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Abstrakt

Synura sphagnicola se vyskytuje v oligotrofnich mirné kyselych sladkych vodach. V
ramci tohoto nominalné definované¢ho druhu nebyla zaznamendna ptfitomnost kryptické
diverzity. Zndmé sekvence SSU rDNA vykazuji jen velmi malé rozdily. Pfedpokladala jsem
ale, ze pokud wvnitrodruhova kryptickd diverzita existuje, variabilita by se projevila ve
struktufe ITS regionu.

Ziskala jsem 36 sekvenci ITS regionu S. sphagnicola z Evropy a 1 z Koreje. V ramci
tohoto tseku jsem zaznamenala rozdily signalizujici jasné rozdéleni izolati do dvou druha
(pracovné oznacenych jako SP1 a SP2). Morfologické analyzy 14 kultivovanych kment (6 z
linie SP1 a 8 z linie SP2) potvrdily rozdéleni na zakladé genetickych rozdili. Prokazaly se
signifikantni rozdily mezi 4 méfenymi morfologickymi znaky (délka Supiny, Sitka Supiny,
dé¢lka ostnu, délka rimu). Nejznatelnéjsi rozdily jsou mezi délkami ostnu, ktery je ptipevnén k
Supin€. Analyza Supin pievzatych z publikaci potvrdila, Zze dva druhy je mozné rozlisit i v
ptirodnich podminkach.

Dle analyzy nacrtka k popisu druhu S. sphagnicola jsem zjistila, ze se jedna o druh SP2
(druh, ktery ma del$i ostny). Druh ozna¢ovany jako SP1 je pravdépodobné jesté nepopsanym
druhem.

Ptestoze oba se oba druhy mohou vyskytovat v jednom habitatu, analyza ekologickych
podminek lokalit, odkud byly potizeny ukazala, Ze se jejich podminky mirné 1isi. Druh SP2 se
vyskytuje spiS v nizsi konduktivité, zatimco druh SP1 je schopen obyvat prostiedi s SirSim
rozmezim konduktivity. Konduktivita je pravdépodobné spojena s mnozstvim srazek. Druh

SP2 se vyskytuje v destivéjSich oblastech.

Kli¢ova slova: Synura sphagnicola, kryptické druhy, skryta diverzita, morfologie, Supina,
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Abstract

A common alga of oligotrophic slightly acidic fresh water habitats, Synura sphagnicola,
has never been suspected for a presence of cryptic diversity. The publicly available SSU
rDNA sequences showed very slight genetic differences between the S. sphagnicola isolates.
However, I suspected that if any cryptic lineages exist, the sequencing of ITS region will
show the differences between them.

A total of 37 §. sphagnicola sequences (36 from Europe and 1 from Korea) were
analyzed in this thesis. The ITS rDNA sequencing clearly recognized the presence of two
distinct cryptic species, referred here as lineage SP1 and SP2. The morphological analysis of
14 cultivated strains (6 belonging to the lineage SP1 and 8 to the lineage SP2) validated the
genetic distinction. The statistical analyses showed that 4 morphological aspects (length of a
scale, width of a scale, length of a spine, length of a rim) were found to have significant
differences in length of measured factors between species. The most visible difference is in
the length of a spine that is connected to the scale. The analysis of published S. sphagnicola
scales showed that the two lineages can be morphologically distinguished also in natural
conditions. According to the morphological analyses, the lineage SP2 (species with a longer
spine) corresponds with the description of S. sphagnicola.. The SP1 lineage probably
represents yet unsubscribed species.

Despite the species can co-occur in nature, analysis of ecological data showed that their
optima of some environmental conditions slightly differ. Whereas the species SP2 prefers low
conductivity, the species SP1 occurs in a wider range of conductivity. The conductivity is
probably connected with the amount of precipitation, since the species SP2 occurs in more

rainy regions.

Key words: Synura sphagnicola, cryptic species, hidden diversity, morphology, scale,

Chrysophyceae
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1. Uvod

Biodiverzita a geografie protist je neznama. Diive byly druhy rozpozndvané prevazné na
zéklad¢ morfologickych metod. Nepiedpokladalo se, ze mnozstvi protist bude tak velké, jako
dnes predkladaji environmentdlni studie. K¥iZici experimenty a molekuldrni studie ukazuji, ze
druhy definované morfologickymi ptistupy, velmi podhodnocuji skute¢nou protistni diverzitu
(Pawlowski et al. 2012, Stoeck et al. 2010). Metodami environmentéalniho sekvenovani je v
dnes$ni dobé odhalovano obrovské mnoZzstvi druhli. V soucasnosti ale neexistuje jednotny
druhovy koncept, ktery by mohl byt aplikovdn na vSechny skupiny protist (Pawlowski et al.
2012).

1.1 Diverzita a rozsifeni protist

V otéazce rozmanitosti a druhové bohatosti protist se stietaji dvé odlisné hypotézy. Ty tizce
souvisi s ndzory o rozSifeni protist. Zatimco prvni hypotéza piedpoklada, ve srovnani
s makroskopickymi organismy, jen velmi malou diverzitu, druha povazuje dosud zndmé
mnozstvi druhti za vyrazné podhodnocené.

Zastanci nizké protistni diverzity vychazi z teorie ubikvitniho rozSifeni protistnich
organismu. Ubikvitni teorie pfedpokldda, ze pokud budeme dostatecné dlouho studovat
diverzitu urcité skupiny mikroorganismi (o velikosti do 1 mm), byt na jediném misté,
muzeme ¢asem objevit témét vSechny popsané druhy (Finlay a Clarke 1999). Finlay a Clarke
(1999) po 700 hodinach hledani skutecné nalezli 78 % vSech znamych druhli rodu
Paraphysomonas v 1 cm” sedimentu sladkovodniho jezirka. Z toho néaslednd vyvozuji, Ze
témét vSechny druhy sladkovodnich protist by mohly byt nalezeny v jakémkoli vhodném
biotopu (Finlay a Esteban 1998). Organismy se samoziejmé& li§i svou specializaci na
jednotlivé habitaty (Fenchel a Finlay 2004). Jednim z dikazl vysoké schopnosti disperze
protist, 1 téch, kteti maji uzsi ekologické naroky (nikoli jen téch, kteti maji vhodné habitaty
nepiili§ od sebe vzdalené), je dokumentace chladnomilnych druhli obyvajicich Arktidu
a Antarktidu. Dochdzi mezi nimi totiz ke genetickému toku (Darling et al. 2000). Vzhledem
ke schopnosti globalniho $ifeni by mohla distribuce nejmensSich organisml zaviset pouze na
vlastnostech prostfedi. Byly by tak schopny rozsifit se vSude tam, kde jsou pro né¢ vhodné
podminky (Finlay 2002). V rozsifeni mikroorganismi by tudiz nemély hrat roli historické
faktory jako tomu je u vétSich organismi (Fenchel a Finlay 2003). Vlivem genetického toku

a vSudyptitomnosti protist by tedy nebyla prakticky mozna lokélni extinkce (Fenchel a Finlay

1



2004). Tato teorie Usti v nazor, ze vétSina druhil jiz byla objevena a zZe redlné diverzita se od
doposud popsané ptili§ neli§i. Divod neustalého objevovani novych druh pficitaji zastanci
ubikvitni hypotézy tomu, ze jsou zkoumdny habitaty, kterym dosud nebyla vénovéana
pozornost (Fenchel a Finlay 2004).

Zcela odlisny ndhled na biodiverzitu maji zastanci hypotézy o velké druhové bohatosti
protist. Tato hypotéza ptedpokladd vyrazné podhodnoceni naSich soucasnych pohledii na
protistni diverzitu. Je zaloZena pfevaZzné na molekularnich datech a teorii moderatni
endemicity protistnich druhtt (Foissner 1999). Teorie moderatni endemicity druht
predpoklada, Ze protista maji v podstaté podobné rozsiteni jako rostliny a Zivo€ichové s tim
rozdilem, Ze se mezi nimi nachéazi vic kosmopolitnich druhii. Mezi protisty existuji endemiti
a také druhy s omezenou geografickou distribuci (Foissner 1999). Endemismus nékterych
druhii dokladaji mnohé morfologické 1 molekularni studie.

Foissner (1999) hypotézu ubikvity svou studii velmi zpochybiiuje. V analyze druhového
slozeni ptidnich ciliati provadél 17 odbérii na 100 m” béhem dvou let. P¥i soudasném stavu
1000 popsanych druhti pidnich ciliati byl pocet 160 druhi, které na tomto misté nalezl
pomérné nizky. Kumulativni kiivka celkového poctu nalezenych druhti se vyrovnala jiz po
13. odbéru.

I presto, ze ubikvitni hypotéza tento nazor nepodporuje, ukazuje se, ze rozsifeni protist je
zavislé na historickych faktorech, a to vn&kterych ptfipadech 1 na jejich
Gondwanském/Laurasijském ptvodu (Foissner 2006). Velice patrné to je na velmi dobie
rozpoznatelnych druzich, tzv. ,,flagship species®. Pokud se v lokalit¢ vyskytuji, jsou témét
nepiehlédnutelné, a piesto jsou evidovany pouze na ur¢itych mistech. Mnoho takovych druha
existuje napiiklad u nalevnikil (ciliatt) ¢i sladkovodnich 1 moiskych tfas (Foissner 2006).
Analyza mnoha ciliatnich ,,flagship species® odhalila, ze vétSina z nich jsou regiondlnimi,
lokalnimi ¢1 historickymi endemity (Foissner et al. 2008).

Protistni diverzita se z pohledu této hypotézy jednoznacné jevi jako velice podhodnocena.
Jako ptiklad uvadi Foissner (1999) své studie cilidti. Finlay a Esteban (1998) povazuje
diverzitu cilidtd za jiz téméf prozkoumanou. Odhaduje 3000 cilidtnich druhti. Tento pocet
zpochybiiuje Foissner (1997). Uvadi, ze rocné je popsano nékolik set novych druhi.
V nékterych studiich se odhaduje, Ze pocet protistnich druht je ptfiblizné¢ 300 000 (Foissner
a Wilhelm 2008) nebo také 1,46 x 10° az 1,66 x 10° (Adl et al. 2007).

Podhodnocené odhady soucasné diverzity spocivaji nemalou casti v celkové nizké

prozkoumanosti Zem¢&. Zna¢nou ¢ast poznané diverzity nékterych druhli tvofi nélezy pouze



nekolika védci, ktefi se zabyvali "svymi oblibenymi" habitaty. A tak nejvétsi mnozstvi lokalit
zustava neprozkoumanych (Foissner 1999). Dosud maly pocet poznanych druhi tedy neni dan
jen obtiznou rozeznatelnosti n€kterych druht, ale také malym poctem taxonomu, od kterého
se odviji nizky pocet odbérii, a tudiz mald prozkoumanost protistni diverzity (Foissner 2006).
Z hlediska téchto argumentii se zda byt diverzita protist skutecné¢ velmi podhodnocena, a to i
v piipad¢ uvazovani pouze morfologicky odlisitelnych druhii. Ale 1 veskeré molekularni
analyzy nardzi na problém "oblibenych odbérovych mist", stejné¢ jako je tomu u analyz
morfologickych.

Zastanci hypotézy velkého poctu druhti ptedpokladaji, Ze v mnoha skupinach protist
nebylo dosud popsano ani 50 % vSech existujicich druht (Foissner 2006, Adl et al. 2007).
Zatimco ubikvitni hypotéza by prakticky neumoziovala popula¢ni diferenciaci a z ni plynouci
alopatrickou speciaci, mezi podpurci vysoké diverzity existuji zastdnci nazoru, Ze protista
jednotlivé populace vytvareji. Analyza mikrosatelith motské planktonni rozsivky Pseudo-
nitzchia pungens (Casteleyn et al. 2010) ukazuje ptitomnost riznych populaci a to i presto, ze

moisky plankton nema prakticky zddné ptili§ vyrazné disperzni bariéry.

Belgium Denmark| Ireland Canada USA Japan New Zealand
L Il Il Il I I

NE Atlantic NW Atlantic NE Pacific NW Pacific  SW Pacific

Obr. 1: Populacni struktura Pseudo-nitzchia pungens, kazdy izolat je zakreslen vertikalni
carou, kterd je rozdélena do barevnych sekci o délce proporcionalni k mife pfisluSnosti

k danému klastru (Casteleyn et al. 2010)

Sledovani jednotlivych populaci pomoci analyzy mikrosateliti bylo provadéno také na
bentické sladkovodni rozsivce Sellaphora capitata. Ukazalo se, Ze izolaty vykazuji rozdily
zavislé na lokalité, ze které pochazeji. Jednotlivé populace jsou sexudlné kompatibilni, ale
vzhledem k omezené schopnosti §ifeni téchto organismi by v pfirod¢ ke kiizeni téZko doslo
a tudiz by ¢asem alopatricka speciace byla mozna (Evans et al. 2009).

VétSina znamych sekvenci popsanych protist je pofizena z klonalnich kultur.
Tynevypovidaji o wvariabilit¢ spoleenstev v ptirodnich podminkach. Vnitrodruhova

a vnitrogenomova variabilita v ramci ptirodnich protistnich populaci je stale vétSinou
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pyrosekvenovani. Globalni druhova bohatost je velmi omezena na znalost sekvenci
kultivovanych kmenti (Stoeck et al. 2010). Metoda pyrosekvenovani piindsi moznost ziskat
sekvence 1 z velmi malo abundantnich druhli. A pfesto, Ze je touto metodou odhaleno velké
mnozstvi druhd, neni toto mnozstvi ani pro konkrétni habitat konec¢né, pokud je provedeno
nedostatecné mnozstvi odbérti. Nolte et al. (2010) se zabyval rozmanitosti pfirodnich populaci
protist. Na deseti odbérech ze stejného mista zkoumal c¢asovou variabilitu vyskytu
jednotlivych druht. V rozmezi 3 tydni se ukazalo, ze 50 % organismi bylo nalezeno
maximalné ve 3 vzorcich soucasné. 25 % bylo unikéatnich pro kazdy vzorek. Sezodnni
dynamika je velmi vyznaénym faktorem, ovliviiujicim diverzitu protistnich organisml
(Sommer 1986) nejen ve vodé, ale naptiklad 1 v pade (Adl & Gupta 2006). Nékteré taxony
byvaji v malém mnozstvi zastoupeny cely rok, ale spousta druhli je omezena pouze na
konkrétni podminky. Procento nalezenych fas v jedné lokalit¢ by se jisté¢ zvySilo vétSim
poctem odbért v pribéhu roku. Jednoodbérova studie je tudiz pomérné nespolehlivym
ukazatelem diverzity lokality. Dale je pfi pouziti metody pyrosekvenovani nutné piihlizet na
vysoké procento chybovosti. A proto je dobré takto potizené vysledky brat s urcitou rezervou
(Nolte et al. 2010).

Jako dalsi piiklad obrovské diverzity, ktera jest¢ nebyla prozkoumana, lze uvést
vytrusovce (Apicomplexa). Apicomplexa jsou obligatnimi parazity (napt. Plasmodium,
Toxoplasma). Jejich variabilita se d4 odhadovat az na 1,26 x 10 ¢ druh@, pokud bychom
uvazovali, Ze kazdy druh je specializovan na svého zivociSného hostitele. Tento model by se
dal aplikovat také na protistni parazity ryb ¢i rostlin (Pawlowski et al. 2012). Jeden z ptikladt
specializovanych parazitickych druhl, Plasmodium azurophilum, byl povazovan za jeden
druh. Toto ustanoveni bylo zaloZzené na morfologickych znacich a Zivotnim cyklu. Posléze se
ale ukazalo, se ve skutecnosti jednd o dva reprodukéné izolované druhy. Jeden z nich infikuje

cervené krvinky, druhy bilé krvinky (Perkins 2000).

1.2 Skryta diverzita- genetické a morfologické rozdily na prikladu protistnich ras

Taxonomie jednobunécnych planktonnich organismii je dnes stale jesté pfevazné zalozena
na morfologickych znacich. Jednim z probléml odhadovani protistni diverzity je skrytéd
(kryptickd) diverzita, kdy v rdmci nominaln€ definovaného druhu je odhalena ptitomnost vice
druhi. Kryptické diverzita je zjiStovana témét u vSech druhi, které jsou detailnéji zkoumané.
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Mnoho nové objevenych druhii je charakterizovano pouze genetickymi rozdily. Napf.
u pikoplanktonni fasy Micromonas pusilla bylo pomoci sekvenovani jaderného,
mitochondridlniho a chloroplastového genomu odhaleno 5 rozliSnych linii. Dvé z nich byly
ubikvitni, zatimco ostatni se vyskytovaly pouze lokalné. Morfologicky byl M. pusilla
povazovan za jediny druh (Slapeta et al. 2006). Pomoci molekularnich p¥istupii byly objeveny
také dal$i neznadmé linie ciliath. Jednalo se nejen o sekvence v ramci tfid a podttid, ale také
sekvence, které bylo obtizné klasifikovat do né&jaké z jiz popsanych tiid &i podtiid (Slapeta
et al. 2005). Finlay (2002) ale upozoriiuje na urcitou rezervu molekularnich metod.
V nékterych ptripadech totiz kryptické druhy mohou byt geneticky odlisné, jiné kryptické
druhy genetické rozdily postradaji. Fenchel a Finlay (2006) zastavaji nazor, Ze introdukce
genetickych dat vnasi do studia protistni diverzity spiSe zmatek a vysoky pocet druha
objevenych na genetické trovni je zavadéjici. Molekularni druhovy koncept povazuji za
pouhy teoreticky konstrukt, pficemz pro skuteCnou definici druhii doporucuji studium
fyziologickych a morfologickych znaki.

Kromé toho, ze bylo pomoci molekularnich metod objeveno velké mnozstvi nepopsanych
druhd, vnesly tyto pfistupy do systému eukaryot lepSi fylogenetickou organizovanost.
U velkého mnozstvi kryptickych druhti je problém nalézt vhodné morfologické znaky pro
rozliSeni mezi nimi. Zatimco se mnoho morfologickych znakl tradi¢né vyuzivanych pro
determinaci druhi ukdzalo byt ve svétle molekularnich dat zcela nevhodné (velikost bunék,
pritomnost slizu, velikost externalit (Krienitz a Bock, 2012), pfitomnost pyrenoidu
v chloroplastu (Krienitz et al. 2001), jiné morfologick¢é znaky se pfi rozliSeni mezi
kryptickymi druhy daji stale efektivné vyuzivat. Mnoho morfologickych znakd, které se jevi
jako vhodné pro rozliSeni mezi kryptickymi druhy byva nalezeno u druhi, které jsou schopné
produkovat pevné struktury. Jedna se Casto o rizné druhy schranek. Napt. Amato et al. (2007)
odhalili kryptickou diverzitu u rozsivek rodu Pseudo-nitzschia. Mann et al. (2004) studovali
kryptickou diverzitu rozsivky Sellaphora pupula a definovali 5 novych druha. Kryptické
druhy byly nalezeny i u Desmodesmus serratus (Fawley et al. 2011). Skaloudova a Skaloud
(2013) zjistili kryptickou diverzitu v ramci rodu Chrysosphaerella. Popsali novy druh
z Finska a doplnili, Ze nalezli v diivéjsi literatufe zminky o rozdilnych kiemicitych Supinach
tohoto rodu. Ty nejspiSe budou také patfit dal§im kryptickym druhtim. Skryté druhy se
pravdépodobné signifikantnd 1idi v ekologickych narocich (Skaloudova a Skaloud 2013).
U rozsivek (Sellaphora pupula) je mozné kryptické druhy definovat s vyuzitim elektronového

mikroskopu. Vysledky ze skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) se shoduji



s vysledky molekularnimi (Mann et al. 2008). Pomérné dobrych vysledkil 1ze dosdhnout
v morfologii také metodou geometrické morfometriky (GM).

Morfologie ale mnohem méné vypovida o fylogenetickych vztazich. Napt. rod
Mallomonas je na zakladé podobnosti kifemilitych struktur rozdélen do nékolika sekci
(Kristiansen a Preisig 2007). Toto rozdé¢leni ale neodpovida skutecné evoluci rodu (Jo et al.
2011). Jak spravné rozlisit fylogenetické vztahy publikovala Coleman (2003). Analyzovala,
kter¢ molekularni markery je vhodné vyuZit pro rozliSeni diverzity na rtiznych trovnich
fylogeneze. Pro zjiSténi vnitrodruhové variability byl jako nejlepsi vyhodnocen ITS region.
LSU a SSU rDNA tuseky jsou schopny rozlisit pouze do trovné rodu. Coleman (2008) se
zabyvala 1 biologickym konceptem druhii u zelenych fas. Ve své praci publikovala hypotézu,
ze pokud jsou v sekundarni struktufe ITS2 ptfitomny CBCs ( compensatory base changes=
reciproéni zmény bézi) a hemi CBCs, (one sided CBCs), jsou mezi druhy pfitomny
1 reproduk¢ni bariéry. Tento model ale Ize uplatnit jen u nékterych skupin tfas (Caisova et al.
2011).

Ptitomnost a pocet CBC miize navic pouze reflektovat vzristajici genetické odliSeni dvou
druhii po specia¢ni udélosti. Neznamena to, ze CBC piedchazi speciacni udalosti. Proto mtize
byt pritomnost CBC dostateCnym ale ne nutnym ukazatelem rozdilnosti druhii. Odhaluje spiSe

minimalni pocet druht (Miiller et al. 2007).

1.3 Druhovy koncept ias produkujicich pevné struktury

Prvotni studie vyuzivaly k urCovéni protist pouze morfologické znaky. Pozorovani
morfologie ve svételném mikroskopu bylo pozdéji obohaceno o studie zalozené
na elektronové mikroskopii. A tak mohl vzniknout rozséhly piehled o protistni druhové
bohatosti. Naptiklad u bentickych/planktonnich obrnének rodu Prorocentrum se zacalo
rozliSovat mezi nékterymi druhy az ve chvili, kdy byla v SEM objevena struktura jejich
periflagelarnich platd (Lim et al. 2013). Morfologické druhy ostatnich b&znych obrnének
s velkymi destiCkami byly jiz dfive ve svételném mikroskopu rozpoznavané. Podobné tomu je
iu Supinatych chrysomondd. Jejich druhovy koncept je dlouholetou tradici zaloZzen na
specifické morfologii kiemicitych Supin. Svételnym mikroskopem dokézeme odhalit pouze
jasn¢ zietelné rozdily (Kristiansen a Preisig 2007). V mnoha piipadech je Casto obtizné
zhodnotit, které z odliSnosti poukazuji na mezidruhovou variabilitu a které nikoliv (Némcova
et al. 2013). Pro redlné zhodnoceni druhové diverzity je u morfologicky pfibuznych druhil
nezbytné pouziti molekuldrnich metod. A teprve poté se v€novat morfologickému rozliseni.
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Jelikoz se ukazuje, ze pomoci morfologie je mozné rozliSit pouze nékteré molekularné
definované druhy, pro studium kryptické diverzity jsem si vybrala druh, ktery vytvaii pevné
struktury. Kromé zjiSténi, zda se v rdmci vybraného druhu vyskytuji genetické rozdily, bude

mozné detailn€ sledovat i morfologii na kiemicitych Supinach.

1.4 Kiemicité Supiny

Rod Synura (Stramenopiles, Chrysophyceae) a dalsi ptibuzné rody produkuji kiemicité
Supiny se specifickymi tvary a ornamentaci. Tyto Supiny se daji dobfe vyuzit k rozliSeni
druhtl, a to jak z Gerstvych odbéri, tak z fosilniho materialu. Supiny skupiny Chrysophyceae
zlstavaji vyuzitelné pro urceni druht 1 miliony let (Smol 1995, Siver a Wolfe 2005). Nékteré
z fosilnich Supin jsou velmi podobné tém, které produkuji reentni druhy Synurales (Siver et
al. 2013).

Supiny jsou produkovany intracelularné v silikon-depozitnich vaécich, které jsou
umisténé v fadach podél povrchu jednoho z chloroplastli. Jsou asociované s periplastidalnim
ER (Leadbeater 1990). Silikon-depozitni vacky vznikaji splyvanim vacka, produkovanych
Golgi aparatem (Zeeb a Smol 2001). Mikrotubularni cytoskelet je dilezity pro ptremisténi
Supin k povrchu buiky a jejich exocytdzu. Jakmile je Supina na povrchu buiiky, cytoskelet se
rozlozi (Leadbeater 1984). Rozmisténi Supin na povrch buiiky je spiradlni (Leadbeater 1984,
Siver & Glew 1990, Zeeb a Smol 2001), pficemZ exocytéza probihd na nékolika mistech
soucasn¢ (Sandgren et al. 1996). VSechny Supiny jsou pifipevnéné k bunice svou bazalni
stranou. Bazalni strana je kryta distalni stranou Supin vyssich fad. Timto zplisobem je obrnéna
cela buiika (Leadbeater 1990).

U Synurales existuje vice druhii Supin. Oznacuji se jako predni (anteriorni), télni a zadni
(posteriorni), které se od sebe Castecné 1i$i svou morfologii (Siver 1988). Piedpoklada se, zZe
Supiny maji ptiblizné€ uréenou budouci destinaci jiz pti svém vzniku (Leadbeater 1990).

Piechod mezi morfologii $upin na buiice je postupny (Siver 1988, Skaloud et al. 2012).

K druhové determinaci je vyuzivano télnich Supin, protoze jsou velké a maji nejvyvinutéjsi
ornamentaci (Skaloud et al. 2012). Posteriorni Supiny jsou kratsi, sice nesou ziklady
ornamentace, ale ta neni plné vyvinuta (Wee 1997). U nékterych druhii jsou ke spravné

determinaci potiebné 1 apikalni Supiny nebo ostny (Kristiansen 1978).

Kiemik je dilezitym elementem nasi planety. Tvofi 28 % zemské krusty (Leadbeater

a Baker 1995).



Kdyz jsou Synurales limitovany kiemikem, vytvaii méné silifikované Supiny. Kultivaci
v médiu s absenci kiemiku bylo zjisténo, ze jsou schopni zit 1 zcela bez Supin (Sandgren et al.
1996). Pti vyssich koncentracich kiemiku se Supiny protahuji a zuzuji (Hahn et al. 1996).

Faktory prostfedi, ve kterém bunky Zziji, dokazi tvar Supin ovlivnit 1 v pribéhu Zivota.
Nejhors$i dopad na strukturu Supin ma prostfedi disturbované lidskou ¢innosti. Takovéto
Supiny byvaji deformované (Gavrilova et al. 2005). Ve znecisténé¢ vod¢ nemohou zit zdravé

organismy. Nicmén¢ se alespoii mohou stat dobte sledovatelnym ukazatelem Cistoty prostiedi.

1.5 Synura sphagnicola

Ukazuje se, ze velka ¢ast popsanych druhli ve skute¢nosti zahrnuje vice morfologicky
nepopsanych variant. Molekularni ptistupy dokazi vyvolat impuls k tomu, aby tyto druhy byly
detailnéji prostudovany z hlediska morfologie a zrevidovany. Tento impuls inspiroval 1 mou
diplomovou praci. Fylogeneticka analyza (Skaloud et al. 2013a) uvadi piitomnost kryptické
diverzity 1 v rdmci dal§ich nominalnich druhi s kifemicitymi Supinami (Synura. S. curtispina,
S. mammilosa, S. sphagnicola a S. uvella).

Synura  sphagnicola (Stramenopiles, Chrysophyceae) obyva biotopy kyselych
oligotrofnich vod. RaSelinistni tinky, horské rybnicky nebo jezera s kyselejSim pH jsou
lokality, kde se tento druh nej€astéji vyskytuje.

Supiny maji ovalny tvar. Bazalni deska je perforovana. Na proximalni strané Supiny se

nachazi prehnuty okraj (rim). Na distalni stran¢ Supiny je pfipevnén dlouhy osten (obr 2).



Ve svételném mikroskopu je mozné druh S. sphagnicola rozlisit snadno od ostatnich
druhi rodu Synura, jelikoZ se v buinice Casto vyskytuji olejové kapicky nacervenalé barvy.
Pii pozornéjSim sledovani na vétSim zvétSeni lze okolo bunék vidét 1 pomérné dlouhé
osténky. Kolonie jsou kulaté, ¢asto maji spi§ mensi pocet bunck (4-16).

Synura sphagnicola byla do dne$Sni doby povazovana za velmi dobie definovany,
morfologicky jasné vymezeny druh. V ¢lanku Bo et al. (2010) byla do analyzy zahrnuta
sekvence S. sphagnicola (viz obr.xx Synura sphagnicola), kmen CCMP 2897 (The Provasoli-
Guillard National Center for Culture of Marine Phytoplankton). Molekularni analyza odhalila
blizkou ptibuznost tohoto kmene s blize neuréenym kmenem Synura sp. 1, CNU 52, ( obr. 3
Synura sp. 1), ktery pochazi z odbéri z Jizni Koreje. V databazi GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide) se nachazi dalSich 28 rGznych sekvenci

S. sphagnicola, vyizolovanych z 22 rtiznych kmena. Dvé ze sekvenci nebyly publikovany.
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Obr. 3: Fylogeneticka pozice S. sphagnicola- ptibuznost s kmenem Synura sp.1, ptevzato

z Boo et al. 2010).

Mezi témito 28 sekvencemi se nachazi 8 sekvenci genu pro 18S rRNA. Sest téchto
sekvenci (LO228-6, LO228-7, LO228-33, LO234-7, LO234-8, L0O234-9) pochazi z publikace
Auinger et al. (2008), zabyvajici se metodou identifikace protist pomoci single-cell PCR.
V tomto ¢lanku bylo zjiSténo, ze nékteré morfotypy (Ochromonas sp., Dinobryon divergens)
vykazuji genetickou variabilitu pfi sezOonnich odbérech ¢i pii odbérech z odliSnych jezer.
V ptipadé¢ sezénné odebranych a vyizolovanych kolonii druhu Synura sphagnicola byly
ziskané sekvence az na jednu deleci shodné. Dalsi ze sekvenci 18S rDNA (kmen spssu)
pochézi ze studie vénujici se molekularni diverzité¢ apusomonad (Kim et al. 2006). Studovany
kmen byl vyizolovan z jezera ve Wisconsinu, USA. Posledni ze sekvenci 18S rDNA (CCMP
1705) byla publikovana v ramci fylogenetické analyzy Chrysophyt (Lavau et al. 1997).

Porovnani existujicich sekvenci genu pro 18S rRNA ukazuje, Ze u vétSina druht ma zcela
identické sekvence. Kmen LO228-6 (dé¢lka 1218 part bazi) se od ostatnich 1isi jednou deleci.
Kmen spssu se lisi ve tfech bazich. Blizce ptibuzny kmen Synura sp. 1 (obr. 3) (CNU 52) se
v genu pro 18S rRNA od ostatnich kment S. sphagnicola 1181 v 8 bazich.

Mirna variabilita 18S rDNA v ramci druhu S. sphagnicola tedy existuje. Mnohem
zajimav¢j$i by jisté bylo zkoumat variabilnéjSi Usek - ITS region, ktery vhodny pro
rozliSovani mezidruhovych rozdili u tfady skupin protist (Coleman 2003). Na variabilité

tohoto markeru by se vnitrodruhové rozdily, pokud existuji, mély zvyraznit.
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Genetické diverzité¢ S. sphagnicola dosud nebyla vénovana zadna pozornost. Studium
vnitrodruhové variability tohoto druhu by proto mohlo ptinést zajimavé vysledky vyuZitelné

v ekologickych studiich. A také ptispét k soucasné diskuzi ohledné diverzity protist.

1.6 Cile prace

Hlavnim cilem mé prace je zjistit, zda se vradmci morfologicky definovan¢ho druhu
S. sphagnicola vyskytuji kryptické druhy. Pokud bude mozné druhy rozliSit morfologicky,
stanovit kritérium, dle kterého je lze rozpoznat.

Vedlejsim cilem je analyza existujici literatury, ktera se tyka druhu Synura sphagnicola.
Ta bude spocivat v analyze publikovanych Supin a ekologickych podminek lokalit, ze kterych
Supiny pochazeji.

Revize S. sphagnicola a vyzkum kryptické diverzity uvnitt tohoto druhu napomtize

zdokonalit ptehled o diverzité a rozsifeni protistnich organismti.
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2. Material a metody

2.1 Izolace a kultivace

Pro vyzkum diverzity druhu Synura sphagnicola byly odebrany vzorky z n€kolika lokalit
v ramci Evropy. Vzorky pochazi z Ceské republiky, Norska, Skotska, Svédska (obr .4).
Z kultur byla vyizolovana a nasekvenovana DNA a byly pfipraveny preparaty pro transmisni

elektronovy mikroskop (TEM).

Obr. 4 : Mapa odbérovych mist ziskanych sekvenci S. sphagnicola.

Odbér vzorkii byl provadén s pouzitim planktonni sit¢ s Sitkou ok 20 pm nebo

vyzdimdnim vodnich rostlin. Soucasn¢ byly zaznamenany GPS soufadnice jednotlivych
12



A

lokalit a na mistech odbéru zméfeno pH, konduktivita a teplota vody pomoci métice Combo
pH & 7 EC HI 98129, Hanna instruments.

K izolaci jednotlivych kolonii ze vzorki byla pouzita sklenéné pipeta vytazena v kapilaru.
Monoklonélni kultury byly péstovany v plastovych kultivacnich destiCkach se sterilnim
modifikovanym médiem DYIV (slozeni- viz nize) s pH 6 pfi konstantni teploté 15°C
za ptirozen¢ho a zaroven piidaného slabého umélého osvétleni. Po tficeti dnech (+- 3 dny) byl
z narostlé kultury odebran vzorek o objemu 200 pl do 1ml mikrozkumavky Eppendorf sterilni

pipetou a zmrazen (- 20°C).

Slozeni média DY IV — modif.:

Do 950 ml destilované vody piidat:

-1,0 ml MgS04.7H20 5,0 g/100 ml dH20
-1,0 ml KC10,3 g/100 ml dH20

-1,0 ml NH4C1 0,268 g/100 ml dH20

-1,0 ml NaNO3 2,0 g/100 ml dH20

-1,0 ml B — glycerofosfat 0,216 g/100 ml dH20
-1,0 ml H3BO3 0,08 g/100 ml dH20

-1,0 ml Na2EDTA 0,7 g/100 ml dH20

-1,0 ml Na2SiO3 0,6 g/100 ml dH20

-1,0 ml FeCl13 .6 H20 0,166 g/100 ml dH20
-1,0 ml CaClI2 7,5 g/100 ml dH20

200 mg MES - pufr

1,0 ml stopové prvky viz nize

1,0 ml vitaminovy roztok viz nize

Stopové prvky :

Rozpustit kazdou chemikalii samostatné v 10 ml:
destilované vody. Poté smichat téchto 6 roztokt
a doplnit do 100,0 ml destilovanou vodou.

31,4 mg MnC12 . 4 H20

4,5 mg MnSO4 . H20

1,46 mg CoCl12 . 6 H20

2,35 mg Na2MoO4 . 2 H20

0,13 mg NH4VO3

0,27 mg Na2SeO3
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Vitaminovy roztok:

Rozpustit kazdou chemikalii samostatné v 10 ml Do 80 ml destilované vody pridat:
1,0 ml B12 0,5 g/ d H20

10,0 mg Thiamin HCI

Doplnit na kone¢ny objem 100 ml destilovanou vodou.

Kompletni médium doplnit na 1,0 1 destilovanou vodou a upravit pH pomoci NaOH ¢i HCl na 6,0.

Médium bylo sterilizovano v autoklavu.

2.2 Analyza DNA

2.2.1 PCR amplifikace a sekvenace ITS rDNA useku

Pro zjiSténi ptitomnosti ¢i nepfitomnosti genetické variability kultivovanych kmeni bylo
vyuzito markeru ITS. Variabilita tohoto useku dobie vystihuje rozdily v DNA na urovni
druhti (Coleman 2003).

Ptipravené vzorky byly v pokojové teploté pozvolna rozmrazeny. Rozmrazené vzorky
byly pifemistény piimo do reak¢ni smési pro PCR. Amplifikace sekvenci ITS rDNA (ITSI,
5,8S, ITS2) byla provedena s pouzitim primera Knl.1 (5’-CAA GGT TTC CGT AGG TGA
ACC-3’; Wee et al. 2001) a Kn4.1 (5’-TCA GCG GGT AAT CTT GAC TG-3’; Wee et al.
2001). Mastermix obsahoval: 15.1 pl sterilni Milli-Q vody, 2 ul 10" PCR pufr (Sigma), 0.4 ul
dNTP (10 uM), 0.25 ul kazdého z primera (25 pmol/ml), 0.5 ul Red Tag DNA Polymeraza
(Sigma) (1U/ml), 0.5 ul of MgCI2, 1 pl rozmrazeného vzorku. Amplifikace ITS rDNA useku
probihala v cykleru Touchgene gradient cycler (Techne, Cambridge UK). Po inicidlni
denaturaci (5 min na 94°C) nasledoval cyklus: 35x denaturace — 1 min pi1 94°C + annealing —
1 min pfi 54 °C + elongace 1 min pii 72 °C, prodluZovaci faze 10 min pt1 72 °C. Vysledny
produkt byl detekovan na agar6zovém gelu s ethidium bromidem. Produkt byl precistén kitem
JetQuick PCR Purification Kit (Genomed). Sekvenace primery pouZitymi pii PCR byla

provedena firmou Macrogen, Inc. (Seoul, Korea, http://dna.macrogen.com).

2.2.2 Zpracovani sekvenci

Ziskané sekvence byly sefazeny v alignmentu, aby bylo moZné sledovat a kvantifikovat

rozdily mezi nimi. Celkem bylo ziskdno 14 sekvenci ITS regionu kultivovanych kmen.
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K nim byly pfidany jesté dalsi sekvence (celkem 23) poskytnuté vedoucim prace. Ze sekvence
forward a reverse primeru byla vytvofena konsenzudlni sekvence v programu SeqAssem
(Hepperle 2004). Alignment sekvenci byl vytvofen za pouziti programu MEGA, verze 5.05
(Tamura et al. 2011). Metodou maximalni parsimonie byla spocitdna geneticka vzdalenost
mezi jednotlivymi izolaty a poté byla vytvorena haplotypova sit’ v programu HapView, verze
4.0. (Salzburger et al. 2011)

2.3 Morfologicka analyza

Aby bylo mozné zjistit, zda existuji morfologické rozdily mezi jednotlivymi kulturami,
byly s pouzitim TEM analyzovany kfemicité Supiny kultivovanych kment. Byly analyzovany
téZ kiemicCité Supiny pofizené ze Ctyf ptirodnich vzorkl jesté pred kultivaci, aby mohly byt

porovnané s kulturami, které z téchto Ctyt odbérti narostly.

2.3.1 Priprava vzorki pro TEM

Z vypéstovanych kment byly po tficeti dnech (+- 3 dny) pfipraveny vzorky pro TEM.
Vzorky kultur byly nakapany na médéné sitky, pokryté formvarovou blankou. Po zaschnuti

byly mtizky tiikrat promyty v destilované vode¢.

2.3.2 Méreni Supin

Pomoci elektronového mikroskopu JEOL 1010 byly prohlédnuty a zdokumentovany
kifemicité Supiny vSech kultur. Pro zjiSténi rozdili mezi jednotlivymi kulturami bylo potizeno
minimalné 50 fotografii Supin kazdého kultivovaného kmene.

Na nafocenych Supinach bylo méfeno 5 parametrii pomoci programu Imagel (verze 1,46,
http://imagej.nih.gov/ij/): délka Supiny, Sitka Supiny, délka ostnu, Siftka ostnu, délka rimu

(obr. 5).
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Obr. 5: Supina S. sphagnicola: méfené parametry: a- délka Supiny, b- $itka Supiny, c-

délka ostnu, d- Sitka ostnu, e- délka rimu.

W I

U vsech Supin byla délka Supiny méfena v nejdelSim misté Supiny, Sitka v nejSirsim misté
Supiny. Délka ostnu byla méfena od stfedu poru bazalni desky ke konci ostnu, Sitka ostnu
byla méfena v nejsirSim misté ostnu. Délka rimu byla métena v jeho nejsirsi ¢asti.

Na Supinach péti kmend byla méfena také primérna plocha péru bazalni desky Supiny
a jeho kulatost ( do jaké miry se ma povrch kruhu hladce tvarované okraje)( obr. 6.). Tento

parametr se ale neukazal jako vyznamny pro rozliSeni mezi liniemi, proto nebyl dal méfen.

Obr. 6: Supina S. sphagnicola: Servens vyznacena plocha poéru bazalni desky Supiny

Na Supindch pochazejicich z nakrest k popisu druhu S. sphagnicola byly zméfeny pouze 3

parametry z divodu mozného zkresleni ostatnich. Délka Supiny, Sitka Supiny, délka ostnu.

2.4 Statistické zpracovani dat

Se ziskanymi daty byly provadény analyzy v programu STATISTICA for Windows
(StatSoft, Inc. 1998) a PAST ( Hammer et al. 2001), aby byla zjisténa morfologicka diverzita
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druhu §. sphagnicola a aby bylo mozné prokazat nebo vyloucit, zda se v rdmci tohoto druhu

vyskytuji morfologické rozdily, které by mohly vystihovat rtizné kryptickeé linie.

2.4.1 Kultury

Normalni rozloZeni hodnot méfenych znaka bylo otestovano Shapiro-Wilkovym testem
normality.

Signifikace rozdil méfenych parametrti mezi dvéma druhy byla testovana t-testem. Pro
vizualizaci naméfenych hodnot byly zhotoveny histogramy a krabicové grafy.

Na ziskanych datech byla provedena analyza hlavnich komponent, PCA. Tato metoda
vyuziva techniky, ktera hlavni trendy tvarové variability dat transformuje do systému
vzajemné kolmych a nekorelovanych os. Jednotlivé osy, ziskané touto analyzou vysvétluji
procenta variability. S nartstajicim pofadovym ¢islem osy klesa mira vysvétlené variability
a tak je moZné piivodni dimenzi dat vystihnout v menSim poctu dimenzi s minimalni ztratou
variability.

Vysledky analyzy hlavnich komponent byly graficky zndzornény v dvourozmérném
prostoru pomoci ordina¢nich diagrami, znazorfujicich rozlozeni hodnot podél prvnich dvou
os PCA (pca 1 apca 2).

Z divodu nasledné analyzy dat fotografii z ¢lankt byly vypocitany poméry hodnot péti
parametri métenych na Supinach, aby se predeslo nebezpeci, ze budou analyzovany hodnoty
zkreslené nepiesnym méfitkem. Spocitano bylo 10 pomért: délka Supiny/ Sifka Supiny (ds$/sS),
dé¢lka Supiny/délka ostnu (d$/do), délka Supiny/ Sitka ostnu (d$/80), délka Supiny/délka rimu
(ds/dr), sitka Supiny/délka ostnu (88/do), Sitka Supiny/Sitka ostnu (88/80), Sitka Supiny/ délka
rimu (88/dr), délka ostnu/Sitka ostnu (do/So), délka ostnu/délka rimu (do/dr), Sitka ostnu/délka

rimu (So/dr).

Ke zjisténi, které z méfenych znaktl jsou nejvhodné;jsi k rozliSeni mezi dvéma liniemi a na
kolik procent je moZné obé linie od sebe odliSit bylo vyuZito diskriminacni analyzy.
Diskrimina¢ni analyza je jednou z metod mnohorozmérné statistické analyzy. Je vyuZzivana
ke zjisténi, které znaky jsou dilleZité pro rozliSeni mezi dvéma (nebo vice) pfedem zndmymi
skupinami. Diskrimina¢ni analyza k posouzeni dilezitosti znaka pii diskriminaci poskytuje
neékolik parametri. Parametr F-to-remove urcuje miru signifikance rozdili v daném znaku.
Cim vétsi F-to-remove je, tim signifikantnéji se v daném znaku dvé linie 1idi. Hodnota
Wilksovy lambdy vypovidd o diskriminacni hodnoté znaki, pokud je kombinovan s

ostatnimi znaky. Parcidlni Wilksova lambda urCuje diskrimina¢ni hodnotu znaku,
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posuzujeme-li ho samostatné. Hodnoty Wilksovy lambdy a parcidlni Wilksovy lambdy se
pohybuji mezi 1 a 0, pfi¢emz ¢im niz$i hodnota je, tim lep$i ma dany znak diskriminac¢ni

schopnost.

K zjisténi, zda néktery z parametrti prostiedi signifikantné ovlivituje hodnoty ¢i poméry
hodnot naméfenych na Supinach bylo vyuZito testovani korelace. Zhotoveny byly regresni
kiivky, aby bylo mozné sledovat, zda je souvislost linearni. Testovano bylo také, zda prvni

nebo druha vysvétlujici osa PCA (pca 1, pca 2) je ovlivnéna parametry prostiedi.

2.4.2 Data dohledana v ¢lancich

Pro prozkoumani co nejvétsiho poctu Supin byly mezi publikovanymi ¢lanky vyhledavany
ty, které se tykaly S. sphagnicola. Z nich byly vybrané ty, které obsahovaly fotografie Supin
S. sphagnicola a alespon piiblizné definované lokality, odkud Supiny pochazely. Dale byla pti
hledani $upin S. sphagnicola vyuzita databaze chrysophytes.eu (Skaloud et al. 2013b).
Nekteré fotografie Supin byly obdrzeny od vedouciho prace. Na dohledanych datech byly
znaméfenych hodnot (délka Supiny, Sitka Supiny, délka ostnu, Sitka ostnu, délka rimu)
do analyz zahrnuty pouze pomérové znaky: délka Supiny/ Sitka Supiny (dS$/sS), délka
Supiny/délka ostnu (d$/do), délka Supiny/ Sitka ostnu (d$/So), délka Supiny/délka rimu (ds/dr),
Sitka Supiny/délka ostnu ($8/do), Sitka Supiny/Sitka ostnu (85/80), Sitka Supiny/ délka rimu
(88/dr), dé¢lka ostnu/Sitka ostnu (do/So), délka ostnu/délka rimu (do/dr), Sitka ostnu/délka rimu
(So/dr), aby se ptedeslo moznym chybam diky nepfesné¢ zaznamenanému métitku.

Aby bylo mozné sledovat pozici Supin ziskanych v ¢lancich vzhledem pozicim Supin
kmend, pro které byla znama DNA, byla provedena diskrimina¢ni analyza a PCA na datasetu,
ktery obsahoval pomérové znaky kultur a k nim pfidané poméry naméfenych hodnot
zjisténych z fotografii Supin S.sphagnicola v ¢lancich. Vizualizace byla zhotovena pomoci
ordina¢niho diagramu.

Pomoci diskriminacni analyzy pomérovych znaki dat zjisténych z ¢lanka a kultur byly
Supiny z ¢lankl zatazeny do prvniho ¢i druhého genotypu. Tabulka lokalit ziskanych Supin
a k nim zjiSténych parametrli prostiedi je pfiloZena ( Pfiloha 1) K né€kterym odbériim bylo
ziskdno vice Supin a genotyp mohl byt urcen spolehlivéji nez na zikladé pouze jedné
Supiny.Pokud se mezi Supinami vyskytla neshoda v zafazeni do genotypu, prob&hlo zatfazeni
pouze do jedné z linii, pokud jednu Supinu zafazenou do opacné linie nez ostatni Supiny
vyvazovaly alesponl tfi Supiny ze skupiny druhé. V nékterych piipadech bylo zatazeni

podpofteno téz znalosti ITS regionu.
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2.4.3 Analyza podminek prostiedi

Pro obohaceni studie o dalsi ekologicka data byly zjiStény pramérné ro¢ni srazky, teploty,
prumérné minimalni a primérné maximalni ro¢ni teploty v mistech odbérti vSech studovanych
Supin za vice nez poslednich 10 let (méfici stanice se nachazela maximalné 70 km od mista
odbéru) z databdze weatherbase.com. Bylo testovano, zda poméry morfologickych znaki
koreluji s pfirodnimi podminkami. Byly zhotoveny regresni piimky.

Take k ziskanym sekvencim byly dohledany primérné roc¢ni teploty, primérné minimalni
rocni teploty, primérné maximalni ro¢ni teploty a srdzky v oblasti odbéru za vice nez
poslednich 10 let (méfici stanice lokalizovana maximaln€¢ 70 km od mista odbéru). Pomoci
Kruskal-Wallisova testu bylo zjisténo, zda se rozdily v rozpéti podminek prostiedi mezi
genotypy SP1 a SP2 signifikantné 1i$i. Rozpéti hodnot bylo vizualizované pomoci

krabicovych graft.
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3. Vysledky
3.1 Charakteristika kultivovanych kmenii

3.1.1 Fylogeneticka analyza

Do fylogenetické analyzy bylo zahrnuto celkem 37 sekvenci. ITS region 14 kultivovanych
kment S. sphagnicola byl v alignmentu o délce 418 bazi porovnan spolu s ostatnimi znamymi
sekvencemi ITS regionu S. sphagnicola. Zjistilo se, ze existuji dvé zfetelné¢ odliSené linie.
Pravdépodobné by se mohlo jednat o dva druhy. Linie, kterd byla pracovné oznacena jako
SP1 se odliSovala od linie oznacené jako SP2 o 29 bazi. Kazd4 z linii - linie SP1 1 SP2 byly
mirn¢ variabilni. U obou z nich se u n¢kolika izolath nachazely rozdily v 1 bazi. Odlisné
genotypy mély dva norské izolaty druhu SP2, jeden irsky a jeden Svédsky izolat druhu SPI.

Korejsky izolat se odliSoval o 2 baze od ostatnich izolati genotypu SP1 ( obr. 7).

Korea
& |
Rakousko .
[ |
Irsko .
Svédsko $ 116 D4 Norsko
. Morsko
557 Svédsko
5 27 D2 Norsko
GU 338152 Korea
IR 5 Irsko
SP1 SP2
SC NOR 5 Norsko 562 E3 (ER
9E. VB 369 B4 CR
IR 35 Irsko 5103 D2CR
IR 50 Irsko 5100 F10 Norsko
IRL Irsko 59641 CR
s98Cs CR S29E7 Norsko
SPD7 CR IR 61. Irsko
S102 CR IR 5a Irsko
5116 Norsko IR 42 Irsko
S117 E2 Svédske IR 34 Irsko
S71 CR (GU338153 Rakousko
596 B4 VB $93 B8 VB
595 B8 VB
595 D2 VB
595 F9 VB

SC NOR Norsko
SC NOR Norsko
SC NOR 21 Norsko
SC NOR 7 Morsko

Obr. 7 : Haplotypova sit’ izolatg, == "%2Morse
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3.1.2 Charakteristika odbérovych mist kultivovanych kment

Odbérova mista kultivovanych kmend pochazi z Evropy: 5 kmentl z Ceské Republiky,

3 ze Skotska, 5 z Norska a 1 ze Svédska. Pfimo na misté bylo méfeno pH, konduktivita

a teplota. Dohledana byla primérné ro¢ni teplota, primérna minimalni a primérnd maximalni

ro¢ni teplota a primérné ro¢ni srazky(tab. 1 ).

Druh SP1 byl nalezen v prostiedi s pH v rozmezi 4,7- 6,5, konduktivitou v rozmezi 17-

248 uS/cm, teplotou v rozmezi 6,8-16°C primérnou ro¢ni teplotou -1-9°C , primérnou

minimalni ro¢ni teplotou -3°C, primérnou maximalni ro¢ni teplotou 12°C, primérnymi

ro¢nimi srazkami 591-1600 mm/rok.

Druh SP2 byl nalezen v prostiedi s pH v rozmezi 4,1-6,5 konduktivitou v rozmezi 20-82

uS/cm, teplotou v rozmezi -6,1-16°C primérnou roc¢ni teplotou 3,6-8°C, primérnou

minimalni ro¢ni teplotou 1,7°C, primérnou maximalni rocni teplotou 11°C primérnymi

ro¢nimi srazkami 640-2125 mm/rok.

pram.
konduk- | teplota | ;pram. Prim.min | Prim.max
teplota
kmen pH| tivita |odbéru |srazky/rok ok teplota |teplota/rok | stat GPS soufadnice
(uS/em) | (°C) (mm) 0 /rok (°C) (°O)
°O)
SP1 S98C8 |6,3| 218 12 591 3 12 CR 49°4724.888"N, 13°22'49.922"E
SP1 SPD10 - 248 6,8 570 3 12 CR 50°5'17.750"N, 15°39'54.687"E
SP1 S71G5 6 103 13 730 9 3 12 CR 49°14'8.023"N 14°3725.047"E
SP1 S117E4 |4,7 17 - 830 -1 -3 Svédsko | 68°20'53.232"N 18°57'48.916"E
SP1 S116D7 |6,5 30 16 1600 3,8 1 5 Norsko | 68°30'32.159"N15°52'58.522"E
SP1 S102E7 | - - - 680 7,5 3 12 CR 48°55'24.65"N, 14°50'20.78"E
SP2 S95B8 6,3 37 10 640 7 6 11 Skotsko | 57°36'39.39"N, 4°51'16.78"W
SP2 S27D2  |5,2 47 - 1400 7,2 - - Norsko 60°35'51.39"N, 4°49'45.25"E
SP2 S29E7 5,8 82 - 1400 7,2 - - Norsko 60°35'57.95"N. 4°49'38.95"E
SP2 S96A1 4,7 41 6,1 1700 7 4 11 CR 50°51'59.957"N, 15°17'16.048"E
SP2 S95D2  |4,1 57 11 1930 3,6 1,7 5,5 Skotsko | 57°26'44.69"N, 5°24'49.04"W
SP2 S95F9 6,1 37 10 640 8 6 11 Skotsko | 57°21'32.61"N, 4°52'46.14"W
SP2 S116D5 | 6,5 30 16 1600 3,8 2 6 Norsko | 68°30'32.159"N 15°52'58.522"E
SP2 S100F10 |4,5 20 - 2125 6,8 5,2 10,5 Norsko 60°53'14.14"N, 5°34'54.21"E

Tab. 1: Parametry prosttedi kultivovanych kment.
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délka Supiny (um)

3.1.3 Morfologicka analyza kultivovanych kment

Hlavnim z cilt prace bylo zjistit, zda existuji v ramci S. sphagnicola kryptické druhy. Dvé
kryptické linie byly rozpoznany fylogenetickou analyzou. Dale mé zajimalo, daji- li
se kultivované kmeny od sebe morfologicky rozliSit a zda toto rozliSeni bude korelovat
s rozd€lenim, které vyslo z fylogenetické analyzy. S naméfenymi parametry Supin (délka
Supiny, Sitka Supiny, délka ostnu, Sifka ostnu, délka rimu) byly provadény statistické analyzy.
Vsechny méfené parametry mély normalni rozlozeni hodnot. Mezi hodnotami parametra
délka Supiny, Sitka Supiny, délka ostnu, délka rimu byly prokdzany signifikantni rozdily.
F- hodnota t-testii ukazuje silu testu. Délka ostnu rozli§i od sebe linie mnohem silnéji nez
ostatni znaky.U S§itky ostnu se signifikantni rozdil neprokazal (tab. 3). Pomoci krabicovych
diagramt bylo zndzornéno rozpéti parametri méenych na Supinach. Patrny je rozdil v rozpéti
parametru délka ostnu. Délka ostnu druhu SP1 ma uz$i rozpéti hodnot nez délka ostnu druhu
SP2 (obr. 9).

Na péti kmenech byla méfena plocha poru bazalni desky, kulatost poru bazalni desky.

Tyto parametry nevykazovaly signifikantni rozdily (tab. 2). Proto dal nebyly méteny.

parametr p-hodnota parametr p- hodnota | f-hodnota
plocha diry 0,397 délka Supiny (um) < 0,001 2,11
cirkularita < 0,001 $itka Supiny (um) < 0,001 1,27
kulatost 0,447 délka ostnu (um) < 0,001 3,3
Tab. 2: T-test rozdili métenych Sitka ostnu (um) 0 1,24
parametrii na poru bazalni délka rimu (um) <0,001 1,67
desky mezi SP1 a SP2 Tab. 3: T- test rozdilti méfenych parametra
mezi genotypem SP1 a SP2.
a d
. 07
8 S 06 o
L - g
= 05 g I
. = 8
w
o 04
03
- ° G, .
o-re o Median
SP1 SP2 ggﬁ‘g\—;;ﬂher Range 01 . %ﬁi?—gﬁ?{; Range
genotyp * Biemes ‘ SP1 P2 > Ouliers

# Extremes

genotyp
22



(pum)

fka Supiny

Sif

(pm)

délka ostnu

42
40
38
36
34
32
3,0
28
26
24
22
2,0
18
16

45

4,0

35

3.0

25

20

(o]
R + S
o
o
SP1 sp2
genotyp
c
o
-]
o
SP1 SP2
genotyp

o Median
[125%-75%

1 Non-Outlier Range
o Qutliers

# Extremes

O Median
[]25%-75%

T Non-Outlier Range
< Outliers

# Extremes

délka rimu  (um)

o
-

e
o

v
w

o
=

et
w

o
~

01

0,0

SP1

genotyp

SP2

0 Median

[0 25%-75%

T Mon-Outlier Range
o Qutliers

# Extremes

Obr. 9: Krabicové grafy parametri méfenych na Supinach kultivovanych kmenti rozliSené

pro linie SP1 a SP2: a- délka Supiny, b- Sifka Supiny, c- délka ostnu, d- Sitka ostnu, e- délka

rimu.

Rozdily jednotlivych parametri mezi liniemi SP1 a SP2 byly zndzornény také histogramy.

Nejveétsi rozdil vykazoval opét parametr délka ostnu (obr. 10).

23



80 —

70

N

\

60

50

pocet Supin
N
o

30

20

\
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
§
y
3,

) ) , , 2 26 4 38 42 [A4 délka ostnu SP1
08 12 16 20 24 28 32 36 40 44 R délka ostnuSP2

Délka ostnu (um)

Obr. 10: Histogram délek ostnit druhtt SP1,SP2.

PCA analyza provadéna se vSemi péti méfenymi znaky dokazala druhy pomérné dobie
rozdélit. Ordinacni diagram vysvétlujici variabilitu Supin pomoci prvnich dvou os PCA
(obr. 11 c) znazornuje rozdéleni jednotlivych kment a oddé€leni linii SP1 a SP2. Prvni osa
vysvétluje témét polovinu variability méfenych morfologickych znakt (48%) variability,
druhd osa vysvétluje 17% (obr. 11 b). Ordinacni diagram vysvétluje, které parametry hraji
vrozloZeni Supin roli. Nejvyznamnéjs$i rozdil v rozdéleni mezi druhy SP1 a SP2 je
v parametru délka ostnu. Naopak Sitka ostnu vystihuje spiSe variabilitu uvnitt SP1, SP2

(obr. 11 a).
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Obr. 11: PCA analyza kultivovanych kmeni: a-ordinacni diagram rozloZeni morfologickych
znaktli podél prvnich dvou os, b- mira vysvétlené variability osami PCA, c¢- ordina¢ni diagram

rozloZzeni Supin kultivovanych kmenii podél prvnich dvou os.

Pro zjisténi, které parametry méfené na Supinach nejlépe vystihuji variabilitu mezi liniemi,
byla vyuzita diskriminacni analyza. Diskriminaéni analyza (tab. 4) ukézala, ze signifikantni
rozdil vykazuji vSechny na Supindch méfené parametry. F-hodnota potvrzuje, ze
nejsignifikantngj$i rozdily jsou mezi délkami ostnu. Parametry, které nejlépe rozlisi mezi
druhy, v souboru vSech znaki jsou délka rimu a délka Supiny. Pokud bychom posuzovali
samostatnou schopnost jednoho parametru rozli§it mezi druhy, nejlepSi vysledky by byly
dosaZeny s parametrem délka ostnu, coz je vidét na vysledcich pro parcidlni lambdu. Ostatni

parametry samostatné nemaji skoro zadnou schopnost spolehlivé mezi druhy rozlisit.
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spolehlivost
urceni (%) SP1 SP2
SP1 93,97 312 20
SP2 93,11 30 406
Celkem 93,48 342 426
. parcialni
parametr ‘?;lllll:ls:i‘;a Wilksova f-hodnota | p-hodnota
lambda
délka Supiny (pum) 0,291 0,96 31,11 < 0,001
Sirka Supiny (um) 0,345 0,81 177,63 < 0,001
délka ostnu (um) 0,554 0,504 747,78 < 0,001
Sifka ostnu (um) 0,321 0,87 113,32 < 0,001
délka rimu (pum) 0,288 0,971 22,15 <0,001

Tab.4 : Diskrimina¢ni analyza kultivovanych kment.

Diskrimina¢ni analyza provadéna na vSech péti méfenych znacich ma 93,5% spolehlivost
ur¢eni Supiny do linie SP1 nebo SP2. Diskrimina¢ni analyza provadéna s poméry znaki
(pro poméry jsou v analyzach jsou vyuzivany zkratky vytvofené z pocatecnich pismen slov
méfenych parametrl) udava o 10 % horsi rozliSeni mezi liniemi 83,5% spolehlivost zatazeni
(tab. 5). Né&které¢ z poméra (d$/do, ds$/dr. §§/do. So/dr) nevykazuji signifikantni rozdily

pro rozliSeni mezi liniemi.

spolehlivost
urceni (%) SP1 SP2
SP1 83,13 276 56
SP2 83,94 70 366
Celkem 83,59 346 422
wilksova parcidlni p-
parametr wilksova f-hodnota
lambda hodnota
lambda
ds/s§ 0,414 0,979 16,18 < 0,001
ds/do 0,405 0,999 0 0,955
ds/So 0,425 0,953 36,81 < 0,001
ds/dr 0,405 0,999 0,09 0,759
§§/do 0,405 0,999 0,31 0,572
$§/80 0,428 0,947 41,78 < 0,001
§§/dr 0,408 0,994 4,48 0,034
do/So 0,422 0,96 30,89 < 0,001
do/dr 0,417 0,971 22,32 < 0,001
So/dr 0,406 0,998 0,92 0,337

Tab. 5: Diskrimina¢ni analyza poméri parametri méfenych na Supinach
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3.2 Testovani zavislosti morfologickych vlastnosti kultivovanych Kkmend na
podminkach prostiedi

Bylo zjisténo, Ze tvar Supin se signifikantné 1i8i mezi genotypem SP1 a SP2. Zd4 se tedy,
7e hlavni variabilitu Supin lze vysvétlit genetickymi rozdily. Supiny si nesou v genetické
informaci adaptaci k prostiedi, ze kterého pochazeji a tato adaptace pretrvava. Jelikoz byly
vypéstovany vSechny kmeny ve stejnych podminkach, variabilita, kterd mezi jednotlivymi
kmeny v rdmci genotypu SP1 a v rdmci genotypu SP2 existuje, bude vysvétlena nejspis
markerem, ktery je variabilnéj$i nez ITS region. Zamérem téchto testll bylo zjistit, zda
podminky prostfedi, ze kterych kmeny pochazeji souvisi s tim, jaky tvar maji Supiny
vypéstované v kultufe a zda néjaky z méfenych morfologickych znakl ¢i pomérti znaka
koreluje s velikosti n€kterého ze ziskanych parametri ptfirodniho prostiedi. K tomu bylo
vyuZito regrese.

VétSina méfenych parametr kultur neni pfimo zavisld na podminkach prostiredi,
ze kterych byl provadén odbér. Ani dlouhodobé podminky prostiedi -primérné ro¢ni teploty
lokalit, primérné minimalni a primérné maximalni teploty lokalit a primérné srazky nehraji
ve vétSin€ piipadli vyznamnou roli (tab. 6).

Souvislost byla zjiSténa vétSinou v pripadé linie SP2: mezi Sitkou Supiny a pH lokality,
délkou ostnu 1 Sitkou ostnu a konduktivitou, mezi délkou rimu a teplotou odbérového mista
(obr. 12). Vzhledem k tomu, Ze pro linii SP1 existuje nizsi pocet pozorovani, nebylo u ni
mozné korelace ve vétSin€ testovanych piipadii prokazat.

Je nutné brat téz v potaz, Ze pocet pozorovani je nizky a korelace jsou podpoiené slabg.
V nékterych pripadech kazda z linii vykazuje spi§ opacny trend. Zda se, Ze linie SP1 na rozdil

od linie SP2 tém¢f nereaguje na zménu konduktivity.

Parametr (xm) | dS SP1 | & SP1 | do SP1 | S0 SP1 | dr SP1 | d§ SP2 | & SP2 | do SP2 | S0 SP2 | dr SP2
srazky (mm) | p=0,82 | p=0,88 | p=0,10 | p=0,49 | p=0,05 | p=0,95 | p=0,04 | p=0,17 | p=0,94 | p=0,80
prﬁmt(‘f}g;’ta/mk p=0,24 | p=0,48 | p=0,13 | p=0,24 | p=0,86 | p=0,96 | p=0,76 | p=0,57 | p=0,92 | p=0,31
min tepl °C) | p=0,35 | p=0,70 | p=0,16 | p=0,40 | p=0,97 | p=0,23 | p=0,61 | p=0,33 | p=0,29 | p=0,10
“‘ax'(tfg;‘ frok 1 044 | p=0.68 | p=0.07 | p=0,34 | p=0.61 | p=0.23 | p=0,60 | p=0,33 | p=0,29 | p=0,09
pH lokality | p=0,47 | p=0,58 | p=0,69 | p=0,60 | p=0,22 | p=0,89 | p=0,01 | p=0,23 | p=0,98 | p=0,32
k°‘(‘l?;lzglv)ita p=0,95 | p=0,99 | p=0,09 | p=0,55 | p=0,66 | p=0,08 | p=0,93 | p=0,04 | p=0,03 | p=0,10
tepl. lokality (°C) | p=0,56 | p=0,55 | p=0,56 | p=0,85 | p=0,20 | p=0,80 | p=0,44 | p=0,59 | p=0,81 | p=0,04

Tab. 6 : P- hodnoty korelaci morfologickych znaki a podminek prostiedi (signifikantni

hodnoty zvyraznéné).
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u kterych se prokazala regresni zavislost na podminkach prostiedi, ze kterého pochazeji:
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12: Regresni primky znazorfiujici zavislost morfologie kultivovanych kmeni SP2

a- §itka Supiny a pH lokality (r*=0,63) , b- délka ostnu a konduktivita (’=0,52), c- §itka ostnu

a konduktivita (r*=0,53),d- délka rimu a teplota lokality (r*=0,78), e- §itka Supiny a pramérné

ro¢ni srazky (r=0,50).
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3.3 Rozdily v parametrech prostiredi ziskanych sekvenci

Analyzou podminek prostfedi ziskanych sekvenci byly zjisténé patrné rozdily
v ekologickych narocich 1 kdyz se, jak jiz bylo feceno, oba druhy mohou vyskytovat v jedné
lokalité, jelikoz jejich optima podminek se prolinaji. Mezi druhy SP1 a SP2 byl prokazan
signifikantni rozdil v konduktivité pti odbéru a primérnych ro¢nich srazkach. (tab.7).

Na krabicovém grafu ( obr xx) je ale zfetelné, ze linie SP2 je schopna se vyskytovat
v niz§im pH, nez linie SP1. Linie SP1 ma Sir§i rozpéti konduktivity, zatimco linie SP2
se vyskytuje pouze v prosttedi s niz§i konduktivitou. Teploty odbéru linie SP2 jsou nepatrné
nizsi nez u linie SP1.

V oblastech, kde byla nalézana linie SP2, jsou vyss$i primérné ro¢ni srazky.

Primérné roc¢ni teploty, primérné rocni minimalni a maximalni teploty se o mnoho nelisi.
Zajimavé na teplotach je, Ze linie SP2 ma nepatrné nizsi teplotu odbéru, zatimco primérna
minimalni teplota lokality je o néco vyssi neZ u linie SP1. Prliimérné ro¢ni teploty a primérné

maximalni ro¢ni teploty jsou u obou druhii velmi podobné (obr. 13).

parametr prostredi p-hodnota | KW-hodnota
pH 0,053 3,75
konduktivita (uS/cm) 0,038 4,31
teplota odéru (°C) 0,121 2,39
srazky (mm /rok) 0,037 4,35
prim. rocni teplota (°C) 0,441 0,59
prim. min. ro¢ni teplota (°C) 0,164 1,94
prim max. ro¢ni teplota (°C) 0,39 0,74

Tab. 7: Kruskal-Wallistv test- rozdily mezi ekologickymi naroky genotypu SP1 a SP2.
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Obr. 13: Krabicové grafy vystihujici rozdily mezi ekologickymi néaroky linie SP1 a SP2 :

a- pH odbérového mista, b- konduktivita odbérového mista, c- teplota odbérového mista,

d- primérné rocni srazky, e- primérné rocni teploty, f- primérné minimalni ro¢ni teploty,

g- primérné maximalni ro¢ni teploty.
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Obr. 14: Krabicové graty vystihujici rozdily mezi ekologickymi naroky linie SP1 a SP2 :
a- pH odbérového mista, b- konduktivita odbérového mista, c- teplota odbérového mista,
d- primérné rocni srazky, e- primérné ro¢ni teploty, f- primérné minimalni ro¢ni teploty,

g- primérné maximalni ro¢ni teploty.

Pro geograficky piehled byla vytvofena mapa vyskytu ziskanych sekvenci (obr. 4).
Korejsky izolat neni v mapé vyobrazen. GPS soufadnice se nepodafilo ziskat. V rdmci Evropy

se vyskytuji na vétSin€ oblasti byt’ ne v pfimo v jednom misté ob¢ linie.

3.4 Analyza Supin ziskanych z publikaci

K tomu, aby mohlo byt otestovdno co nejvice Supin a tim poskytnuta ucelenéjsi studie,
byly prohledavany databaze a publikace, které se o S. sphagnicola v minulosti zminovaly.
Podatilo se shromdzdit 99 fotografii Supin S. sphagnicola. Nekteré pochazeji z publikaci,
dalsi z databaze chrysophytes.eu a n¢které byly poskytnuté vedoucim prace (pro zjednoduseni
je v praci pouzivan vyraz pievzaté Supiny). Z nékterych lokalit se podatilo ziskat vice Supin.
PCA analyza byla provedena na ziskanych datech soucasné¢ s kultivovanymi kmeny, aby
pomoci ordina¢niho diagramu mohla byt zndzornéna pozice prevzatych Supin mezi Supinami
kultur. Prvni osa PCA vysvétluje 34% variability, druhd 29% wvariability (obr. 15).
Na ordina¢nim diagramu je patrné 1 horsi rozliSeni kultivovanych kment mezi linie SP1 a SP2
pti pouziti pomérovych znak.

Pozitivni zpravou bylo, Ze ptevzaté Supiny lezi mezi Supinami kultivovanych kment a Ze
netvoii samostatny shluk bud’ mimo kultivované kmeny, anebo pouze v oblasti jednoho
z kultivovanych kment. Presto se vétSina pievzatych Supin fadi k linii SP2. Na tomto souboru
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dat byla provadéna také diskriminacni analyza, aby se ukazalo, jak se ziskané Supiny roztadi
mezi linie SP1 a SP2. VétSina Supin padla mezi linii SP2. Linie SP2 se z pohledu
nashromdzdénych dat sice jevi jako cCastéj$i nez linie SP1, ale vzhledem k tomu, Ze se
ptedpoklada jisty efekt kultivace, je toto rozdéleni nutné brat s vétsi rezervou, nez jakou
udavd diskriminani analyza pro kultivované kmeny. Pokud byly kultivované kmeny
rozdéleny pii pouziti poméri diskriminacni analyzou se spravnosti 83%, odhadem by se dalo
fict, ze kazda treti az Ctvrtd pievzata Supina je zafazena Spatné. U nckterych naleza se vSak da
fict témet s jistotou, do které¢ho z kment patii, jelikoz k nim bylo ziskdno vice nez jedna
Supina, anebo byla znama sekvence ITS regionu.

a
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Obr. 15: PCA analyza pomérovych znakt Supin z ¢lankt a kultivovanych kment: a- mira
vysvétlené variability osami PCA, b- ordinacni diagram rozloZzeni méfenych Supin podél

prvnich dvou os PCA.
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22 ky frok (mm)

primérné sraz

Rozdé€leni Supin diskriminaéni analyzou bylo provedeno hlavné za ucelem zhodnotit

na vétSim datasetu nez poskytovalo 14 kultivovanych kmenti, zda je mozné blize specifikovat

ekologické naroky obou linii. I kdyzZ tento aspekt neni pfili§ Casty, obé linie je mozné nalézt

v jednom misté. Nebyly proto predpokladané silné rozdily, jednalo se spiS o zjiSténi

a porovnani ekologickych optim obou linii. K testovani rozdilti byl pouzit Kruskal-Wallistiv

test. Zadny z parametri ale nevykazoval mezi liniemi signifikantni rozdily, pfesto je vidét, ze

naméfené podminky prostifedi kazdé z linii se mirné liSi (tab. 8). Rozpéti podminek bylo

zobrazeno pomoci krabicovych grafl, které na nékolika ekologickych podminkéch (primérna

ro¢ni teplota, primérna ro¢ni minimalni 1 maximdalni teplota, teplota odbérového mista)

vypovidaji o uz§im spektru podminek u linie SP1 (obr. 16). Pfi pouziti vétSiho datasetu Supin

(ptevzatych) se jiz nejevily rozdily mezi pfirodnimi podminkami druht tak zfetelné, jako

pii1 porovnani narokii kultivovanych kmeni (v kap. 3.1.3.).

parametr KW- hodnota| p-hodnota

primérné srazky /rok (mm) 3,22 0,073
primérna teplota /rok °C 0,51 0,473
primérna minimalni teplota /rok °C 0,21 0,647
primérna maximalni teplota /rok °C 1,11 0,291
pH 0,2 0,656
konduktivita (uS/cm) 0,38 0,538
teplota odb. mista °C 1,21 -

Tab. 8: Kruskal-Wallistv test - rozdily v ekologickych podminkéch mezi liniemi SP1 a SP2
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Obr. 16: Krabicové grafy - znazornéni rozdilli ekologickych podminek mezi liniemi SP1

a SP2 ( u pfevzatych Supin)
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Na ziskanych datech bylo také zkoumano, zda a jakym zptsobem ekologické podminky

ovliviiuji poméry znaki méfenych na Supindch. Testovany byly korelace mezi jednotlivymi

morfologickymi znaky a podminkami prostfedi (pH, konduktivita, teplota pifi odbéru

z lokality a primérna teplota, primérnd minimalni a maximalni teplota, primérné srazky

lokality). VétSina poméri neni zavisla na zddném z naméfenych ani zjiSténych parametra.

Neékolik zavislosti se ale prokdzalo (tab 9, obr. 17). Ale ani regresni piimky, u kterych vysly

korelace signifikantné bohuzel nemaji ptili§ znaény sklon. Hodnota R* je extrémné nizk4,

tudiz se jedna o velmi slabé zavislosti. Vysledky s vyss$i schopnosti vypovidat o morfologii

Supin linie SP1 a SP2 v ptirod€ a jeji zavislosti na podminkach prostfedi by byly dosaZeny

analyzou nepomérovych znakl (ta vSak z vySe uvedenych diivoda nebyla provadéna) a také

moznosti posuzovat Supiny z ¢lankid podle Supin pfirodnich odbéri, nikoliv kultur.

ds/s§ | ds/do | ds$/So | ds/dr | §8/do | $§/So | §8/dr | do/So | do/dr | So/dr

SPI | SPI | SPI | SPI | SPl1 | SP1 | SPl | SP1 | SP1 | SPI
Prém. srézky mmi/rok p=0,21| p=0,88 | p=0,37 | p=0,88 | p=0,53 | p=0,81 | p=0,57 | p=0,57 | p=0,92 | p=0,42
Préim. teplota mm/rok p=0,22 | p=0,48 | p=0,07 | p=0,39 | p=0,14 | p=0,01 | p=0,15 | p=0,60 | p=0,97 | p=0,56
pH p=0,28 | p=0,40 | p=0,19 | p=0,35 | p=0,68 | p=0,05 | p=0,14 | p=0,08 | p=0,30 | p=0,71
konduktivita (11S/cm) p=0,82 | p=0,05 | p=0,06 | p=0,41 | p=0,01 | p=0,03 | p=0,32 | p=0,60 | p=0,29 | p=0,27
teplota (odbér)°C p=0,66 | p=0,15 | p=0,73 | p=0,39 | p=0,09 | p=0,81 | p=0,39 | p=0,14 | p=0,55 | p=0,62
Prém. min. teplota/ rok°C | P=0:03 | p=0.83 | p=025 | p=0.27 | p=0.22 | p=0,01 | p=0,04 | p=0.54 | p=0,71 | p=0.94
Prém. max. teplota/ rok°C | P=0.66 | p=0,07 | p=0,70 | p=0.27 | p=0,08 | p=0,93 | p=022 | p=0.21 | p=0,06 | p=0.29

ds/s§ | ds/do | dS/So | d$/dr | §8/do | §8/So | S$§/dr | do/So | do/dr | So/dr

SP2 | SP2 | SP2 | SP2 | SP2 | SP2 | SP2 | SP2 | SP2 | SP2
Prém. srézky mmirok p=0,95 | p=0,10 | p=0,04 | p=0,18 | p=0,17 | p=0,03 | p=0,17 | p=0,03 | p=0,24 | p=0,84
Préim. teplota mm/rok p=0,26 | p=0,12 | p=0,07 | p=0,09 | p=0,03 | p=0,01 | p=0,02 | p=0,95 | p=0,91 | p=0,99
pH p=0,27 | p=0,59 | p=0,44 | p=0,03 | p=0,29 | p=0,83 | p=0,20 | p=0,55 | p=0,07 | p=0,26
konduktivita (11S/cm) p=0,76 | p=0,71 | p=0,30 | p=0,70 | p=0,81 | p=0,36 | p=0,73 | p=0,60 | p=0.85 | p=0,75
teplota (odbér) °C p=0,11 | p=0,89 | p=0,15 | p=0,15 | p=0,31 | p=0,57 | p=0,68 | p=0,33 | p=0,31 | p=0,92
Préim. min. teplota/ rok °C | P=0.11 | p=048 | p=0,01 | p=0.21 | p=0,12 | p=0,02 | p=0,04 | p=0.23 | p=0.80 | p=0,29
Prém. max. teplota/ rok°C | P=0.70 | p=0,14 | p=0,004 | p=0,14 | p=0,07 | p=0,001 | p=0,09 | p=0.46 | p=0.76 | p=045

Tab. 9: P- hodnoty korelaci pomérti morfologickych znakl a ekologickych faktora,

(signifikantni p-hodnoty jsou zvyraznéné).
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Obr. 17: Regresni piimky zavislosti poméri méfenych morfologickych znaki
na parametrech prostiedi (pfevzaté Supiny): a- Sitka Supiny/Sitka ostnu SP1,SP2 v zavislosti
na primérné rocni teploté, b-Sitka Supiny/délka ostnu SP2 v zvislosti na primérné rocni
teploté, c- Sitka Supiny/délka rimu SP2 v zavislosti na pramérné rocni teploté, d-Sitka
Supiny/délka ostnu SP1 v zavislosti na konduktivité, e- Sitka Supiny/Sitka ostnu SP1
v zavislosti na konduktivité, f- délka ostnu/Sitka ostnu SP1 v zavislosti na minimalni ro¢ni
teploté, g- Sitka Supiny/Sitka ostnu SP1, SP2 v zavislosti na minimalni ro¢ni teploté, h- Sitka
Supiny/délka rimu SP1, SP2 v zavislosti na minimalni ro¢ni teploté, ch-délka ostnu/Sirka
ostnu SP2 v zavislosti na prim. ro¢nich srazkach, i-Sitka ostnu/Sitka Supiny SP2 v zavislosti
na pram. ro¢nich srazkéch, j- délka ostnu/Sitka ostnu v zavislosti na priim. ro¢nich srazkach,
k- délka Supiny/ délka rimu SP2 v zavislosti na pH, 1- délka Supiny/Sitka ostnu SP2
v zavislosti na maximalni ro¢ni teploté, m- Sifka Supiny /Sitka ostnu SP2 v zavislosti

na maximalni ro¢ni teploté.
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3.5 Zjisténi, do které z linii patFi popsany druh S. sphagnicola

Zajimalo mé, jestli druh popsany jako S. sphagnicola (Skadovskiella), bude mozné zatadit
do jedné z urcenych linii. V publikaci Korshikov (1927) byly zakresleny Supiny, které tento
druh produkuje. Na té€chto Supindch byla zméfena délka ostnu, Sitka Supiny a délka Supiny.
Poméry rozméri métenych znakd byly pouZity pro rozliSeni, ktery z druhtt ma k S.
Sphagnicola bliz, v PCA analyze spolu s kultivovanymi kmeny. Tato analyza méla mnohem
niz8i spolehlivost rozliSeni mezi druhy nez pii znalosti rozméri vSech znakd, ale je vidét
témet jednoznacné, ze puvodni S. sphagnicola spada do linie SP2 (obr 18).

Scatterplot of pca2 against pca1
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Obr.18 :PCA analyza 3 pomérovych znakl Supin S. sphagnicola a kultivovanych kment:

ordinac¢ni diagram rozloZeni méfenych Supin podél prvnich dvou os PCA.

3.6 Zarazeni Synura bioretii

Dalsi z tas, podobna druhu S. sphagnicola, ke které existuji pouze nacrtky podle sledovani
ve svételném mikroskopu, je Synura bioretii. U nacrtkli byla méfena délka Supiny, Sitka
Supiny a délka ostnu a vypocitdny poméry méfenych znakd. Poméry byly pouzity pro
rozliSeni PCA analyze spolu s kultivovanymi kmeny. Bylo zji§téno, ze Supiny S. bioretii

se fadi mezi linii SP2 (obr. 19).
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Obr. 19 : PCA analyza 3 pomérovych znakll Supin S. bioretii a kultivovanych kment:

ordinac¢ni diagram rozloZeni méfenych Supin podél prvnich dvou os PCA.
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4. Diskuze

Pomoci ptistupli molekularni fylogenetiky je mozné mezi protistnimi organismy rozliSit
velké mnozstvi kryptickych druhd, které pii vyuziti morfologie nebyly odhaleny. U nékterych
mikroskopickych organismii je obtizné nalézt znaky, diky kterym lze kryptické druhy
spolehlivé rozliSit morfologicky (Krienitz et al. 2001, Krienitz a Bock 2012). Vyhodu pro
morfologické studie poskytuji organismy, které vytvari pevné schranky ¢i struktury. Jejich

tvar a ornamentace byvaji Casto klicové pro rozliSeni mezi kryptickymi druhy.

Pro vyzkum skryté diverzity protist jsem si vybrala sladkovodni zlativku Synura
sphagnicola, produkujici kiemicCité Supiny. Tento druh neni tak bézny jako napt. jemu
piibuzné S. petersenii €1 S. glabra, prosperuje v uzSim spektru podminek. Je hojny
v oligotrofnich vodach s kyselejSim pH a nizs$i konduktivitou. Jak uz nazev sphagnicola
napovida, vyskytuje se velmi €asto v raseliniStnich tinkach. V prvni fadé mé zajimalo, zda
tento doposud hloubégji nestudovany druh vykazuje vnitrodruhovou genetickou variabilitu.
Kdyz jsem pti fylogenetické analyze ziskanych sekvenci zjistila, Ze ano, bylo dalSim
predmétem studie shromazdit existujici ekologickd a morfologicka data v co nejvySSim
mnozstvi a posoudit, zda mezi dvéma odhalenymi liniemi existuji rozdily v ekologickych
narocich a geografickém rozsifeni, aby se studie mohla stat dalSim z voditek, které ptiblizuji

nazor na diverzitu protist blize k pravdeé.

4.1 RozliSeni dvou kryptickych druht Synura sphagnicola

Ke zjisténi a rozliSeni kryptické diverzity S. sphagnicola jsem si vybrala metodu, kterd
vyuziva molekuldrni marker ITS k prvotnimu rozliSeni genetické variability a poté
morfologické ptistupy pro zvySeni kvality studie z vice uhli pohledu a téz pro podporu
tvrzeni, které predkladaji vysledky fylogenetiky. Tato metoda se osvéd¢ila na velmi
piibuzném druhu S. petersenii (Kynclova et al. 2010), u kterého se podatilo objasnit diverzitu
a zaroven morfologicky 1 molekularné definovat komplex kryptickych druht.

Analyza regionu ITS 1 rozliSila S. sphagnicola na 2 druhy, které jsem si pracovné
oznacila jako SP1 a SP2. V ramci kazdého z nich existuje pouze mald vnitrodruhova
geneticka variabilita (obr. 7). Toto rozliSeni signalizuje, ze by se mohlo jednat o dva druhy.
Morfologické rozdily 1 mirné rozdily v ekologickych narocich podpofily rozdéleni na zakladé

genetickych rozdili. Proto se nejspis o dva druhy skute¢né jedna.
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Existuje pouze malo oblasti (brano z geografického nikoliv ekologického pohledu), kde
by se vyskytoval pouze druh SP1 nebo SP2 (obr. 4). Ve vétSiné oblasti (ne ve vetSing
odbérovych mist), kde byly vzorky potizeny, se vyskytuji oba druhy. Pokud se v nckteré z
geografickych oblasti vyskytuje pouze jeden druh, dalo by se to ptisuzovat bud’ specifickym
podminkdm nebo malému poctu prozkoumanych regiond. Vzhledem k tomu, ze ziskana data
nasveédcuji celoevropskému rozsiteni obou druhii, neni moc pravdépodobné, ze néktery z
druhii by se do oblasti, kde se nachazi sestersky druh, nerozsitil z divodu omezené schopnosti
Sifeni. Nalezist¢ druhii budou spi§ omezena ekologickymi néaroky, které ve studii byly také

sledovany.

4.2 Podpora molekularnich dat zjiSténou morfologickou variabilitou kultivovanych

kmenu

Oba druhy byly rozliSeny morfologicky. Pti kultivaci za stejnych podminek linie SP1
a SP2 vykazuji riznou velikost méfenych parametri. To nejspiS znamena, Ze si druhy ve své
genetické informaci nesou to, jaké budou mit Supiny rozméry a ani kultivace ve stejnych
podminkach nezapti€ini, ze se morfologie stane uniformni a nebude mozné dv¢ linie rozlisit.
Pfesto, ze u vSech méfenych parametrii nastava prekryv hodnot, je mozné s 93% jistotou urcit
podle jedné Supiny, zda se u kultivovanych kmenta jednd o druh SP1 nebo SP2 na zaklad¢
zméteni péti parametr na Suping (obr. 5). Méfeni plochy diry bazalni desky a jeji a kulatosti
se neprokazala jako vhodna k rozliSeni mezi druhy, tudiz nebyla v analyzach dal pouzivana.
Nejveétsi roli v rozliSeni hraje délka ostnu, signifikantni rozdily jsou mezidruhové i1 v Sifce
ostnu,délce Supiny, délce rimu. Mezi Sitkami ostnu signifikantni rozdily nebyly prokézany
't- testy, ale diskriminacni analyza, pokud z ni Sitku ostnu vynechame, na zbyvajicich 4
parametrech nevykazuje stejné vysokou miru spravného rozliSeni druhli (pouze 91%).
V diskriminaéni analyze maji signifikantni p-hodnotu vSechny parametry, a proto je lepsi
radéji zlistat u méfeni vSech 5 parametru.

Metoda méteni vybranych znak® na Supiné a sledovani jejich variability se v hledani
rozdilné morfologie kryptickych druht S. sphagnicola osvéd¢ila 1 presto, Ze kultivace vSech
kmenti probéhla za stejnych podminek a ze tvar Supin ovliviiuji aktualni podminky (Sandgren
et al. 1996, Pichrtovd a Némcova 2011). Mezidruhové rozdily jsou velmi zna¢né a jsou
zachovany 1 pi1 stejném mnoZstvi Zivin, teploté, pH, konduktivité a osvétleni. Tento fakt silné
podporuje domnénku, Ze se skute¢né jedna o dva druhy. Dalsi otdzkou by bylo, do jaké miry
by se rozdily mezi dvéma druhy zachovavaly pti kultivaci ve stejnych podminkach po delsi
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dobu. Je mozné, ze adaptace na laboratorni podminky by probihala postupné a casem by byly

rozdily mezi druhy stale mensi a mensi. K tomu by vSak byla potieba dalsi studie.

4.3 Vliv podminek prostiedi na morfologii Supin

Jedna ze studii, kterou jsem provadéla na datech ziskanych z méfeni Supin vypéstovanych
kultur, méla za ukol porovnat, jestli podminky prostiedi, ve kterych byly vzorky pro kultivaci
kment potizeny, jako jsou pH, konduktivita a teplota vody, a dlouhodobé podminky prostiedi
jako jsou priimérnd roc¢ni teplota, primérnd rocni minimalni a maximalni teplota a primérné
ro¢ni srazky, maji vliv na to, jaké rozméry maji parametry méfené na Supinach. Jednalo
se sice 0 méfeni na kmenech kultivovanych pii stejné teploté, pH 1 konduktivité a osvétlent,
ale predpokladem bylo, Ze 1 za téchto podminek se projevi mezi kmeny rozdily, podminéné
dlouhodobou adaptaci na ptirozené prostredi, které bude mozné vysvétlit mirou/velikosti
nekterého z ekologickych faktorti. V dusledku by rozdilné tvary Supin, efektivné adaptované
na prostiedi, ze kter¢ho fasy byly odebrany, mohly odrazet existenci populaci,
ptizplisobenych na prostfedi svymi morfotypy. Vnitrodruhovéa variabilita Supin (variabilita
vramci SP1 a v rdmci SP2) by odrazela v laboratornich podminkach geneticky podminéné
rozdily mezi jednotlivymi populacemi.

Zajimalo mé, jestli se néktery z ekologickych faktort vyznamnéji/prokazatelné podili na
vzrastu nékterého z morfologickych parametrii. Testovala jsem, zda koreluji velikosti
morfologickych znaki jednotlivych kmenll s podminkami prostfedi. Na mnoha ekologickych
faktorech se zavislost neprokazala. Pokud se korelace prokéazala, vliv podminek byl
signifikantni pouze u jednoho z druhtli (na viné muze byt také, ze pro oba druhy a zvlasté pak
pro druh SP1 existovalo ptili§ malo pozorovani). Nékdy jeden druh vykazoval spi§ opacny (¢i
z&dny) trend nez druhy. To je dalsi podporou pro tvrzeni, ze se skute¢né jedna o dva druhy.

Za zminku stoji souvislost délky ostnu a konduktivity u druhu SP2. Druh SP2 vykazuje

vvvvvvv

pomér d§/So a §§/50 s vyssi konduktivitou).

4.4 Rozdily ekologickych naroki mezi druhy

Pro rozsahlej$i analyzu ekologickych naroki obou druhli jsem dohledala co nejvétsi

mnozstvi sledovanych faktora prostfedi také k ostatnim sekvencim S. sphagnicola, které byly
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shromazdény pro fylogenetickou analyzu a nebyly k nim napéstovany kultury. V ramci tohoto
bodu studie bylo porovnavano, do jaké miry se liSi ekologické parametry vyskytu druht bez
porovnavani piipadnych souvislosti s morfologickymi daty. Ta u vétSiny sekvenci nebyla
znama. NejzajimavéjSim a také nejlépe podpofenym rozdilem v ekologickych narocich mezi
druhy je rozdilnost v konduktivité.

Druh SP2 vyzaduje mnohem niz8i konduktivitu nez druh SP1. Resp. druh SP1 ma velmi
Siroké rozpéti konduktivity, ve které se milize vyskytovat a druh SP2 je omezen
na konduktivitu niz§i. Druh SP2 ma obecné del$i osten nez druh SP1 a zaroven se zda, Ze
toleruje niz8i konduktivitu. Druh SP1 toleruje 1 vysoké konduktivity a jeho osten je pfirozené
krat$si. A jelikoz rozdil v délce ostnu mezi druhy pfetrvava 1 v prostiedi s totoznou
konduktivitou (pfi kultivaci), je zfejmé, Ze délka ostnu neni kratkodobou adaptaci na urcitou
konduktivitu nybrz geneticky zakédovanou adaptaci. Adaptace na vyssi konduktivitu by tedy
mohla znamenat v praxi produkci kratSich ostnli. Ze studie, ve které bylo méfeno zastoupeni
jednotlivych prvki ve vodé (Opfergelt et al. 2011) jsem zjistila, ze mnozstvi kiemiku nehledé
na to, jak se pohybuji mnoZstvi ostatnich prvki, pfimo imérné roste s rostouci konduktivitou
(obr. 20).

Konduktivita je pravdépodobné souvisla s mnozstvim srazek. Cim vét§i srazky, tim je
voda vice fedéna, tudiz konduktivita je nizsi. Druh SP2 preferuje prostfedi s vy$Simi srazkami
a niz$i konduktivitou, zatimco druh SP1 se vyskytuje spiSe v prostiedi s niz§imi srdzkami,
s $irSim rozpétim konduktivity. I nadéle je ale nutné pocitat s vysokym prekryvem podminek

vyskytu, jelikoZ druhy mohou koexistovat.

4.4.1 Duvod pritomnosti delSich ostnii v prostiedi s niz§i konduktivitou

v v

pro jejich tvorbu nezbytného prvku k dispozici. Na zménu mnozstvi kiemiku vSak odpovida;ji
zménénou masivnosti Supin jiz v rdmci 2 hodin po zméné jeho koncentrace (Sandgren et al.
1996). Zména konduktivity (tudiz pravdépodobné 1 zména mnozstvi kiemiku) by teoreticky
zapftiCinila velmi rychlou zménu velikosti ostnu. Ke zkraceni ostnu by mélo dojit pii poklesu
mnozstvi kiemiku (v nizs§i konduktivité). Budu- 1i ale ptfedpokladat, ze délka ostnu je alespon
rdmcové zakodovand v genetické informaci, ndhld zména mnozZstvi kiemiku by mohla
zpusobit pouze nepatrné zmény ve velikosti délkovych znakl (délky ostnu a pravdépodobné
1v ramci délky a Sitky Supiny). Zmény v koncentraci kiemiku se v kratkém obdobi spiSe
skuteéné projevi na tom, do jaké miry bude Supina masivni. Supiny tvoii Synura

pravdépodobné jako obranu proti predatorim (zooplanktonu). K vylepSeni obrany jisté
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prispivaji ostny, které jsou na Supinach pfipevnéné. Cim delsi ostny Supiny maji, tim lepsi
bude mit Synura pravdépodobnost preziti. V ptipadé, Ze se fasa vyskytuje v prostiedi s vyssi
konduktivitou a tudiZ s vy$§im mnozstvim kfemiku, mad moZznost vytvaret masivnéjsi Supiny.
Masivni, pevné Supiny poskytnou pozadovanou ochranu pied predatory. Pokud je ale
v prostfedi kifemiku méné, masivnost Supiny nebude dostate¢na. Piesto se bunky musi snazit
vyvinout co nejefektivnéj$i obranu. DelSi osten, na ktery je potfeba pomérné malo materialu,
ale jisté je efektivni, by mohl byt jednou z adaptaci na prosttedi s niz§im obsahem kiemiku.
A proto by se tedy del§i ostny vyskytovaly v prostiedi s niz§i konduktivitou. Rozdilnost
jednotlivych kultivovanych kmentli v rozmérech Supiny jisté neni rychlou adaptaci na aktualni
podminky, jelikoz se projevuje jako jeden z morfologickych rozdilii mezi jednotlivymi

kultivovanymi liniemi 1 v laboratornim prostfedi, kde nehrozi predace a kiemiku je dostatek.

Si (mM)

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

kondukiivita ~ (11S/cm)
Obr. 20: Regresni kiivka: s rostouci konduktivitou se zvySuje 1 mnozstvi kiemiku

(vytvoteno dle Opfergelt et al. 2011)

4.4.2 Kompetice druhu SP1 a SP2

Pokud bychom ptedpokladali produkci delSich Supin jako jeden ze znakii druhu SP2,
nebylo by v pfirodé mozné, aby se oba druhy po delsi dobu vyskytovaly v jedné lokalité.
Ve stejné konduktivité by mély oba druhy stejné mnozstvi kiemiku k dispozici a oba druhy by
mély moZnost vytvaret stejné masivni Supiny. S rozdilem toho, Ze druh SP2 by navic
produkoval dlouhé ostny, diky kterym by pro predatory byl méné ptitazlivy, a tak by po Case
byl druh SP1 vytésnén. To se nejspi§ v urcité mife skutecné déje, jelikoz druh SP2 je

pi1 nezavislych odbérech nalézan Castéji nez SP1. Existuje vSak néjaky davod, pro¢ se druh
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SP2 vyskytuje spi§ v niz§ich konduktivitdch a nevytésiuje druh SP1 ze vSech lokalit. A také
davod, pro€ jsou v nékterych lokalitach stale pfitomné oba druhy.

Jednim z vysvétleni je, Ze druh SP1 je schopen pfi stejné koncentraci kiemiku tento prvek
zatimco druh SP2 vytvofi za stejnou dobu Supinu s dlouhym ostnem, kterd ve skutecnosti
bude kiehci. Je pravdépodobné, Ze ani pii poskytnuti vét§iho mnozstvi kemiku by druh SP2
nevytvofil tak masivni Supinu jako druh SP1, jelikoZ se nejspiS jednd o evolu¢ni odliSnost
mezi nimi. V tomto piipadé¢ by kompetice druhii nebyla jiz nevyrovnana. Druh SP2 je
schopny tvofit delsi ostny, zatimco druh SP1 je schopen vlozit vice materidlu do masivnosti
Supiny a efektivnéji si dokéze z vody potirebné mineraly vychytat. Vysvétleni pro rozdilnost
v délce ostni by mohlo byt jisté mnoho. Roli pravdépodobné nehraje pouze mnozstvi kiemiku

v prostiedi.

4.5 Analyza prevzatych Supin

Dalsim bodem studie bylo zjistit, jestli by se dalo podle stanovenych kritérii rozlisit také
Supiny, ke kterym vétSinou nebyla znama DNA a pochdzely z rGznych odbérovych mist
severni polokoule. Vzhledem k tomu, Ze se genetické rozdily pravdépodobné zna¢né podili na
rozdilech ve velikostech morfologickych znak, které byly vyuzity pro rozliSeni mezi druhy,
dalo by se predpokladat, ze 1 v ptirodnich podminkdch budou moci byt uplatnény rozdily
velikosti morfologickych znakd.

Nameéfila jsem 5 parametrii na kazdé z 99 Supin S. sphagnicola, které byly ptevzaté
z publikaci, pochédzely z databaze Chrysophytes.eu nebo byly pofizené¢ vedoucim prace
a poskytnuty pro tuto studii. Pro porovnani ptevzatych Supin spolu s datasetem Supin
kultivovanych kmenti jsem pouZzivala pouze pomérové znaky. Jednak proto, abych predesla
moznym neshoddm diky nepfesné zaznamenanym métitkiim v publikacich. DalSim z divodi
bylo pfedejit moznym zménam velikosti Supin pii kultivaci. I kdyZz Supiny mohly také
v kultufe reagovat elongaci ¢i zkracovanim. Naptiklad z diivodu zmény teploty miZe dojit ke
zméné velikosti Supiny a k protahovani nebo zkracovani (Pichrtova a Némcova 2011). Toto
ale nebylo testovano na ostnech, které jsou hlavnim aktérem v morfologickém rozliSeni
kryptickych druhii S. sphagnicola. Vzhledem k tomu, Ze délka ostnu nevykazuje zavislost na
teploté odbérového mista a jevi se geneticky podminénd, je moznost ovlivnéni velikosti

tohoto parametru teplotou velmi nepravdépodobna.
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4.5.1 Urceni druhu prevzatych Supin

Mezi druh SP1 ¢1 SP2 jsem Supiny fadila za pouziti diskrimina¢ni analyzy, kterd byla
schopna rozli$it kultivované kmeny pomoci pomérit méfenych znaka s 83,5% spravnosti. Na
poli kultivovanych Supin bylo tedy mozné ur€it spravné, s piithlédnutim na piirodni ptvod,
odhadem 75 % prevzatych Supin. K vysledkiim a z nich vyvozenych tvrzeni by bylo nutné
piistupovat za predpokladu, Ze kazda tieti az Ctvrtd Supina je urcena chybné. Ale jelikoz u
mnoha nalezi bylo mozné analyzovat vice nez jednu Supinu, je zatazeni n€kterych vzorka
témer jiste.

Pt1 diskriminaci bylo vétsi mnozstvi vzorkl klasifikovano jako druh SP2. Jednak se tento
druh jevi v piirod¢ Castéjs$i (odhadovano dle kvantit jednotlivych druhli podle nezavislého
pofizeni vzorka kultur a sekvenci), avSak 1 zde je do jist¢é miry piipustnd role fenoménu
oblibenych lokalit (Foissner 1999) zminovany v kap. 1.1.,diky kterému by byl castéji
nachazen druh SP2 prave proto, Ze se jeho naleziSté vyskytuji v mistech, ktera byla pro odbér
z divodu oblibenosti vybrana. Druhym moznym divodem vétSiho poctu zatazeni do druhu
SP2 je podezieni, ze mohl pii kultivaci vzniknout urcity vyvojovy trend, na zéklad¢ kterého
vic Supin tihlo k zafazeni do SP2. O néco lepsi vysledky jsou predpokladané u planované

studie ptirodnich kment, s nimiz budou moci byt pfevzaté Supiny lépe porovnavany.

4.5.2 Porovnani ekologickych naroki vSech ziskanych S. sphagnicola

Pti pouziti datasetu pievzatych Supin k porovnavani rozdilti ekologickych narokt mezi
druhy jsem zjistila, Ze na vétSim mnoZstvi dat, ktera nepochézi jen z Euroasie, jako tomu bylo
u porovnani ekologickych naroka kultivovanych kment i ziskanych sekvenci, jsou ekologické
naroky obou druhi velmi podobné. Na rozdil od vysledki dosazenych s kulturami
a sekvencemi vykazuje druh SP1 nélezy ve vysSich srazkach nez druh SP2 a naopak druh SP2
byl pofizen 1 v lokalitaich s vysSi konduktivitou nez druh SP1, 1 kdyZ stfedni hodnota
konduktivit druhu SP2 leZi stdle o néco nize. Druh SP1 byl nalézan v niz§im rozmezi teplot.
A také jeho primérné ro¢ni, minimalni 1 maximalni teploty se pohybovaly v uZ§im rozmezi

nez u druhu SP2.

4.5.3 Mozné duvody nesrovnalosti mezi vystupy porovnani ekologickych rozmezi

druhi p¥i analyze kultur a sekvenci vs. prrevzatych Supin

Na vétSim datasetu, kde byly pfitomné mimo Euroasijskych vzorkl i vzorky z riznych

kontinentl se tedy jevi, ze druh SP2 je schopen obyvat prostfedi s vyS$§im rozmezim teplot
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a konduktivit nez druh SP1. To by mohlo byt vysvétleno celkové niz$i zastoupenosti druhu
SP1. Pfi porovnani priimérnych teplot Euroasijskych druhi, ke kterym byly zndmé sekvence,
dosahovaly oba druhy primérnych roc¢nich teplot do 10°C. Ano, je to zplisobené oblasti,
ze které pochdzeji, ale zdalo se podle analyzy ekologie sekvenci a kultur, ze druh SP2 je spis
chladnomilngj$i a snasi niz§i vykyvy teplot a niz§i rozmezi konduktivity neZ druh SP1.
Vysvétlenim velkého rozsifeni rozpéti vlastnosti lokalit druhu SP2 pti zkoumani obsahlejSiho
spektra odbérovych mist by mohla byt pfitomnost jeSté jednoho druhu, ktery diskriminacni
analyza fadi mezi SP2. Bylo by velmi zajimavé otestovat tuto teorii sbérem molekularnich dat
z vétsiho spektra oblasti. Je pravdépodobné, ze by mohlo byt nalezeno jesté nékolik dalSich
kryptickych druhta S. sphagnicola. O néco méné zajimavejSim vysvétlenim nesrovnalosti mezi
ekologickymi daty k sekvencim a ekologickymi daty k pfevzatym Supinam je, ze se skute¢né
mohlo jednat o posun morfologickych vlastnosti pii kultivaci, diky kterému byly nékteré

z Supin duhu SP1 tfazeny jako SP2.

4.6 Ktera z linii je pivodni S. sphagnicola?

Druh Synura sphagnicola byl objeven v roce 1926 nedaleko Moskvy jako organismus
obyvajici raselinist¢ (Korshikov 1927). Tehdy byl popsan jako rod Skladovskiella, ktery
se velmi podobé rodu Synura. Pozd¢ji ale Korshikov (1929) tento organismus na zakladé
znacné podobnosti s rodem Synura piejmenoval na Synura sphagnicola. K prvotnimu popisu
druhu byly pfiloZeny kreslené obrazky Supin. Tyto Supiny jsem zméfila a otestovala, zda
budou pomoci PCA analyzy zatfazené do jednoho z druhd. I kdyZ na kreslenych Supinach bylo
mozné zméfit pouze 3 znaky (délka Supiny, Sitka Supiny a délka ostnu),jelikoZ rozméry
ostatnich znakd by mohly byt znacné zkreslené, tyto parametry byly k rozliSeni pozice
puvodni S. sphagnicola dostacujici. (obr. 18). Velmi pravdépodobné se jednalo o druh SP2.
Z toho vyplyva, ze mnoho studii, zminujici S. sphagnicola pojednava o velmi podobném,

avSak jiném druhu.

4.7 Synura bioretii

Pted tim, nez bude stanovené, Ze v ptipadé SP1 se jednd o novy druh, jsem pfistoupila ke
zjistovani, zda by se nemohlo jednat o néjaky z jiz existujicich druhii. Jednou z moznosti byl

druh Synura bioretii, k némuz existuji téZ obrazky Supin kreslené podle pozorovani
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ve svételném mikroskopu (Huber-Pestalozzi 1941). Tento druh se dle popisu znaéné podobal
S. sphagnicola. Byl v Evrop€ zminovan do doby, nez druhova determinace Supinatych
chrysomonad piesla k analyze Supin v TEM. Zméfila jsem nacrtky Supin (bylo moZné méfit
pouze délku Supiny, Sitku Supiny a délku ostnu) a vyzkousela, jestli se zatadi do n€kterého
z kryptickych druhi S. sphagnicola sensu lato. S. bioretii byla podle PCA analyzy skute¢né
zafazena mezi S. sphagnicola. Nachazi se ale jednozna¢né mezi Supinami druhu SP2 stejné

tak jako Skladovskiella.

4.8 Rozdilna mnozZstvi kryptickych druhi

Na druhu S. sphagnicola se mi podatilo ukdzat, ze stejné tak jako vétSina dalSich protist
obsahuje kryptické linie, kter¢ doposud nebyly popsany. DetailnéjSim studiem by
pravdépodobné bylo zjisténo, ze vétSina protistnich druhti, které nebyly doposud hloub¢;i
prostudovany, je ve skutecnosti komplex kryptickych druhti, objevujicich se v publikacich
pod jednim ndzvem. MnoZstvi kryptickych druht Ize ale velmi tézko piedpokladat.

I v rdmci Supinatych chrysomondd je u kazdého druhu, na ktery se hloubé¢ji zamétime,
objevovano variabilni mnozstvi kryptickych linii. U ptibuzného druhu S. petersenii bylo
objeveno nejprve 6 linii. Ty lze rozliSit molekularné 1 morfologickymi znaky, 5 z nich bylo
ptitomnych v CR (Kynélova et al. 2010). Dale bylo diky dalsim 800 odbérim v 15
evropskych statech a Gronsku objeveno, Ze existuji jesté jiné 4 nepopsané kryptické druhy.
1 z nich se vyskytuje ve vétSin¢ Evropy, vyskyt ostatnich 3 je omezeny na urcité lokality
(Skaloud et al. 2014).

Ve skupiné rozsivky (Bacillariophyceae), bylo naptiklad objeveno 5 kryptickych linii
vramci druhu Sellaphora pupula z okoli Edinburgu ve Velké Britanii, které se lisi
morfologicky a maji reprodukéni bariéry (Mann et al. 2004). Na zdklad€ molekularnich dat se
dale ukazalo, ze kryptickych linii v ramci S. pupula je 19 (Evans et al. 2008). U kosmopolitni
rozsivky Skeletonema costaum sensu lato bylo nalezeno opét nékolik kryptickych linii.
VétSina z nich, vyjma dvou linii, byla rozliSitelna 1 na zdkladé¢ morfologickych znak.
Zbyvajici dvé linie bylo mozné rozliSit jen molekularné (Kooistra et al. 2008). U motskych
krasivek (Desmidiales) rodu Thalassiosira byly objeveny tfi linie v ramci Atlantského
a Pacifického oceanu, liSici se v ITS useku. Toto rozliSeni ale nebylo moZné podpofit
fyziologickymi rozdily ani rozdilnou délkou genomu ¢i zménami sekundarni struktury ITS

regionu. Linie jsou dal povazovany za jeden druh (Whittaker et al. 2012).
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K tomu, aby bylo mozné fict, jak se liSi mnoZstvi kryptickych linii objevenych mezi
jednotlivymi nomindlné¢ definovanymi druhy, neni tfeba uvadét ani kryptickou diverzitu
se ukazalo, ze detailn¢j$i prizkum tohoto nominalné¢ definované¢ho druhu piinesl rozliSeni
pouze 2 linii v ramci kontinentu Euroasie.

Nemyslim si, ze by bylo mozné odhadovat mnoZzstvi protistnich druhti tim zptisobem, kdy
aktualni pocet popsanych druhli je vyndsoben koeficientem, ktery se odviji od piiblizného
poctu kryptickych druhti, které jsou objevovany pii revizich né€kterych druha. I velmi blizce
ptibuzné organismy se mnohdy nékolikanasobné 1isi pocty kryptickych linii objevenych pro

stejnou oblast.

4.9 Schopnost SiFeni rozliSenych druhi

Ob¢ linie se vyskytuji vétSinou ve vSech oblastech v Evropé, kde byly odbéry provadény.
Byly pouze rozsitené do téch habitat, kde se pro né nachdzely optimdlni podminky
a vétsinou se nenachdzely na jednom misté, ale kazdy z druhi osidlil tan, ktera pro néj byla
svymi podminkami vhodnéjsi, byt’ se tato tin nemusela nachazet daleko od jiné tin€, kde byl
roz8ifeny druhy druh. Toto rozSifeni nenasvédcuje tomu, Ze oba kryptické druhy maji velmi
podobnou schopnost Sifeni. Jedna se o rozsifeni na zakladé vhodnych podminek habitatt.
Neni vyloucené, zZe existuje jesté dalsi krypticky druh S. sphagnicola rozsiteny v Evropé. Bud’
se nachdzi pouze v uritém typu habitatu a nema schopnosti se diky geografickym ¢i
disperznim bariéram Sifit tam, kam ostatni dva druhy, anebo se pifihodné habitaty tohoto
druhu nevyskytuji v oblastech, kde byly provadéné odbéry.V takovém piipad¢ by nenalezeny
druh mohl mit podobnou schopnost Sifeni se jako dva kryptické druhy S. sphagnicola, které
jsem v této praci rozliSila. Rozsiteni popsanych kryptickych druhti S. petersenii vykazuje
prvni zminénou variantu. Nékteré druhy jsou nalézany pouze v urcitych lokalitach, jiné jsou

roz$ifené v ramci celého kontinentu nebo 1 na dal$i kontinenty.
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5. Zavér

Nomindalni druh S. sphagnicola obsahuje dva kryptické druhy, které je mozné rozlisit na
zakladé€ rozdilu v ITS regionu DNA a téZ na zakladé morfologie kiemicitych Supin. Nejvétsi
Cast variability mezi jednotlivymi kmeny je podminéna genetickymi faktory a tudiz se
mezidruhové rozdily zachovavaji 1 pti pfenosu fasy do laboratornich podminek. Rozdily mezi
méfenymi morfologickymi znaky jsou signifikantni jak v pfirod¢, tak pii kultivaci za stejnych
by se dal uplatnit 1 pro rozliSeni Supin ze sedimentl pii paleoekologickych studiich.
S. sphagnicola je indikatorem acidickych oligotrofnich nejcastéji raSelinnych vod a rozliSeni
mezi kryptickymi druhy SP1 a SP2 by v pfipadé¢ paleoekologie mohlo napomoci

k predpokladu konduktivity a téz mnoZstvi srazek v dané lokalité.
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7. Prilohy

Priloha 1 : Tabulka lokalit ziskanych Supin

~~ ~~ ~~ -~~~ >}
: 2 |a 2 [E < |5 B 4|
ptvod § § § g : g : g % % SJE 06 stat linie
a S a Els & o= S|l= |= *? g <
< 2R 25 2% |5 52
= =9 =5 =5 =z = |
= 2 2 2 = |-
Kies a Berndt (1984) 763 8 5 12 Némecko SP1
Peterfi a Momeu (1977b) 1120 10 5 15 Holandsko SP1
Magda 17 (chrysophytes.eu) 1260 9 7 12 Irsko SP1
Irsko-2011-IR335 173 | 93 | 5 12 | 54| 79 | 165 Irsko SP1
(nepublikovano)
Irsko-2011-IR50 173 | 93 | 5 12 | 54| 79 | 165 Irsko SP1
(nepublikovano)
Laponsko-5b (nepublikovano) 830 5 -1 12 4,7 17 Svédsko SP1
Norsko-24 (nepublikovano) 1500 7 5 12 530 52 Norsko SP1
BBlata-2011(nepublikovano) 2060 8 3 12 6é3 91 12 CR SP1
Irsko-2009-38a 1131 | 11,2 8 135 | 8 | 23 Irsko SP1
(nepublikovano)
Norsko23 (nepublikovano) 1363 5,6 5 10 5,3 62 Norsko SP1
Skotsko-39 (nepublikovano) 640 8 3 10 6,6 104 12 Skotsko SP1
Umea-32 (nepublikovano) 640 8 3 10 6,3 35 13 Svédsko SP1
Rezacova a Skaloud (2005) 906 10 7 12 Irsko SP2
Novakova et.al (2004) 667 8 4 11 CR SP2
Kalina et al. (2001) 526 1,8 9,4 20,7 | 7,3 | 220 20 USA SP2
Hansen a Kristiansen (1997) 529 4 2 8 Dansko SP2
Eloranta (1989) 590 3 7 Finsko SP2
Kies a Berndt (1984) 763 8 5 12 Némecko SP2
Roijackers a Kessels (1986) 730 9 5 13 Holandsko SP2
Hibberd (1978) 817 9 8 14 Holandsko SP2
Kristiansen (1975) 574 6 6 10 Dansko SP2
Peterfi (1965) 12 3 13 Rumunsko SP2
Bradley (1966) 660 9,1 6 13 Skotsko SP2
Harris a Bradley (1958) 660 9,1 7 14,5 VB SP2
Petersen a Hansen (1958) 640 8 4 11 3,7 Dansko SP2
Balonov a Kuzmin (1974) 660 3,3 -1 8 Rusko SP2
Janik 16 (chrysophytes.eu) 1170 4 1 7 CR SP2
bblat18 (chrysophytes.eu) 2060 8 3 12 CR SP2
Kim Kim (2011) 1207 11 7 17 6,5 450 21 Jizni Korea SP2
Kristiansen (1990) 1700 17 8 15 6 20 Cina SP2
Némcova (2008) 830 -1 -3 1 4.8 34 24 Svédsko SP2
Siver a Lott (2006) 1360 | 21 15 | 27 | s USA, SP2
Florida
wee et al (1997) 1758 | 212 | 15 | 255 USA, SP2
Louisiana
Wujek (2005) 2854 24 USA SP2
Irsko-2009-40 (nepublikovdno) | 51 | 1) 5 8 135 | 74| 37 Irsko SP2
Irsko-2011-IR34 (nepublikovano) | 1057 9,3 7 12 5,6 119 15,5 Irsko SP2
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Norsko-24 (nepublikovano) 1500 7 5 12 5 52 Norsko SP2
Bornholm-M18 514 | 6 6 | 10 | 69| 215 | 15 | Dansko | SP2
(nepublikovano)

Brehyné-secret site 667 8 4 11 CR SP2
(nepublikovano)

Estonsko-15 (nepublikovano) 735 5,5 2 9,5 4,9 15 19 Estonsko SP2
Finskol (nepublikovano) 640 2 5 7 69 4,2 Finsko SP2
Finsko13 (nepublikovano) 610 3 7 6,5 9,5 Finsko SP2
Finsko47 (nepublikovano) 610 3 7 7,4 8 Finsko SP2
Gronsko366 (nepublikovano) 240 -4 -3 -8 6 50 13,4 Gronsko SP2
Irsko-2008-23 (nepublikovano) 906 10 7 12 7,2 63 Irsko SP2
Irsko-2009-38b 1131 | 11,2 8 135 | 8 | 23 Irsko SP2
(nepublikovano)

Irsko-2009-3b (nepublikovano) 906 10 7 12 6 42 Irsko SP2
Norsko-7 (nepublikovano) 2160 6,5 5 10,5 4é5 24 Norsko SP2
Norsko-N7 (nepublikovano) 1363 5,6 5 10 Norsko SP2
Norskol (nepublikovano) 1363 5,6 5 10 Norsko SP2
Skotsko-24a (nepublikovano) 640 8 3 10 5,9 27 11 Skotsko SP2
Skotsko-24 b (nepublikovano) 640 8 3 10 5,9 27 11 Skotsko SP2
Skotsko-24.c (nepublikovano) 640 8 3 10 5,9 27 11 Skotsko SP2
Skotsko-8 (nepublikovano) 640 8 3 10 6,4 42 14 Skotsko SP2
Umea-Balt34 (nepublikovano) 530 2 -1 6 5,1 14 13,5 Svédsko SP2
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