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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva diverzitou druhového komplexu Micrasterias papillifera/ M.
radiosa (Desmidiales). Oba druhy patii mezi obyvatele ohrozenych raselinnych biotopti a jsou
také vyuZzivany v biomonitoringu. Zaznamy v taxonomickych publikacich uvadi pro oba tyto
druhy velké mnoZstvi variet, jejichZ morfologie se ale ¢astecné prekryva, revize tohoto komplexu
byla proto nezbytna. Kmeny byly izolovany z raselinist a jezer v ramci Evropy. Dataset byl také
doplnén o kmeny ziskané ze sbirek ras. Vysledky fylogenetickych analyz sekvenci pro tusek ITS a
psaA ukazaly, Ze realna diverzita je v pripadé druhu Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs
mnohem mensi, neZ nakolik se dalo predpokladat na zakladé mnoZstvi popsanych variet. Ve
fylogenetickém stromeé sekvenci ITS sice miizeme najit malou vnitrodruhovou variabilitu linie
,papillifera’, ktera ale nekoresponduje s morfologii ur¢enych variet tohoto druhu. Tento druh je
morfologicky velmi plasticky a dokonce do jeho linie spadaji i nékteré izolaty urcené jako
Micrasterias radiosa Ralfs. Naopak v linii ,radiosa‘ se nachazi pouze nékolik malo izolatl a ptijde
spiSe o vzacny druh s omezenym rozsifenim. Oba druhy jsou vii¢i sobé dobi'e morfologicky

vymezené a jsou od sebe dobie rozpoznatelné na zakladé nékolika znaka.

Klicova slova: Micrasterias papillifera, Micrasterias radiosa, krasivky, druhovy komplex,

fylogeneze, morfologie
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Abstract

This Master’s thesis deals with diversity within the Micrasterias papillifera/ M. radiosa
(Desmidiales) species complex. Both species are inhabitants of endangered biotops, like peat-
bogs and, like other desmids, are used for biomonitoring. Many described varieties for both of
them can be found in taxonomic literature, but their morphology is overlapping and revision of
this species complex seemed to be necessary. All strains were isolated from peat-bogs and lakes
across Europe and my dataset was properly completed by strains from algal collections. Results
of phylogenetic analysis of sequences for ITS and psaA showed, that the real intraspecific
diversity of Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs was overestimated. Although I could find a
little intraspecific diversity within the ,papillifera‘ lineage in the phylogenetic tree based on ITS
sequences, it did not correspond with a morphology of isolates. M. papillifera possess
unexpected morphological plasticity and also some isolates designated as Micrasterias radiosa
Ralfs were present in this lineage. On the contrary, there were only a few isolates in the lineage
Jradiosa‘. This species seems to be relatively rare and probably has limited distribution. Both
species are morphologically well delimited from each other on the basis of several characters

and can be relatively simply determined.

Keywords: Micrasterias papillifera, Micrasterias radiosa, desmids, species complex, phylogeny,

morphology
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1 Seznam zkratek

BI - Bayesianska inference (Bayesian inference)

cf. - odvozeno z latinského slovesa conferre (shromaZzdovat), zkratkou psanou mezi rodovym a

druhovym jménem se oznacuji druhy, jejichZ urceni nebylo zcela jasné

ITS - Internal transcribed spacer; spacer nachazejici se mezi geny pro malou ribozomalni

podjednotku and velkou ribozomalni podjednotku (rRNA)

GTR - model evoluce DNA (Generalised time reversible model)

JC - model evoluce DNA (Jukes-Cantor)

MES - pufr stabilizujici pH 4,5 - 6,5 (CsH13N04S.H0)

ML - metoda maximalni vérohodnosti (Maximum Likelihood)

PP - posterior probability (posteriorni pravdépodobnost)

psaA - oblast chloroplastové DNA kédujici P700 chl A apoprotein Al
rpm - otadcky za minutu (revolutions per minute)

TPM1uf - model evoluce DNA (3-parametrovy model - K81)

TrNef - model evoluce DNA (Tamura and Nei)

var. - varieta, taxonomické oznaceni niz$i kategorie, nez druh nebo poddrubh, ale vys$si nez forma



2 UVOD

Klasifikace druhi je jiZz odeddvna jednim =z nejvétSich védeckych zajm a touha
pojmenovavat organismy byla hnacim motorem mnoha taxonomickych praci. Druhy jsou
v biologii zakladnimi jednotkami a jejich vymezeni je zakladni predpoklad pro odhad diverzity a
pochopeni jejich evolu¢ni historie, speciace, biogeografie a ekologie. Protistni organismy je ale
Casto obtizné identifikovat pouze na zakladé jejich morfologie, protoZe casto dochazi ke
konvergencim a i dvé rizné tfidy mohou mit stejnou morfologii. Pfikladem mtizou byt zelené
fasy rodu Chlorella, které jsou ve skutecnosti zastupci dvou trid; Chlorophyceae a
Trebouxiophyceae (Huss et al, 1999). Diky obrovskému narlistu v cCetnosti pouzivani
molekularnich metod bylo nutné provést taxonomické zmeény i na drovni druhi. VétSinou byva
zavérem takovychto studii objeveni skryté (kryptické nebo pseudokryptické) diverzity
(Lundholm et al., 2012; Payo et al, 2012; Skaloud et al,, 2012). Vzhledem Kk obrovskému
vyznamu protist, kterd jsou jak predmétem zakladniho vyzkumu, tak i aplikovaného, je

problematika jejich diverzity stale jednim z hlavnich zajmu protistologli (Weisse, 2008).

2.1 Objevovani diverzity krasivek

Krasivky (Desmidiales) patii do tridy Zygnematophyceae (Streptophyta), ktera je
monofyleticka a dale se déli na dva rady; Desmidiales a Zygnematales (Obr. 1) (Bhattacharya et
al,, 1994; Besendahl & Bhattacharya, 1999; Gontcharov et al., 2003, 2004). Rad Desmidiales je na

rozdil od tadu  Zygnematales

monofyleticky (McCourt et al, 2000; Streptophyte algae
Gontcharov et al., 2003; Hall et al, e —— RO
Spirotaenia
2008) a zahrnuje <¢tyii  celedi; = Jerin
oya
Gonatozygaceae, Closteriaceae, i
Peniaceae a Desmidiaceae. Toto déleni i
Closteriaceae
vyslo z jejich morfologie (Brook, 1981)
a pozdé&ji vSak bylo potvrzeno i na Peniaceae cac | Desmidiales
zakladé fylogenetickych analyz
(McCourt et al.,, 2000; Hall et al., 2008). Desmidiaceae
o Phymatodocis
- — N erium -

b Netrinim

S — Spirogyra
Obr. 1: Fylogeneticky strom tridy
Zygnematophyceae, podle Gontcharov
(2 008) Zygnemataceae S. str.

b Mesotaenium endlicherianum Zygnematophyceae




Objevovani diverzity je aktualni téma i u krasivek. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o velké a
napadné rasy a také obyvatele ohrozenych lokalit, se popisem jejich diverzity zabyvalo mnoho
védcl jiz v minulosti (Brook, 1981; Razicka, 1981; West & West, 1905). K definovani druht se ve
vétsiné pripadi pouzival morfologicky koncept druhu, ktery druhy definuje jako skupiny
podobnych nebo stejnych organismi (Futuyma, 1998). Jako malo uziteCny se ukazal byt
biologicky druhovy koncept, ktery definuje druhy jako skupiny organismi, které se spolu
sexualné rozmnozuji a od ostatnich takovych skupin je déli reprodukcni bariéra (Mayr, 1942),
coZ na svych experimentech ilustrovali Blackburn a Tyler (1987). U krasivek se vyskytuje
druhu muze existovat vice druht sexualnich (Blackburn & Tyler, 1987). S nastupem a rozsifenim
metod molekularni fylogenetiky se bézné zacal pouzivat fylogeneticky koncept druhu, ktery
druhy definuje jako skupiny organismt, které spolu sdileji unikatni znaky, nejcastéji sekvence
DNA (Nixon & Wheeler, 1990). Jako idedlni pro zkoumadni diverzity krasivek se jevi vyuziti
kombinace nékolika rtznych pristupt, tzv. polyfazicky (multidisciplinarni) pristup, napriklad

fylogenetickych, morfologickych, morfometrickych a ekologickych dat (Kouwets, 2008).

V recentnich studiich, zabyvajicich se diverzitou druhovych komplexti krasivek, 1ze najit
rizné vysledky toho, jak bylo moZné od sebe druhy rozlisit (Neustupa et al., 2010; Nemjova et
al,, 2011; Skaloud et al,, 2012; Stastny et al., 2013; Neustupa et al., 2014). Prvni z nich jsou
druhy, které byly dobie rozlisiteIné nejen molekularné, ale i na zakladé morfologickych znak?.
Jednémi z nich jsou druhy Micrasterias fimbriata a M. compereana (Neustupa et al., 2014). Tyto
druhy se 1i8i v nékolika charakteristikach. Kazdy z nich ma jinak zakoncené laloky bunék, u M.
fimbriata jsou zakoncCeny kulaté s kratkym vlaknitym vybézkem, zatimco u M. compereana
vybihaji laloky bunék do vidlicovitého zakonceni. M. fimbriata vétSinou nema na povrchu bunky
vybézky, zatimco M. compereana ano. Vyskytuji se i na rozdilnych stanovistich; M. compereana
v oligotrofnich mokradech s nizkym pH a M. fimbriata v mirné kyselych mezotrofnich habitatech
(Neustupa et al,, 2014). I pti zkoumani izolatl tradi¢né nalezicich k Micrasterias truncata se
ukazalo, Ze dvé jeho variety budou s nejvétsi pravdépodobnosti jiné druhy (Nemjova et al,
2011). Varieta pusilla ma oproti jinym izolatim mensi burniky se stlacenymi lateralnimi laloky a
Siroce eliptickym polarnim lalokem a jeji zastupci tvofi na fylogenetickém stromé samostatnou
dobre podporenou linii (Nemjova, et al.,, 2011). I varieta semiradiata je samostatnym druhem,
kterym ostatné jiz drive byla (Kiitzing, 1849). Od M. truncata se lisi predevSim svymi Siroce
rozevirenymi laloky (Nemjova, et al., 2011). V ramci druhu Xanthidium cristatum byly rozliSeny
tfi linie, které zaroven nalezely tifem tradi¢né popsanym varietam. Ty lze od sebe rozlisit jako

morfologicky, tak pomoci geometrické morfometriky (Stastny et al., 2013).
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Mnohem problematictéjsi je rozliSeni tzv. pseudokryptickych druhi, tedy takovych, u
nichZ jsou rozliSujici znaky patrné az po diikladném zkoumani (Alverson, 2008). U Micrasterias
radians se dvé jeho variety, M. radians var. evoluta a M. radians var. bogoriensis ukazaly byt
pravdépodobné samostatnymi druhy, ackoliv se morfologicky rozeznavaji jen s obtiZzemi

(Neustupa et al., 2010).

Tretim moznym vychodiskem pfi zkoumani druhovych komplexi je objeveni kryptickych
druhi. Ty od sebe nelze rozlisit na zakladé morfologie, pomoci geometrické morfometriky a
nelisi se asi ekologicky nebo svym rozsirenim, pouze na zakladé drobnych rozdili v sekvencich
(Alverson, 2008). Ukazalo se, Ze u druhu Micrasterias truncata existuji tri linie, které od sebe
nelze nijak rozlisit a jde tedy pravdépodobné o priklad recentni speciac¢ni udalosti (Nemjova, et

al, 2011).

V nékolika pripadech bylo zjiSténo, Ze nékteré variety jsou pouhymi ekomorfami, tedy jde
o stejny druh, ale jeho morfologie je ovlivnéna lokalnimi podminkami. Vzhledem k citlivosti
krasivek na ménici se okolni prosttedi a jejich velké morfologické plasticité (Cerna & Neustupa,
2009; Neustupa et al., 2008) neni prekvapenim, Ze pripadi, kdy byla ekomorfa povazovana za
samostatnou taxonomickou jednotku je nékolik. Navic tomu neni tak davno, kdy pri zkoumani
diverzity krasivek nebyl k dispozici jiny znak, neZ jen jejich tvar, ktery mohl byt analyzovan
pouze mérenim vzdalenosti na bunce (Bicudo & Senna, 1975). Micrasterias truncata var.
neodamensis se ukazal byt pouhou ekomorfou v rdmci druhu M. truncata (Nemjova, et al., 2011).
[ dvé variety druhu M. crux-melitensis; janeira a superflua nemaji Zadny taxonomicky vyznam
(Neustupa et al, 2010). Stejné tak Xanthidium cristatum var. bituberculatum je pouhou
ekomorfou (Stastny et al, 2013). Bicudo a Sormus (1974) p¥i zkoumani druhu M. pinnatifida
nasli 26 morfotypl po prozkoumani témér 500 bunék z jedné populace. Podobné u druhu M.
laticeps bylo nalezeno 13 morfotypd u 400 bunék (Bicudo & Sormus, 1972). Autofi dosli
k zavéru, zZe pouhd velikost bunék nebo rozptyl velikosti nejsou vhodnym kritériem k rozliSeni
variet (Bicudo & Senna, 1975). Tyto prace ilustruji, jak az velka miize byt morfologicka plasticita
krasivek. Na druhou stranu postradaji zavéry obou dvou starsich praci dikaz, Ze jde opravdu o

jediny druh a ne o komplex velmi podobnych druht, které se vyskytuji na jedné lokalité.

Je zfejmé, Ze readlny pocet druhti u krasivek bude vétsi nez odhadovanych 6000 (Brook,
1981), jak napovidaji vysledky zkoumani problematickych druhovych komplexti (Neustupa et
al,, 2010; Nemjova et al,, 2011; Skaloud et al.,, 2012; §t’astn}’1 et al.,, 2013; Neustupa et al,, 2014).
Vyjimku tvoii ob¢asné objeveni ekomorf popsanych jako samostatné taxony (Stastny et al.,
2013) a nékteré morfologicky a i fylogeneticky konzistentni druhy, naptiklad Micrasterias rotata

(Neustupa et al., 2011).
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2.2 Rozsireni krasivek a biomonitoring

Podle tradi¢ni taxonomické literatury ma vétSina druha krasivek kosmopolitni rozsireni
(Krieger, 1939). Toto Cislo bude ale pravdépodobné nizsi, vzhledem k existenci problematickych
druhovych komplexti. Pro krasivky bylo popsano tradicné sedm biogeografickych areald

(Krieger, 1939) a pozdéji bylo toto déleni uptresnéno na deset arealti (Coesel, 1996).

Typicky se vyskytuji na kyselejSich a oligotrofnich stanovistich, jako jsou raSelinisté a
mokiady, kde tvofi dominantu fytobentosu (Coesel & Meesters, 2007; Stastny, 2008). Pro své
specifické ekologické naroky jsou krasivky ¢asto vyuzivany jako indikatory stability ekosystému,
ale i kvality vody, protoze jejich druhové zastoupeni odrazi nasledky eutrofizace a acidifikace
(Coesel, 1982). Na zakladé pritomnosti jednotlivych druhd byl vypracovan systém hodnoceni
vzacnosti a hodnoty lokalit. Je zaloZen na srovnani vyskytu vzacnych a citlivych druhi a celkové
diverzité krasivek na lokalité. Nékteré druhy, naptiklad M. furcata, M. apiculata, M. brachyptera,
M. oscitans nebo M. jenneri jsou povazovany za vlajkové pro obzvlast dobte zachovalé lokality,

které si zasluhuji pozornost a ochranu (Coesel, 2003).

Parametry prostiedi, ve kterém Zziji, mohou ovlivnit i jejich morfologii. Jednim z nich je pH
vody. U Staurastrum hirsutum dochazi s rostoucim pH ke zvétsovani bunék (Cerna & Neustupa,
2009). U Euastrum binale tato zména zavisla na pH pozorovana nebyla, ale pii zméné pH u néj
dochazelo ke zméné hloubky zarezli na burce. Obé zmény byly pozitivné korelovany s pH a
vedly k zmensovani komplexity s klesajici hodnotou pH (Cerna & Neustupa, 2009). ZvySovani
teploty okoli zplisobuje u bunék Micrasterias zkracovani zarezi mezi laloky (Neustupa et al,,
2008). Prostiedi bude vyznamny faktor, ktery podminuje tvarovou evoluci u tohoto rodu.
Vytvarenim zarezl a prodluzovanim lalokd bunky zvétSuji sviij pomér povrchu vici objemu,

¢imz odpovidaji na zmény ve svém okoli (Neustupa, 2016).

2.3 Rod Micrasterias

2.3.1 Morfologie a rozmnozovani

Rod Micrasterias C.Agardh ex Ralfs, 1848, cesky hvézdulka, zahrnuje jedny z nejkrasnéjsich
zelenych rtas, jaké viibec zname. Jejich komplexni tvar a komplikovana symetrie pritahovaly
pozornost mnoha védct jiz od jejich prvniho popisu. Stalo se tak v devatenactém stoleti, kdyz jej
ve vzorku nalezl Carl Agardh (Agardh, 1827). Taxonomicky popis tohoto rodu provedl poté Ralfs
(1848). Stejné jako u jinych krasivek, je jejich buiika sloZena ze dvou ptlilbunék, které nazyvame
semicely. Jsou si navzijem témér dokonalym zrcadlovym obrazem a kazda je rozdilného stari.
Semicely jsou propojeny plasmatickym mustkem, istmem, uprostied jehoz je lokalizovano jadro

(Brook, 1981; Rizicka, 1981; Coesel & Meesters, 2007). Kazdou ze semicel lze povaZovat za

samostatnou jednotku, protoZe se od sebe morfologicky lisi prakticky stejné, jako se liSi mezi

12



Obr. 2: Popis bunky rodu Micrasterias
(Micrasterias radiosa): P - polarni lalok, L -
lateralni laloky, p - pyrenoid, ch - chloroplast,
j - jadro, i - istmus, s - sinus, Cislice 1 - 4

oznacuji stupné vétveni lateralnich lalokd.

sebou semicely dvou riiznych bunék
v populaci (Neustupa at al., 2013). Istmus
je nejuzsi misto buniky a zarez, jez k nému
vede, se nazyva sinus. NejvyznacnéjSim
znakem, ktery charakterizuje vétSinu
zastupcl tohoto rodu je ale rozdéleni
semicel na laloky (Coesel & Meesters,

2007; Skaloud, 2011). Ty rozeznavame

polarni a lateralni. Polarni lalok je na kazdé semicele jeden, ma jednoduchou morfologii a u
vétSiny druhi byva zakoncen vidlicovité. Lateralni laloky byvaji vétSinou dva a mohou byt dale
déleny na laloky nizsich radt (Brook, 1981) (Obr. 2). Naprosta vétSina druhli Micrasterias je
jednobunéc¢na, jedinou vyjimkou je M. foliacea. Jeho bunky tvoii dlouhé retizkovité kolonie

tvotfené az stovkami bunék. Navzajem jsou propojeny vybézky na polarnich lalocich, které se

trojvrstevnd. Prvni a druhou vrstvu tvofi sit celul6znich mikrofibril a tfeti vrstva je slizova a jeji

sekrece probiha skrze poéry.

Velké polyploidni jadro se nachazi vistmu (Brook, 1981). Jednotlivi zastupci rodu
Micrasterias se mezi sebou lisi po¢tem chromozoml a mnozstvim obsazené DNA. I v ramci
jednoho druhu mtze byt jeji obsah u riznych kmentl az Sestinasobny. V ramci rostlinné rise
patii mezi organismy s nejvétSim obsahem DNA. Vegetativni buriky jsou haploidni (Alan J. Brook,

1981; Pouli¢kova et al., 2014; Skaloud et al., 2011).

U zastupcti rodu Micrasterias zname nepohlavni i pohlavni rozmnoZovani. U nepohlavniho
rozmnozovani dojde k rozdéleni buniky v istmu a vytvoreni novych semicel. Do nové semicely se
béhem déleni postupné presouva i rozdéleny chloroplast, ktery dale roste spolecné sni a
nakonec ji zcela vyplni. Je to ale zplsob pohlavniho rozmnozovani, ktery dal spajivym rasam
jejich jméno. Konjugace, neboli spajeni, je pozoruhodny akt, béhem kterého dochazi ke splynuti
protoplasti bunék. Na uplném pocatku déleni dojde ke sparovani bunék. U nékterych druht
Micrasterias jesté poté dojde kvegetativnimu rozmnoZeni. Bunky ze vzniklé ctverice poté
vytvori pary mezi sebou, nebo s okolnimi burikami. Konjugujici par bunék kolem sebe vytvori

slizovy ochranny obal. Obé buriky poté zacnou v oblasti istmu formovat kulovité papily.
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Obr. 3: Zygospora druhu Micrasterias
papillifera.

U jednoho z konjugacnich partnert je ale
vétsi. MiiZzeme proto mluvit o anizogamii,
tedy spojeni nestejné velkych gamet. Po
spojeni papil dojde kpostupné fuzi
protoplastii v konjuga¢nim kanalu. Ty se
na misto presouvaji amébovitym
pohybem. Je to jediny vyskyt tohoto typu
pohybu v fisi Archeplastida. Oba spojené

protoplasty vytvori tlustosténnou zygosporu a z pivodnich bunék zlistanou pouze prazdné

bunécné stény (Obr. 3). Zygospora ma tfi vrstvy, tenkou endosporu, tlustou mezosporu a

exosporu, kterd na povrchu vybiha v trny. Dokaze prezit i dlouhotrvajici vyschnuti (Blackburn &

Tyler, 1981).

2.3.2 Fylogeneze a diverzita rodu Micrasterias

V soucasnosti je v taxonomické databazi Algaebase uvedeno 961 druhti a variet tohoto

rodu, u nichZ ale pouze 67 bylo taxonomicky uznano (Guiry & Guiry, 2016). Jako lektotypovy

druh je zde uvedeny Micrasterias furcata C.Agardh ex Ralfs (Obr. 4), ktery ale jako typovy druh

popsan nebyl (Ralfs, 1848), ackoliv v rewiev publikovaném autorem Gontcharov (2008) je také

tak uveden, avSak bez zdroje. Gontcharov také uvadi jako
celkovy pocet druhti 75, coZ je vrozporu s jiZ zminénym
pocCtem v databazi (Gontcharov, 2008; Guiry & Guiry,
2016). Na zakladé starsich studii byval rod Micrasterias
povazovan bud za parafyleticky nebo polyfyleticky
(Gontcharov et al., 2003; Gontcharov & Melkonian, 2008).
Zasadni je ale studie od Skaloud et al. (2011). Byla v ni
provedena fylogeneticka analyza tohoto rodu na zakladé
tfech molekularnich marker®; SSU rDNA, psaA, a coxIII
ziskanych od celkem 34 zastupci rodu Micrasterias. Jejim
vysledkem je robustni fylogeneticky strom, na kterém
miZeme rozeznat osm linifi A - H (Skaloud et al, 2011)
(Obr. 5). KaZdou znich 1lze také morfologicky

charakterizovat.

Obr. 4: Micrasterias furcata (foto: Rogelio Moreno)
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Linie A obsahuje nejvice druhi a jeji zastupci tvori dvé morfologicky odlisitelné skupiny.
Cast znich ma stfedné velké buriky s mélkymi zafezy lalokdi a $irokym polarnim lalokem,
zatimco ostatni maji pro tento rod typické hluboké zarezy a uzky polarni lalok. Do této linie také
patii dva druhy, které byly tradi¢né urcovany jako zastupci jinych rodi az do doby jejich
odhaleni metodami molekularni fylogenetiky. Micrasterias ralfsii (dtive Cosmarium ralfsii) ma
sice morfologii tradi¢né nalezici rodu Cosmarium, ale tvar jeho chloroplastu je hvézdicovité

lalo¢naty, coZ je typické pro rod Micrasterias (Ralfs, 1848; Stastny, 2009). Druhym takovym

Obr. 5: Fylogeneticky strom rodu Micrasterias zaloZeny na analyze sekvenci coxIll, psaA a SSU rDNA.
Hodnoty na uzlech reprezentuji statistickou podporu urcenou tfemi metodami - bootstrap maximalni
vérohodnosti (vlevo), bootstrap maximalni parsimonie (uprostied) a bayseanskd posteriorni

pravdépodobnost vétveni (vpravo). Podle Skaloud et al., (2011).
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druhem je Micrasterias dickiei (pGvodné Staurodesmus dickiei). Ten se od svych pfibuznych ale
odliSuje podstatnéji, nez Micrasterias ralfsii. Jeho buiilky jsou triradiadtni, coz je u rodu
Staurodesmus Casté a na kazdém z vybihajicich lalokd ma osten. V linii B jsou pouze dva zastupci,
oba maji v oblasti istmu tlusté vybézky na bunécné sténé. V linii C jsou laloky druhd déleny
nerovnomérné na laloky nizsich rads; vrchni jsou déleny vice. Také zde najdeme nejvétsi
zastupce, jako napiiklad Micraterias rotata a Micraterias doveri. Buniky zastupct linie D maji
ovalny tvar a zarezy jejich laloki jsou velmi tzké. Linii E tvoii dva zastupci druhu Triploceras
gracile. Jde o zvlastné tvarované tycCkovité bunky, jakoby o bunlku Micrasterias, ktera vsak
ztratila lateralni laloky a prodlouZila se. V linii F je jediny druh, Micrasterias tropica. Jeho laloky
jsou nedélené a na polarnich lalocich ma dva dlouhé vybézky. VSech sedm druhi z linie G ma
hluboké zatrezy vyssich fadl a u vétSiny z nich jsou nerovnomérné délené; vrchni lateralni laloky
byvaji vyssiho fadu. V linii H maji buniky velmi hluboké a oteviené zarezy lalokd a dva vybézky

na polarnim laloku (Skaloud et al., 2011).

Kromé ,prosté” fylogeneze tohoto rodu se autoti zamérili na souvislosti mezi morfologii
a evoluci. Tfi vybrané znaky mapovali na fylogeneticky strom rodu Micrasterias, aby lépe
porozuméli jejich evoluci. Prvnim znich je stupen vétveni lalokd, ktery vykazuje silnou
souvislost s evoluci (Obr. 6A) (Skaloud et al.,, 2011). Druhy z linif A a H maji buiiky délené méné,
obvykle do druhého radu. Druhy s laloky délenymi do tietitho a ¢tvrtého radu naopak nalezi do
linii B - D a G. Druhy zlinie D maji nejvice koncovych lalokd; 16 u M. thomasiana a 15 u M.
denticulata. Zcela jina situace byla u komplexity bunék. Ta se vyjadiuje jako odliSnost obrysu
studovaného objektu od kruznice (Cerna & Neustupa, 2009). V tomto ptipadé nebyla nalezena
zadna korelace tohoto znaku s evoluci (Obr. 6B). Prakticky ve vSech liniich miizeme nalézt
zastupce s velkou i malou komplexitou bunék. Tiretim znakem byla délka bunék (Obr. 7). Tento
znak je s fylogenezi korelovany. V linii A a G jsou spiSe mensi druhy, s délkou neptesahujici 153
um v linii A a 175 pm v linii G. Naopak v liniich B, C, a D jsou velké druhy, s délkou i vice nez 200
um (Skaloud et al,, 2011). Zda se, Ze velikost buriky a pocet terminélnich laloki mohou byt
korelovany s velikosti genomu, jak ukazali Poulickova et al. (2014) (Obr. 8). Jednotlivé linie se
mezi sebou lisi obsahem DNA a velikost genomu vysvétluje 42,3% velikostni variability v ramci
tohoto rodu. To, jak souvisi velikost buriky s velikosti genomu lze pozorovat predevsim u vétsich
druhd, jako je napriklad Micrasterias rotata. Na druhou stranu se ale u tohoto druhu zjistilo, Ze
muze existovat znacné rozpéti v obsahu DNA, aniz by to mélo néjaké taxonomické nasledky
(Neustupa et al., 2010; Poulickova et al., 2014). Dva izolaty se mezi sebou v jejim obsahu lisily i
dvojnasobné. Podobné tomu je i u Triploceras gracile, zde je rozdil mezi dvéma izolaty dokonce

Sestinasobny.
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Obr. 6: Evoluce stupné vétveni bunék (A) a komplexity (B) mapovana na fylogeneticky strom (maximum

likelihood). Cisla na koncich vétvi jsou poéty koncovych lalokd. Podle Skaloud et al. (2011)

Obr. 7: Evoluce délky bunék rodu Micrasterias mapovana na fylogeneticky strom (maximum likelihood).

Cisla na koncich vétvi jsou pocty koncovych laloki. Podle Skaloud et al. (2011).

Obr. 8: Evoluce obsahu DNA u rodu Micrasterias mapovana na fylogeneticky strom (maximum likelihood).
Pismena A - H oznacuji prislusné linie. Odhadovany obsah DNA je vyznacen na bazi kazdé linie. Obsah

DNA pro jednotlivé izolaty je uveden v kolec¢ku u jejich nazvu. Podle Poulickova et al. (2014).
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Bylo provedeno mnoho experimentti za ucelem zjistit, jak Micrasterias reaguje na zmény
ploidie. Lze jich dosahnout ozarenim UV zarenim, centrifugaci nebo teplotnim Sokem. Se zménou
ploidie vétSinou dochdazi k vytvareni biradiatnich, triradiatnich a tetraradiatnich forem. Buiiky
s vy$$im stupném ploidie ale také byvaji zpravidla vétsi a mivaji i vyssi stupen vétveni lalok
(Kallio; 1951, 1953). Vysledky téchto pokusii tedy podporuji recentni zjisténi o korelaci obsahu
DNA s velikosti bunék (Pouli¢kova et al., 2014).

Zda se, ze vyskyt druhi je korelovany s evoluci tohoto rodu (Skaloud et al., 2011) (Obr.
9). Nejvice druhli se vyskytuje vSeverni Americe; 79% zanalyzovanych taxont. Tri

Micrasterias novae-terrae, a

severoamerické endemické druhy (Micrasterias swaineli,

Micrasterias muricata) zaujimaji
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v - 4 d 6 @ C ’M”
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Obr. 9: Geograficky ptivod jednotlivych linii a druh@i rodu Micrasterias mapovany na fylogenetickém

stromé (ML). Prislusnost ke tfem biogeografickym regiontim (tropickému, temperatnimu a polarnimu) je

znazornéna barevné. Kolacové grafy na koncich vétvi znazornuji vyskyt vsedmi biogeografickych

regionech. Podle Skaloud et al. (2011).
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2.4 Druhovy komplex Micrasterias papillifera/radiosa

Micrasterias papillifera a Micrasterias radiosa jsou druhy nalezici do dobte podporené
fylogenetické linie G (Skaloud et al., 2011). Kromé nich Ize v této linii nalézt i jim blizce pfibuzny
druh M. conferta a dale M. swainei, M. tetraptera, M. novae-terrae a dale vlaknity druh M. foliacea.
Pro vSechny jsou charakteristické buriky s hlubokymi zarezy a vysokym stupném vétveni laloki,
které je nerovnomérné; vrchni lateralni laloky byvaji vétvené do vy$siho fadu (Skaloud et al.,
2011). V porovnani s ostatnimi druhy Micrasterias se jedna spiSe o mensi nebo stredné velké
druhy, dosahujici délky 90 - 175 um, které ale maji diky hlubokym zareziim vyssi komplexitu
(Skaloud et al.,, 2011). Obsah DNA v jejich butikéch je spi$e niz$f; 1,5 - 6,1 pg v haploidnim stavu
(Pouli¢kova et al., 2014).

2.4.1 Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs
Obr. 10: Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs; 1a: pohled zptredu; 2b: pohled zpredu na prazdnou
bunécnou sténu; 1c: prazdna bunécna sténa s mensim mnozstvim vybézkd; 1d: svrchni (apikalni) pohled

na buiiku; 1e: boénf (lateralni) pohled na buniku; 1f,1g:zygospora. Podle Ralfs (1848).
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Bunky tohoto druhu maji Siroce elipticky, nebo kruhovy tvar. Sinus je vétSinou uzavieny,
obcas uzce otevireny. Apikalni lalok se smérem od baze zvétSuje, nékdy ma rovnou bazalni ¢ast a
poté se nahle rozsifuje aZ ve své vrchni ¢asti. Jeho vrchol je Siroce rozevieny a oba konce maji
vidlicovité zakonceni. Laloky jsou déleny do tretiho (nékdy ctvrtého) fadu a zakonceny
vidlicovité, poptipadé tiremi vybézky a jejich konce jsou €asto pokryté malymi granulemi, které
buiika sekretuje. Tyto malé papily daly tomuto druhu nazev. Bunécna sténa je pokryta
variabilnim mnoZstvim malych ostni, které jsou lokalizovany podél jednotlivych zarezi, ale tato
ornamentace miiZe v nékterych pripadech schazet. Zbytek burniky ma hladky povrch (Ralfs, 1848;
West & West, 1905; Rizicka, 1981; Coesel & Meesters, 2007). Vnitiek builky ma hnédavé
zelenou barvu a mizZeme v ném vidét drobné kulicky Skrobu, kterymi miize byt buiika i velmi
zaplnéna (Ralfs, 1848). Micrasterias papillifera (Obr. 10) patii mezi ostatnimi zastupci tohoto
rodu spiSe k menSim druhtim. Podle originalniho popisu bunky dosahuji délek 115 - 124 pm a
sirek 106 - 120 um (Ralfs, 1848). Monografie publikované v pozdéjSich letech uvadéji vétsi
rozpéti velikosti, délku (85-) 100 - 150 (-170) pm a Sitku (85-) 100 - 140 (-165) um (Coesel &
Meesters, 2007). Nalezy zygospor jsou relativné ¢asté. Zygospora je kulovita, pokryta dlouhymi
ostny s vidlicovitymi zakonc¢enimi a jeji Sitka je priblizné 44 pm (Obr. 3; 10f,g) (Ralfs, 1848).
Vyskytuje se v oligo- aZ mezotrofnich stanovistich, jako jsou raselinisté. Preferuje mirné kyselé a
mezotrofni habitaty (Coesel & Meesters, 2007). Jeho rozsifeni je povaZzovano za kosmopolitni
(Skaloud et al., 2011).

Aktualné lze v algologické taxonomické databazi nalézt 26 forem a variet tohoto druhu,
znichz 7 je taxonomicky uznadno. Jde o Micrasterias papillifera var. simplex Uherkovich,
Micrasterias papillifera var. glabra Nordstedt, Micrasterias papillifera f. glabra (Irénée-Marie)
K.Forster, Micrasterias papillifera var. pseudomurrayi L.J.Laporte, Micrasterias papillifera var.
[papillifera] f. reducta L.].Laporte, Micrasterias papillifera var. speciosa (Wolle) Willi Krieger,
Micrasterias papillifera f. novae-scoticae (W.B.Turner) H.Croasdale (Guiry & Guiry, G.M., 2016).

2.4.2 Micrasterias radiosa Ralfs

Micrasterias radiosa (Obr. 11) je jeden z nejkrasnéjsich zastupct tohoto rodu. Ma bunky
témér okrouhlého tvaru. Sinus je vétSinou Uzce rozevreny, obCas zavieny. Apikalni lalok je
dlouhy a uzky, prakticky rovny, ve svrchni Casti se Siroce rozevira. Oba vybézky apikalniho
laloku jsou zakonceny vidlicovité a na apikalnim laloku se nachazi dvé dvojice vybézkd, jedna
z dorzalni a druha z ventralni strany burnky. Lateralni laloky jsou délené nerovnomeérné, svrchni
jsou déleny do c¢tvrtého radu, spodni do radu tietiho (Ralfs, 1848). Zarez mezi lateralnim a
apikalnim lalokem je velmi hluboky a jen tizce otevieny. Na rozdil od jinych druht nejsou konce

vybézkil lalokli zakonceny tupé ale Spicaté. Okraj burniky jak v sinu, tak v zatezech mezi lateralni
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Obr. 11: Micrasterias radiosa Ralfs: 3a: pohled zptedu, 3b: prazdna bunéc¢na sténa. Podle Ralfs (1848).

a apikalnim lalokem a i mezi jednotlivymi laloky je vlnity. Bunécna sténa mize mit hladky
povrch nebo byt pokryta vystupky uspoifadanymi v primce na okrajich laloki (Coesel &
Meesters, 2007). Podle originalniho popisu dosahuje délky a $irky kolem 184 pm (Ralfs, 1848).
V novéjsi literature je udavan rozptyl velikosti; délka (100-) 120 - 200 (-260) um a Sitka (85-)
110 - 190 (-245) pum (Coesel & Meesters, 2007). Ve starsi literatufe ma podle popisu dosahovat

asi 0 10 - 20 um mensi velikosti.

Jeho biotopem jsou mezotrofni a mirné kyselé lokality, jako jsou raselinné mokrady. Lze
ho nalézt i v planktonu nékterych britskych a irskych jezer (West & West, 1905; Rizicka, 1981;
Coesel & Meesters, 2007). Vyskytuje se kosmopolitné (Skaloud et al., 2011).

Synonymum jeho druhovému jménu je sol a byva pod nim uvadén v taxonomické
literature (West & West, 1905). Aktualné je v algologické taxonomické databazi Algaebase
uvedeno 22 variet a forem tohoto druhu, z nichz 12 je taxonomicky uznano. Jde o Micrasterias
radiosa f. minuta Compere, Micrasterias radiosa var. [punctata] f. irregularis Y.Thérézien,
Micrasterias radiosa var. taylorii Irénée-Marie, Micrasterias radiosa f. taylorii Irénée-Marie,
Micrasterias radiosa var. wollei ].A.Cushman, Micrasterias radiosa f. concentrica H.Croasdale,
Micrasterias radiosa var. evoluta (Nordstedt) Gronblad, Micrasterias radiosa var. ornata
Nordstedt, Micrasterias radiosa var. murrayi (West & G.S.West) Croasdale, Micrasterias radiosa
var. elegantior (G.S.West) Croasdale, Micrasterias radiosa var. aculeata Willi Krieger a

Micrasterias radiosa f. aculeata (Willi Krieger) Croasdale (Guiry & Guiry, 2016).

Ackoliv se oba druhy na prvni pohled zdaji dobie rozliSitelné, problém tkvi v jejich
varietach. U obou druhi je jich popsano velké mnozstvi, jejich zarazeni podle morfologie bunék

ale neni vzdy jednoznacné a prekryva se. Jde napriklad o Micrasterias papillifera var.
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pseudomurrayi L.J.Laporte a Micrasterias radiosa var. murrayi (West & G.S.West) Croasdale

(Rizicka, 1981).

2.5 Cile prace

Je zitejmé, Ze druhovy komplex krasivek Micrasterias papillifera/ M. radiosa vyzaduje
revizi, kterd by odhalila blizs{ vztahy mezi témito druhy, predevsim pak u jejich Cetnych variet.
Oba druhy jsou navic i pri bézné rutinni determinaci Casto chybné urceny a vzajemné
zameénovany. Prozkoumani tohoto druhového komplexu by mohlo prohloubit nase znalosti o

mite skryté diverzity v ramci krasivek, jako jedné z dtileZitych skupin protist.
Tato diplomova prace si klade nasledujici otazky:

1. Jaka je vnitrni diverzita druhového komplexu Micrasterias papillifera/radiosa a jakou
taxonomickou hodnotu maji jednotlivé variety obou druha?
2. Je mozné nalezené fylogenetické linie nebo taxony morfologicky dobte vymezit? A pokud

ano, na zakladé jakych znaka?
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3 METODY

3.1 Odbérové lokality a ziskani vzorki

Odbérové lokality, na kterych byly ziskavany prirodni vzorky druhového komplexu M.
papillifera/ M. radiosa a stejné tak kmeny ziskané ze sbirek fas byly vybrany tak, aby svym
piivodem pokryly co nejvice lokalit v ramci Evropy. Vét$ina z nich pochazela z Irska a Svédska.
Dva sbirkové kmeny pak pochazely z USA. Izolaty dalSich zastupctli linie G poté pochazely i

z dal$ich mist, napriklad ze Sumatry (M. foliacea) nebo z Venezuely (M. novae-terrae).

3.1.1 Ceska republika

Na tizemi Ceské republiky byly vzorky odebrany celkem na étyiech lokalitach. Prvnim z nich byla
NPR Btehyné - Pecopala v okrese Ceska Lipa v Libereckém kraji. Odbér probéhnul v srpnu 2014.
Lokalita se nachazi severovychodné od meésta Doksy. Je tvorena Biehynskym rybnikem
obklopenym prilehlymi rdkosinami, raSeliniSti a mokfadnimi loukami, a piskovcovou ploSinou
Pecopala krytou bory a bu¢inami Druhou lokalitou byla PR Pod Kamennym vrchem, na niz byl
odbér proveden v listopadu 2014. Tato rezervace se nachazi pobliZ obce Polni¢ka v okrese Zd'ar
nad Sazavou v kraji Vysocina. Divodem ochrany je zde vlhka louka s prirodé blizkymi travnimi
porosty s vlhkomilnymi a raseliniStnimi druhy rostlin. Treti vybranou odbérovou lokalitou byla
PP Na Plachté v Hradci Kralové v Kralovéhradeckém Kkraji. Jedna se o byvaly vojensky prostor.
Jde o vyznamnou bezlesou lokalitu, kterou tvori sucha viesovisté, pisciny a slatinné louky. Avsak
zaroven jsou zde podmacena mista, na kterych jsou jak tliné trvalé, tak periodické a v nejnize
poloZeném misté se nachazi maly, av$ak trvaly raselinny porost. Ctvrtou odbérovou lokalitou

byla PR Raselinisté U Polinek. Jedna se niZinné raseliniste.
Obr. 12: Mapa odbérovych mist. Znazornény jsou jak vlastni odbéry, tak kmeny ziskané ze sbirek ras.
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3.1.2 Svédsko

Odbéry na tzemi severniho Svédska probéhly vprvni poloviné ¢ervna 2015. Z mnoha
dovezenych vzorkli se pro tuto praci stalo relevantnich celkem pét. Odbéry probihaly
v riiznorodych lokalitach. Cast vzorki pochazela z oligotrofnich jezer, konkrétné jejich bentosu a

tychoplanktonu. Dalsi vzorky pochazely ze strouhy u cesty a z ieky.

3.1.3 Irsko

Veskeré odbéry vramci Irska byly uskutecnény na pirelomu cCervence a srpna 2015. Naprosta
vétSina odbérovych lokalit se nachazela v okoli NP Connemara v zapadnim Irsku. Jednalo se o

oligotrofni jezera, v nékterych pripadech s raselinnym litoralem.

3.1.4 Norsko

Vzorky pochazejici z jizniho Norska jsem obdrzela od Mgr. Martina Pusztaie a Mgr.
Terezy Soljakové, ktefi je zde odebrali v rdmci prace na vlastnich projektech. Jeden vzorek byl

odebran vyZdimanim vegetace z litoralu oligotrofniho jezera a druhy pochéazel z raselinisté.

3.1.5 Metody odbéru vzorkil

Vzorky z raseliniSt a podobnych lokalit byly ziskany vyzdimanim vegetace do odbérové
lahvicky, predevsim mechd Sphagnum a Scorpidium, ¢imZz byl odebran metafyton, tedy
organismy rostouci v tésné interakci s rostlinou. Pritomnost hledanych druhti rodu Micrasterias
byla na misté zhodnocena pomoci kapesniho mikroskopu Peak (Peak Optics). Vzorky pochazejici
z jezer byly odebrany planktonni siti a to tim zplsobem, Ze po hozeni se sit nechala klesnout
témét ke dnu a poté byla taZena smérem ke bfehu. U¢elem bylo odebrat vrstvu tychoplanktonu,
tedy v podstaté svrchni vrstvu bentosu, ktery je ale pohyby vody nékdy promichavan. V pripadé,
Ze se v litoralu jezera nachazela vegetace, byla planktonni sit' tazena predevsim skrze ni, aby byl
odebran metafyton. Na odbérovych lokalitach byly zaznamenany GPS soufadnice pomoci GPS
navigace Montana 600 (Garmin) a ve vétSiné pripadl i zméfeno pH a konduktivita pomoci
mérice WTW 340i (WTW GmbH, Weilheim, Germany). Jednotlivé lokality sbéru izolatl

zkoumaného komplexu jsou pro ilustraci zobrazeny na mapce na obrazku 12.

3.1.6 Kmeny ziskané ze sbirek ras

Kromé vyuziti izolatd z prirodnich vzorkd jsem se rozhodla zaradit do mé prace i kmeny ze
sbirek ras, které by mohly vhodné rozsirit mij dataset. Celkové $lo o devét kment ze sbirek v
Gottingenu (SAG) - dva kmeny, v Koliné nad Rynem (CCAC) - jeden kmen, v Coimbte (ACOI) -
jeden kmen a v Hamburku (SVCK) - pét kment. Vzhledem ktomu, Ze krasivky maji pii
dlouhodobé kultivaci tendenci ménit svou morfologii a vytvaret patologické formy, byly tyto

kultury nékolikrat preockovany, aby doslo k navraceni k ptivodnimu tvaru bunék.
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3.2 Kultivace

3.2.1 Priprava média

VSechny izolaty byly kultivovany v oligotrofnim DY IV médiu. Do pfiblizné 950 ml destilované
vody bylo postupné za neustidlého michani na michadle pfidano po 1ml ze zasobnich roztoki
latek uvedenych vtabulce 1 a 200 mg pufru MES. Dale byl pridan jeden mililitr roztoku
mikroprvkd (Tab. 2). Objem média byl doplnén do 1000 ml. pH média bylo upraveno pomoci
vodnych roztoki HCI, ¢i NaOH na pH = 6,2 - 6,5. Médium bylo sterilizovano v autoklavu
(Tuttnauer). Po vychladnuti byl pridan jesté 1 ml vitaminového roztoku (Tab. 3).

ml Zasobni roztok g /100ml H,0

1 MgS0,4 . 7H20 5

1 KCl 0,3
1 NH,4Cl 0,268
1 NaNOs3 2

1 B - glycerolfosfat 0,216
1 H3BO3 0,08
1 Na;EDTA 0,7
1 Na;Si03 0,6
1 FeCl3 .6 H,0 0,166
1 CaCly 7,5
200 mg MES -

Tab. 1: Seznam zasobnich roztoki k pripravé DY IV média. Roztoky ziskame rozpusténim mnozstvi

uvedeného v pravém sloupci ve 100 ml destilované vody.

Roztok mikroprvki

MnCl; . 4 H,0 31,4 mg
MnSO, . H,0 4,5mg
CoCl;. 6 H;0 1,46 mg
Na2MoO4 . 2 H,0 2,35 mg
NH4V03 0,13 mg
NazSeOg 0,27 mg
Rozpusténé ve 1000ml destilované H,0

Tab. 2: SloZeni roztoku mikroprvkd.

Roztok vitaminii
vitamin B12 0,005g
Thiamin HCI 10 mg
Rozpusténé ve 1000ml destilované H,0

Tab. 3: SloZeni roztoku vitaminu.

3.2.2 Izolace bunék a kultivace

Vzorky byly po privezeni z odbérovych lokalit umistény do prosklené lednice do teploty
8°C bez piidavného osvétleni. Bylo jim pootevieno vicko, aby se k nim mohl dostat vzduch a byly

zde uskladnény aZ do izolace. Samotna izolace probihala pomoci sklenéné pasteurovy pipety,
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ktera byla nad kahanem vytazena v tenkou kapilaru. Nejdrive byl na podlozni sklicko nakapnut
vzorek ve vysoké vrstvé a bez kryciho skla byl pozorovan pod mikroskopem na zvétSeni 40x
nebo 100x. V ném nalezena burika byla posléze pomoci kapilary premisténa na jiné podloZni sklo
do malé kapky média. Na sklicku bylo takovych kapek celkem 6 - 9. Nasledné byla postupné
prenasena mezi kapkami a to pokazdé Cistou sterilizovanou kapilarou, aby byla ociSténa.
Nakonec byla umisténa do sklenéné zkumavky s vickem naplnéné priblizné do 1/3 médiem.
Tyto zkumavky byly predem sterilizovany v autoklavu (Tuttnauer) a veSkeré sklo pouzité
kizolaci pomoci susarny (Memmert) (220°C po dobu 1,5h). Kultivace nasledné probihala pfti
konstantni teploté 18°C a v kontinualnim osvétleni 40 mmol m-2 s-1 pomoci zarivek (Philips TLD

18W/33). Kultury byly preockovavany kazdé 3 - 4 mésice, v zavislosti na jejich aktualnim stavu.

3.3 Izolace DNA, PCR a sekvenovani

Kizolaci DNA bylo mozné pristoupit vétSinou po dvou mésicich, kdy bylo mnoZzstvi
biomasy jiZ dostacujici. Pro rekonstrukci fylogeneze byly vybrany molekuldrni markery ITS a
psaA, které se v predchozich pracich ukazaly byt relevantni pro rozliSeni taxont na arovni druht
a vztahli mezi nimi (Neustupa et al., 2010; Skaloud et al., 2011; Stastny et al., 2013). Probihala
s pouzitim kitu InstaGene matrix (BioRad). Nejprve bylo z kultury odebrano priméfené mnozstvi
bunék do sterilnich 2 ml mikro zkumavky s vickem (Eppendorf). Po centrifugaci bylo pipetou
odsato co nejvétsi mnozstvi média. Tekutina ale zcela odstranit nesla, buniky jsou pokryté
slizovou vrstvou, ktera to znemoznuje. Poté bylo ke vzorku pridano 40 - 50 pl InstaGene matrix
(BioRad) a nékolik malych sklenénych kuli¢ek. Dobfe uzaviené zkumavky byly umistény do
mlynku na drceni rostlinného materialu Retsch MM400 s frekvenci 30 za sekundu po dobu péti
minut. Poté byly zkumavky s rasovou suspenzi umistény do termobloku (Thermomixer compact,
Eppendorf) na 30 minut pfi teploté 56 °C a s frekvenci michani 700 rpm. VSechny zkumavky
byly nasledné vortexovany piiblizné 10 s na vortexu (Vortex Genie 2, Scientific Industries). Poté
byly zkumavky vloZeny zpatky do termobloku, a to na 8 minut pti 100 °C, poté rychle zchlazeny
vledu a jesté 10 s vortexovany. Nakonec byly stoCeny na centrifuze (Centrifuge 5415D,
Eppendorf) 2 minuty pti 12000 rpm. Koncentrace DNA byla zméfena na nanodropu (NanoDrop
1000, Thermo Scientific) a byla jeSté zfedéna v pripadé€, Ze byla vyssi nez 60 ng/ul. Vyizolovana
DNA byla uchovavana pfi teploté -18 °C.

K PCR amplifikaci byly vybrany markery ITS a psaA. Pro ITS byly pouZzity primery
Zyg ITS_F (vlastni; TCCGTAGGTGAACCTGCAG) a ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White et al,,
1990) a pro usek psaA primery psaA_IF (TTCCTTTGCCTCATGAATTC) a 1760R
(CCTCTWCCWGGWCCATCRCAWGG)(]. D. Hall et al., 2008). SloZeni reakéni smési (master mix) je
uvedeno vtabulce 4. Pouzita byla polymeraza AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Applied

biosystems). Jednotlivé sloZky byly postupné smichany ve zkumavce, jako posledni byla ptidana
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polymeraza. Reak¢ni smés byla poté odpipetovana do mikro zkumavek. Ze vzorkl byl pridan

vZdy 1 pl k PCR reak¢ni smési. Teplotni cykly jsou popsany v tabulkach 5 a 6.

Gold master mix
slozka objem

ddH:0 13,1 ul
pufr Gold 2ul
dNTP 0,4 pl
MgCl. 2,2 ul
Gold enhancer 0,6 ul
F primer 0,25 ul
R primer 0,25 pl
Gold polymeraza 0,2 ul
DNA vzorek 1ul

Tab. 4: SloZeni reak¢ni smési pro PCR.

PCR teplotni cyklus - ITS

faze cyklu teplota doba trvani opakovani
inicidlni denaturace 94°C 5 min 1x
denaturace 94°C 1 min
annealing 50°C 1,5 min 35x
elongace 72°C 1 min
finalni elongace 72°C 10 min 1x

Tab. 5: Teplotni cyklus pro PCR tseku ITS

PCR teplotni cyKklus - psaA

faze cyklu teplota doba trvani opakovani
inicialni denaturace 94°C 5 min 1x
denaturace 94°C 1 min
annealing 52,5°C 1 min 35x
elongace 72°C 1 min
finalni elongace 72°C 10 min 1x

Tab. 6: Teplotni cyklus pro PCR tseku psaA

Vysledek PCR byl zhodnocen pomoci kontroly na 1% TAE agar6zovém gelu. Nasledné byly
vzorky preciStény pomoci octanu sodného a ethanolu. K PCR produktu byly ptidany 2 pl octanu
sodného a 50 ul 96% ethanolu. Poté bylo vSe kratce vortexovano a centrifugovano. Vzorky poté
staly 10 - 15 minut a nasledné byly vloZeny do centrifugy a sto¢eny na 3700 rpm po dobu 30
minut. Na sténé zkumavky se diky tomu vytvoril pelet. Zbyly supernatant byl odpipetovan a do
zkumavek bylo napipetovano 100 pl 70% ethanolu. Vzorky byly poté stoCeny na 3700 rpm po

dobu 10 minut. Supernatant byl znovu odsaty a oteviené zkumavky s preciSténou DNA byly
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umistény do termobloku nastaveného na 65°C, aby se odparil zbyly ethanol. Jakmile byl obsah
zkumavky zcela suchy, byl nafedén 20 ul ddH;0, nahraté na 65°C. Koncentrace DNA byla

zmérena na nanodropu. Sekvenovani zajistovala firma Macrogene Inc. (Seoul, Severni Korea).

3.4 Fylogenetické analyzy

Alignment byl vytvofen pomoci webového rozhrani programu MAFFT verze (Katoh &
Standley, 2013) sautomatickym vybérem strategie. Nukleotidovy alignment genu psaA
obsahoval celkem 59 sekvenci, po ru¢nim ofezani byl dlouhy 918 nukleotidd Byl vytvoien
pridanim mnou ziskanych sekvenci k alignmentu obdrzeného od doc. Mgr. Pavla Skalouda Ph.D.
(Skaloud et al. , 2011). Alignment tseku ITS rDNA (ITS1, 5,8S a ITS2) zahrnoval celkové 36
sekvenci a po rucnim orezani byl dlouhy 824 nukleotidi. Kromé dvou sekvenci outgroup
(Micrasterias radians var. bogoriensis a Micrasterias crux-melitensis var. crux-melitensis) byl

slozeny pouze z nové ziskanych sekvenci.

Alignment sekvenci psaA byl minimalizovan do masky pro prvni, druhou a tfeti pozici
kodonu v programu BioEdit (T. A. Hall, 1999). Parametry substitu¢nich modelti byly testovany
v programu jModelstest (Posada, 2008) s pouzitim Akaikeho informac¢niho kritéria (AIC),

v pripadé alignmentu psaA pro kazdou ze trech pozic kodonu zvlast.

Fylogenetické stromy byly ziskdny metodou Bayesianské interference (BI) v programu
MrBayes v. 3.2.6 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). PouZity byly dva paralelni béhy Monte Carlo
Markovovych retézcti (MCMC), kazdy se tfemi horkymi a jednim studenym fetézcem a analyza
bézela po 8 000 000 generaci u obou datasetd. Stromy byly zaznamenany kazdych 100 generaci.
Na zakladé vysledki programu jModeltest (Posada, 2008) byly pro alignment genu psaA
vybrany modely TrNef+I pro prvni, JC pro druhou a TPM1uf+ TI' pro tieti pozici kodonu. Pro
alignment useku ITS byl zvolen model GTR+ .

Dale byly vychozi alignmenty analyzovany v programu Garli (Zwickl, 2006) pomoci
metody nejvétsi vérohodnosti (Maximum likelihood - ML) pfi nastavené strategii max. 10 000
stromi, modelu GTR+T" a 100 replikacich u obou datasetl. Bootstrapové podpory vétvi byly
stanoveny v programu PAUP* ze 100 opakovani (Swofford, 2002). Analyza maximalni
parsimonie (Maximum Parsimony - MP) byla provedena v programu PAUP* (Swofford, 2002).
Pocet opakovani byl nastaven na 1000 a maximalni pocet stromli omezen na 100 u obou

datasetl. Hodnota bootstrapu byla vypocitana z 1000 opakovani.

Vysledné stromy ziskané metodou Bayesidnské interference byly zobrazeny jako
zakorenéné pomoci outgroup v programu FigTree v. 1.4.2 (Rambaut, 2009). Statisticka podpora
vétveni byla vysvétlovana jako slaba (< 50 pro ML a MP, < 0,5 pro BI), stfedni (pro BI 0,5 - 0,94,
pro ML a MP 50 - 79) a vysoka (pro Bl > 0,94, pro ML a MP > 79).
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3.5 Svételna mikroskopie a méreni bunék

Veskeré pouZité izolaty byly pozorovany pod mikroskopem (Olympus CX31, CX22L, CX21)
a urceny podle relevantni taxonomické literatury (Ralfs, 1848; West & West, 1905; Krieger,
1939; Prescott et al., 1977; Coesel & Meesters, 2007). Od kazdé kultury bylo porizeno 20 snimki
bunék na mikroskopu Olympus BX51 (Olympus Corporation) vybaveného kamerou Olympus
DP72 (Olympus Corporation) a programem QuickPHOTO CAMERA 2.3 (Promicra s.r.0). Délka a

$irka 20 bunék od kazdého izolatu byla zmérena v programu Image] (Rasband, 2016).
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4 VYSLEDKY

4.1 Diverzita

K prozkoumani diverzity druhového komplexu Micrasterias papillifera/ M. radiosa bylo
pouzito celkem 95 sekvenci. Pro usek ITS rDNA (ITS1, 5,8S a ITS2) to bylo 36 a kromé dvou
sekvenci outgroup byly vSechny ziskany nové. Pro psaA to bylo celkem 59 sekvenci, z toho 19
bylo nové ziskanych pro tuto praci. Sekvenci zkoumaného druhového komplexu bylo 36.
Ziskané useky sekvenci ITS byly dlouhé 824 nukleotidd a sekvence psaA 918 nukleotidd.
Pristupové kédy pro ziskané sekvence do databaze GeneBank jsou uvedeny v tabulce 7 v priloze.

Vlastni sekvence jsou v ni oznaceny kddem UN.

Fylogeneticky strom sekvenci ITS obsahoval tfi linie izolatl naleZzicich do linie G (Obr. 13).
Izolaty druhového komplexu Micrasterias papillifera/ M. radiosa vytvorily dvé linie. VSechny
meély vysoké hodnoty posteriorni pravdépodobnosti (PP; < 0,94) i hodnoty bootstrapu (ML a MP;
> 79). Prvni a zaroven nejvétsi linii je linie ,papillifera’, ve které je 21 izolatd. V ramci této linie
1ze rozeznat jesté nékolik dalSich mensich linii s vysokou podporou. S maximalni podporou vysla
linie, ve které najdeme vSechny evropské izolaty. V ramci této linie zle najit mnoho dil¢ich
menSich linii, z nich ale vétSina nema dostate¢nou podporu, kromé dvou vyjimek. Prvni z nich
tvori tii izolaty; N12, S51 a 124. Druhou takovou linif je linie zahrnujici naprostou vétsinu izolatt
linie ,papillifera‘, kromé ctyt dalSich izolatii. Samostatné linie dale tvoii Micrasterias novae-terrae
a dva izolaty, z nichz jeden pochdazi z USA. Druhou velkou linii tvofi tfi izolaty M. conferta a v tieti

linii ,radiosa‘ jsou dva izolaty.

Ve stromé sekvenci psaA (Obr. 14) m@iZeme jasné vidét pozici linie G (podle Skaloud et al.
2011) vramci fylogeneze rodu Micrasterias, do které naleZely vSechny nové ziskané sekvence
druhového komplexu M. papillifera/ M. radiosa. Jeji podpora byla vysoka. Lze v ni rozeznat pét
dalsich mensich linii a ve dvou z nich se nachazi izolaty zkoumaného druhového komplexu.
Prvni z nich tvoii dva izolaty M. foliacea. Ve druhé najdeme M. swainei a M. tetraptera. Treti je
linie ,radiosa‘, ktera obsahuje pét izolatl, z nich dva se nachazeji ve stejnojmenné linii ve stromé
ITS. Ctyii z péti sekvenci byly ziskany nové. Dalsi je linie ¢tyt izolatd M. conferta. Sekvence ti
izolatl v ni byly ziskany nové. Pata z nich je linie ,papillifera’, ve které najdeme 12 izolatt, jejichZ
sekvence byly kromé jedné nové ziskany. Devét izolata této linie se vyskytuje ve stejnojmenné

linii ve fylogenetickém stromé ITS, zbylé tfi se vtomto stromé nenachazeji.
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Obr. 13: Fylogeneticka analyza sekvenci tseku ITS rDNA od zastupcii druhového komplexu Micrasterias papillifera/M. radiosa a piibuznych druhi. Sedé boxy

zvyraziuji linie zkoumaného druhového komplexu. Cisla na uzlech znazoriiuji statistické podpory (BPP/ML/MP). Zvyraznéné jsou vétve s posteriorni

pravdépodobnosti 1,00 nebo bootstrapem 100. Zobrazeny jsou pouze podpory vétsi nez 50, respektive 0,5 (BPP/ML/MP).
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Obr. 14: Fylogeneticka analyza sekvenci psaA pro 59 zastupcl rodu Micrasterias. Cisla na uzlech
znazoriuji statistické podpory (ML/MP/BPP). Sedé boxy zvyraziiuji linie zkoumaného druhového
komplexu. Zvyraznéné jsou vétve s posteriorni pravdépodobnosti 1,00 nebo bootstrapem 100. Zobrazeny

jsou pouze podpory vétsi nez 50, respektive 0,5 (ML/MP/BPP).



4.2 Morfologie

V této praci bylo celkové pracovano s 34 monoklonalnimi kulturami druhového komplexu
Micrasterias papillifera/ M. radiosa. VSechny byly vyfotografovany, zméreny a urceny podle
relevantni taxonomické literatury. Z toho 28 bylo izolovano pro tuto praci a dalSich 6 ziskano ze
sbirek ras. Izolaty reprezentovaly oba dva druhy zkoumaného komplexu a jejich pét variet. Dale

byly prozkoumany 4 izolaty blizce pribuzného druhu M. conferta.

Prvnim byl M. papillifera Brébisson ex Ralfs, jehoZz morfologii odpovidalo celkem 16
izolatfi (Obr. 15, 16 a 17a - e). Ty pochazely z Evropy; z Ceské republiky (6 izolatt), Svédska (5
izolatt), Irska (1 izolat), Norska (2 izolaty), Svycarska (1 izolat) a jeden izolat byl bez piesného
zatazeni. Rozsah jejich primeérnych velikosti byl 100 - 145 pm na délku a $itku mély prlimérné
110 - 145 um. Na vSech buiikdch se vyskytovaly dva malé vybézky na polarnim laloku (Obr.
17b). Na vétsiné bunék byly pritomné ostny (Obr. 17d), ackoliv jejich pocet a byl variabilni a lisil
se i mezi bunikkami v jedné kulture. Vyjimecné nebyly ostny pritomny viibec. Izolaty pochazely
z riiznorodych podminek, 7 z nich z raelinist (Ceska republika a Norsko), 6 z jezer (Svédsko,
Irsko, Norsko), u dvou sbirkovych kmenti byla ptresna lokalita odbéru neznama a jeden izolat byl

nalezen v raselinné strouze u cesty (Svédsko).

Morfologii popsanou jako Micrasterias papillifera var. glabra (Irénée-Marie) K.Forster mél
jeden jezerni izolat z Irska (Obr. 19¢). Povrch jeho buriky je vzdy bez ostnt (obr. 19f), piitomny
jsou pouze dva vybézKky na polarnim laloku, charakteristické pro tento druh. Primérna délka

bunék této variety byla 123 um a s$irka 128 um.

DalSich 5 izolatl bylo urceno jako Micrasterias papillifera var. pseudomurrayi L.J.Laporte a
pochézely ze Svédska (2 izolaty) a z Irska (3 izolaty) (Obr. 18). Jejich priimérna délka byla 146 -
176 pm a sitka 154 - 173 pm. Povrch jejich bunék byl vétSinou s malym poctem ostnili nebo bez
nich a na vSech bunkach byly ptitomny dva vybézky na polarnich lalocich (Obr. 18f). Dva

Svédské izolaty pochazely z pomalu proudici ¢asti dosiroka rozlité reky a tri irské izolaty z jezer.

Jako Micrasterias cf. radiosa Ralfs byly podle publikace Desmids of the Lowlands (Coesel &
Meesters, 2007) urceny celkem 4 izolaty z Irska (19a - d). Jejich priimérna délka byla 148 — 153
um a $irka 150 - 156 pm. U vSech se vyskytovaly na polarnich lalocich dva vybézky a vSechny

pochazely z jezer.

Micrasterias radiosa var. elegantior (G.S.West) Croasdale byl zastoupen tremi izolaty (Obr.
20a - d) . Primérna délka bunék v jejich kulturach byla 161 - 182 um a Sitka 170 - 191 um.
VSechny pochazely vyhradné zirskych jezer a jejich bunécna sténa byla hladka, pouze na
polarnim laloku se nachazely dva velké vybézky (Obr. 20b). Tato varieta meéla jasnou tendenci ke

zméné morfologie béhem kultivace. Oproti bunkam v pfirodnich vzorcich dochazelo
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k ,mohutnéni“ lalokti bunék. Jedna z charakteristik této variety je jeji , kirehky“ vzhled (Obr. 22b),
ktery u kultur jiz nebyl tolik patrny. Vlnitost lalokt ale ptetrvala i v kulturach (Obr. 20a-d, 22a).

Ctyfi izolaty byly uréeny jako Micrasterias radiosa var. murrayi (West & G.S.West)
Croasdale (Obr. 21). Mély primérnou délku 111 - 168 pm a Sitku 130 - 176 pm. Pochazely
z Irska, Finska, Portugalska a USA a kromé izolatu z Irska Slo o sbirkové kmeny. Bunécnou sténu
méla vétSina bunék pokrytou jen malym poctem ostnii nebo zcela schazely. Na polarnich lalocich
byly pritomny dva ostny (Obr. 21b, d). Lokality sbéru téchto izolatd byly rtznorodé; dva
pochazeli z jezer (Irsko a Portugalsko), jeden z raselinisté (USA) a u jednoho nebyl ptivod znamy.

U izolatu SVCK 71 nebylo urceni do této variety zcela jasné.

Celkem bylo jako M. papillifera nebo jeho varieta urceno 22 izolatd a jako varieta druhu M.
radiosa 11 izolatd. U sbirkového kmene SVCK 154 se nepodarilo ziskat relevantni fotografii
vzhledem ke Spatnému stavu kultury. Urcéeni u néj bylo velmi problematické vzhledem

k morfologickym zménam, které byly zptsobeny kultivaci.

Izolaty z velké linie ,papillifera‘’ byly urceny jako pét ze Sesti nalezenych druht a jejich
variet. Slo o M. papillifera, M. papillifera var. glabra, M. papillifera var. pseudomurrayi, M. cf.
radiosa a M. radiosa var. murrayi, které pochazely z mnoha odbérovych mist napti¢ Evropou a
vSech druhti stanovist. Jejich primérna délka byla 100 - 176 pm a Sitka 104 - 176 um. Do této
linie patfil i sbirkovy kmen SVCK 410, tedy Micrasterias novae-terrae (J.A.Cushman) Willi Krieger
(Obr. 20e), ktery je popsany jako samostatny druh a od M. papillifera se lisi tvarem lateralnich
lalokli a Sitkou zarezu, ktery je oddéluje od polarniho laloku. Micrasterias conferta (Obr. 17f),
blizky pribuzny M. papillifera, naproti tomu tvori samostatnou a dobie podporenou linii. Jeho

izolaty byly i morfologicky velmi uniformni.

Linie ,radiosa‘ tvofena pouze jednou varietou, a to M. radiosa var. elegantior. VSechny tfi
jeho izolaty pochazeji z irskych jezer. Jejich primeérna délka byla 161 - 182 um a Sitka 170 - 191

{m.

Laloky izolatt komplexu M. papillifera/ M. radiosa byly vétSinou déleny do 3-4 radu.
Vétsina izolatt M. papillifera sensu lato méla na prvni pohled laloky délené pouze do tretiho
fadu. Ctvrtého Fadu byly pak pouze lateralni laloky nejbliZe polarnimu laloku. Podobné tomu
bylo i u M. radiosa var. murray a M. cf. radiosa. Pouze u M. radiosa var. elegantior byly lateraln{
laloky déleny na prvni pohled nerovnomérné. Ty bliZe sinu mély niZsi stupeni vétveni. Tabulka
vSech urcenych izolatd, vcetné jejich geografického plivodu, odbérové lokality a rozmeéri je

uvedena v priloze této prace (Tab. 7).

Tomuto komplexu blizce pribuzny druh Micrasterias conferta se ukazal byt morfologicky

uniformni (Obr. 17e).
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Obr. 15: Izolaty druhu Micrasterias papillifera: a: C11; b: C21; c: C32; d: C33; e: C41; f: C42. Métitko =
20 pm.
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Obr. 16: Izolaty druhu Micrasterias papillifera: a: CCAC 3333; b: 148; c: N12; d: N21; e: S11; f: S15.
Méritko = 20 pm.
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Obr. 17: Izolaty druhu Micrasterias papillifera: a: S24; b: S41 - prazdna bunécnd sténa, Sipka
oznacuje vybézek na polarnim laloku; c: SAG 159.80; d: SAG 159.80 - prazdna bunécna sténa

v v/

s viditelnymi ostny, oznaceno Sipkou; e: S51; M.conferta: f: S22. Méritko = 20 pm.
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Obr. 18: Izolaty druhu Micrasterias papillifera var. pseudomurrayi: a: 192; b: 161; c: S32; d: S33; e: 193;

f: 193 - zaostreno na vybézky na polarnim laloku, které jsou oznaceny Sipkou. Méritko = 20 pm.
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Obr. 19: Izolaty druhu Micrasterias cf. radiosa: a: 113; b: 121; c: 124; d: 141; M. papillifera var. glabra:

e: 163; f: 163 - prazdna bunécna sténa, méritko = 20 um.
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Obr. 20: [zolaty druhu Micrasterias radiosa var. elegantior: a: 131; b: 131 - zaostfeno na vybézky na

vV

polarnim laloku oznacené Sipkou; c: 133; d: 168; M. novae-terrae: e: SVCK 410. Méritko = 20 pm.
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Obr. 21: Izolaty druhu Micrasterias radiosa var. murrayi: a: 195; b: 195 - zaostieno na vybézky na
polarnim laloku oznacené Sipkou; c: SVCK 71; d: SVCK 71 - zaostieno na vybézky na polarnim laloku

oznacené Sipkou; e: SAG 7.95. Méritko = 20 pm.
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Obr. 22: Micrasterias radiosa var. elegantior; a: 168, délici se buiika v kultufe, na spodni poloviné
fotografie je ptilbunka s morfologii blizkou pfirodni populaci, b: vzhled bunék v prirodnich vzorcich, foto:

Jan Stastny.
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5 DISKUZE

Diverzita druhového komplexu M. papillifera/ M. radiosa byla zhodnocena pomoci
rekonstrukce fylogeneze useku ITS a genu psaA. V pripadé analyzy genu psaA jsem méla kromé
vlastnich sekvenci z nalezenych izolatl z piirody k dispozici i sekvence pouzité k rekonstrukci
fylogeneze rodu Micrasterias ve studii od Skaloud et al. (2011). Na stromé miiZzeme vidét pozici
dobie podporené linie G vramci fylogeneze celého rodu. Tato linie ma vysokou podporu a
spadaji do ni v§echny nové ziskané sekvence. Jednu z linii tvofi tfi izolaty M. conferta, které jsou
morfologicky velmi uniformni, a o jejich taxonomickém zarazeni neni pochyb. Jde o blizké
pribuzné M. papillifera a vyskytuji se na stejnych stanovistich, ackoliv jde o vzacnéjsi druh, ktery
se vyskytuje hlavné v severni Evropé a nalezy ze stredni Evropy jsou vyjimecné (Rizicka, 1981).
Jiz p¥i letmém pohledu na zastoupeni druht v liniich obou fylogenetickych stromi je ziejmé, Ze
morfologie izolatl nekoresponduje s jejich pozici v ramci linii. V pripadé obou stroml miizeme
v linii ,papillifera‘ najit i izolaty urcené jako variety M. radiosa sensu lato. Topologie obou stromt
neni zcela shodna. V ramci linie ,papillifera‘ 1ze ve stromé sekvenci ITS nalézt vnitini variabilitu.
Vzhledem ktomu, Ze rozdil mezi izolaty této linie byl pouze maximalné Ctyri nukleotidové
zamény, lze ji vysvétlovat spiSe jako populacni variabilitu nebo pripadné naznak recentni
speciace. Podobné tomu bylo naptiklad u druhu M. truncata, ktery vykazoval kryptickou
diverzitu (Nemjova et al., 2011).

5.1 Linie ,papillifera’

Linie ,papillifera‘ ve stromé ITS byla zastoupena nejvétSim poctem izolatl. Ale z téchto 29
kment bylo jako tento druh urceno pouze 21 izolatd, dalSich 7 jako M. radiosa a jeden izolat byl
druh M. novae-terrae.. V ramci této velké linie bylo mozno rozliSit nékolik dalSich mensich linii.
Prvni z nich obsahuje dva izolaty, z nichZ jeden je ptivodem z USA (SAG 7.95) a byl urcen jako M.
radiosa var. murrayi. Podle sbirky se vSak jednalo o druh M. papillifera. U druhého (SAG 159.80)
nebyl znadm plvod a Slo o M. papillifera. Pokud by i on pochazel z Ameriky, bylo by
pravdépodobné, Ze tato linie je populaci ztohoto kontinentu. Takto geograficky oddélena
populace po case muze speciovat v samostatny druh. Pfikladem miize byt africky M. radians var.
evoluta a M. radians var. bogoriensis z Malaysie, které jsou geograficky oddélené a jde o

pseudokryptické druhy (Neustupa et al.,, 2010).

V dal$i z mensich linii nachazime druh M. novae-terrae. 1 vramci stromu pro psaA je
soucasti linie ,papillifera‘. Ackoliv se o ném v taxonomické lierature objevuji zaznamy jako o
samostatném druhu (Prescott et al., 1977), aktualné tak nenif uznany (Guiry & Guiry, 2016).
Morfologie kmenu SVCK 410 (Obr. 20e) byla odli$na od izolatt M. papillifera i M. radiosa a
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Obr. 23: Micrasterias novae-terrae podle Prescott et al.

(1977).

neodpovidala jeho popisu v literature (Prescott et
al, 1977; Obr. 23). Tento konkrétni izolat je ze
sbirky SVCK a pochazi ze ]Jizni Ameriky,
z Venezuely. Vzhledem k faktu, Ze krasivky maji
tendenci ménit pii dlouhodobé kultivaci svoji
morfologii, se nemiizeme dozvédét, jak jeho bunky
vypadaly plivodné a nakolik bylo urceni piesné.
Pokud by bylo, pak lze fict, Ze druh M. novae-
terrae je pouhou ekomorfou M. papillifera,
pripadné jeho populaci. Je ale moZné, Ze byl tento
sbirkovy kmen pouze nespravné urcen a jde
opravdu o izolat druhu M. papillifera, jehoZ morfologie je ale poznamendna dlouhodobou

kultivaci.

V dalSich dvou mensSich liniich se v ramci velké linie ,papillifera‘ nachazi dva izolaty urcené
jako M. papillifera var. pseudomurrayi; 192 a 193. Obé pochazi ze stejné lokality v Irsku. Zastupci
této variety jsou ale roztrouSeni vramci celé linie ,papillifera‘. Tyto dva izolaty se nijak
morfologicky neliSi od ostatnich izolatl této variety. Rozdil mezi touto varietou a M. papillifera
spociva predevsim ve vétsi otevienosti zarezli mezi laloky a vyraznéjSim a vétSim polarnim
laloku (Razicka, 1981). Varieta pseudomurrayi ma i vétsi bunky. I ty v primeéru nejmensi izolaty
mély bunky vétsi, nez jaké byly u nejvétSich z izolati M. papillifera. Tyto rozdily byly pfri
pozorovani patrné na prvni pohled. Jeden izolat byl urcen jako M. papillifera var. glabra. Od M.

papillifera se odliSuje predevsim absenci trnd na bunécné sténé. Velikostné se vSak neodlisuje.

V linii ,papillifera‘ ale nachazime i izolaty urcené jako M. cf. radiosa. Urceni u nich nebylo
zcela jednoznacné. Morfologicky velmi podobné nalezy byly v literatufe zpravidla urcovany
praveé jako M. radiosa, napriklad v publikaci Desmids of the Lowlands (Coesel & Meesters, 2007).
Charakteristicky pro né byl predevsim celkové okrouhlejsi tvar a mély v primeéru vétsi bunky
nez u M. papillifera. 1 M. radiosa var. murrayi byla zastupcem v této linii. Charakteristické pro ni
jsou otevieny sinus a vyrazny polarni lalok. I zarezy mezi lateralnimi laloky a mezi lateralnim a
polarnim lalokem jsou otevienéjsi nez u M. papillifera. Je ale mensi nez maji byt buniky jinych

variet M. radiosa (Rizicka, 1981).

[ pres relativné velké morfologické rozdily jsou tyto izolaty variet M. papillifera a M. radiosa,
spoletné s M. novae-terrae, zastupci jedné linie. Jedna se o izolaty zlokalit napti¢ Evropou a

zastoupen je i kmen z USA a Venezuely. Zaroven pochazeji z riznych biotopti; z raselinist, jezer i
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reky. Nejvice jich pochazi z Irska a na jedné lokalité se zde Casto nachazeli zastupci rtznych
druhi a variet. Naptiklad ze vzorku z jezera Derrylare Lough byly izolovany M. papillifera var.
pseudomurrayi (161) a M. papillifera var. glabra (163) a z jezera Lough Knockaunawaddy pak M.
cf. radiosa (141) a M. papillifera (148).

Najdeme u nich néjaké znaky, které je vSechny spojuji? Lze zpozorovat, Ze vSechny izolaty
linie ,papillifera‘, ackoliv jsou urcené jako rlizné variety a druhy, maji podobny tvar polarniho
laloku. Ve véts$iné pripadt vici lateralnim lalokiim napadné velky a Casto je i del$i nez lateralni
laloky a ptesahuje tak obrys bunky. Smérem od istmu k jeho apikalnimu konci se rozsituje a jeho
tvar je podobny tvaru zvonu. Na apikalnim konci ma pak dva vybézky, které jsou pritomny u
vSech izolatt. Jejich velikost je ale variabilni. Protoplast ma vétSinou hnédaveé zelenou barvu. Tu
zplUsobuje ukladani zlatavé latky neznamého charakteru a olejovitého vzhledu, coz je dobie
(1981) jako jednu z charakteristik bunék, které ve stavu urcité ,hibernace” preckavaly 1éto. Tato
latka, popiipadé jind totozného vzhledu, je bunikkami sekretovana do okoli. Po vylouceni vytvari
kriipéje na vybéZzcich lalok, tzv. papily, coz dava bunkam mirné ,chlupaty” vzhled a zaroven se
jedna o etymologicky ptivod druhového jména papillifera (Ralfs, 1848). Jde ale o latku odlisnou
od polysacharidového slizu (patrné na Obr. 19a). Ten tvori vnéjsi vrstvu bunécné stény krasivek
(Brook, 1981). LaloKky izolati této linie jsou vétveny az na vzacné vyjimky (N21 a S24) do tietiho
az ¢tvrtého radu. Na prvni pohled vSak vypada vétveni pouze jako tfetiho Fadu a ¢tvrtého byvaji

pouze nékteré ¢asti lateralniho laloku nejbliZe polarnimu laloku.

Ve stejné linii ,papillifera‘ ve stromé psaA vsak zadna vnitini variabilita nebyla a vSechny izolaty,
které se vni nachazely, mély stejné sekvence tohoto tiseku DNA. Na zakladé vSech téchto
vysledki a charakteristik, které spolu izolaty sdili, se 1ze domnivat, Ze vSechny izolaty, které se
nachazi v linii ,papillifera’, jsou druhem M. papillifera, at jiZ maji morfologii jako nominalni M.
papillifera nebo néktera zjejich variet. I izolaty urcené jako M. cf. radiosa a M. radiosa var.

pseudomurrayi budou také druhem M. papillifera.

5.2 Linie ,radiosa’

Linie ,radiosa‘ byla na obou fylogenetickych stromech zastoupena celkem péti izolaty, Ctyri
z nich jsem méla k dispozici jako monoklonalni kulturu a od jednoho pouze sekvenci psaA. Tti ze
¢ty morfologicky zkoumanych izolati byly odebrany v irskych jezerech, na dvou lokalitach.
Tyto tfi izolaty byly urCeny jako M. radiosa var. elegantior. 1 ve stromé sekvenci ITS tvorily dva
izolaty této variety jednu linii. VSechny tfi si byly morfologicky velmi podobné a mély i podobné
rozméry. Ctvrty izolat byl obdrzen ze sbirky fas (SVCK 154). Svou morfologii ale vybocoval viici

ostatnim izolatim a také Castecné vici popisu tohoto druhu. Pifedevsim mél laloky vétvené
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pouze do tietiho radu, zatimco u ostatnich izolatd to bylo do tietiho az ¢tvrtého radu v ramci

jedné ptilbunky.

Tri izolaty M. radiosa var. elegantior ziskaly v kulturdch morfologii, ktera uplné
neodpovidala jejich popisu. Tato varieta se vyznacuje svym ,jemnym“ vzhledem, ktery je dan
uzkymi laloky, které jsou navic zvinéné a délené do ¢tvrtého az patého radu (Obr. 22b; Ralfs,
1848). Do vyssiho radu byvaji délené laloky bliZe polarnimu laloku. U bunék v kulturach doslo ke
y2zmohutnéni“ lalokd (Obr. 22a). Jejich morfologie pripomina spiSe nominalni M. radiosa. Maji
redukovany i stupen vétveni na treti az ¢tvrty rad. Zvinéni lalokl ale pretrvava i u bunék

v kulturach, coz je dobre viditelné na Obr. 20c.

Na zakladé mych nalezl nelze vyloucit, Ze se druh M. radiosa vyskytuje v ramci Evropy
pouze v Irsku a to pouze jako jedna z jeho variet. I kmen SVCK 303, z néjz pochazi posledni z péti
sekvenci v linii ,radiosa’, byl nalezen v Irsku. Jeji vyskyt je vSak hlaSen i ve Velké Britanii
(Whitton et al., 2007). Pouze kmen SVCK 154 je z Ameriky, ze statu Massachusetts. V literatuie je
ale vyskyt M. radiosa popsan i z jinych evropskych stati mimo Irska a Velké Britanie (Brook &
Johnson, 2002), napiiklad z Rakouska (Lenzenweger, 1996) nebo Spanélska (Sanchez et al,,
1998). Izolaty z téchto zemi jsem vSak neméla k dispozici. Podle literatury lze usuzovat, Ze vétsi
zastoupeni variet a forem tohoto druhu lze nalézt v Severni Americe (Prescott et al.,, 1977).
Pokud by tomu tak opravdu bylo, tak tento fakt podporuje zjisténi Skaloud et al. (2011), Ze
je Severni Amerika kontinentem s nejvétsi diverzitou tohoto rodu, ktery zde ma pravdépodobné
sviij ptivod (Skaloud et al., 2011). Otazkou ziistava, do jaké miry je tato morfologicka diverzita

podpofrena i fylogeneticky.

VsSechny nové izolaty tohoto druhu lze ale morfologicky jednoduse odlisit od izolatt linie
,papillifera’. Tvar jejich bunék je spiSe okrouhly, na rozdil od vice ovalnych bunék druhé linie.
Polarni lalok maji dlouhy a uzky, ve své délce se miiZe mirné rozsSirovat. Je zakoncen vidlicovité a
na svém povrchu ma dva vystupky, které jsou ale vzdy znatelné vétsi nez u bunék z linie
,papillifera’. Stejné jako v druhé linii jsou na kazdém laloku celkem ctyti, dva z dorzalni a dva
z ventralni strany. Lateralni laloky jsou v linii ,radiosa’ jiz na prvni pohled déleny nestejnomérné
a vrchni z nich jsou vyssiho Fadu. Na zdkladé téchto charakteristik lze pomérné dobfte rozlisit
bunikky druhu M. radiosa, ktery se zda byt konzistentnim druhem jak fylogeneticky, tak

morfologicky.

5.3 Morfologicka plasticita

Je ziejmé, Ze zadna z variet nalezici do linie ,papillifera‘ tedy nema v taxonomii vyznam.
Pak je ale na misté zamyslet se nad tim, co u druhu Micrasterias papillifera vede k této velké

morfologické plasticité.
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Vyznamnym faktorem, ktery ovliviiuje tvar bunék a struktur zivych organismd, jsou
abiotické parametry prostiedi, jako naptiklad pH nebo teplota vody (Neustupa et al., 2008;
Cerna & Neustupa, 2009). Pfikladem mtiZe byt plasticita kiemicitych $upin protist Mallomonas
striata a Synura echinulata. Jejich Supiny méni tvar v zavislosti na zménach pH, které je zaroven
jeden z Klicovych faktort ovlivnujicich jejich vyskyt (Némcova & Pichrtova, 2012). Teplota také
vyznamné ovliviiuje tvar Supin, ale neovliviiuje moznost determinace druhu (Némcova et al,,
2010) Jednim z dalSich environmentalnich faktort miZe byt dostupnost Zivin v prostredi, ktera
ovliviiuje velikost bunék. V mistech s nedostatkem Zivin se typicky vyskytuji druhy, které maji
velky povrch vic¢i svému objemu, coZ jim umozZinuje efektivnéji prijimat Ziviny z okoli (Irwin et
al, 2006). Vzorky vtéto praci pochazeji zvelké casti zoligotrofnich jezer, ve kterych se
konduktivita pohybovala v rozmezi 10 - 98 puS/cm. Na téchto lokalitach, predevsim pak v irskych
jezerech, se vyskytovaly hlavné izolaty urcené jako variety druhu Micrasterias papillifera; glabra
a pseudomurrayi, a ddle M. radiosa var. murrayi a M. cf. radiosa. VétSina z nich se vyznacuje
bunikkami vétSimi, neZ je tomu u M. papillifera a zarezy mezi jejich laloky jsou u nich také veétsi.
Mohli bychom se proto domnivat, Ze tyto morfotypy vznikly jako reakce na nedostatek Zivin a
buniky prohloubenim zarezii zvétSily svilij povrch vici objemu, coZ jim umoziuje efektivnéji
prijimat Ziviny. Toto vysvétleni ale nepodporuji nalezy izolatd odpovidajici nominalni M.

papillifera. Ten se také v nékolika ptipadech vyskytoval na lokalitach s nizkou konduktivitou.

Buiilky izolované ze vzorkll zjezer byly na rozdil od izolati zraSelinist vystaveny
pohybiim vodniho sloupce a i kdyZ se jedna o druh zijici v bentosu, neni pochyb, Ze se Casto
dostavaji i mimo néj jako tzv. tychoplankton. Jako dal$i z moznych vysvétleni morfologické
diverzity bunék M. papillifera se proto nabizi to, Ze se svym tvarem prizpisobily ¢astecnému
Zivotu v planktonu. ZvétSovani komplexity bunék pomoci vybézku a jejich prodluzovani vede ke

snizeni rychlosti klesani ve vodnim sloupci (Padisak et al., 2003).

Dal$im z moznych vysvétleni morfologické diverzity M. papillifera by mohla byt zména
tvaru zavisla na zméné obsahu DNA. Ten se miiZe u zastupct tohoto rodu velmi lisit i v ramci
jednoho druhu, jak bylo zjiSténo u M. rotata. V ramci tohoto druhu to ov§em nemeélo vliv na jeho
morfologii. Buniky s vy$$im obsahem DNA ale mivaji vétsi bunky (Poulickova et al.,, 2014). U
experimentalné vytvorenych polyploidd se objevuje i vyssi stupen vétveni lalokd (Kallio; 1951,

1953).

V ramci mé prace se ukazalo, Ze dlouhou dobu kultivované kmeny maji pravdépodobné

tendenci ménit svou morfologii. Byly vétSinou urceny jako jedna z variet a jejich urceni bylo

vivs

vzorki. Je proto pri praci s takovymi kmeny vzdy na misté opatrnost. K vétSim a nevratnym

zménam vSak pravdépodobné dochazi az pri dlouhodobé kultivaci vramci desitek let. Mé
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kultury M. radiosa var. elegantior prosly také evidentné diky kultivaci zménou morfologie. Ta

vSak neovlivnila jejich urceni, pouze ho ponékud ztiZila.

Je zfejmé, Ze v ramci linie ,papillifera‘ maji rizné morfotypy tendenci reflektovat ménici se
podminky prostredi. Pak by nemélo cenu nadale rozeznavat jednotlivé variety, ale pristupovat
knim spiSe jako kekotypim, které maji odliSnou morfologii diky zivotu v rozdilnych

podminkach (Begon et al., 2005).

V navazujici praci by bylo zajimavé zamérit se pravé na vyzkum faktord, které mohou
morfologii téchto druht ovliviiovat. Je jim naptiklad reakce na nedostatek zivin. Tato teorie je
stejné jako moZnost ovlivnéni tvaru bunék pohyby vodniho sloupce testovatelna napriklad
kultiva¢nim pokusem, béhem kterého by byla kultura michana, coZ by simulovalo pohyb bunék
ve vodé. Bylo by také zajimavé zamérit se na moznost vlivu zmén obsahu DNA v buiikach na

morfologii, predevsim u plastické linie ,papillifera’.
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6 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala diverzitou druhového komplexu Micrasterias papillifera/
M. radiosa. Vzhledem kvelkému mnoZstvi popsanych variet bez jasného taxonomického
zarazeni byla jeho revize nezbytna. Fylogenetické analyzy sekvenci usekt psaA a ITS odhalily, Ze
izolaty zarazené do tohoto komplexu tvorii dvé oddélené monofyletické linie. V prvni z nich, linii
,papillifera’ se nachazela vétSina izolatli tohoto druhového komplexu. Ve fylogenetickém stromé
sekvenci ITS méla tato linie dal$i vnitini diverzitu, kterd ale nekorespondovala s morfologii
jednotlivych variet U druhu Micrasterias papillifera tedy nebude mit rozeznavani variet
taxonomicky vyznam. Lze spekulovat, Ze jejich morfologie odrazi spiSe podminky prostredi, ve
kterém ziji, jako naptiklad mnoZzstvi dostupnych Zivin nebo to, zda pochazi z bentosu raselinist,
nebo zjezer. Pro potvrzeni této teorie vSak doposud chybi experimentalni ovéreni. Dokonce i
nékteré izolaty urcené tradicnimi metodami jako Micrasterias radiosa nebo jeho varieta murrayi

jsou zastupci druhu M. papillifera.

Do linie ,radiosa’ pattilo prekvapivé malo izolati a tento druh bude pravdépodobné
v Evropé relativné vzacny. VSechny nové izolované kmeny pochazely vyhradné z Irska a byly
urceny jako M. radiosa var. elegantior. Tento druh bude pravdépodobneé fylogeneticky uniformni,
ale bez prozkoumani vice izolat nejde udélat presny zavér. VétSina jeho morfologické diverzity
se nachazi spiSe v Severni Americe (Prescott et al., 1977). MiiZe jit o morfologicky variabilni
druh. V kulturach vykazuje velkou plasticitu, ktera by mohla naznacovat, ze dokaze sviij tvar
ménit opravdu specificky podle podminek prostredi. Izolat, podle kterého byl poprvé
taxonomicky popsan (Ralfs, 1848), pochazel z jezera, ale neni jasné, zda spiSe z planktonu nebo
jeho bentosu. Navic byl u pivodniho popisu uveden pouze jeden obrazek (Ralfs, 1848), coz

nemize nijak reflektovat pripadnou morfologickou plasticitu druhu.

Oba druhy, jak M. papillifera tak M. radiosa jsou od sebe dobie morfologicky rozliSitelné.
Jejich ptivodni popis je zjevné i nadale platny. Taxonomickou hodnotu vsak nemaji variety druhu
M. papillifera. Jeho vnitini diverzita je pravdépodobné spiSe odrazem recentni speciace,

pripadné populacni struktury.

Na zakladé téchto vysledki, stejné tak nékolika dalSich praci zabyvajicich se diverzitou
druhovych komplext rodu Micrasterias (Nemjova et al., 2011; Neustupa et al,, 2010, 2011, 2014)
lze usoudit, Ze redlna diverzita tohoto rodu stale nebyla z vétsi ¢asti prozkoumana. Na rozdil od
predchozich praci je vSak zavérem této prace nalezeni mensi diverzity, nez jaka byla popsana

pouze na zakladé morfologie nalézanych druht.
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8 Priloha

Tab. 7: Seznam viech ziskanych a pouzitych kmeni a jejich sekvenci. Geograficky piivod je uvedeny pouze u izolatl z linie G podle Skaloud et al. (2011), pokud byl

znamy. Zkratka UN oznacuje nové ziskané sekvence. Hvézdi¢kou oznacené délky bunék jsou pirevzaty ze studie Skaloud et al. (2011)

p & . Pristupové kddy v Genebank
Identifikator Taxonomicky nazev Lokalita Souradnice Délka | Sifka Ssupen, pH kond.
(um) | (um) | vétveni (uS/cm)
psaA ITS

SVCK 290 Micrasterias americana Ehrenberg ex Ralfs - - - - - - - FR852626 -
NIES 774 Micrasterias anomala W.B. Turner - - - - - - - FR852627 -
SVCK 247 Micrasterias apiculata Meneghini ex Ralfs - - - - - - - FR852628 -
SVCK 65 Micrasterias brachyptera P. Lundell - - - - - - - FR852629 -
SAG 21.97 Micrasterias ceratofera Joshua - - - - - - - FR852630 -
13 Mlcrast;erlas cf. radiosa Ralfs (sensu Coesel Irskor,vbeze]menne jezero 53°27'01.6920", -009°32'38.3640" | 150 150 3.4 6 08 ) UN

- Desmids of the Lowlands) pobliz Maan Cross
121 Micrasterias cf. radiosa Ralfs (sensu Coesel | .\ 1 1ok Nahaslean 53°26'17.1960", -009°32'35.6640" | 148 | 151 | 3-4 | - - - UN

- Desmids of the Lowlands)
124 Micrasterias cf. radiosa Ralfs (sensu Coesel | .\ 1 1ok Nahaslean 53°26'17.1960", -009°32'35.6640" | 153 | 156 | 3-4 | - - - UN

- Desmids of the Lowlands)

Micrasterias cf. radiosa Ralfs (sensu Coesel | Irsko, Lough 0t " _101Go27" " ) }
141 - Desmids of the Lowlands) Knockaunawaddy 53°23'40.2000", -009°32'44.0880 151 154 3-4 |73 84 UN
S21 Micrasterias conferta P. Lundell Svédsko, strouha u cesty 65°46'43.9000",019°28'50.9000" 94 86 - 6,5 46 UN UN
S22 Micrasterias conferta P. Lundell Svédsko, strouha u cesty 65°46'43.9000",019°28'50.9000" 94 85 - 6,5 46 UN -
138 Micrasterias conferta P. Lundell Irsko, jezero Laughauntiee 53°25'36.2640",-009°33'01.3680" 92 82 - 6,5 86 UN UN
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I51 Micrasterias conferta P. Lundell Irsko, Lough Bofin 53°26'24.9000", -009°27'23.2200" 93 86 6,8 75 - UN
SVCK 110 | Micrasterias conferta P. Lundell Finsko, Korvanen (Moore 67°58'04.0224", 027°48'07.2756" | 92 | 83,6 - - FR852632 -
bei Korvanen)
CAUP K602 | Micrasterias crux-melitensis Ralfs - - - - - - FR852633 -
NIES 152 Micrasterias crux-melitensis Ralfs - - - - - - FR852634 -
CAUP K607 | Micrasterias crux-melitensis Ralfs - - - - - - - FN424420
ASW 07023 Micrasterias decemdentata (Nageli) ) ) ) ) ) ) FR852635 )
W.Archer
SVCK 230 Micrasterias denticulata Brébisson ex Ralfs - - - - - - FR852636 -
Micrasterias dickiei (Ralfs) Skaloud,
ASW 07056 | Nemjova, Vesela, Cerna et - - - - - - FR852661 -
Neustupa
CAUP K608 | Micrasterias fimbriata Ralfs - - - - - - FR852637 -
SVCK 374 Micrasterias foliacea Bailey ex Ralfs Indonesie, Sumatra 00°10'33.0000", 100°50'50.0000" 64 70 - - UN -
NIES 777 Micrasterias foliacea Bailey ex Ralfs - - - - - - FR852638 -
CAUP K609 | Micrasterias furcata C. Agardh ex Ralfs - - - - - - FR852639 -
SVCK 249 Micrasterias hardyi G.S. West - - - - - - FR852640 -
SVCK 298 Micrasterias jenneri Ralfs - - - - - - FR852641 -
SVCK 430 Micrasterias laticeps Nordstedt - - - - - - FR852642 -
SVCK 324 Micrasterias mahabuleshwarensis ]. Hobson - - - - - - FR852643 -
SAG 157.80 | Micrasterias muricata Bailey ex Ralfs - - - - - - FR852644 -
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Micrasterias novae-terrae (J.A.Cushman)

Venezuela, Laguna de

SVCK 410 Willi Krieger Mucubaji, Merid 08°47'48.0000", 070°49'45.0000" | 135 130 3-4 - - UN UN
C11 Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs | CZ, NPR Bfehyné - Pecopala | 50°35'03.2190", 014°42'25.8548" 132 133 3-4 |61 183 - UN
c21 Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs Srzé}ffmp"d Kamennym 49°36'58.6091", 015°53'54.3509" | 125 | 132 | 3-4 | - - - UN
C32 Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs | CZ, PP Na Plachté 50°11'17.7590",015°51'40.2300" 129 126 3-4 - - - UN
C33 Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs | CZ, PP Na Plachté 50°11'17.7590",015°51'40.2300" | 130 129 3-4 - - UN -
Cc41 Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs | CZ, PR RaSelinisté U Polinek | 49°56'19.0000",013°04'22.0000" | 136 132 3-4 - - - UN
C42 Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs | CZ, PR RaSeliniSté U Polinek | 49°56'19.0000",013°04'22.0000" 123 127 3-4 - - - UN
S11 Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs | Svédsko, jezero Vuotnersjén | 65°39'01.8000",019°42'18.3000" | 130 130 3-4 |64 52 - UN
S15 Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs | Svédsko, jezero Vuotnersjén | 65°39'01.8000",019°42'18.3000" | 117 127 3 6,4 52 - UN
S24 Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs | Svédsko, strouha u cesty 65°46'43.9000",019°28'50.9000" | 120 116 3-4 |65 46 UN UN
S41 Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs | Svédsko, jezero Stentjirnen | 65°52'48.9000",019°35'22.5000" | 112 112 3-4 |65 - - UN
Svédsko, bezejmenné jezero
S51 Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs 65°38'22.7000",019°40'15.9000" | 141 145 3-4 6 - - UN
Irsko, Lough
148 Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs | Knockaunawaddy 53°23'40.2000",-009°32'44.0880" | 145 143 3-4 |73 84 - UN
N12 Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs gggﬂ;‘gemn"kfad ujezera 60°42'14.5800", 008°15'47.5920" | 118 | 128 | 3-4 | 7 30 UN UN
N21 Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs | Norsko, jezero Olsennvatnet | 60°42'59.2920",008°05'59.7120" | 130 131 3 7,2 10 - UN
CAUP K603 | Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs | CZ, Borkovicka Blata neznamé 130* - - - - FR852646 -
SAG 159.80 | Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs | nezndma neznamé 100 110 3-4 - - UN UN
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Micrasterias papillifera Brébisson ex Ralfs

CCAC3333B {podle sbirky var. speciosa) Svycarsko, Rylle nezndmé 123 124 3-4 - - UN UN
Micrasterias papillifera var. glabra (Irénée- onmt N oror "

163 . . Irsko, Derrylare Lough 53°27'46.8720",-009°48'03.4200 123 128 3-4 6,4 69 UN UN
Marie) K.Forster

S$32 Micrasterias . Svédsko, bezejmennd feka | 65°52'35.8000",019°35'16.6000" | 176 | 172 | 3-4 |65 - UN UN
papillifera var. pseudomurrayi L.].Laporte

$33 Micrasterias . Svédsko, bezejmennd feka | 65°52'35.8000",019°35'16.6000" | 168 | 168 | 3-4 |65 - - UN
papillifera var. pseudomurrayi L.J.Laporte

161 Micrasterias . Irsko, Derrylare Lough 53°27'46.8720",-009°48'03.4200" | 158 | 156 | 3-4 |64| 69 - UN
papillifera var. pseudomurrayi L.J.Laporte

192 Micrasterias _ Irsko, Tawnyard Lough 53°38'47.1120",-009°39'07.1640" | 146 | 154 | 3-4 |71| 55 UN UN
papillifera var. pseudomurrayi L.J.Laporte

193 Micrasterias ) Irsko, Tawnyard Lough 53°38'47.1120",-009°39'07.1640" | 156 | 173 | 3-4 |71| 55 - UN
papillifera var. pseudomurrayi L.J.Laporte

SVCK 411 Micrasterias pinnatifida Ralfs - - - - - - - FR852647 -

NIES 784 Micrasterias pusilla G.C. Wallich - - - - - - - FR852658 -

SVCK 389 Micrasterias r_adzans var. bogoriensis ) ) ) ) ) ) ) FR852648 FN424423
(Bernard) Krieger

SVCK 518 Mlcrasterza_s radians var. evoluta (W.B. ) ) ) ) ) ) ) FR852649 )
Turner) Krieger
Micrasterias radiosa cf. var. murrayi (West | Finnland, Utsjoki (3ter kl.

SVCK 71 & G.S.West) Croasdale (podle sbirky Moor oberh. Biol.Stat. Am 69°54'30.1788", 027°01'35.9076" | 134 138 3-4 - - UN -
Micrasterias papillifera) Klojérvi)

i . ) USA, Falmouth, o gt " onpt "
SVCK 154 Micrasterias radiosa Ralfs 41°34'40.0000", 070°36'51.0000 160 170 3 - - UN -
Massachusetts, Long Pond
. . . Irsko, jezero vychodné od "
SVCK 303 Micrasterias radiosa Ralfs - - 175 - - - - FR852650 -
Clifdenu

131 Micrasterias radiosa var. elegantior Irsko, jezero Laughauntiee | 53°25'36.2640", -009°33'01.3680" | 161 | 170 | 3-4 |65| 86 UN UN
(G.S.West) Croasdale

133 Micrasterias radiosa var. elegantior Irsko, jezero Laughauntiee | 53°25'36.2640", -009°33'01.3680" | 182 | 191 | 3-4 |65| 86 UN -
(G.S.West) Croasdale

168 Micrasterias radiosa var. elegantior Irsko, Derrylare Lough 53°27'46.8720", -009°48'03.4200" | 159 | 172 | 3-4 |64| 69 UN UN

(G.S.West) Croasdale
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Micrasterias radiosa var. murrayi (West &

195 G.S.West) Croasdale Irsko, Tawnyard Lough 53°38'47.1120", -009°39'07.1640 168 176 3-4 71 55 - UN
Micrasterias radiosa var. murrayi (West & USA, MA, soil from
SAG 7.95 G.S.West) Croasdale (podle sbirky Burnham’s Swamp near 41°37'25.1400",-070°33'15.0840" | 111 104 3-4 - - UN UN
Micrasterias papillifera) Falmouth
Micrasterias radiosa var. murrayi (West & Portugalsko, Serra da
ACOI 247 G.S.West) Croasdale (podle sbirky Estrela, Barragem do Covao | 40°20'14.0136",-007°36'41.4396" | 121 130 3-4 - - - UN
Micrasterias radiosa) do Curral
Micrasterias ralfsii (Brébisson ex Ralfs)
SVCK 300 Skaloud, Nemjova, Ves- - - - - - - - FR852660 -
ela, Cerna et Neustupa
CAUP K604 | Micrasterias rotata Ralfs - - - - - - - FR852651 -
CAUP K606 Il/l.l'crt.zsterzas semiradiata Brébisson ex ) ) ) ) ) ) i FR852659 )
Kiitzing
SVCK 138 Micrasterias swainei W.N. Hastings - - - - - - - FR852652 -
SVCK 195 Micrasterias tetraptera West et G.S. West - - - - - - - FR852653 -
CAUP K605 | Micrasterias thomasiana W. Archer - - - - - - - FR852654 -
SVCK 369 Micrasterias torreyi Bailey ex Ralfs - - - - - - - FR852655 -
SVCK 368 Micrasterias tropica Nordstedt - - - - - - - FR852656 -
SVCK 412 Micrasterias truncata Ralfs - - - - - - - FR852657 -
SVCK 291 Micrasterias zeylanica F.E.Fritsch - - - - - - - FR852631 -
SVCK 15 Staurastrum lunatum Ralfs - - - - - - - FR852663 -
SVCK 330 Staurastrum majusculum F. Wolle - - - - - - - FR852664 -
SAG 24.82 Triploceras gracile Bailey - - - - - - - EF371259 -
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SVCK 366

Triploceras gracile Bailey

FR852662
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