. 4.1; Tabule II-1II)

Linie C méla nejkratsi a nejuzsi buiiky z celého druhového komplexu E. humerosum/didelta.
BéZn¢ mély bunky SirSi polarni lalok nez krk. Od ostatnich linii se buiky linie C liSily pravé
nejuz§im krkem a nejkratSi délkou semicely, resp. bun¢k.

Buiiky linie C mély variabilni polarni i bazalni lalok a mohly se zaménit s jinymi krasivkami
z linii A a B, predevsim se to d€lo uvniti morfotypu E. didelta (morfologickd podskupina affine-
didelta). Druhy morfotyp E. humerosum (morfologicka podskupina affine-humerosum) se vyrazné
lisil od linie A Sirokym polarnim lalokem a uzkym krkem. V literatufe byval také tento druhy
morfotyp oznacovan jako E. humerosum var. affine (R0zicka, 1981).

Rozméry: délka buiky: 97-117 pm, Sitka: 57- 70 pm, isthmus: 17-21 pm, polarni lalok:
24 - 33 um, Sitka krku:19 — 26 um, pomér délky a Sitky bunky: 1,6-1,8.

Tyto rozméry korelovaly s E. humerosum var. affine (Rizicka, 1981; viz tab. 1.2) a

s rozm&ry polarniho laloku E. humerosum (Ralfs, 1848).
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Rozs$iteni pro morfotyp E. didelta, morfologickou podskupinu affine-didelta: Norsko a
Svédsko (obr. 4.1, obr. 4.5).

Teoretické roziifeni LDA GM dat z literatury: Francie a Svycarsko (obr. 4.5; tab.
8.6).

Toto rozsifeni jsem vyvodila ze shody s tvarem ilustraci téchto variet: E. didelta a E. didelta
var. inermiforme Nob (Ducellier, 1915, 1918; Lenzenweger, 2002). Velmi podobné studovanym
krasivkam byl morfotyp v literatufe oznaCovany jako E. sinuosum (West & West, 1905), u kterého
nebyly patrné centralni pory, pouze pét hrbolki, které byly typické i pro druhovy komplex E.

humerosum/didelta, ale kréasivka byla kratSi nez linie C.

Rozsifeni pro morfotyp E. humerosum, morfologickou podskupinu affine-humerosum:
Svédsko, Kanada, a USA (obr. 4.1, obr. 4.5).

Teoretické roziifeni z LDA GM dat z literatury: Svycarsko, Finsko, Nizozemi, Britské
ostrovy (obr. 4.5; tab. 8.6).

Toto rozSifeni jsem vyvodila ze shody s tvarem ilustraci téchto variet: E. affine, E.
humerosum a E. humerosum var. affine (Ralfs, 1848; Ducellier, 1918; Brown, 1930; Lenzenweger,
1976, 1996; Coesel & Meesters, 2007). Ikonotyp E. affine (Ralfs, 1848, Tab. XIII, Fig. 3a,
z Britskych ostrovii, vtab. 8.6 neuveden) se geometrickou morfometrikou zatadil pouze
pfi nedefinovani skupiny, a hodnotami z textu se shodoval s linii C. Krasivka E. humerosum Ralfs
vysla podobné jako jiny ikonotyp E. didelta Ralfs spojenim tvaru s métenim, €ili tu rozméry bunky

mély velky vliv pro zafazeni do linie.

5.2.2.1 Vyskyt riiznych variet uvnitf linii trnG intronu

Jak jsem poznamenala v piehledu linii trnG intronu, rdzné podskupiny v liniich (dané svym
morfotypem E. didelta ¢i E. humerosum) jsem geometrickou morfometrikou pfifadila k riznym
varietdm uvedenych v literatufe (viz vyse). U nékterych podskupin jsem pfifadila vice variet,
pravdépodobné diky veliké morfologické plasticite:

linie A) E. didelta (podskupina humerosum-didelta), E. humerosum var. parallelum
(podskupina humerosum-humerosum)

linie B) E. didelta f. val Piora, E. didelta {. latior

linie C) E. didelta var. inermiforme (podskupina affine-didelta), E. humerosum var. affine

(podskupina affine-humerosum).
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Z vysledkl linearné diskriminaéni analyzy geometricko-morfometrickych dat druhového
komplexu E. humerosum/didelta (originalnich i z literatury) vyplyva, Ze jsou skupiny variet
castecné oddélené. Porovnam-li to s ptibuznou krasivkou Micrasterias truncata, jeji varieta M.
truncata var. pusilla, byla odd€lena také molekularn¢ (Nemjova et al., 2011).

Podobné odhaleni pseudokryptické diverzity jako u naseho druhového komplexu bylo
objeveno u jiného druhového komplexu Micrasterias crux-melitensis/radians (Neustupa et al.,
2010). V obou vySe zminénych studiich byly pouzity podobné markery (SSU, trnG intron), ale

v této diplomové praci byla sekvenovana pouze nekddujici DNA (SSU intron a trnG intron).

5.2.2.2 Historie vyskytu

Srovnala jsem historické rozsifeni linii z dostupné literatury. V Cechach se jednalo
o zdznamy bez ilustraci. Krasivka E. didelta byla potvrzena na konci 19 stoleti v severnich Cechach
v oblasti Sluknova, Liberce a Krkono§ (s uvedenymi rozméry, délkou a $itkou: 70-140 x 45-70 um,
Hansgirg, 1886), nicméné tyto hodnoty mohly patfit vS§em tfem liniim. O sto let pozdé&ji byl
potvrzeny vyskyt v severnich Cechach (v Jizerskych horach; Stépankova et al., 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 bez uvedenych rozméru a ilustraci.

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

5.2.2.3 RozSireni

Jak jsem uvedla vyse, zjistila jsem ndznaky rozSifeni tii linii trnG intronu, s molekularni a
teoretickou podporou - pro oblast Evropy a Severni Ameriky (viz obr. 4.5).

Piedpokladala jsem podobnou biogeografii jako u Micrasterias fimbriata (Neustupa et al.,
2011b). Jedna z hranic rozsiteni jejich linii byla feka Ryn. Nicméné jsem méla malo vzorkt, abych
méla 1 molekuldrni podporu tohoto tvrzeni 1 pro studovany druhovy komplex E. humerosum/didelta.

Tti linie trnG intronu se stietavaly ve Svédsku a Norsku (s molekularni podporou).
Teoreticky z vysledkt LDA GM dat a méfeni ilustraci z literatury se tyto linie stietdvaly v Alpach,
Francii a Kanadé (viz obr. 4.5). Reka Ryn by mohla byt hranici §iteni pro linii C. Na zdpadnim
bifehu Ryna (Francie) byly linie A a C, na vychodnim biehu Ryna (Rakousko) byla pouze linie A
(viz obr. 4.5).
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Srovnam-li rozsiteni E. didelta v Evrop¢, mohly to byt vSechny tii linie trnG intronu, popf.
dalsi zatim nezjisténé evolucni linie. Ve Francii a Nizozemi mohla byt krom¢ linie A i teoreticky
linie C. Buiiky linie C mély uzsi krk a byly krat$i délky nez v linii A. Ve Svycarsku, Némecku,
popft. ve Francii mohla byt teoreticky linie B, ktera se liSila délkou buniky (s buitkami kratSimi nez
m¢éla linie A a del$imi nez linie C) a relativné $irsi zakladnou krku oproti linii A, SirSimu krku oproti
linii C (viz tab. 4.10).

E. humerosum mohlo byt teoreticky ve dvou liniich ve Francii a Nizozemi. Linie A méla
uzsi polarni lalok a linie C méla S§irsi polarni lalok. Linie A byla delsi nez linie C. V Némecku a

Slovensku mohla byt teoreticky linie.

5.2.3 Shrnuti

Diky ptekryvajicim se rozmérim a velké morfologické plasticit¢ bylo obtizné spravné
stanovit vypis druhii bez molekuldrni podpory nebo geometrické morfometriky. Nanestésti se Casto
pouze odkazovalo na pavodni literaturu a ziidka se zobrazovaly rozSifené a znamé krasivky.
Z téchto a jinych davodi - velké morfologické plasticity, pieorganizovani morfotypti do riznych
celkii (taxonomickym pfesuniim) — dochazelo k riznym zdméndm mezi druhy. Budoucnost by
mohlo mit zobrazeni krasivek nadSenci pfirody, ktefi maji k dispozici techniku pro zobrazeni fas a
mohou taktka okamzité publikovat na internetovych strankach (Ells, 1998; Kinross, 2002; Wagner,
2008; Plewka, 2011; Mout, 2012; Fuc¢ikova, 2015; André, 2017; Scipion, 2017; Opitz, 2018).

V praxi by mohlo pomoci zatfadit krasivky do molekuldrni linie, i pifes velikou
morfologickou plasticitu, porovnani krasivek s ilustracemi z tabuli (Tabule I-III).

Krasivku rodu Euastrum lze urcit podle podélného zairezu apexu. Podle tvaru bunky ji lze
podle klice zaradit do druhu a zméfit buiiku, resp. semicelu, a urcit ptibliznou linii (délka a Sitka).
Sitka krku a polarniho laloku jen potvrdi jde-li o jednu z linii A,B nebo zda by buiika mohla patiit

v

do linie C. Spolehlivéjsi by bylo je porovnat také geometricko-morfometrickou metodou podobné

o 4

molekularnich sekvenci trnG intronu.
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6.Zaveér

Zjistila jsem tfi, pravdépodobné mladé, signifikantné odliSené molekularni linie trnG intronu
u druhového komplexu Euastrum humerosum/didelta. Analyza jaderného SSU intronu neméla
jednotné vysledky a konkatenaci jsem ziskala statistickou podporu pro rozdéleni linie B a C
od ostatnich kment. Toto rozdéleni nema statistickou podporu v geometrické morfometrice, kde se
prekryvaly linie A a B, linie C byla vyrazn€ odliSna.

Linie trnG intronu - linie A,B a C byly odlisitelné délkou a Sitkou bunck. V literatute
souhlasily rozméry E. didelta a E. humerosum s liniemi A a B, rozméry E. humerosum var. affine
souhlasily s linii C.

Krasivky byly morfologicky plastické — ve dvou liniich A a C mé&ly dva rizné morfotypy E.
didelta a E. humerosum. Linie se liSily krom¢ délky a Sitky bunck také v rdmci svych morfotypi.
polarniho laloku.

Uvnitt druhového komplexu dochazelo k zaménam piedevsim z divodu morfologické
plasticity. V literatufe Casto chybélo pfemétovani polarniho laloku a ilustrace. V historii také doslo
k taxonomickym pfesuniim plavodniho morfotypu E. didelta Turpin ex Ralfs typ b do E.
humerosum (West & West, 1905) a linie A by mohla byt pravdépodobné totoznéa ptivodnimu popisu
E. didelta Ralfs. Krésivka E. humerosum var. affine z klici R0zic¢ka (1981) a Coesel & Meesters
(2007) byla pravdépodobn¢ ptivodné popisovand jako E. humerosum Ralfs.

Pro spravné urceni linii bychom m¢éli krasivky porovnat s varietami riiznych morfotypt a
ziskanymi ilustracemi v této studii a porovnat s rozméry zjiSténych linii. Nejspolehlivéjsi ziistava
porovnani trnG intronu fylogenetickou analyzou. Mély by se prehodnotit nékteré biomonitoringové

studie a doplnit pro vétsi pfesnost fotografiemi spolu s rozméry.
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8.Priloha

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

affine, den - E. didelta var. denticulatum, did — E. didelta, hum - E. humerosum, par - E. humerosum var. parallelum,

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

Lokalita vyskytu

affi did hum zdroj

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

- Francie

- Nizozemi
Severni Evropa
- Déansko

- Finsko

- Norsko
- Svédsko

stiedni Evropa

- Ceska republika

- Némecko

- Polsko

- Rakousko

- Slovensko

- Svycarsko
Vychodni Evropa
- Litva

- Rumunsko

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 (afti), 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 et al., 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),
2012 (hum,affi; Jeseniky)

Cooke, 1887 (did); West & West, 1905; Fromm, 2014 (hum); Plewka,
2011 (hum)

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

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

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

Briskaite et al., 2008 (tru)
Caraus, 2012
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Tab. 8.1 - pokra¢ovani

Lokalita vyskytu affi did hum zdroj

- Rusko x X x  Cooke, 1887 (did, Laponsko); West & West, 1905; Anissimova & Terlova,
2015 (hum, affi, Moskva)

Jjizni Evropa

-Azorské 00. X West & West, 1905

- Italie X x  Cooke, 1887; West & West, 1905; Martello, 2006 (did)

- Portugalsko X x  Santos, 2007

- Spanélsko (Galicie) X x  West & West, 1905

Severni Amerika

- Groénsko X West & West, 1905

- Kanada, Labrador X X Croasdale & Gronblad, 1964 (tru);

- Kanada, X Lakshminarayana, 1976; South, 1984

New Foundland

-USA x X Wolle, 1892 (did - rozsiteny, affi, od Pensylvanie po Georgii); Prescott &
Scott, 1942 (did, Mississippi)

-Florida, Pensylvanie X X x  Cooke, 1887; Wolle (1892, Pensylvanie); West & West, 1905; Brown,

1930 (affi, did, Florida); Salisbury, 1936 (hum)

Jizni Amerika

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

- Kolumbie X Krieger, 1937 (qua)

- Paraguay x West & West, 1905

Asie

- Bangladés X Islam & Irfanullah, 2006

- Sri Lanka X West & West, 1905; Krieger, 1937 (ben)

- Indie X X x  West & West, 1905; Krieger, 1937 (ben)

- Japonsko x X x  Protist Information Server, 1995-2018

- vychodni Cina X Wei, 1991; Medvedova, 2001

Afrika

- Sierra Leone X Woodhead & Tweed, 1958

Australie a Indonésie

- Australie X Scott & Prescott, 1958 (ben)

- Borneo X Scott & Prescott, 1961 (ben)

- Java X Krieger, 1937 (cun)

- Sumatra X Scott & Prescott, 1961 (ben, cun)
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Tab. 8.2. Receptura pro modifikované médium DY IV (upraveno podle Skaloud, 2010).

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

1 ml KCl1 0,3

1 ml NH,4C1 0,268
1 ml NaNO:; 2

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

I ml Na,SiOs; 0,6

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

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

Tab. 8.3. Roztok stopovych prvkil (upraveno podle Skaloud, 2010).

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

MnSO0,4.H,O 4,5

CoCl,.6H,O 1,46

Na,Mo00,.2H,O 2,35

NH4VO; 0,13

Na,SeO; 0,27

Tab. 8.4. Roztok vitamini (upraveno podle Skaloud, 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 kmend 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. Lourengo, 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 Jurdikova (Nemjova)
E. humerosum K8 00. Lofoty, Norsko Katarina Jurdikova (Nemjova)
E. humerosum K9 00. Lofoty, Norsko Katarina Jurdikova (Nemjova)
E. humerosum K14 NP Rago, Norsko Katarina Jurdikova (Nemjova)
E. humerosum K15 NP Rago, Norsko Katarina Jurdikova (Nemjova)
E. humerosum K23 NP Rago, Norsko Katarina Jurdikova (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 - pokrac¢ovani.

jméno koéd 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 Kupéikova odbér, Rod
kultivace Jan Stastny
E. humerosum var. affine K56 Svédsko Jan Stastny SWE 12
E. humerosum cf humerosum K57 Svédsko Jan Stastny SWE 34
E. humerosum K61 Svédsko Jan Stastny SWE 21
E. humerosum K62 Svédsko Jan Stastny SWE SJ15

Obr. 8.1. Repetice 18S-26S jaderné ribosomalni DNA spolu s ITS (Baldwin, 1992).

I___l.__._l

ITS Region
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Tab.8.6. LDA vysledky krasivek z literatury. GM — geometricka morfometrika, GM+MP — GM v kombinaci rozméri a jejich poméra, GM+P - GM

s poméry- Class. - klasifikovano, JK — Jackknife. Morfologické podskupiny: Linie A: 1 — humerosum-didelta, 2 — humerosum-humerosum, Linie B:

3 - scandinave, Linie C: 4 — affine-didelta, 5-affine-humerosum. Rozméry: Ds — délka semicely, Ss — §itka semicely, Sk - $ifka krku

Linie.
GM GM+P GM+MP
. . , rozméry
Jméno Zdroj Misto
Class. |JK | Class. |JK | Class. |JK
Euastrum. affine Brown, 1930, PI. XIII, Fig. 52 USA, Florida 0 0 (0 0 |5 5 | Sk<C
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 10 3 |0 3 |Ds,Ss<B
E. ampullaceum/ Ducellier, 1918, s.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, P1. XIII, Fig. 50 USA, Florida 4 4 10 0 |0 0 |2A
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. 183 dtto 0 0 (4 4 |4 4 |C
dtto Ducellier, 1915, s. 89, Fig. 21a dtto 4 4 10 0 |0 4 |C
dtto Ducellier, 1918, P1. 11, 1. fada, 2. zleva Svycarsko, Galvernbord 0 0 0 3 3 3 A
dtto Ducellier, 1918, PI. 11, 1. fada, 4. zleva | dtto 1 1 0 0 |0 1 A
dtto Ducellier, 1918, P1. II, 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 SV}'Icarsko, mocal 0 0 |0 0 |0 1 A
Hudelmoos
dtto Florin, 1957, P1. 19, Fig. 17 Svédsko, Sédertilje 3 3 (0 0 |0 0 |?
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 10 0 |4 4 |<C
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Tab. 8.6 - pokracovani

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

E. didelta Lenzenweger, 1967, Taf. VIII, Fig. 2 Rakousko, Ibmer Moor, 2 2 {0 0 |0 0 |?A
Horni Rakousy

dtto Lenzenweger, 1971, Taf. XXXII, Fig. | Rakousko, Ibmer Moor, 2 2 |0 0 |0 0 |[?

21 Horni Rakousy

dtto Lenzenweger, 1995, Abb. 7, vpravo Rakousko, gt}'/rsko, 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. 4c Kanada, Fairhaven, 3 3 10 0o |0 0 A
Newfoundland

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

dtto South, 1984, Fig. 5¢ dtto 0 0 (0 0 |0 3 1?

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

dito 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 |3 3 10 3 |C?

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

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

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

intermediae Bisanne
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Tab. 8.6 - pokracovani

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

E. didelta f. latior South, 1984, Fig. 4a Kanada, Fairhaven, 3 3 10 3 |0 3 ?
Newfoundland

E. didelta f- val Piora | Ducellier, 1915, PL. I, Fig. 2 Francie, Savojské Alpy, 3 3 (3 3 10 3 |?
Bisanne

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 10 0 |0 4 |C

inermiforme

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 gvycarsko, mocal 5 5 10 0 |0 5 C?
Hudelmoos

dtto Ducellier, 1918, s. 92, Fig. 63 B évycarsko, 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
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Tab. 8.6 - pokracovani

Jméno Zdroj Misto GM GM+P GM+MP Linie.
rozméry
Class. |JK |Class. |JK |Class. |JK
E. humerosum Plewka, 2011 Némecko, Koln 0 0 0 3 0 3 ?
dtto Ralfs, 1848, Tab. XIII, Fig. 2a Britské oo. 0 0 |0 0 |o 5 |?
dtto Skaloud, 2006 Slovensko, Postavka, 2 2 |2 2 0 0 ?
Vihorlat
dtto Wagner, 2008 Nizozemi, Elfenmeer 0 0 |0 0 |0 2 |?
dtto 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 10 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 |[?
parallelum
E. sinuosum West & West, 1905, Pl. XXXVI, Fig. 1 | - 0 4 |0 4 10 0 |Ds<C
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