Univerzita Karlova v Praze

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Botanika

Bc. Helena Bestova

Fylogeneticka struktura spolecenstev krasivek

The phylogenetic structure of desmid communities

Diplomova prace

Vedouci zavéreéné prace: Mgr. Pavel Skaloud, Ph.D.

Praha, 2012



Prohlaseni:

Prohlasuji, Ze jsem zavérenou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna cast nebyla predlozena

k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze 7. kvétna 2012

Bc. Helena Bestova



Podékovani

Rada bych pod¢kovala vSem c¢lenim algologického pracovisté PiF UK za piijemné
pracovni prostiedi, predeviim pak svému $koliteli Pavlovi Skaloudovi za jeho optimismus,
schopnost ¢lovéka nadchnout do prace a nezmérnou trpélivost. Své rodin€ velmi dékuji za

podporu pii studiu.



Abstrakt

Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva procesy formujicimi raSelinistni spolecenstva krasivek.
K zodpovézeni otazky, jakymi procesy jsou spoleCenstva utvafena, vyuziva studia
fylogenetické struktury téchto spolecenstev. Prave fylogeneticka struktura propojuje ekologii
spolecenstev a informace o evolucni historii druhti tato spolecenstva tvoficich.

Celkem bylo analyzovano 89 raselini$tnich spoleéenstev krasivek. VétSina spoleCenstev
byla fylogeneticky strukturovana, coz svéd¢i o tom, Ze jsou strukturovana klasickymi
nikovymi procesy, jako jsou napiiklad kompetice a environmentalni filtrovani. Pouziti
informace o environmentalnich parametrech lokalit odhalilo vliv pH na jejich strukturu. Nizké
pH ptedstavuje pro krasivkova spoleCenstva silny stres a filtruje spolecenstvo ve prospéch
blize ptibuznych druhti. Pii vy$§im pH tento environmentalni filtr povoli a spolecenstva jsou
strukturovana kompetici, kterd eliminuje blizce piibuzné druhy, Vysledkem je vytvofeni
fylogeneticky rozptylenych spoleCenstev. Jiné¢ faktory jako napfiklad konduktivita a

geografickd vzdalenost nemély na fylogenetickou strukturu spolecenstev vliv.

Kli¢ova slova: fylogeneticka struktura, krasivky, Desmidiales, environmentalni filtrovani, pH



Abstrakt

Abstract

This diploma thesis focuses on processes that structure desmid communities.
Phylogenetic structure of communities helps to reveal those processes. Phylogenetic
structures links ecology of communities and evolutionary history of species in those
communities.

Totally | analysed 89 desmid communities. Most of them were phylogenetically
structured, which agrees with the hypothesis that communities are structured by classical
niche-related processes, such as competition and environmental filtering. Usage of
environmental information showed the influence of pH on the community structure. Low pH
acts as a strong environmental filter. Under the influence of this filter communities are
composed of closely relates species. In the absence of this filter communities are structured by
competition. Localities with higher pH host communities of distantly related species —
phylogenetically overdispersed. There was found no influence of conductivity and

geographical distance on phylogenetic structure of desmids communities.

Key words: phylogenetic structure, desmids, Desmidiales, environmental filtering, pH
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Uvod

1 Uvod

1.1 Procesy formujici spolec¢enstva

Otazka, jak jsou formovana spolecenstva, je centralni téma ekologie spolecCenstev.
Porozuméni procesiim, vytvarejicim variaci v diverzité a abundanci spole¢né se vyskytujicich
druhti je jeden z hlavnich cili ekologie spolecenstev. Lokalni spolecenstva jsou podmnoZzinou
vétsiho poctu potencialnich ¢lent spolecenstva - species pool (Kraft et al., 2007). Na to, jaké
faktory urcuji slozeni téchto lokalnich spolecenstev, jsou dva zakladni pohledy (Cavender-
Bares et al., 2009). Prvni, tzv. klasické nikové zduraznuji roli kompetitivniho vylouceni a
abiotickych faktorti pasobicich v podobé& environmentalnich filtrd (Elton, 1946; Weiher &
Keddy, 1995). Druhy pohled povazuje druhy za ckologicky ekvivalentni a slozeni
spoleCenstva urcuji procesy neutralni. Tato teorie je nazyvana neutralni teorie biodiverzity a

biogeografie (Hubbell, 2001).

1.1.1 Nikova teorie

Klasické studie ukazaly, ze druhy se mohou liSit ve vyuzivani zdroji, schopnosti
kolonizace a odpovédich na fluktuace prostfedi. Teorie niky byla zformulovana
Hutchinsonem (1957) a nika definovana jako n-rozmérny hyperprostor, ktery shrnuje faktory
potiebné k udrZeni pozitivni ristové rychlosti druhu (Hutchinson, 1957; Emerson & Gillespie,
2008). Tato teorie stavi na zakladu principu kompetitivniho vylouceni (Gause, 1934), zadné
dva druhy se stejnou nikou nemohou trvale koexistovat. Totozné niky zpisobuji, ze druhy
limituji vlastni populaci vice nez populace ostatnich druhG ¢imz podporuji koexistenci
rozdilnych druht (Chesson, 2000). U koexistujicich druht je limitujici velikost piesahu nik
(Hutchinson, 1957). To, ze se ekologicky ptibuzné druhy navzajem vylucuji ze stejnych
spolecenstev pomoci kompetice, vede k ,,zakazanym* kombinacim druht (Diamond, 1975).

Darwin (1859) ve své praci Origin of Species navrhl jednu z prvnich evoluénich
hypotéz zakladajicich se na kompetici - ,,souboj*“ mezi blizce ptibuznymi druhy je vétsi nez
mezi vzdalené pfibuznymi. V dne$ni dobé€ se tento princip nazyva limitujici fylogeneticka
podobnost - phylogenetic limiting similarity. Vychazi z ptedpokladu, Ze blizce ptibuzné druhy
pravdépodobné sdileji podobné niky. VéEtsi podobnost nik mezi ptibuznymi druhy se odrazi
Vv Castéjsim kompetitivnim vylouceni (Violle et al., 2011). Blizce pfibuzné druhy ovSem také
sdileji ekologické naroky, a proto se budou vyskytovat spole¢né v habitatech, kde tyto naroky
budou splnény (Helmus et al., 2007b).
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1.1.2 Neutralni procesy

Neutrdlni teorie biodiverzity a biogeografie predpoklada, ze druhy jsou funkcné
ekvivalentni. To znamend, Ze druhy na stejné trofické Grovni maji stejnou fitness. Jeji autor
Hubbell (2001) se zaméfuje na roli S$ifeni, disturbance a stochastickych procesu ve
strukturovani ekologickych spoleCenstev. Nepochybuje o tom, Ze existuji mezidruhové
rozdily v nikdch. Jen si klade otazku, jak moc jsou tyty rozdily podstatné pii vytvareni
spolecenstev (Hubbell, 2005). Ekologicka spolecenstva jsou podle Hubbella oteviena,
neustale se ménici, nerovnovazna seskupeni druht. Druhy jsou si ekologicky rovny a rozdily
mezi nimi neurcuji vysledek kompetice. Nahodnd speciace, extinkce, limitace Sifenim a
ekologicky drift jsou procesy urcujici sloZeni spolecenstva.

Pfipad, Zze by spoleCenstva byla tvofena pouze neutralnimi procesy, je
nepravdépodobny. Klicovou otdzkou tedy je, do jaké miry je pozorovana druhové bohatost
zpusobena silnymi ,,stabilizacnimi* mechanismy (nikovymi) pfekonavajicimi velké rozdily ve
fitness anebo slabymi stabiliza¢nimi mechanismy pusobicimi na druhy se stejnou fitness

(neutralita) (Adler et al., 2007).

1.2 Fylogeneticka struktura spole€enstev

Typicky jsou ekologie spoleCenstev a evoluéni biologie studovany samostatné
v relativni vzajemné izolaci (Johnson & Stinchcombe, 2007) i kdyZ spojeni mezi taxonomii a
ekologii spoleCenstev byla rozpoznana jiz Darwinem. Zakladnim principem propojeni
ekologie a evoluce je, Ze druhy interaguji na zakladé fenotypovych rozdilti a podobnosti. Ty
maji zaklady v jejich evolu¢ni historii (Webb et al., 2002). Tradi¢né vsak byla pro ekologické
analyzy pouzivana data o pfitomnosti a abundanci druhtt a parametrech prostiedi.
V poslednich letech se zalina ukazovat vyhoda zapojeni fylogenetickych dat (tj. dat o
vzajemné genetické ptibuznosti jednotlivych druhti) do studia slozeni spolecenstev. Tato data
nam mohou pomoci osvétlit procesy formujici spolecenstva (Hardy, 2008). Fylogeneze
pfinasi nepiimou informaci o spolecném piivodu, adaptacich a potencialni kompetici mezi
druhy (Webb & Pitman, 2002). Z poc¢atku byly tyto principy pouzivany ve studiich ekologie
spoleCenstev analyzou poméru druhtt ku rodim (Elton, 1946; Coesel, 1982). Elton
zdtivodnoval, Ze niz§i pomér druhtt ku rodim v Britanii je dikaz kompetitivniho vylouceni
ekologicky podobnych piibuznych v lokalnich spole¢enstvech. Problém pouziti této metody
je, ze taxonomie jen velmi malo odpovida skute¢né piibuznosti organismi. Neddvny rozvoj
molekuldrni fylogenetiky a statistickych metod dovoluje hlubSi vyméfeni priniku mezi
evolu¢ni historii a sou¢asnymi ekologickymi interakcemi ve formovani spolecenstev (Webb
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et al.,, 2002). Fylogeneze druhii ndm umoznuji brat druhovou piibuznost jako kontinuum
(Kraft et al., 2007). Fylogeneticka analyza sloZeni spoleCenstev mtze odhalit rozdily mezi
spoleCenstvy, které jiné analyzy pracujici pouze s diverzitou nebo abundanci neodhali
(Martin, 2002).

Zasadni pro rozvoj pouzivani fylogenetické informace v ekologickych studiich pfinesla
prace Webb et al. (2002), kde prirovnavaji fylogenetickou informaci k lepidlu, které mize
spojit ekologické a evolu¢ni studie. Zahrnuti fylogenetické informace do vyzkumu
ekologickych spolecenstev umozni Iépe pochopit jejich strukturu a utvafeni (Swenson et al.,
2006; Emerson & Gillespie, 2008; Kembel, 2009). Je to nastroj pro zodpovézeni otazek
tykajicich se vlivu procest (biotickych a abiotickych) na strukturu spolecenstev (Swenson et
al., 2006), obzvlasté pak uréeni role neutralnich versus nikovych procest (Cavender-Bares et
al., 2009).

1.2.1 Nenahodna fylogeneticka struktura

Podle klasické nikové teorie zalezi spoleény vyskyt druhd na vlastnostech, které urcuji
jejich interakce s prostiedim a s ostatnimi druhy. A protoze jsou tyto vlastnosti fylogeneticky
dédeéné, predpokladame, ze se slozeni spolecenstev budou odrazet ve fylogenetickém vzorci
spole€enstva - s piibuznymi druhy vice ¢i méné se spolu nachazejicimi na stanovisti (Ives &
Helmus, 2011). Ve skute¢nosti mnoho spolecenstev vykazuje nenahodnou strukturu evoluéni
ptibuznosti mezi spole¢né vyskytujicimi se druhy (Webb & Pitman, 2002). Tomuto jevu se
fika fylogenetickd struktura. RozliSujeme dvé zakladni nendhodné fylogenetické struktury
(Obr. 1) - fylogenetické shlukovani (phylogenetic clustering) a fylogeneticky rozptyl
(phylogenetic overdispersion/repulsion) (Webb, 2000).

Spolecenstva }R }R }P\ &%

Fylogeneze

Fylogenetické Fylogeneticky
shlukovani rozptyl

Obr. 1 Nenahodné fylogenetické struktury, pievzato z (Cavender-Bares et al., 2004)

Nendhodna fylogenetickd struktura se vysvétluje dvéma zpisoby: environmentalni
filtrovanim a mezidruhovou kompetici (Pausas & Verdu, 2010). Environmentalni filtr je

mnozina abiotickych a biotickych faktort (mimo kompetice), které musi organismus
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tolerovat, aby byl schopen dokoncit zZivotni cyklus (Emerson & Gillespie, 2008). Druhy, které
projdou environmentalnim filtrem, budou sdilet spolecné charakteristiky, a oproti tomu
pusobi kompetice, ktera ptisobi silnéji na blizce piibuzné druhy (Mouillot et al., 2005). Oba
mechanismy pracuji najednou, takze otazkou vzdy je, ktery ma vétsi vliv na strukturu
spolecenstev (Carranza et al., 2011).

Studie, ve kterych bylo prokdzéno fylogenetické shlukovéani, vyzdvihuji roli
environmetalniho filtrovani. Druhy spolu koexistuji, protoze sdileji vlastnosti vhodné pro
preziti v uréitém prostiedi (Johnson & Stinchcombe, 2007). Napiiklad Helmus et al. (2010)
dokazal, ze disturbance (chemicka, biologickd i fyzikdlni) mad za nasledek spoleCenstva
tvofena blize ptibuznymi druhy zooplanktonu. Fylogenetické shlukovani bylo identifikovano
mimo jiné u krytosemennych rostlin v de$tném pralese na Borneu (Webb, 2000), parazitech
rodu Dactylogyrus (Mouillot et al., 2005), ¢i bakterialnich spole¢enstvech (Horner-Devine &
Bohannan, 2006).

Kompetice a jiné negativni hustotné¢ zavislé procesy mohou zpUsobit, ze ve
spolecenstvu se budou nachazet druhy vzdalenéji ptibuzné (Johnson & Stinchcombe, 2007).
Kompetitivni vylou€eni a nepiimé interakce mezi ptibuznymi druhy zprostfedkované
naptiklad predatory, parazity nebo patogeny mohou vytvofit fylogeneticky rozptylenou
strukturu spolecenstva (Kembel & Hubbell, 2006). Takovato fylogeneticka struktura byla
odhalena napiiklad u dubd vlesich Floridy (Cavender-Bares et al., 2004), ¢ u
krytosemennych rostlin v Mexiku (Valiente-Banuet & Verdu, 2007). Neékteré studie
upozoriiuji na fakt, ze rozptylend fylogeneticka struktura mize byt zplsobena 1 jinymi
procesy nez kompetici (Emerson & Gillespie, 2008). Napiiklad facilitace (pozitivni
mezidruhové interakce) probiha mezi nepiibuznymi druhy, takze vede k fylogeneticky
rozptylené struktuie spoleCenstva (Verdu et al., 2009). Vliv kompetice na utvafeni
spolecenstev se nejlépe overi pomoci experimentalnich testd. Violle et al. (2011) experimenty
provadénymi na ciliatech podpotili teorii limitujici fylogenetické podobnosti (phylogenetic
limiting similarity). Kompetitivni vylouceni v experimentalnich mikrokosmech se Castéji a
rychleji vyskytovalo mezi blizce pfibuznymi druhy. Podobné vysledky ukazali Maherali a
Klironomos (2007) ve spolecenstvech arbuskularné mykorrhiznich hub. Na pocatku
experimentu byly kofeny jitrocele naockovany stejnym poctem druhi, na konci experimentu
experimenty se potvrdila teorie, ze fylogeneticka informace se da pouzit jako uzite¢ny
prediktor vysledku kompetice v ekologickych spolecenstvech. Ne&které studie nasly

kombinace obou typu fylogenetické struktury v zavislosti na typu habitatu, prostorovém,
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fylogenetickém ¢i ¢asovém méfitku (Kembel & Hubbell, 2006; Swenson et al., 2006; Verdu
& Pausas, 2007). Na velkych méfitcich — v ramci kontinentu — fylogeneticka struktura odrazi
spise biogeografické procesy nez ekologické. Na meétitku spolecenstev se druhy rozdé€luji do

habitat na zaklad¢ intenzity environmentalniho filtrovani a kompetice (Webb & Pitman,
2002).

1.2.2 Nahodna fylogeneticka struktura

Fylogeneticka struktura spolecenstva muize pomoci odhalit roli neutrdlnich procest
(Cavender-Bares et al., 2009). Pokud jsou spolefenstva formovana neutralnimi procesy,
fylogeneticka struktura by neméla byt odlisitelna od nahodné (Kraft et al., 2007; Hardy,
2008). Znacna c¢ast studii nebyla schopna zamitnout nulovou hypotézu ndhodné fylogenetické
struktury (Mouillot et al., 2005). Divodem toho muze byt, Ze mezidruhové interakce jsou
neutralni, protoze druhy jsou si ekologicky rovny. SpoleCenstva jsou nahodnymi shluky
vytvofenymi stochastickymi procesy. Kompetitivni vylou€eni nenastava Castéji mezi blizce
ptibuznymi druhy (Hubbell, 2001). Neschopnost zamitnout nulovou hypotézu o nahodné
struktuie spoleenstva mize byt ale také zptisobena zvolenym méfitkem, pfipadné existenci
jinych mechanismd, které zeslabuji kompetitivni vylouceni (Mouillot et al., 2005). Nahodna
struktura spoleCenstva mize také vzniknout, pokud hustotné zavislé procesy a
environmentalni procesy jsou vrovnovaze (Kembel & Hubbell, 2006). Fylogeneticky
nestrukturovana byla napiiklad spoleCenstva jestért rodu Anolis na Kubé (Losos et al., 2003),
¢i luéni spolecenstva cévnatych rostlin (Silvertown et al., 2001). Je mozné, ze pravé v téchto

spolecenstvech hraji neutralni procesy dominantni tlohu pfi jejich formovani.

1.2.3 Fylogeneticka struktura napfi¢ gradientem

Z vysledkt nekterych studii (Horner-Devine & Bohannan, 2006; Helmus et al., 2007a)
je patrné, ze fylogeneticka struktura spoleCenstva se miize ménit podél environmentalniho
gradientu. Bylo zjisténo, ze mira fylogenetického shlukovani spoleCenstev bakterii se snizuje
s rostouci produktivitou prostfedi. Z tohoto bylo usuzovano, Ze produktivita prostfedi ptisobi
jako silny environmentélni filtr a prostfedi s nizkou produktivitou jsou pro bakterie vice
stresujici (Horner-Devine & Bohannan, 2006). Také u spoleCenstev tropickych stromi se
fylogenetickd struktura liSila mezi habitaty, coz ukazuje, Ze se bud’ relativni dilezitost
ekologickych procest, evolu¢ni historie funkénich vlastnosti, nebo spojeni s habitatem musi
lisit podél environmentalniho gradientu (Kembel & Hubbell, 2006). Spolecenstva mravenct

vykazovala rozptylenou fylogenetickou strukturu v nizkych nadmotskych vyskach a ve
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vy$§ich naopak strukturu shluknutou. Autofi studie to vysvétluji plsobenim
environmentalniho filtru v podob¢ nizkych teplot (Machac et al., 2011). V ptipad¢ strukturace
spolecenstev néjakym silnym environmentalnim filtrem (naptiklad disturbance ohném) budou
spolecenstva fylogeneticky shlukovana. Pii absenci tohoto filtru budou spoleCenstva
formovana jinymi procesy — naptiklad: kompetitivni interakce, neutralismus, facilitace (Verdu
& Pausas, 2007). Webb et al. (2002) navrhuje, ze pravé studie zkoumajici fylogenetickou
strukturu podél gradientu by mohly pfinést zajimavé vysledky. Porozuméni zménam
fylogenetické struktury podél gradientu prostfedi nam poskytuje dalezity vhled na organizaci
spolecenstev (Thompson et al. 2001). Root a Nelson (2011) zjistili, ze pouziti fylogenetické
vzdalenosti mezi druhy pfindSi do studia struktury spoleCenstev leps$i rozliSeni
environmentalniho gradientu nez pouze pouziti standardnich métitek podobnosti.

Studie fylogenetické struktury se zamé&tuji predevSim na spolecenstva cévnatych rostlin.
Studii na mikrobialnich organismech je zatim malo (Anderson et al., 2004; Horner-Devine &
Bohannan, 2006; Maherali & Klironomos, 2007; Helmus et al., 2010).

1.3 Krasivky

Krasivky patfi mezi zelené fasy, které jsou fazeny do vyvojové linie Streptophytae, do
skupiny Zygnematophyceae (Obr. 2), jez je charakterizovana spajenim jako formou
sexudlniho rozmnoZovani. Do této skupiny patii dva fady Zygnematales a krasivky —
Desmidiales. Do fadu Desmidiales nalezi pfevazné jednobunécéné fototrofni organismy. Na
zékladé struktury bunééné stény se fad Desmidiales oznacuje jako plactoderm desmids
(»pravé krasivky“). Bunéfnou sténu maji tvofenou ze dvou ¢i vice segmentl a je
ornamentovana (Coesel & Meesters, 2007).

VétSina z 32-35 rodl fadu Desmidiales byla popsana jiz b&hem 19. stoleti. Jednotlivé
druhy se rozliSovaly pomoci morfologie bun¢k, jako je tvar bunky v bo¢nim a svrchnim
pohledu, stupen organizace buriky (jednobunééné, vlaknité, koloniani), ornamentace buné¢né
stény atd. Zatim bylo platn€ popsano kolem 2 500 druhi pouze z ¢eledi Desmidiaceae, k tomu
tato 1 jiné Celedi obsahuji mnoho dalsi infraspecifickych taxond (subspecie, variety a formy).

Opravdova taxonomicka bohatost neni jist¢ znama. (Gontcharov & Melkonian, 2011).
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_Eg Streptophyte algae
_: Chlorokybus .
Spirotaenia

Netrium

Roya

Gonatozygaceae

Closteriaceae

Peniaceae 5.4
Peniaceac | Desmidiales

Desmidiaceae

. Phymatodocis
b N 1111

N1 ium

s Spirogyra

Zygnemataceae s. Str.

Mesotaenium endlicherianum

Zygnematophyceae

Obr. 2 Souhrnny fylogeneticky strom Zygnematophyceae, pfevzato z (Gontcharov, 2008)

Monofylie fadu Desmidiales je silné podpofena molekularnimi daty (Denboh et al.,
2001). Tradi¢né byl na zaklad¢ vlastnosti bunécné stény a organizace bunék fad Desmidiales
rozdélen do ¢tyf Celedi (Kouwets & Coesel, 1984). Toto rozd€leni bylo nedavno podpoieno
molekularnimi metodami. Hall et al. (2008) pouzili dva chloroplastové a jeden
mitochondridlni gen a t4d Desmidiales rozd¢lili do tfi monofyletickych skupin (Celedi)
Gonatozygaceae, Closteriaceae a Desmidiaceae, a jedné parafyletické celedi Peniaceae.
Hodnoceni druhového konceptu pomoci molekuldrnich metod v posledni dobé odhalilo, ze
vétsina tradi¢nich druhti je polyfyletickych (Gontcharov & Melkonian, 2011).

Krasivky jsou dominantni slozkou spolecenstev mikrofytobentosu ve sladkovodnich
kyselych moktadech. Rostou hlavné na dn¢ mélkych tiini a v metafytonu. Nejvétsi druhové
bohatstvi je v mezotrofnich vodach (pH 5-6,5). V eutrofnich lokalitach krasivky nejsou

schopny kompetovat jinym fasam (chlorokokalnim, rozsivkam a sinicim), kvuli své nizsi
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ristové rychlosti. Nesnesou trvale vysokou hladinu pH a vyssi rychlosti toku vody (Coesel &
Meesters, 2007). Krasivky jsou diky svym specifickym ekologickym narokim vhodné pro
charakterizaci sladkovodnich lentickych habitatt (Coesel et al., 1978; Coesel, 2001). SloZeni
krasivkovych spolecenstev tizce koreluje s pH a konduktivitou (Coesel, 1982).
Krasivky jsou vhodné pro studium fylogenetické struktury z nékolika divodu:

- Ve spolecenstvech fytobentosu raselinist’ ¢asto tvori dominantu.

- Determinace krasivek je usnadnéna znacnou morfologickou variabilitou tvaru a
struktury bunécné stény, dale pak dlouhou tradici studia téchto organismt a zni
vyplyvajicim dostatkem kvalitni literatury pro determinaci.

- Informace o fylogenezi krasivkovych druhl jsou, i pfes své nedostatky, znacné.
V databdzich je k dispozici velké mnozstvi publikovanych sekvenci.

Primarné se zaméfim na fylogenetickou strukturu krasivkovych spolecenstev podél

vvvvvv

strukturu mikrofytobentosu (Neustupa et al., 2012).

V nasledujici praci jsem si stanovila tyto cile:
Hlavnim cilem prace je rozsifeni poznatkli o procesech formujicich spolecenstva krasivek.
Fylogeneticka struktura spolecenstva reflektuje tyto procesy, diky ni budu moci odpovédét na
nasledujici otazky:
- Jsou spolecenstva krasivek v raseliniStich formovéana neutralnimi nebo ekologickymi
procesy?
- Lisi se role a intenzita téchto procest podél gradientu pH a konduktivity?
filtrem pro krasivkova spolecenstva?

- Lisi se fylogeneticka struktura v zavislosti na geografické vzdalenosti spolecenstev?

14
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2 Material a metody

2.1 Odbéry vzorka a postup uréovani

Odbéry vzorkd probihaly na tfech riiznych geografickych tizemich — Cechy, Svédsko a
Irsko. Odbéry v Cechach byly uskutednény ve tiech terminech zafi/fijen 2010, kvéten 2011 a
za¥i 2011, odbéry ve Svédsku vdubnu 2011 a v Irsku zafi/ffjen 2011. Z jednotlivych
odbérovych mist byly sesbirany vzorky bentickych spolecenstev na plose piiblizn¢ 100 cm2.
Cast odebraného vzorku byla fixovana 2-4% roztokem formaldehydu. Zbytek byl ponechan
bez fixace za ucelem izolace kultur. Pfi odbérech byly ziroven méfeny tyto parametry
prostfedi: pH, konduktivita, teplota. Méfeni bylo provadéno pomoci WTW 340i. Dale byla
zaznamenana pfiblizna hloubka odbérového mista.

Ve fixovanych vzorcich jsem urCovala jednotlivé druhy krasivek pomoci svételného
mikroskopu Olympus CX 31 a odborné literatury (Lenzenwerger, 1996, 1997, 1999, 2003;
Coesel & Meesters, 2007; John & Williamson, 2009). Pro stanoveni abundance jednotlivych

druhii bylo v kazdém vzorku pocitano prvnich 200 nalezenych bunék.
2.2 Analyza DNA

2.2.1 Metody izolace kultur a kultivace

Monoklonélni kultury byly izolovany pomoci sklenéné pipety vytaZzené v kapilaru. Pod
svételnym mikroskopem nebo binokularni lupou byla bunky né&kolikrat prenesena do kapky
Cistého sterilniho média, a nakonec umistény do komurky tkanové kultivacni desticky.
Médium pouzité pro kultivaci bylo modifikované DY v
(http://botany.natur.cuni.cz/algo/caup-media.ntml#DY4) s pufrem MES, ktery udrzuje kyselé
pH. Médium mélo pH mezi 5,5-6,5. V komtrkach byly kultury péstovany, dokud nedosahly

mnozstvi potfebného pro izolaci DNA (piiblizn¢ dva mésice).

2.2.2 lzolace DNA, PCR, precist'ovani

Narostlé kultury byly pomoci sterilni pipety pieneseny do dvoumililitrovych
eppendorfek a mechanicky rozdrceny pomoci sklenénych kuli¢ek. Byl ptidan Invisorb Spin
Plant Mini Kit (Invitek, Berlin, Germany) a dle pokynii vyrobce byla vyizolovana genomicka
DNA. Metodou PCR byl amplifikovan usek chloroplastové DNA rbcL, pouzité primery jsou
uvedeny v Tab. 1.
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Tab. 1 Primery pouzité pri PCR amplifikaci rbcL

nazev primeru sekvence citace

rbcL-Pleurot-F GGTTAAAGATTATAGACTTAC st

rbcL-Pleurot-R CCTTGACGAGCAAGATCACG viastnt

MaGo1F ATGTCACCACAAACNGAAAC (Gontcharov et al., 2004)
MaGo3R GTATCRATHGTWTCAAATTC ”

Postup PCR probihal dle zavedené metodiky laboratote (Neustupa & Skaloud, 2007).
Vsechny PCR reakce byly provedeny v objemu 20 ul (13,1 pl sterilni Milli-Q vody, 2 ul PCR
Gold Buffer (Applied biosystems), 0,4 ul ANTP [10 uM], 0.25 pl primert [25 pmol/ml],
2,4 ul Mg2Cl [25 mM], 0,6 ul 360 GC Enhancer, 0,2 ul AmpliTaq Gold DNA Polymerase
(Applied biosystems) [SU/ul], 1 ul DNA [7-20 ng/ ul]). PCR reakce probihala v termocykléru
Touchgene gradient cycler (Techne, Cambridge, UK). Pomoci gradientového pokusu byly
optimalizovany jednotlivé teploty cyklu. Dale se pro reakce pouzival tento optimalizovany
cyklus: denaturace: 94°C po dobu 10min; 35cyklid: 94°C — 1 min, 48°C — Imin, 72°C —
2,5min; zavérecna elongace: 72°C po dobu 10min. PCR byly ptecistény JetQuick PCR
Purification Kit (Genomer, Lohne, Germany) podle pokynt vyrobce. Sekvenaci provedla

firma Macrogen Inc.

2.2.3 Zpracovani sekvenci

Pomoci programu SeqAssem (SequentiX) byla ze sekvence forward a reverse primeru
vytvofena konsenzualni sekvenece. Z takto ziskanych sekvenci (celkem 30) a sekvenci (338)
z databaze NCBI GenBank byl vytvofen alignment v programu MEGA 5.05 (Tamura et al.,
2011) pomoci algoritmu ClustalW. V programu PAUP 4 (Swofford, 2003) a MrModeltest 2.3
(Nylander, 2008) byl zvolen nejvhodné&jsi model evoluce pomoci testu Akaike information
criterion (AIC). Tento model byl GTR s gamma korekci a proporci invariabilnich pozic
(GTR+G+I).

Fylogeneticky strom byl vytvofen pomoci metody Bayesovské inferecnce v programu
MrBayes verze 3.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). Byly pouzity dva paralelni Monte Carlo
Markovovy fetézce (MCMC). Analyza bézela 5,3 milionu generaci kazda s jednim studenym
a dvéma horkymi fetézy. Stromy a parametry byly zaznamenany kazdych 100 generaci.
Konvergence studenych a teplého fetézce a burn-in byly uréeny pomoci piikazu "sump".
Analyzy bootstrapové podpory linii byly stanoveny pomoci metody ML (maximum

likelihood) a MP (maximalni parsimonie). Bootstrapova ML analyza (100 replikaci) byla
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provedena v programu GARLI (Zwickl, 2006). Bootstrapy MP (1000 replikaci) byly
stanoveny v programu PAUP (Swofford, 2003).

2.3 Analyza fylogenetické struktury

2.3.1 Meéritka fylogenetické struktury

v

Pro testovani fylogenetické struktury spolecenstva je nutné mit co nejuplnéjsi udaje o
fylogenezi u vSech druhti ze spolecenstva. Jsou dvé moznosti, jak se vyporadat s chybé&jicimi
daty. Prvni je odebrat ze spoleCenstva druhy, pro které tyto tdaje nemame (Root & Nelson,
2011). Druha moznost je nahradit chybéjici data informaci z ptibuzného druhu (ptibuznost
podle fylogeneze jiného genu) nebo druhu morfologicky podobného (Helmus et al., 2007a).
Samoziejm&é obé metody zpusobuji zkresleni vyslednych dat, se kterym musime pii
interpretaci vysledki pocitat. Pro svoje data jsem zvolila druhou moznost, seznam pouzitych
sekvenci viz. ptilohy Tab. | - 4.

Nejprve jsem testovala fylogenetickou strukturu spolecenstev. Spocitala jsem nékolik
indexti (méfitek) fylogenetické struktury. Prvni sérii méfitek jsem spocitala podle postupu
navrzeného ve studii Webb & Pitman (2002). Prvnim z nich je primérna parova distance
(MPD), spocitand jako pramér fylogenetickych vzdalenosti mezi vSemi péarovymi
kombinacemi druhti nachazejicich se ve spoleCenstvu. Druhym je primérna vzdalenost od
nejbliz§tho souseda (MNND), je definovdna jako primérnd fylogenetickd distance
K nejbliz§imu piibuznému pro vSechny druhy nachazejici se ve spolecenstvu (Webb, 2000;
Webb & Pitman, 2002). MPD a MNND jsem vazila abundanci druhti. Pro testovani, zda se
fylogeneticka struktura spolecenstev 1i8i od ndhodné, jsem porovnavala pozorované
fylogenetické struktury s fylogenetickou strukturou tisice spolecenstev vygenerovanych podle
urcitého nulového modelu (Kembel & Hubbell, 2006). Zvolila jsem si nulovy model pouzity
(Kembel & Hubbell, 2006) pfi studiu fylogenetické struktury spolecenstev tropickych stromd.
V tomto nulovém modelu jsou druhy ve vzorku randomizovany pomoci mechanismu, ktery
nahodné piidéluje do vzorku druhy, které¢ se nachdzeji alespoit v jednom vzorku ze vSech
pozorovani. Pfitom zachovava druhovou bohatost jednotlivych vzorkt (Webb et al., 2008;
Ulrich & Gotelli, 2010). Jednotlivé vzorky jsou signifikantné fylogeneticky strukturované na
hladn¢ o=0,05, pokud se pozorované hodnoty MPD a MNND nachazeji v hornich nebo
spodnich 2,5% hodnot zjisténych v nulovych spoleCenstvech. Vygenerovand nulova
spoleCenstva byla pouzita pro stanoveni net relatadnes index (NRI) a the nearest taxon index

(NTI), které jsou standardizovanymi méfitky pozorované fylogenetické struktury mezi druhy

17



Material a metody

nachdzejicimi se v kazdém vzorku, relativné k distribuci distanci spocitanych pro nulova
spoleCenstva (Kembel & Hubbell, 2006). NRI je definovany jako [-(MPD-
MPDnun)/sp(MPDpyi)], kde MPD je pramérna parova fylogeneticka distance mezi druhy ve
vzorku, MPDyy je pruiméma MPD pro 1000 nulovych spoleCenstev a sp(MPDpyi) je
smérodatnd odchylka MPD 1000 nulovych spolecenstev. NTI je definovany podobné jako
NRI, ale za pouziti MNND a jeho smérodatné odchylky pro 1000 nulovych spolecenstev
(Webb et al., 2002; Webb & Pitman, 2002; Kembel & Hubbell, 2006). Uvedené vypocty jsem
provadéla pomoci programu PHYLOCOM (Webb et al., 2008).

Druha série méfitek fylogenetické struktury, ktera jsem pouzila, byla navrhnuta
Helmusem et al. (2007a). Jimi navrhnuta méfitka fylogenetické druhové variability shrnuji
stupeni, jakym jsou si druhy ve spoleCenstvu piibuzné. Jsou definovana pomoci variance
hypotetické neutralni vlastnosti, kterd se vyviji ndhodné¢ a samostatné¢ mezi oddélenymi
fylogenetickymi liniemi. Maximum variability je v situaci, kdy fylogeneze druhu je
,hvézdicovita“ a druhy ve spolecenstvu jsou nepiibuzné. Celkova fylogenetickd druhova
variabilita (phylogenetic species variability - PSV) je méfena jako variance v neutralni
vlastnosti mezi druhy. I kdyZ je PSV definovana pomoci hypotetické neutralni vlastnosti, pro
jeji spoclitani je zapotiebi pouze informace o fylogenetické piibuznosti druhtli, které
spolecenstvo obsahuje (Helmus et al., 2007b). Maximalni hodnota PSV je rovna jedné a
odpovida situaci, kdy jsou druhy ve spoleCenstvu neptibuzné. Dalsi z indexti vychéazejicich
z PSV je fylogeneticka druhova vyvazenost (phylogenetic species evenness PSE) (Helmus et
al., 2007b). Vyhoda PSE je zahrnuti informace o abundancich druhii. V piipadé, Ze se
vSechny druhy nachazi se stejnou abundanci, je PSE rovna PSV. Pomoci permuta¢niho testu
jsem zjiStovala, zda se hodnota indexi PSV, PSE li§i od hodnot vytvofenych pomoci dvou
nulovych modeli. Prvni odpovid4 nulovému modelu pouZitému pfii testovani MPD a MNND
(viz. vy$e) a zachovava druhovou bohatost vzorku — (nulll). Druhy randomizuje matici druha
v ramci druhit a zachovava frekvenci, s jakou se druh celkové ve spolecenstvech nachazi —
(null2). Tyto nulové modely odpovidaji modelim SIM3 a SIM2 z prace (Ulrich & Gotelli,
2010). Pro kazdou hypotézu jsem vytvotila 1000 nulovych spolecenstev. Ze vSech vzorkt
(pfipadné rozdélenych na regiony, nebo jiné ¢asti) jsem spocitala primérné hodnoty PSV a
PSE. Stejné jako u stanoveni signifikance MPD a MNNT jsou vzorky signifikantné
fylogeneticky strukturované na hladin¢ a = 0,05, pokud se pozorované primérné hodnoty
PSV a PSE nachézeji v hornich nebo spodnich 2,5% pramérnych hodnot zjisténych
v nulovych spolecenstvech (Helmus et al., 2007a; Helmus et al., 2007b). Pro vypocty jsem
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pouzivala funkce v package "picante” (Kembel et al., 2010) v programu R (R Development
Core Team, 2010).

Dalsim zpuasobem, jak inkorporovat informaci o pfibuznosti druhtt do studie
spoleCenstev, je fylogeneticka bohatost (phylogenetic diversity - PD) (Nipperess et al., 2010).
Je zalozena na Bray-Curtisové indexu podobnosti a spojuje udaje o fylogenezi druhii ve
spoleCenstvu a jejich abundance. Pocitd parovou podobnost ekologickych spolecenstev.

Pocitala jsem ji v programu R pomoci skriptu "phylosim" (Nipperess et al, 2010).

2.3.2 Jednorozmeérné statistické analyzy

Pro testovani normalniho rozdéleni v rdmci skupin jsem pouzila Shapirtiv-Wilkiv test
normality. Pfi nedodrzeni pfedpokladu normalniho rozdéleni jsem pouzila pro testovani
nulové hypotézy, ze v kazdé skupiné je stejné rozdé€leni studované veli¢iny, Mann-Whitneyho
test pro testovani dvou vybérli. Pro testovani vice vybéri bez normdlniho rozloZeni jsem
pouzila Kruskal-Wallistv test s Bonferroniho korekci (Zvara, 2006).

Zavislost indext fylogenetické struktury na nameétfenych parametrech prostfedi jsem
testovala za pouziti linedrni regrese metodou nejmensich ¢tvercti a polynomidlni (kvadratické)
regrese.

Pro testovani hypotézy jak se lisi fylogeneticka struktura lokalit s nizkym pH a lokalit
s vy$sim pH jsem vSechny lokality rozdélila na dvé skupiny vzorki. Jednu skupinu tvofily
vzorky, jejichz hodnota pH byla nizsi nez 5 (celkem 53 vzorki) a druhou pak vzorky, jejichz
hodnota pH byla vyss$i nebo rovna 5 (celkem 36 vzorkl). Testovala jsem, zda se indexy

fylogenetické struktury li$i mezi témito dvéma skupinami lokalit.

2.3.3 Mnohorozmeérné statistické analyzy

Analyzou similarity (ANOSIM) jsem testovala, zda rozdil mezi dvéma ¢i vice
skupinami je signifikantni. Pfi testovani korelace dvou matic podobnosti jsem pouZila
Manteltuv test (Mantel, 1967).

Data o parametrech prostfedi jsem standardizovala odectenim primérné hodnoty a
naslednym vyd¢lenim smérodatnou odchylkou (Legendre & Legendre, 2003; Neustupa et al.,
2012). Matici vzdalenosti jednotlivych odbérovych mist jsem vytvofila z GPS koordinat
pomoci package "geosphere" v programu R. Vzajemnou druhovou podobnost lokalit jsem
vyjadtila Bray-Curtisovycm indexem pro data o abundancich druhd a Diceovym indexem pro

data o prezencich-absencich druhi.
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Uvedené analyzy jsem provadéla pomoci programi PAST (Hammer et al., 2001) a
R (R Development Core Team, 2010)
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3 Vysledky

3.1 Charakteristika odbéru

Celkem jsem odebrala 89 vzorkl raSelini$tnich spolecenstev mikrofytobentosu. Tyto

vzorky jsou ze tfi riznych oblasti — Ceska republika (57 vzorki), Svédsko (13 vzorkd) a Irsko

(19 vzorkli). Seznam vzorka a naméfenych environmentalnich parametrt je viz. pfilohy Tab. |

- 1. Hodnota pH jednotlivych odbérovych mist
byla v rozmezi 3,59 — 7,57. Primérna hodnota
pH byla 4,91. Konduktivita se pohybovala mezi
8 uS/em a 217 pS/cm. Primérna hodnota
konduktivity byla 67 uS/cm. Hodnoty pH se
signifikantng 1isily mezi Irskem a Cechami (Obr.
3).

Celkem jsem v 89 vzorcich identifikovala
277 taxonu krasivek (ukazka identifikovanych
taxond viz. pfilohy Obr. I - 1). Seznam druhu
viz. ptilohy, Tab I — 2 a Tab | — 3. Pocet taxont
na jedné lokalité¢ se pohyboval mezi 2 a 60.
Druhova bohatost se lisila mezi jednotlivymi
regiony. Irskd spoleCenstva byla druhové
bohat$i nez spoleCenstva ostatnich regionl

(Tab. 2; Obr. 4).

Tab. 2 Kruskal-Wallisiv test druhové bohatosti
jednotlivych regiont, p hodnoty s Bonferroniho
korekci.

Irsko Svédsko Cechy
Irsko 0
Svédsko | 6,945E-06 0
Cechy 3,56E-10 0,3603 0

pH

'
P S

T T T
Irsko Svedsko Cechy

Obr. 3 Krabicové diagramy hodnot pH. Kruskal-
Wallisiv test p <0.01; signifikantni rozdil je
pouze mezi Irskem a Cechami.

50

40

SR
30

20

Irsko Svédsko Cechy

Obr. 4 Krabicové diagramy druhové bohatosti
jednotlivych regionti, Kruskal-Walisuv test
p <0.001

21



Vysledky

Linearni regrese zavislosti  druhové
bohatosti vzorkii na hodnoté pH neprokézala
signifikantni vztah mezi témito veli¢inami (R2 =
0,03; p = 0,063). Toto muze byt zplsobeno
vyrazn¢ vysS§i druhovou bohatosti Irskych
lokalit. Tento piedpoklad se potvrdil odebranim
Irskych vzorkd z analyzy (R2 = 0314; p =
0,0001) (Obr. 5).

Pomoci analyzy similarity (ANOSIM) se
jednotlivé regiony od sebe lisily v druhovém
(p<0,001). Tyto

znazornény na ordina¢nim diagramu (Obr. 6).

slozeni rozdily  jsou
NMDS diagram vysvétluje 48% variability

v datech a jeho hodnota stresu byla 0,32.

log(SR)

04

_ RA2=0.314
p = 0.0001

T T T T
4 5 6 7

nH

Obr. 5 Linearni regrese druhové bohatosti vzorki
na hodnoté pH pro Cechy a Svédsko.
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Obr. 6 NMDS ordinaéni diagram,

prezence/absence druht; ¢ervena — Irsko, zelena —
Svédsko, modra - Cechy. stress=0,32; R®
1.0sa=0,36; 2.0sa=0,12
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3.2 Fylogeneze Desmidiales

3.2.1 Vyizolované taxony

Podafilo se mi vyizolovat monoklonalni kultury, extrahovat DNA a ziskat sekvenci

plastidového genu rbcL u nasledujicich taxonu:

Tab. 3 Vyizolované taxony

taxon lokalita
Cosmarium pyramidatum B02
Cosmarium ralfsii B13
Cosmarium dicrepans B02
Cosmarium cf. orthopunculatum | B22
Cosmarium excavatum 103
Closterium dianae B10
Closterium abruptum B19
Desmidium coarctatum B21
Closterium stiolatum PR Dvofisté 28.06.2011
Euastrum insigne B13
Euastrum cunneatum B13
Euastrum ampulaceum 102
Euastrum inerme 102
Haplotaenium rectum 113
Staurastrum hirsutum B19
Staurastrum histrix B24

Staurastrum cf. boreale

Svédsko - Storemosse

Staurastrum teliferum

B21

Staurastrum furcatum B11
Staurastrum arachne 112
Staurastrum inconspicuum 117
Staurodesmus connatus 102
Staurodesmus incus B24
Tetmemorus leavis S11

Tetmemorus granulatus

Swamp 31.07.2011

3.2.2 Fylogeneticka analyza

Fylogenezi fadu Desmidiales jsem vytvofila porovnanim 368 unikatnich sekvenci rbcL

25 tradi¢nich krasivkovych roda (30 vlastnich sekvenci, 338 z databaze GenBank). Jako

outgroup jsem zvolila rody Netrium (2 sekvence) a Spirogyra (1 sekvence), které patii do

fadu Zygnematales. Fylogeneticky strom zkonstruovany pomoci metody Bayesovské

inference je ptehledové znazornén na Obr. 7. Detailni zobrazeni vnitiniho ¢lenéni je na: Obr.

9; Obr. 10; Obr. 11. Celkem bylo mozno rozlisit 28 hlavnich linii v ramci fadu Desmidiales -

nazvy podle Gontcharova & Melkoniana, (2011): Closteriaceae, Gonatozygonaceae, Penium,

23



Vysledky

CAP, "omniradiate", Staurastrum, Micrasterias, Haplotaenium, Docidium, STD 1-4, CO 1-3,
CO 5, ATRHR, Euastruml, Euastrum2, Euastrum pectinatum, Cosmarium pyramidatum,
Tetmemorus, Pleuroteaenium, Actinotaenium cucurbita, "vlaknité" (vlaknitél, vlaknité2) a
Xanthidium. Linie Penium, CAP, "omniradiate", Staurastrum, Docidium, "vlaknité", STD2,
CO1-2 a Xanthidium m¢ly slabou podporu signifikance (< 90 % BP - bootstrapovych procent
a < 0,98 PP - posteriorni pravdépodobnosti). Ostatni linie vykazovaly dobrou podporu (Tab.
4). Linie CO4 byla parafyleticka.

Tab. 4 Piehled podpory linii z riznych analyz (BI/ML/MP), 100=1,00/100/100

. . pocet
linie - skupina podpory taxonl
Closteriaceae 1/90/96 10
Gonatozygonaceae 1/92/92 7
Penium 0,83/81/98 6
CAP 1/55/52 6
"omniradiate" 97/56/62 28
Staurastrum 0,94/-/- 25
Micrasterias -/-/59 24
Haplotaenium 100 3
Docidium 1/-167 3
ARTHR 100 9
skupina Euastrum -/-1-
Euastrum 2 100 11
Actinoteanium cucurbita 100 3
Cosmarium pyramidatum 100 3
Tetmemorus 1/100/75 5
Euastrum pectinatum 1/98/100 2
Euastrum 1 1/91/90 11
STD4 100 2
"vlaknité" -/-1-
"vlaknité 1" 1/53/63 11
"vlaknité 2" 1/77/84 33
skupina STD2 1/56/74
CO5 1/99/100 7
STD2 1/68/55 19
Actinotaenium curtum 100 2
STD1 1/53/100 12
Pleuroteanium 100 22
Co1 1/87/72 6
STD3 100 4
CO4 0,98/-/- 6
COo3 1/95/100 27
Xanthidium 0,5/79/- 11
CO2 1/62/77 44
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1/87/77

0,97,

1/-/56

omniradiate

Staurastrum

Micrasterias

Haplotaenium, Docidium
STD4

ARTHR

skupina
Euastrum

STD1

1/53/63

777
0,54/-/-_|

/

1/56/74|

vldknité 1

skupina STD2

Pleurotaenium

0,5/87/-

1/80/83

1/62/-]
1/96/100

1/61/58 1/62/77

0,83/81/98

co1

STD3
COo4

Cco3

. Xanthidium

coz

Phymatodocis nordstedtiana

f 1/55/52

L

1/92/92

—

1/90/96
\—| e

———————

I outgroup

—~
Penium
- Gonatozygon

Closterium

Obr. 7 Piehled fylogeneze Desmidiales (Zygnematophyceae) zaloZzené na 368 sekvencich rbcL. Strom
vytvoien pomoci BI. Podpory vétvi znazornény BI/ML/MP; podpora 1/100/100 znazornéna tucné
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1/96/100

1/-/83

M Actinotaenium_cruciferum_
Cosmarium_depressum_AM911,

1/55/52

1/87/99

Obr. 9: 10: 11 Desmideaceae

 Penium_cf._didymocarpum_EF371.
L Penium_polymorphum_AMS911255,

1/99/100 Penium_cylindrus_AJ553959.1
|: Penium_exiguum_AJ553960.1

[ Penium_spirostriolatum_FN432111.1

Penium_spirostriolatum_AJ553961.1

Penium_margaritaceum_FN432112.1
Penium_margaritaceum_AM911254.1
Penium_margaritaceum_AF203502.1

0,98/95/551 Penium_margaritaceum_EF371322.1

Gonatozygon_kinahanii_AJ553945.1
Gonatozygon_brebissonii_A1553944.1
Gonatozygon_brebissonii_EF371332.1

2 Gonatozygon_pilosum_EF371303.1
1
JJ_&'__ Genicularia_sp_U71439.1GSU71439

1/-/100 Gonatozygon_monotaenium_FM99
Gonatozygon_monotaenium_U71438.1

Closterium_navicula_FM992337.1

Closterium dianae KO1

Spinoclosterium_cuspidatum_AJ553965.1

— Closterium abruptum K02

L— Closterium striolatum K04

Closterium_acerosum_EF371285.1
Closterium_acerosum_AF203492.1
Closterium_ehrenbergii_var._malinvernianum_EF371286.1
Closterium_lunula_AJ553936.1

Spirogyra_pratensis_DQ015949.1

1/61/58
0,83/81/98 |
-/55/-
1/92/92
1/87/77 1/94/100
1/83/59
1/90/96
Closterium_libellula_EF371287.1
Netrium_digitus_FM992343.1
Netrium_oblongum_AJ553958.1
_—

0.5

CAP

Penium

Gonotozygon

Closterium

outgroup

Obr. 8 Prvni ¢ast detailniho zobrazeni fylogeneze Desmidiales, mnou sekvenované taxony jsou vyznaceny
tuéné. Podpory vétvi znazornény BI/ML/MP, podpora 1/100/100 znazornéna tu¢né
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1/83/96 — Cosmarium_reniforme_AY964179.1
Cosmarium_quadrum_AM911272.1
Cosmarium_quadrum_FN432079.1
Cosmarium_amoenum_AM911322.1
Cosmarium_amoenum_FN432054.1
1/99/100 Cosmarium_elegantissimum_FN432062.1
Cosmarium_elegantissimum_AM911271.1
0999984 Cosmarium_subcucumis_AM911312.1
Cosmarium_depressum_AM911325.1
787 /_Cosma rium_quadratum_FN432078.1
Cosmarium_debaryi_AY964173.1
1/99/99t Cosmarium_cucumis_AM911270.1
Actinotaenium_cucurbita_EF371279.1
Actinotaenium_diplosporum_FN432047.1
Actinotaenium_sp._2_FN432053.1
Actinotaenium_inconspicuum_FN432
Actinotaenium_silvae-nigrae_var._parallelt
Actinotaenium_phymatosporum_AM911233.
Cosmarium_isthmium_AY964169.1
Cosmarium excavatum K24
Cosmarium_bisphaericum_AM911266.1
Cosmarium_portianum_AM911273.1
a7/56/62|  |999//84 . Cosmarium_broomei_AM911269.1
Cosmarium_biretum_AM911267.1
Cosmarium_pseudoholmii_FN432072.1
Spondylosium_luetkemuelleri_FN432115.1
Triplastrum Q13
Spondylosium_panduriforme_AJ553969.1
Staurastrum_subgemmulatum_AF428112.1

1/98/100 Staurastrum_punctulatum_FN432117.1
8/99 Staurastrum_punctulatum_AF425771.1
Staurastrum_polymorphum_EF371345.1

Staurodesmus_brevispinus_EF371349.1
Staurastrum_gladiosum_EF371347.1
Staurastrum_polytrichum_EF371344.1
0.9/4876 Staurastrum setigeum K21

097 /80,’76 2Staurastru m_margaritaceum_AF425774.1
’ Staurastrum_sebaldii_AM911332.1
1/97/100L Staurastrum cf boreale K15

Staurastrum_pseudosuecicum_EF371342.1
Staurastrum_galeatum_AF428113.1 S taurastrum

Staurastrum_natator_AF428110.1
082/58/66 gtayrastru m_quadricornutum_AF426168.1
Staurastrum_quadricornutum_AF428114.1

Staurastrum_crenulatum_AF428111.1
Staurastrum_pingue_AF203506.1
Staurastrum_leptocladum_FN432116.1
Staurastrum_lunatum_AJ553971.1

0,83/-/-

0,77/-/-

omniradiate

741

0,99/73/64

0,94/-/-|

o Staurastrum_arctiscon_EF371343.1
0,81/-/- Staurastrum_tetracerum_EF371282.1

Staurastrum arachne K25
Staurastrum inconspicuum K27
Micrasterias_furcata_ HQ380550.1
Micrasterias_furcata_HQ380549.1
Micrasterias_radiata_EF371313.1
Staurodesmus_dickiei_FN432123.1
Micrasterias_pinnatifida_HQ380546.1
e Micrasterias_pinnatifida_HQ380543.1

& - Cosmarium_ralfsii_AM911324.1
Cosmariumralfsii K10
Micrasterias_truncata_HQ380555.1
1/98/99r Micrasterias_apicula_HQ380538.1
Micrasterias_apicula_HQ380537.1
Micrasterias_fimbriata_ AM911257.1
Micrasterias_rotata_ AF203500.1
Micrasterias_muricata_HQ380535.1
Micrasterias americana K29
Micrasterias_mahabuleshwarensis_HQ380532.1
1/92/86r Micrasterias_thomasina_AM911256.1
Micrasterias_thomasina_FN432110.1
Micrasterias cruxmelitensis K30
5 3/80/74Micrasterias jenneri K32

- Triploceras_gracile_EF371354.1
Micrasterias_radiosa_HQ380531.1
Micrasterias papilifera K33
Micrasterias_foliacea_EF371311.1

Haplotaenium_sp._M30_FN432109.1 .
= Haplotaenium rectum K28 Haplotaenium

1L

Micrasterias

0,69/7-|0:95/-/-

0,94/51/51

1/98/98

0,95/-/- P
L Haplotaenium_minutum_AJ553947.1
095/_/_1E7_,—”9—9M_{ Docidium baculum I1 2 )
! i Docidium baculum C6 idi
Docidium_undulatum DOCIdIum
1/-/-
Phymatodocis_nordste_AJ553962.1
' 0.5 '

Obr. 9 Druha ¢ast detailniho zobrazeni fylogeneze Desmidiales
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Obr. 10 T¥eti ¢ast detainiho zobrazeni fylogeneze Desmidiales
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— Cosmarium_ova

le_AM911309.1

Euastrum_prowsei_FN432107.1
Euastrum_moebii_ AM911248.1
R Cosmarium_askenasyi_FN432055.1
ik Cosmarium_maculatum_AM911315.1
Cosmarium_tessellatum_AM911320.1

Cosmarium_subtumidum_FN432088.1
1/93/93 E Cosmarium_praemorsum_FN432070.1
Cosmarium_margaritiferum_AM911311.1

0,99/68/53

1/77/61 Cosmarium_pseudoconnatum_AM911316.1
1/90/98 o055 Cosmarium_connatum_FN432059.1
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~— Cosmarium_pseudoconnatum_EF371280.1
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0,5/-/-

]

Cosmarium_auriculatum_AY964156.1
0,58/62/50 | Cosmarium_perforatum_AM911318.1
Cosmarium_depressum_AY964164.1
1/95/100 092 L Cosmarium_dentatum_AY964175.1

Cosmarium_subtumidum_FN432089.1

1/63/- Cosmarium_sp._1_FN432098.1

E258I5T Cosmarium_vogesiacum_FN432092.1

t Cosmarium_sp._2_FN432099.1
Cosmarium_punctulatum_FN432076.1
08957 Cosmarium discrepans K06

Cosmarium cf. orthopunctulatum K1

Cosmarium_caelatum_AM911319.1
Cosmarium_punctulatum_AM911289.1
Cosmarium_ornatum_AM911288.1

1/97/99 Staurastrum tumidum H7H76

MTL Xanthidium basiornatum H17
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0,96/59/-
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1/99/100 Xanthidium cristatum HO8

Xanthidium_cristatum_AM911263.1

Xanthidium_brebissonii_DQ026261.1
Xanthidium_armatum_DQ026262.1

Cosmarium_binum_AM911329.1
Cosmarium_humile_FN432064.1
[ Actinotaenium_cucurbita_ AM911236.1
1/100/94 Actinotaenium_cf._subglobosum_FN432049.1
[ el Actinotaenium_sp._1_FN432052.1
_LLActinotaenium_sp._M3_FN432050.1
1/95/96 Actinotaenium_sp._M2_FN432051.1
Cosmarium_costatum_AY964155.1
Cosmarium_subprotumidum_AY964158.1
Cosmarium_subprotumidum_AM911292.1
Cosmarium_blyttii_AM911290.1
Cosmarium_sphaeroideum_FN432083.1
Cosmarium_blyttii_ AY964167.1
Cosmarium_tumens_FN432091.1
Cosmarium_crenatum_AM911268.1
Cosmarium_notabile_AM911287.1
Cosmarium_punctulatum_AM911300.1
Cosmarium_levinotabile_ AY964163.1

Cosmarium_subcrenatum_AM911286.1
Cosmarium_retusiforme_FN432082.1
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0,71/-/55
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Cosmarium_holmii_AM911303.1
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Obr. 11 Ctvrta &ast &ast detainiho zobrazeni fylogeneze Desmidiales

Cosmarium_subprotumidum_AY964157.1
Cosmarium_obsoletum_AY964177.1
Cosmarium_obsoletum_AM911277.1

Cosmarium_pseudonitidulum_FN432073.1

Cosmarium_subprotumidum_FN432087.1

CoO4

COo3

Xanthidium

Co2

29



Vysledky

Nepodpotena linie Micraterias v sobé obsahuje sekvence Cosmarium ralfsii,
Staurodesmus dickiei a Triploceras gracile. Prvni dva byly nedavno na zakladé multigenové
studie formalné pietazeny do rodu Micrasterias a piejmenovany na Micrasterias ralfsii a
Micrasterias dickiei (Skaloud et al., 2011). Linie Staurastrum ziskala pouze nizkou podporou
v BI (0,94 PP), ale obsahovala 25 z 29 analyzovanych sekvenci uréenych jako rod
Staurastrum. Zbylé tii sekvence byly zafazeny do jinych lini - dvé sekvence Staurastrum
tumidum ve slabé podpoiené (pouze BI a ML) linii Xanthidium a dvé sekvence Staurastrum
orbiculare do linie STD 2.

U 6 taxonu se nepodafilo zjistit zadny bliz8i vztah k nékteré z linii: Phymatodocis
nordste, Cosmarium messikommerii, Cosmarium ovale, Cosmarium binoculatum, Cosmarium
decedens, Sturodesmus bulnheimii a Staurodesmus incus K13. Tyto taxony tvoii samostatné
vétve fylogramu.

Nejpocetnéjsi linie byly CO2, "vlaknité2", "omniradiate" a CO3. Nejvice zastoupeny
rod Cosmarium se nachazel ve 12 podpofenych a jedné nepodpoifené linii.Vlaknité a
kolonialni krasivky byly rozdéleny do dvou slabé podpotenych linii ("vldknitél" a
"vlaknité2"). Pfidanim novych sekvenci rodu Docidium do analyzy vytvofit novou linii
tvofenou tfemi sekvencemi tohoto rodu, ale pouze se slabou podporou (1/-/67).

Témé&t vSechny mnou nové sekvenované taxony byly analyzou zafazeny do linii
k morfologickym podobnym taxontim. Pouze u Staurodesmus incus K13 nebyl zjistén vztah
k zadné linii a spolu se Staurodesmus bulnheimii tvofi samostatnou vétev. Nové sekvenované
druhy Closterium striolatum a Closterium abruptum byly analyzou zafazeny do linie
Closteriaceae. Do této linie bylo také zafazeno Closterium dianae. Staurastrum setigeum,
S. cf. boreale, S. furcatum, S. arachne a S. inconspicuum byly podle fylogenetické analyzy
zafazeny do linie Staurastrum. Micrasterias americana, M. cruxmelitensis, M. jenneri,
M. papilifera a Cosmarium (Micrasterias) ralfsii do linie Micrasterias. Haplotaenium bylo
zatazeno S podporou 1/100/100 do linie Haplotaenium. Euastrum inerme, E. ampulaceum,
E. insigne, E. cunneatum, Euastrum crassum var. microcephalum do linie Euastrum.
Cosmarium pyramidatum s podporou 1/100/100 ke dvéma sekvencim C. pseudopyramidatum.
Desmidium coarctatum do linie "vlaknité 2". Staurodesmus connatus do linie STD2.

Cosmarium discrepans a C. cf. orthopunctulatum do linie CO3.
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3.3 Fylogeneticka struktura

Pro hodnoceni fylogenetické struktury spolecenstev jsem pouzila nasledujici méfitka a
indexy: MPD (mean phylogenetic distance), MNND (mean nearest taxon distance), NTI
(nearest taxon index), NRI (net relatadnes index), PSV (phylogenetic spesies variability), PSE
(phylogenetic species evenness), PD (phylogenetic diversity).

Vétsina spolecenstev vykazovala nendhodnou fylogenetickou strukturu. Fylogeneticky
rozptyl byl identifikovan u 46 vzorka (NRI a NTI < 0) a fylogenetické shlukovani ve 20
vzorcich (NRI a NTI > 0). Signifikantni fylogeneticka struktura vSak byla prokazana pouze u
dvou vzorki S04 a B21. U obou byl prokazan fylogeneticky rozptyl. Priméma parova
vzdalenost (MPD) téchto spolecenstev byla v dolnich 2,5 % MPD nulovych spolecenstev.
Vzorek B21 byl signifikantné€ shlukovany i na zdklad¢ indexu MNND.

Permuta¢ni testy odhalily, ze spoleCenstva krasivek jsou pii pouziti nulového modelu,
ktery zachovava druhovou bohatost druhi (nulll), rozptylend a pti pouziti nulového modelu,
ktery zachovava frekvenci druhti (null2), fylogeneticky shluknuta (meanPSVgps= 0.579,
meanPSV 1 = 0.452, meanPSVp = 20.608). Stejné vysledky byly i pfi pouziti indexu PSE.

3.3.1 Fylogeneticka struktura a prostredi

Zavislost fylogenetické struktury

na hodnot¢ pH odbérovych mist je

znazornéna na Obr. 12. Pfi nizSich
hodnotdch pH spoleCenstva prokazuji
veétsi miru fylogenetického shlukovani.

Hodnota koeficientu determinace je pro

PSE

zavislost hodnoty index PSE na pH 0,184
(p <0,001). Pro index PSV, ktery pracuje

i . o . o° © © 2o RM2=01839
S prezencemi-absencemi druhi je = | S pvalue < 0.001
zavislost na pH obdobna (R2=0,186, o | %0

o T T T T
p <0,001). Pii zkoumani zavislosti pH 4 5 6 7

odbérovych mist a indext fylogenetické P

struktury byla signifikantni zavislost
indexu NRI (R?=0.151, p < 0,001).
Zavislost hodnot indexu NTI na pH

Obr. 12 Linearni regrese metodou nejmensich
étverci.

nebyla signifikantni, tento index je métitko shlukovani na koncovych Castech fylogenetického
stromu. Na druhou stranu NRI odrazi shlukovani v hlubsich castech fylogenetického stromu
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(Webb & Pitman, 2002). I pfes dlouhy gradient pH (3,59-7,57) nepiinesla polynomialni
(kvadratickd) regrese lepsi vysledky zavislosti indext fylogenetické struktury na pH (pro PSE
R?= 0,185, p < 0,001), z ¢ehoz lze usuzovat, ze vztah fylogenetické struktury a pH je linearni,
alespon na mnou hodnoceném meétitku. Hodnoty determinacnich koeficientii téchto regresi
jsou nizké. Pokud spolecenstva rozdélime do skupin podle regionti, pH vysvétli vEtsi procento
variability v nékterych z indext fylogenetické struktury (Tab. 5).

Tab. 5 Hodnoty koeficienti determinace linearnich indexi fylogenetické struktury na pH.
***p<0.001; ** 0,001 <p<0.01; *0.1<p<0.05; ns. p>0.05

PSV PSE NRI NTI
pH Irsko 0,502 *** n.s. n.s. n.s.
pH Svédsko 0,847 *** 0,346 * n.s. n.s.
pH Cechy 0,068 * 0,241 *** 0,133 ** n.s.

Ani u zadného regionu nepftinesla polynomialni regrese vyrazné lepsi rozliSeni vztahu
pH a indext fylogenetické struktury.Zavislost hodnot indexd fylogenetické struktury
spolecenstev na konduktivité odberovych

mist neni pritkazna.

Déle jsem testovala, zda se urcita

:

podmnozina  dat  signifikantné¢  1isi

05

V hodnotach indext fylogenetické

04

struktury od jiného. Lokality jsem

PSE

03
1

rozdélila na zékladé pH na ty spH

02

mensim neZ 5 a lokality s pH vétSim nez

5. Tyto dvé podmnoziny vzorkd se od

0.1

sebe signifikantng 1i&i (Obr. 13). Skupina S —

T T

o v . v low.pH high.pH
vzorkll s niz§im pH se na zakladé¢ PSV " e

jevi signifikantné fylogeneticky shluknuta

(null model 2 - frequency, Obr. 13 Krabicové diagramy pramérnych PSV
lokalit spH<5 a pH>5; Kruskal-Wallistiv test
meanPSVobs = 0,446; p p allisiv  tes

p<0,001

meanPSVnull2=0,454; p<0,05 a

odbéry s vysSim pH jsou signifikantné fylogeneticky rozptylené se stejnym nulovym
modelem (meanPSVq,s = 0,588; meanPSVpyi2 = 0,580; p < 0,05). Stejné vysledky piinesl i

druhy nulovy model zachovavajici frekvence druht.
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3.3.2 Fylogeneticka struktura a geograficka vzdalenost

Na zékladé rozdilt indexu fylogenetické
struktury PSE (phylogenetic species evenness)
pro jednotlivé odbérové regiony lze od sebe
signifikantn¢ odlisit odbéry z oblasti Irska a
Svédska (Obr. 14), ale celkové byly rozdily
neprukazné (Kruskal-Wallis, p = 0,089). Tento
index pocita s abundancemi druhti ve vzorcich.
Rozdil mezi oblastmi nebyl signifikantni ani pfi
pouziti indexu PSV, ktery pracuje pouze
S prezencemi/absencemi.

Signifikantné také nebyla prokézana
jakakoli korelace mezi PD (fylogeneticka
bohatost) a geografickou vzdalenosti mezi
jednotlivymi spoleCenstvy (Mantel test; p =
0,076).

PSE

3.3.3 Fylogeneticka struktura a sezénnost

Na krabicovych diagramech je zietelné,
ze se mista liSila ve fylogenetické struktufe na
jate a na podzim. Na podzim m¢éla
spolecenstva vyss§i hodnoty indexu PSE a byla
méné  fylogeneticky  shluknutd. Mann-
Whitneyuv, ale test nepotvrdil, Zze by se sezony
signifikantné liSily (p = 0,201). To mize byt
dano velmi malym poc¢tem vzorktl, pro které
mam data jak z jarnich odbérq, tak z podzimu
(celkem pouze 5 vzork).

Trend zmény fylogenetické struktury
béhem sezény se ukdzal pii porovnani dat

Z podzimu 2010 a jara 2011, tyto odbéry jsem

PSE

07
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o
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03

02

|
R E—

0.1

[
o
T T T

Irsko Svedsko Cechy

0.0

Obr. 14 Krabicové diagramy PSE hodnot;
Kruskal-Wallisiiv test p=0,089, pouze rozdil
mezi Irskem a Svédskem vySel signifikani

06
I

05
I

04

03

02
I

I
| [ S
R E—

T T
B C

Obr. 15 Krabicové digramy hodnoty indexu
PSE, B — 6 jarnich lokalit, C - totoZné lokality
na podzim, Mann-Whitneyuv test p=0,21

ale neprovadéla na totoznych lokalitach (Mann-Whitneyiv test p=0,047). V jarnich odbérech

2011 byly hodnoty indexu PSV mensi nez v podzimnich odbérech 2012. Pti pouziti indexu

PSE, ktery pracuje s abundancemi druhii, se tento vztah nepodafilo prokazat. Rozdily
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vV hodnotach PSV ale mohou byt zplsobeny tim, Zze odbéry A a B nebyly provadény na
identickych lokalitach. Na rozliSeni vlivu sezony na fylogenetickou strukturu spolecenstev by

bylo zapotiebi jiny design odbéra.
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4 Diskuze

4.1 Charakteristika odbéru

Mnou identifikovanych 277 taxonli krasivek velmi pravdépodobné nepostihuje
kompletni diverzitu pozorovanych spoleCenstev. Pfi pocitani a identifikaci prvnich 200
nalezenych bunék je pravdépodobné, Ze velmi vzacné druhy nebyly objeveny. Heino &
Soininen (2010) ale ukazuji, ze nezachyceni kompletni diverzity lokalit neni pro studie
ekologie spoleCenstev zdsadni problém. Dle jejich vysledkd 25 % nejhojnéjSich druht
dostate¢n¢  postihuje zmény ve struktufe spoleCenstev podél prostorovych a
environmentalnich gradientl. Toto také podporuje studie (Neustupa et al., 2012), ve které
autofi dosahli stejnych vysledkii s pouzitim redukovanych dat, do kterych zahrnuli pouze
¢tvrtinu nejhojnéjSich druhti, jako pfi pouziti kompletniho druhového seznamu. Urcovani
prvnich 200 bun¢k ve vzorku je tedy dostate¢né na postihnuti struktury spolecenstev. Irské
vzorky mély vyssi druhovou bohatost nez vzorky z Cech a Svédska. Celkovy podet taxoni
krasivek znamy ze zapadniho Irska je kolem 1200 (John & Williamson, 2009), oproti tomu
v Ceské republice pouhych 526 taxont (Stastny, 2010). Diavodd, pro¢ je Zapadni Irsko
bohaté, co se tyce diverzity krasivek, je n€kolik. Jednim z nich je fakt, Ze tato oblast je
povazovana za nejpivodnéjsi a nejmiil ¢lovékem ovlivnénou ¢ast Britskych ostrovi. Také
Klimatické podminky Irska jsou velmi ptihodné pro formovani raselinist’ a geologické podlozi
je tvofeno prevazné kyselymi metamorfovanymi horninami, coz vytvaii vhodné pH lokalit
(John & Williamson, 2009). Otizkou je, pro¢ maji jizni Gasti Svédska oproti Irsku nizsi
druhovou bohatost krasivek, kdyz jsou jest¢ méné ovlivnéna ¢lovékem. Myslim, Ze by to
mohlo byt zptisobeno klimatickymi poméry. Irsko ma oproti Svédsku mnohem pfizniveé;jsi
klimatické podminky. Ve Svédsku (ddaje pro meteorologickou stanici Almhult) je pramémé
po 175 dni teplota pod bodem mrazu, v Irsku (Galway) to je pouhych 27 dni (tdaje
z meteorologického serveru http://www.weatherbase.com). To pro krasivky znamena delsi
vegetacni sezonu. Také pocet destivych dnl a celkovy uhrn srdzek je vyrazné vyssi v Irsku
(294 dni a 1120 mm v Irsku a 66 dni a 820 mm srazek ve Svédsku). Druhova bohatost
krasivkovych spoletenstev (v Cechach a Svédsku) je pozitivné korelovana s pH. To je
v souladu se zjisténimi z jinych studii, Ze kyselejsi lokality maji niz§i druhovou bohatost
(Neustupa et al., 2009; 2012). Jednotlivé regiony se mezi sebou také lisily ve druhovém

slozeni krasivek.
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4.2 Fylogeneze Desmidiales

Stejné jako piedchozi studie i moje data potvrdila, ze vétina tradi¢nich krasivkovych
rodi je polyfyletickych (Gontcharov et al.,, 2004; Moon et al., 2005; Gontcharov &
Melkonian, 2008, 2011). Mnou identifikované linie odpovidaji liniim, které definovali
Gontcharov a Melkonian (2011). Jedinou vyjimku tvofi linie Docidium, ktera byla v piechozi
studii identifikovana jako samostatnd vétev. Diky dal$im datim ji moje analyza urcila jako
samostatnou linii se slabou podporou (1/-/67) a Bayesovska inference ji zafadila jako
sesterskou linii k podpofené linii Haplotaenium.

Mnou vyizolované Cosmarium ralfsii K10 bylo s dobrou podporou zahrnutu do linie
Micrasterias, potvrzuje to zafazeni tohoto druhu do rodu Micrasterias Skaloudem et al.
(2011).

Do linie "omniradiatni" bylo zatazeno Cosmarium excavatum K24, coz odpovida jeho
morfologii. Z vrchniho pohledu je téméf kruhové (Coesel & Meesters, 2007). Ptvodné byla
linie "omniradiatni" tvofena pravé druhy s kruhovym prifezem (Gontcharov et al., 2003). Po
ptidani dalsich sekvenci Gontcharovem (2011) byly do linie zafazeny i dalsi taxony
s odliSnymi morfologiemi a taxonomicky status této bazélni linie Desmidiales ziistava
nejasny. Gontcharov (2011) navrhuje, Ze by tato linie v budoucnosti mohla byt rozdélena na
nékolik novych rodi. Cosmarium excavatum K24 s dal$imi tfemi druhy rodu Cosmarium
tvofi v ramci "omniradiate" linii s podporou 1/100/100. VSechny ¢tyfi taxony maji podobnou
morfologii — velikost, tvar bun¢k a bunéénou sténu s vyraznymi granulemi. V budoucnu by
bylo moZné popsat tuto linii jako separatni rod.

Tradi¢né se rod Closterium déli na dvé skupiny podle schopnosti vytvafet na bunéénych
sténach pii déleni tzv. pravé opasky "girdle bands" (Coesel & Meesters, 2007). Urceni, zda
druh ma ¢i nema opasky je prvnim krokem v urcovacich kli¢ich pro rod Closterium. Mnou
izolované Closterium striolatum a Closterium abruptum pti d€leni tyto opasky vytvaieji.
Ziskala jsem vubec prvni sekvence druhi vytvaiejicich opasky. Nepotvrdila se hypotéza, zZe
se rod Closterium rozpada na dvé ¢asti. Druhy vytvarejici opasky analyza zaradila dovniti
linie Closterium. Timto se potvrdila jiz dfive zjisténa monofylie rodu Closterium (Denboh et
al., 2001).

RozliSeni bylo v hlubSich ¢astech stromu slabsi, coZ je ddno pouzitim pouze jednoho
genu. Multigenové studie piinesly lepsi podpory hlubsich ¢asti stromu (Gontcharov &
Melkonian, 2011).
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Témét vSechny mnou nové vyizolované taxony byly analyzou zafazeny do
pfedpokladanych linii k taxonim s podobnou morfologii. Jedinou vyjimku tvofi
Staurodesmus incus K13, ktery tvoii spolu se Sturodesmus bulnheimii samostatnou vétev. Ze
30 taxontl byla pozice 29 dobie pfedpoveditelna. Dle mého nazoru to ospravedliuje pouziti
zastupné sekvence podobného organismu pro taxony, které sekvenci rbcL v databazi

GenBank nemaji, pfi analyze fylogenetické struktury spolecenstva.
4.3 Fylogeneticka struktura

4.3.1 Celkova fylogeneticka struktura

I kdyz vétSina spoleCenstev vykazovala nendhodnou fylogenetickou strukturu
(46 vzorka fylogeneticky rozptyl a 20 vzorkl fylogenetické shlukovani), pouze dvé
spoleCenstva z 89 byla signifikantné¢ nendhodné strukturovana. Obé spolecenstva byla
fylogeneticky rozptylend. To, Ze vétSina vzorkli neméla signifikantni nendhodnou
fylogenetickou strukturu, muze byt zpisobeno relativni rovnovahou mezi kompetici a
environmentalnim filtrovanim na malém métitku (Helmus et al., 2007b). Tento vysledek by
také mohla vysvétlit hypotéza, ze na mikroméfitku 10x10 cm jsou spoleCenstva ovlivnéna
procesy spojenymi s roz$ifenim jako je kolonizace nebo vymieni (Neustupa et al., 2012). Tuto
variantu neutralniho modelu Hardy (2008) nazyva "lokalné neutralni model". SpolecCenstva se
podle n&j mohou na malém meétitku chovat neutrdlné, coZ ale nemusi platit pro vyssi stupné
(regiondlni pool spolecenstev). Pro ovéfeni platnosti této hypotézy by vSak byl zapotiebi jiny
design odbéri. Pii situaci, kdy byla vétsina spoleCenstev fylogeneticky strukturovana (i kdyz
ne signifikantné) se spise priklanim k hypotéze, ze na tomto métitku 10x10 cm dochézi
k balancovani vlivu environmentalnich filtr a kompetice.

Pii testovani fylogenetické struktury vsech vzorkti dohromady jsem ziskala dva rozdilné
vysledky. Statisticky test podle nulového modelu zachovavajiciho druhovou bohatost vzorki
(nulll) ukazal, Ze jsou spoleCenstva celkové tvofena relativné nepiibuznymi druhy
(signifikantné fylogeneticky rozptylend). Druhy pouzity nulovy model zachovavajici
frekvenci druhti (null2) odhalil, Ze spoleCenstva jsou tvofena relativné pfibuznymi druhy
(signifikantné fylogeneticky shluknutd). Prvni test predpoklada, ze spolecenstva jsou ndhodna
seskupeni druhii vybranych z celkového poolu vSech druhti, fylogeneticka struktura je tedy
skrytd v prevalencich druhti, nebo ve slozeni spolecenstev. Fylogeneticky rozptyl tedy podle
nulll vypovida, ze nejcastéji se vyskytujici druhy jsou relativné neptibuzné, nebo ze jsou

spolecCenstva celkové tvofena relativné nepiibuznymi druhy. Fylogenetické shlukovéani pfi

37



Diskuze

druhém nulovém (null2) modelu znaci, Ze fylogeneticky piibuzné druhy se Casto nachazeji ve
stejnych lokalitach, po odecteni rozdili v prevalenci (Helmus et al., 2007a; Helmus et al.,
2007b). To, Ze priamérna hodnota PSV u nulovych spoleenstev nulového modelu
zachovavajici frekvenci druhu (null2) je blize k primémé pozorované hodnoté PSV, nez
prumérna hodnota PSV nulového modelu (nulll) svéd¢i o tom, ze nejvice variability ve
fylogenetické struktufe krasivkovych spolecenstev je zpuisobeno rozdily v prevalenci mezi
druhy (Helmus et al., 2007a). Nejrozsifenéjsi krasivkové druhy jsou relativné nepiibuzné.
Stejny pattern nalezli i Anderson et al. (2004) u spolecCenstev kvasinek na kaktusech.
Opacénym ptikladem, kdy nejrozsifenéjsi druhy jsou relativné blizce ptibuzné, jsou
spolecCenstva ryb ve Wisconsinu (Helmus et al., 2007a). To, ze podle riznych nulovych
modelt vysly rizné vysledky ve skute¢nosti, ale znamena, Ze spoleCenstva celkové nejsou
nijak fylogeneticky strukturovana (Helmus et al., 2007b). To muze byt zptisobeno tim, Ze je
nékterd skupina vzorkt fylogeneticky shlukovana a néktera rozptylena. VSechny dohromady
potom neodrazeji zadny fylogeneticky pattern. Z toho vyplyva, Ze mnou pozorovana
spoleCenstva nebyla strukturovéna stejnym procesem - neni jeden ptevladajici vliv, ktery by

urcoval strukturu vSech mnou pozorovanych spolecenstev.

4.3.2 Fylogeneticka struktura a environmentalni parametry

Pouziti informace o environmentalnich parametrech lokalit pfineslo vysvétleni toho,
pro¢ celkové nejsou spolecenstva fylogeneticky strukturovand. Moje vysledky podporuji
hypotézu, Ze pH plisobi jako silny environmentalni filtr, ktery selektuje spolecenstva blizce
ptibuznych druhti. Pozitivni korelace mezi hodnotou pH a mirou fylogenetického shlukovani
byla prokazana napti¢ vSemi lokalitami a pro vSechny indexy aZ na NTI. To, Ze zavislost NTI
na pH nebyla prokazana jako signifikantni, mize byt zpusobeno tim, ze NTI reflektuje
fylogenetické shlukovani na okrajich fylogenetického stromu (Webb & Pitman, 2002). Tento
index je lepsim ukazatelem u spolecenstev strukturovanych kompetici (Kraft et al., 2007).
Index NTI také mohl byt zna¢né€ ovlivnén tim, ze u nékterych druhl jsem chybéjici informaci
o fylogenezi nahradila informaci morfologicky podobného nebo piibuzného druhu
(porovnanim udaju z fylogenezi na zakladé jinych genti nez rbcL). Index NRI zase odrazi
fylogenetickou strukturu na urovni hlubSich ¢asti stromu a je silngj$i ukazatel struktury u
spolecenstev ovlivnénych environmentalnim filtrem (Kraft et al., 2007).

Spolecenstva lokalit s nizkymi hodnotami pH méla vétSi miru fylogenetického
shlukovani. Tato zavislost se zdd na mnou hodnoceném gradientu linearni. Optima krasivkové

diversity jsou v mirn¢ kyselych biotopech (6,5 > pH > 5), v kyselejSich nebo alkalickych
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prostredich diverzita klesa (Coesel, 2001). Da se predpokladat, ze pokud by byl analyzovany
gradient del$i, mohlo by vysoké pH pusobit jako environmentalni filtr a fylogeneticka
struktura spolecenstev by byla opét shlukovana. Spolecenstva krasivek v lokalitach s pH <5
byla signifikantné fylogeneticky shlukovana a v lokalitich s pH>5 signifikantné
fylogeneticky rozptylend. Toto rozdéleni odpovida rozdéleni raSeliniSt na ombotrofni a
minerotrofni (Rydin & Jeglum, 2006). Verdu a Pasaus (2007) zjistili, Ze v pfitomnosti stresu
(v jejich pripadé¢ casté frekvence pozari) jsou spolecenstva fylogeneticky shlukovana. Na
mistech s nizkou frekvenci stresu byla spoleCenstva fylogeneticky rozptylena — byla
strukturovana kompetici. Stejny pattern jsem nalezla i ve svych datech — pfi vysSich
hodnotach pH poklesne environmentalni stres a spolecenstva jsou strukturovana prevazné
kompetici. Toto je v souladu s hypotézou, Ze nizké pH vytvaii stresové podminky, které
limituji vyskyt vétSiny krasivkovych druhi (Neustupa, et al., 2009). V kyselych lokalitach
(pH < 4) se nachazeji krasivky jednodussich valcovitych tvart. Slozité a ornamentované tvary
jako ma rod Micrasterias jsou nalézany v prosttedich pH > 5 (Coesel, 1982). Buiiky v nizkém
pH pravdépodobné potiebuji upravit (snizit) pomér povrchu ku objemu, aby minimalizovali
stres, ktery puisobi vnikani H' iontli do cytoplasmy. Rasy, které maji pevnou bun&nou sténu,
musi zjednodusovat svoji morfologii, aby mohly manipulovat s pomérem povrchu ku objemu.
Tyto zmény spojené se zjednoduSovanim morfologie byly identifikovany u kréasivek
Euastrum binale var. gutwinskii a Sturastrum hirsutum experimentalné kultivovanych pfi
nizkém pH (Cerna & Neustupa, 2010). Vsechny vyse uvedené studie dokazuji, ze pH silné
pusobi na krasivkova spolecenstva.

Zjisténi, ze pH je silny environmentalni filtr pro krasivkova spolecenstva, muze byt
dulezité pro hodnoceni vlivu disturbanci. Helmus et al. (2010) pfii studiu efektu rtiznych
disturbanci na spolecenstva zooplanktonu zjistili, Ze spoleCenstva, na kterd ptsobil néjaky
environmentalni filtr (byla fylogeneticky shlukovand), byla naslednou disturbanci ovlivnéna
daleko vice nez spoleCenstva fylogeneticky rozptylena.

Dalsim potencialnim environmentalnim filtrem by mohla byt vysoka trofie. Méfila jsem
jeji nepifimy ukazatel konduktivitu. I kdyZz nékteré studie prokéazaly vliv konduktivity na
slozeni krasivkovych spoledenstev (Mataloni, 1998; Stepankova et al., 2008), v mych datech

se neprojevil Zadny signifikantni vliv konduktivity na fylogenetickou strukturu spolecenstev.
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Diskuze

4.3.3 Fylogeneticka struktura a geograficka vzdalenost, sezéna

Pomoci indexu PSE lze odlisit vzorky z Irska a Svédska, ale celkové se jednotlivé
lokality od sebe nedaji odlisit (ani za pouziti jinych indexi). Fakt, Ze jsem nenasla zadnou
korelaci mezi fylogenetickou strukturou spoleCenstev a jejich geografickou vzdalenosti,
sved¢i o tom, Ze druhy ve spolecenstvu nejsou limitovany Sifenim. Spolecenstva limitovana
tim, zda jsou druhy schopné se v nich uchytit, budou mit ekologicky podobnéjsi druhy, a
rozdil v diverzité bude zalezet hlavné na environmentalnich faktorech (Jabot, Etienne, &
Chave, 2008). To jenom podtrhava roli nikovych procest ve spolecenstvech krasivek.

Jarni odbéry byly vice fylogeneticky shlukované nez pozimni. Muze to byt zpisobeno
disturbanci, kterou zpisobuje zimni zamrznuti lokalit. Tyto vysledky podporuje studie
Machové-Cerné et al. (2009), kde zjistili, Ze sezénni zména slozeni fytobentosu se
projevovala na jafe snizenou druhovou bohatosti a zvySenou dominanci. Tento pokles
diverzity vysvétlovali pravé silnou zimni disturbanci. V rozporu s tim v8ak Svoboda (2011)
ve svych datech o sezonni struktufe fytobentosu raSelini$t’ neprokazal Zadnou sezonni
variabilitu co se ty¢e diverzity, druhové bohatosti ani druhového slozeni. Rozdil v hodnotach
PSV mezi podzimem 2010 a jarem 2011 miZze byt zpisoben tim, ze tyto dva datové soubory
nebyly sbirané na stejnych lokalitach. Taky pocet jednotlivych vzorkl se liSil. Na malém
datasetu 6 totoznych vzorkl z jara 2011 a podzimu 2011 nebyl nalezen signifikantni rozdil
v hodnotach indext fylogenetické struktury. Z krabicovych diagrami (vysledky - Obr. 15) se
vSak zda, Ze na podzim méla spoleCenstva vétsi miru fylogenetického rozptylu. Je to vSak
testované na velmi omezeném poctu vzorkll a na rozliSeni sezonni dynamiky fylogenetické

struktury fytobentosu by byl potieba odlisny design odbéru
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5 Zaver

V této studii jsem se zabyvala fylogenetickou strukturou krasivkovych spolecenstev na
raselinistich.

I kdyz celkové nebyla spoleCenstva krasivek fylogeneticky strukturovand, vétSina
vzorkli nenahodnou strukturu vykazovala (i kdyz ne signifikantni). To svéd¢i o tom, ze
spolecenstva krasivek jsou strukturovana spiSe ekologickymi procesy spojenymi s rozdilnymi
nikami druht. Prokdzala jsem silny vliv pH na strukturu spolecenstev. Nizké pH ptlisobilo
jako silny environmentdlni filtr. V lokalitich s pH menSim nez 5 byla spolecenstva
signifikantné fylogeneticky shlukovana. V prosttedi s vy$§im pH se diky uvolnéni
environmentalniho filtrovani ukdzal vliv kompetice, ktera limitovala koexistenci pfibuznych
druhti, a spoleCenstva tak byla fylogeneticky rozptylena. Zjisténi silného vlivu pH na
krasivkova spolecenstva je v souladu se zjiSténimi jinych ekologickych studii. Zahrnuti
fylogenetické informace do studia piineslo nové poznatky roli o kompetice ve vyssich
hodnotach pH. Zjisténi, ze pH pisobi jako environmentalni filtr, je dilezité také kvili
hodnoceni vlivu disturbanci. Spolecenstva fylogeneticky shluknutd diky néjakému
environmentalnimu filtru byvaji vice ovlivnéna disturbanci nez spolecenstva, ve kterych je
prevazujicim strukturujicim procesem kompetice.

Nepodafilo se mi prokazat Zadny vliv konduktivity a geografické vzdalenosti na
strukturu spolecenstev.

Data naznacuji, Ze béhem sezony se fylogeneticka struktura spolecenstev méni,

odbérovy pattern v§ak nebyl navrhnut tak, aby se vliv sezony dal ptesnéji hodnotit.
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