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1 UVOD

Rozsivky jsou jednobunééné fotosyntetizujici organismy, které hraji klicovou roli
ve vodnich ekosystémech (Round 1981). Radi se mezi hnédé fasy a spadaji do superskupiny
SAR, skupiny Stramenopila. Jsou pokladany za nejpoc¢etnéjsi skupinu fas. Odhaduje se, ze
existuje 30 000 az 200 000 druht rozsivek (Mann & Droop 1996, Mann & Vanormelingen
2013). Charakteristickym znakem rozsivek je kiemicitd schranka, tzv. frustula, kterou

vytvaii z molekul oxidu kfemicitého z okolniho prostiedi.

Jsou druhové nejbohatsi skupinou fas (Mann & Vanormelingen 2013) a jako skupina
jsou adaptovéany na Sirokou Skéalu environmentalnich podminek. I proto se pouzivaji pii
biomonitoringu k hodnoceni kvality povrchovych vod (Kelly et al. 1998) i v ramci smérnice
Evropské unie (The Water Framework Directive 2000/60/EC). Tradi¢nim pfistupem
k identifikaci a determinaci rozsivek je studium morfologickych znaka frustuly. Identifikace
I determinace na zakladé morfologie vSak vyzaduje hluboké znalosti, zkusenosti a jsou
¢asove narocné. S nastupem metod molekularni biologie se vsak morfologické determinacéni
metody zacaly kombinovat s metodami, které jsou zaloZeny na studiu sekvenci nukleovych

kyselin a aminokyselin.

Z taxonomického hlediska je jednou z nejvyznamnéjsich molekularnich metod DNA
barkoding. Koncept DNA barkodingu byl poprvé piredstaven v roce 2003 (Hebert et al.
2003a), u rozsivek pak v roce 2007 (Evans et al. 2007). Principem DNA barkodingu je
vyuziti kratkého tiseku DNA, tzv. barkod markeru, k determinaci jedince do druhu. Protoze
je DNA barkéding od pocatku vyvijen k rutinnimu uréovani druhi, kdekoliv je to zapotiebi
(napf. zakladni 1 aplikovany vyzkum, ochrana pfiroda, biotechnologie, kvalitativni
I kvantitativni kontrola produktli potravinafského, farmaceutického a kosmetického
prumyslu), musi barkod marker spliovat tfi zakladni kritéria, ktera jsou v anglické literatuie
oznaCovana jako (1) universality, (2) practicality a (3) resolution. To znamena, Ze
(1) barkédovy marker musi byt amplifikovatelny s vyuzitim standardniho primerového paru
osekvencovat pouze jednim ¢tenim, coz znamena nizké ¢asové i finanéni naklady a (3) pro
determinaci samotnou je klicova rozliSovaci schopnost na druhovou troven (Hebert et al.
2003; Moritz & Cicero 2004). Pro efektivni vyuziti DNA barkodingu jako rutinni
determinacni metody je vSak nezbytnd tzv. barkdédova databaze (t¢z DNA barkoédova

knihovna), se kterou bude mozné ziskané sekvence porovnat a zjistit, o jaké organismy se
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jedna. Za ptedpokladu kvalitné vybudované barcode databaze podava DNA barkoding
ve vétsiné pripadl jednoznac¢nou informaci, kterd pak muze usnadnit dialog diatomologi

tykajici se nejen otazek taxonomie a evoluce, ale i ekologie, biogeografie a biomonitoringu.

Velkou vyhodou DNA barkédingu jako determina¢ni metody je rozliSeni
tzv. kryptickych druhti rozsivek. Za kryptické se oznacuji ty druhy, které dle morfologie
nelze rozlisit (tj. jsou nerozliSitelné pfi aplikaci typologického druhového konceptu; napf.
Cronquist 1978), ale piesto jsou oddéleny vnitini reprodukéni bariérou a/nebo jsou geneticky
odlisné (tj. spliuji kritéria samostatného druhu dle genetického, fylogenetického,
nebo biologického druhového konceptu; napt. Mayr 1947, Wheeler & Meier 2000). Takové
druhy pak tvoii tzv. druhové komplexy. Vétsinou se jedna o bézné, rozsitené, euryvalentni

taxony (Pouli¢kova et al. 2008b, Schlick-Steiner et al. 2007).

Jiz klasickym piikladem kryptické diverzity u rozsivek je se svymi 50 morfotypy
Sellaphora pupula agg. (Mann et al. 2008). Nékteré z morfotypu skuteéné vykazuji odlisné
ekologické naroky vzhledem k trofii (Poulickova et al. 2008). Druhovym komplexem je pak
také Achnanthidium minutissimum agg., ktery je povazovan za jeden z nejcastéjSich druht
rozsivek na svété, a to ve vSech typech vodnich habitatt (Potapova & Hamilton 2007, Kollar
et al. 2015). Dalsimi piiklady druhovych komplext je pak Pinnularia borealis agg. (Pinseel
et al. 2019), Pinnularia subgibba agg. (Poulickova et al. 2018), Nitzschia palea agg.
(Trobajo et al. 2010) ¢i Eunotia bilunaris agg. (Vanormelingen et al. 2015). Skute¢na
frekvence vyskytu kryptické druhové diverzity je zatim neznam4, ale bylo ku ptikladu
zjisténo, ze v pruméru piiblizné 65 % (v zavislosti na substratu 25 az 90 %) epifytickych
rozsivkovych spolecenstev Ceskych lotickych a lentickych vod tvofi pravé komplexy

kryptickych druhti (Kollar et al. 2015).

V Evropé se k hodnoceni Cistoty vod v 74 % vyuzivaji biondika¢ni metody, v nichz se
organismy urcuji aZ na druhovou troven (Birk et al. 2012). RozliSeni kryptickych druhii
tvoticich druhové komplexy tak mize vyznamné zvysit senzitivitu téchto metod (Poulickova
et al. 2017), jedna-li se o druhy s diverzifikovanou ekologii (Poulickova et al. 2008b).
Naopak jejich ignorace muize vést k vysledkim zavadé¢jicim (Rimet & Bouchez 2012b).

Kontroverznim tématem se mezi taxonomy s riznym piedmétem zkoumani stalo pouziti
DNA barkédingu jako klasifikacni metody (naptf. Will & Rubinoff 2004). To znamena, ze
metoda DNA barkoding je vyuzivana nejen k determinaci jedince, ale své misto nachazi také

V taxonomii pfi objevovani a popisu novych druhti (Hebert & Gregory 2005). Takova idea
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byla vyslovena jiz v prvni publikaci zabyvajici se DNA barkodingem (Hebert et al. 2003a).
Hebert a Gregory (2005) vsak jasné upozoriuji, ze DNA barkod sam o sobé nemusi K popisu

druhu stacit, je pouze jednim z moznych nastroju.

Védci obhajujici potencialni uziteCnost DNA barkodingu v taxonomii argumentuji tim,
ze krom¢é morfologickych, ekologickych, geografickych a dalsich dat je pro popis druhu
uzite¢na i znalost fylogeneze. A pravé ta miize byt zaloZena i na datech ziskanych pii DNA
barkédingu. Dal$im argumentem jsou i samotna kritéria popisu nového taxonu (v piipadé
DNA barkodingu obvykle druhu) v ramci ptirozené (tj. evoluéni historii odrazejici)
Klasifikace organismu. ProtoZe s sebou takto nové popsany taxon (obvykle) implicitné nese
i informaci o fylogenetické ptibuznosti (a to minimalné o pfibuznosti jemu podiizenych
taxontl), m&l by podléhat stejnym principtim, jaké jsou aplikovany pii budovani pfirozené
Klasifikace, tj. m¢lo by se jednat o taxon monofyleticky a definovany synapomorfii. A praveé
takovou definujici synapomorfii se teoreticky muze stat i DNA barkod, a to samoziejmeé

| pfesto, ze to neni jeho primarnim Géelem (Kollar 2020).
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2 CIiLE PRACE

Diplomova prace navazuje na teoretickou i praktickou piipravu v praci bakalaiské
(Eichlerova 2018). Ziskané klonové kultury rozsivek byly podrobeny molekularnim
analyzam, ziskané DNA barkodové sekvence (spolu s veskerymi ostatnimi novée ziskanymi
daty, napi. morfologickymi, geografickymi a environmentalnimi) nahrany do databaze
Barcode of Life (boldsystems.org) a dale za ucelem formulace taxonomickych hypotéz

podrobeny fylogenetickym analyzam. Cely proces byl rozdélen do nésledujicich fazi:

1. Izolace a tvorba unialgalnich kultur.

2. 1zolace, amplifikace a sekvencovani DNA.

3. Taxonomicka determinace kment na zakladé morfologie a DNA.
4. Obohaceni DNA barkddové databaze o vSechna nové ziskana data.
5. Konstrukce molekularné-fylogenetickych stromu.

6. Formulace taxonomickych hypotéz.
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3 METODIKA

3.1 Puvod vzorku

Ptirodni vzorky byly odebirany v letech 2017-2018. Vzorky ze sezény roku 2017 jsem
odebirala z epilithonu zatopenych lomti nachazejicich se na Vyso¢ing (Castotice, Kamenna,
Kojatin, Pocoucov, Rudikov) a jednorazové také ze dvou lokalit na Olomoucku (Vykleky,
Nova Ves). Vzorky narosti jsem odebirala jak z pfirodnich (ponotfené kameny), tak umélych
(mikroskopovaci podlozni skla) substrati. Detailni popis téchto dvou zptsobi sbéru je

uveden v mé bakalatské praci (Eichlerova 2018, str. 28).

Vzorky z roku 2018 odebirala Bc. Tereza Reimerova v ramci bakalafské prace
(Reimerova 2019). Jednalo se o narosty na pfirodnich rostlinnych i umélych substratech.

Detailni popis metod je uveden v bakalatské praci (Reimerova 2019, str. 44).

Z kazdého odebran¢ho ptirodniho vzorku byl vytvoten trvaly preparat, tzv. voucher.
Detailni popis jsem uvedla ve své bakalaiské praci (Eichlerova 2018). Ptehled lokalit se
zakladni charakteristikou lokalit uvadim v tabulce v Piiloze 1. Seznam vyhotovenych
vouchert z pfirodnich vzorkti uvadim v tabulce v Ptiloze 2. Kod voucheru se sklada
ze zkratky lokality, data odb&ru a inicial sbératele (LE ¢i LEV = Leona Vaculikova,

roz. Eichlerova, TR = Tereza Reimerova).

3.2 lzolace a kultivace kment

Nativni pfirodni vzorky jsem zpracovavala druhy den po odebrani z lokality. Ptirodni
vzorky byly inokulovany bakteriologickym fedicim roztérem Vv aseptickém prostiedi ve flow
boxu na agarové plotny (Petriho misky o priméru 10 cm) s WC médiem (Guillard
& Lorenzen 1972). Kultivace probihala po dobu asi dvou az tfi tydnt v Kultivacnim boxu
pfi teploté 14+1 °C, zafeni 20 umol/m?/s a svételném rezimu 12 hodin svétlo/12 hodin tma
(svétlo 7:00—-19:00). Po kultivaéni dobé (2-3 tydny) jsem provadéla izolaci jednotlivych
bunék sterilni sklenénou Pasteurovou pipetou vytaZzenou do kapilary. Izolované bunky
rozsivek jsem prenasela do serologickych desek s 25 jamkami s asi 3—4 ml tekutého WC
média. Po 2—4 tydnech jsem mohla pozorovat nartst klonovych kultur.

Unialgalni klonové kultury jsem nésledné pieockovala do Petriho misek o priméru

5 cm s tekutym WC médiem a dale kultivovala za vyse uvedenych teplotnich a svételnych



15

podminek, abych ziskala dostatecnou biomasu pro izolaci DNA. Z téch klonovych kultur,
ze kterych se v naslednych krocich povedla osekvencovat DNA, jsem piipravila trvaly
preparat pro pozdéjsi morfologickou determinaci do druhu, tzv. voucher (Ptiloha 3). Kod
voucheru se sklada ze zkratky lokality, data odbéru a inicidl sbératele (LE ¢i LEV = Leona
Vaculikova, roz. Eichlerova; TR = Tereza Reimerova). Rimska ¢&islice oznaGuje
serologickou desku. ZnaCeni voucheri jsem vSak v pribéhu prace zjednodusila
z praktickych diivodi. Vouchery se znacenim ,,cisliceR* jsou ze vzorki, které odebirala
Tereza Reimerova. Vlivem kontaminace nékterych kultur jinymi mikroorganismy (zelené

fasy, sinice, plisn€) jsem nékteré z nich musela reizolovat pies agarovou plotnu.

3.3 Morfologicka determinace

Morfologii rozsivek klonovych kultur jsem zdokumentovala z vouchert (Ptiloha 3)
svételnym mikroskopem (ang. Light Microscope; LM) Zeiss Primo Star s imerznim
objektivem se zvétSenim 100% (po zapoditani zvétSeni okularového tedy bylo celkové
zvétSeni 1000%) a kamerou AxioCam ERc5s (5MPx) s programem AxionVision 4.
Pro morfologickou determinaci jsem vyuzila determina¢nich kli¢h Krammer & Lange-
Bertalot (1986, 1988, 1991a, 1991b, 2004) a Hoffmann, Lange-Bertalot & Werum (2011).

3.4 lzolace, amplifikace a sekvencovani DNA

3.4.1 Izolace DNA

Z unialgalnich kultur jsem izolovala DNA dle protokolu inspirovaného Duff et al.
2008, ktery upravil Mgr. Jan Kollar (Pfiloha 4). 1zolace DNA probihala dle nasledujicich
kroki:

1. Zunialgalni klonové kultury pipetou odebereme malé mnozZstvi narostu

a preneseme do mikrozkumavky typu Eppendorf (objem 1,5 ml).

2. Mikrozkumavku s odebranym preparatem centrifugujeme po dobu 10 minut,
RPM =15 000. Na dn¢ se usadi buiiky rozsivek s tézkymi kiemicitymi frustulami.
Supernatant odlejeme.

3. InstaGene Matrix nechame dikladné promichat na magnetickém michadlu.

Poté ho do mikrozkumavky s peletem napipetujeme 100 pl.
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Mikrozkumavky vlozime do termobloku na 5 minut pfi teploté 95 °C.
Po ohrati mikrozkumavky hned vlozime asi na 1 minutu do ledu.

Nasleduje centrifugace po dobu 2 minut, RPM = 15, 000.

N oo a &

Ptidame asi 0,5 g laboratorniho zirkonového pisku o priméru zrn 100 pum
a nechame v tfepacce (BeadBeater) protiepat 3,5 minuty pfi frekvenci 30 Hz.

Centrifugujeme po dobu 2 minut, RPM = 15,000.

o

9. Vznikly supernatant odpipetujeme do nové mikrozkumavky typu Eppendorf
(1,5 ml).
10. Takto piipravené vzorky sizolovanou DNA rozsivek se mohou hned pouzit

pro reakci PCR nebo skladovat pii —20 °C.

3.4.2 Polymerazova retézova reakce

Nasledujicim krokem ve zpracovavani izolované DNA je polymerazova fetézova reakce
(PCR, zangl. Polymerase Chain Reaction) v jejimz duasledku dochazi k amplifikaci
zvolen¢ho tseku DNA, tzv. markeru. Vybrané tseky musi byt ohranicené neménnymi
konzervovanymi oblastmi, na které mize nasednout tzv. primer (Zimmermann et al. 2011).
Pro potieby této diplomové prace jsem amplifikovala tii genetické markery, které jsou
zvazovany pro DNA barkoding rozsivek. Jsou jimi ¢asti gentt COX1, rbcL a LSU rDNA
(napf. Mann et al. 2010). Sekvence primert pouzitych pro jejich amplifikaci jsou uvedeny

v Tabulce 1.
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Tabulka 1. Pouzivané DNA barkéd markery a jejich primery.

DNA barkdéd marker ké_d sekvence primeru smér zdroj
primeru
COX1-5pP GazF2 CAACCAYAAAGATATWGGTAC > Saunders 2005
KEdtmR AAACTTCWGGRTGACCAAAAA <  Evansetal. 2007
D1-D3 LSU rDNA D1R-F ACCCGCTGAATTTAAGCATA >  Scholin at al. 1994
T24U SCWCTAATCATTCGCTTTACC < Hamsheretal. 2011
rbcl DPrbcL1-F AAGGAGAAATHAATGTCT > Daugbjerg & Andersen 1997
DPrbcL7-R  AARCAACCTTGTGTAAGTCT < Daugbjerg & Andersen 1997

Ptiprava DNA izolati pro PCR probiha takto:

1.

Pted kazdym PCR je nutné si vypocitat objemy jednotlivych slozek smési zvané
Master mix (tj. Emerald Amp® MAX HS PCR Master Mix, primery, sterilovana
voda) dle poctu DNA izolath. Nesmi se zapomenout pocitat i se slepym
(tzv. blank) vzorkem.

Jednotlivé slozky smési Master mix napipetujeme do mikrozkumavky typu
Eppendorf (1,5 ml) a promichdme na vortexu.

Nachystame si mikrozkumavky typu prouzek 8PCR s vi¢ky a popiSeme je.
Do kazdé z nich napipetujeme 39 pl ptipravené smési Master mix.

Do kazdé mikrozkumavky pak ptidame 1 pl izolatu DNA.

Prouzky mikrozkumavek centrifugujeme, vortexujeme a opét centrifugujeme.
Poté je vloZime do pfistroje thermocycler.

Dle pouzittho markeru zvolime piisluSny PCR program, které uvadim
v Tabulce 2.

Hotové PCR produkty skladujeme v lednici (pokud je budeme do 24 hodin

Zpracovavat) ¢i v mraznicce.
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Tabulka 2. Amplifikani programy pro jednotlivé DNA barkéd markery

COX1 LSU rDNA D1-D3 rbcl

95°C 3 min 95°C 5 min 94°C 3 min

gsec 0,5min 94°c 1min 94°c 1min

50°C  1min 35x [55°C  1min 35x |55°C 1 min 40 x
72°C 1,5 min 74°C 1 min 72°C 1,5 min

72°C 5min 72°C 10 min 72°C  5min

15°C 15°C 15°C

3.4.3 Gelova elektroforéza

K vizualizaci a kontrole PCR produktii se pouziva -elektroforéza (ELFO)

na agard6zovém gelu. Pii gelové elektroforéze nesmi dojit K pozitivni vizualizaci kontrolniho

vzorku (blank). Pfipravu na gelovou elektroforézu jsem délala v téchto krocich:

Ptiprava gelu:

1.

Smichdme 1,5 g agar6zy se 100 ml 0,5X TAE pufrem. Tento roztok ohfejeme
v mikrovInné troub¢ asi 2—-3 minuty.

Do horkého roztoku pak ptidame 1,5 pl barvy SimplySafe pro vizualizaci DNA,
vloZime magnetické michadlo a nechame promichat.

Poté roztok nalijeme do elektroforetické vany a vlozime elektroforeticky hieben.
Nechame chladnout asi 20-30 minut pfi pokojové teploté.

Tuhy gel pfemistime do elektroforetické vany s 0,5X TAE pufrem.

Naneseni PCR produktt do gelu:

1.
2.

PCR produkty promichdme na vortexu a centrifugujeme.

Do prvni jamky V gelu napipetujeme 5 pl velikostniho markeru (HypperLadder)
o definované velikosti jednotlivych fragmentd.

Do dalsich jamek gelu pipetujeme 5 pl PCR produkti.

Elektroforézu spustime pii napéti 100 V na 40 minut, nebo pii napéti 200 V na 20
minut.

DNA fragmenty vizualizujeme pod UV svétlem. Pro ilustraci ptrikladam
fotografie vizualizace DNA fragmentd s negativnim kontrolnim vzorkem
do prilohy (Ptiloha 5).
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3.4.4 Purifikace DNA a sekvencovani

Ziskané PCR produkty se pied odeslanim na DNA sekvencovani purifikuji
s pouzitim GenEluteTM PCR Clean-Up Kit dle navodu uvedeného vyrobcem. Purifikované
PCR produkty byly smichany s pfislusSnymi primery a odeslany k sekvencovani
do MACROGEN, Inc. (www.dna.macrogen.com).

3.5 Molekularni determinace a DNA barkoding

Molekularni determinace probihala na zaklad¢ srovndni ziskanych sekvenci se
sekvencemi v databazich Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) pomoci Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) a BoLD. Vsechny nové potizené DNA sekvence, fotografie,
taxonomickd, geograficka i environmentalni data souvisejici s danymi kmeny byly nahrany
na Barcode of Life Database (BoLD; www.boldsystems.org). Lze je nalézt v datasetu
s kodem DS-LEDIOL (DOI: dx.doi.org/10.5883/DS-LEDIOL).

3.6 Molekularné-fylogenetické analyzy

3.6.1 Priprava DNA alignmenti

Sekvence byly dle defaultniho nastaveni v programu Sequencer 5.0 automaticky
zastfizeny a asemblovany. VSechny takto upravené sekvence jsem vizualné kontrolovala
a ptipadné manualné upravila podle chromatogrami. Pro potieby zjisténi fylogenetické
pozice byly tyto nové ziskané sekvence piidany k datasetu, ktery byl pouzit ke konstrukci
dosud nejobsahlejsi molekularni fylogeneze rozsivek vitbec (Nakov et al. 2018). Alignmenty
sekvenci jednotlivych genetickych markerti byly vytvofeny automaticky prostiednictvim
algoritmu MUSCLE, ktery je soucasti programu MEGA-X (Kumar et al. 2018). Vsechny
takto vytvorené alignmenty jsem vizualn¢ zkontrolovala a v pripadé odhaleni zjevnych chyb

zanechanych algoritmem manualné upravila.

3.6.2 Eliminace hypervariabilnich tseku

Molekularni evoluce ribosomalnich gent (jakym je naptiklad pravé LSU rDNA
kodujici velkou ribosomalni podjednotku) probiha jinak, nez u gent kodujicich proteiny

(Kollar et al. 2019). Protoze pro funk¢nost ribosomalnich genti je dilezita predevsim jejich


http://www.dna.macrogen.com/
http://www.boldsystems.org/
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sekundarni struktura, vyskytuji se v nich tuseky tzv. smycek, jejichz zmény nejsou
pod dohledem pfirodniho vybéru. V koneéném dusledku to znamena, Ze pfitomnost téchto
hypervariabilnich usekti v alignmentu zvysuje riziko vyskytu nehomolognich pozic
a substituéni saturace, které snizuji presnost molekularné-fylogenetické analyzy. Proto je
vhodné tyto hypervariabilni useky z alignmentu odstranit jest¢ ptred fylogenetickymi
analyzami (Lemey et al. 2007). Ktomu jsem pouzila GBlocks Server verze 0.91b

(Castresana 2002) pii defaultnim nastaveni.

3.6.3 Vybér modela nukleotidové substituce

Ve fylogenetické analyze zaloZzené na maximalni ve€rohodnosti (angl. Maximum
Likelihood; ML) je nezbytné definovat substituéni modely. Ty nejvhodnéjsi byly
pro jednotlivé genetické markery vybrany na zakladé¢ Bayesova informacéniho kritéria
(v angl. literatufe Bayesian Information Criterion, BIC) spocitaného v MEGA X (Kumar
etal. 2018): GTR+G (pro LSU rDNA; Nei & Kumar 2000) a GTR+G+I (pro COX1; Nei
& Kumar 2000). Kvuli obsahlosti rbcL alignmentu (865 sekvenci) byla jeho molekularné-
fylogeneticka ML analyza provedena na serveru CIPRES (www.phylo.org) programem
IqTree v. 1.6.10 (Nguyen et al. 2015). Proto byl substitu¢ni model vybran automaticky
pomoci k tomu uréené implementované funkce (Chernomor et al. 2016): GTR+F+R10 (Nei
& Kumar 2000).

3.6.4 Konstrukce fylogenetickych stromii

Pro rekonstrukei fylogeneze, jejimz vysledkem je fylogram (tj. fylogeneticky strom
zahrnujici kromé topologie i délku vétvi), byla zvolena metoda maximalni vérohodnosti.
Tyto analyzy byly opét provedeny v programu MEGAX (Kumar et al. 2018) s pouzitim vyse
vybranych nukleotidovych substitu¢nich modelti pro alignmenty 51 COX1 sekvenci (z toho
3 nove ziskané v této DP a 48 z datasetu Nakova et al. 2018) a 193 LSU rDNA sekvenci
(z toho 32 nove¢ ziskanych a 161 z datasetu Nakova et al. 2018) za defaultniho nastaveni.
Pro analyzu alignment LSU rDNA D1-D3 sekvenci (777 bp) bylo nastaveno, Ze pouze
pozice obsazené v alesponn 75% sekvenci budou analyzovéany. Divodem bylo, ze drtiva
vétsina LSU rDNA sekvenci rozsivek v databazich neobsahuje region D3, takZe jej

neobsahoval ani Nakoviv LSU rDNA alignment (316 bp). Statisticka podpora Bootstrap


http://www.phylo.org/

21

(BS) byla vypocitana z 1000 generaci. Jak bylo uvedeno vyse, kviili obsahlosti rbcL
alignmentu (865 sekvenci, z toho 22 nov¢ ziskanych) byla jeho molekularné-fylogeneticka
ML analyza provedena na serveru CIPRES programem IqTree v. 1.6.10 za defaultniho
nastaveni. Jako statisticka podpora byl ponechan defaultni Ultrafast Bootstrap Support
(UBS) s 1000 generacemi. Fylogenetické stromy byly graficky upraveny v programech
FigTree v. 1.4.3 a Inkscape v. 0.92.

3.7 Taxonomické rozliSeni barcode markerua

Na zakladé vysledku fylogenetickych analyz jsem vybrala kmeny z celkového
alignmentu (tj. v€etné€ sekvenci z Nakov et al. 2018), mezi nimiz byly zméfeny genetické
vzdalenosti (konkrétné pocet rozdilnych pozic, angl. Number of Differences) v ramci
jednotlivych markert a tim 1 jejich vnitrodruhova a mezidruhova variabilita. Tim se da
ovéfit, zda zde studované barkdd markery maji dostatecné taxonomické rozliSeni
k jednozna¢né determinaci druhti. Genetické vzdalenosti byly spocitany v programu MegaXxX

za defaultniho nastaveni.
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4 VYSLEDKY

4.1 Kmeny a jejich taxonomicka determinace

Celkem jsem izolovala asi 80 klonovych kultur. DNA izolaty jsem ziskala ze 43
klonovych kultur, pficemz 32 z nich bylo uspésn¢ osekvencovano. DNA izolaty jsou pii -20
°C uchovavany na Katedfe botaniky PiF UP. Pouze u jednoho kmene (LEVO021R) se
podafilo ziskat sekvence vsech tii barkod markert, tj. LSU rDNA, COX1 i rbcL. Kmeny
byly determinovany pomoci LM a DNA. Srovnani obou zptsobl uvadim v Tabulce 3.
Porovnani vysledkti morfologické a molekularni determinace na zakladé¢ tii markerd na (a)
rodové i (b) druhové Grovni je znazornéno v Tabulce 4.

Népadna 100% shoda na rodové i druhové urovni se vyskytuje u vSech srovnani
molekularni determinace na zakladé COX1 sekvenci. Ve vsech tiech ptipadech COX1
sekvenci se jedna o druhové komplexy (Gomphonema parvulum, Nitzschia palea). Nejvyssi
procentudlni shoda (86 %) se pak vyskytuje u srovnani determinace morfologické
S determinaci na zakladé rbcL na druhové urovni. Rovnéz se jedna v téchto ptipadech

0 druhové komplexy (Gomphonema parvulum, Nitzschia palea).

Pro ilustraci ptikladam fotografie vybranych kmenti (Obrazek 1). Kmeny na Obrazku
1 oznacené pismeny d, f, j, K, spadaji mezi druhové komplexy. Taxony fadici se
mezi druhové komplexy jsou vétSinou ekologicky euryvalentni, rozsitené, bézné

(Poulickova et al. 2008b, Schlick-Steiner et al. 2007).



23

‘NS 06-66/SUDpPUNGD "S54 ge/pwiuiw o pioydnyjes  g6-96/pwiuiw nioydojfas -ds wnipiylowwnsd Ye00AI1
€6-00T/wnnaind o ‘NS 66/wnnaind o 86-00T/wninnind o wninaod 'n  9TEAT]
‘N'S 88-0/1ounyo "9 66/wninand "o 86-66/wninand 9 swnnaind "9 ZOEATT
66-00T/wninaind 9 ‘N'S ‘NS 'N'S wninapd ' 00EATT
‘N'S 68-66/suppungo/oljidod sq ‘NS ‘N'S  wnipjoadud||d  €/ZNI1

‘N'S 76-68/010IpDI0YBIPODIW ‘N'S ‘N'S dayononjusu  £GZAT

‘N'S 16-66/"ds wnipiyjlubuydy ‘N'S ‘N'S dsyonon jusu  GETAT

‘N'S 68-66/subpungo/oijidod 'sq ‘N'S ‘N'S wniofoa3unf “jd - 8YTAIT

‘N'S 68-16/'ds wnipiyrownsd ‘N'S ‘NS xwnmpjoadun)ld  OYTAIT

‘NS 06-66/subpungo/oijidod *sq ‘N'S ‘NS 'ds wnipiyiownsd /0N

‘NS €8-86/subpungo/ojjidod "s4 ‘NS ‘NS dswnipiyiownsd  0L0AI]

‘NS /8-66/subpungo/oljidod 54 g6 /pwiuiw 13 puoydoyas  ge-e/pwiuiw pioydojfas -ds wnipiylowwnsy  ZSoAIT

‘N'S 06-GS/puindpd pLID[IBD.1 00T/suapiq bupjiboiy 66/ 6/Suaplq LD[1bD.I4 "ds bLpjiboi{  GZOAI

‘N'S 96-€//P[021pIaD DLIDINUUI] 001/°ds pupjnuuld 66-00T/°ds bupjnuuld  pa3siuls buUpnUUld  €Z0ATT

‘N'S 06-66/5Ubpungp "s4 ‘NS ‘N'S «Diydoanw -3 TOAI1

‘N'S 66-T8/pjoonuof o oIydSzUN  £6/DUD3[SDY DIYISZUU-0PNaS]  66-00T/DIOUIIOPIID “IN « ds DIYISZUN  LTOAT

‘NS 88-66/subpungo/oljidod ‘sq v6/subpunqgn 'sd  /6-86/wnwissnuanbaif |4 -ds wnipiyioun)d  STOAT]

‘NS 88-/6/sunpungn/olidod “s4 ‘N'S ‘NS “ds pwavoydwoo  FTOATT

‘N'S 66-66/"ds wnipiyiubuydy 66/'ds wnipiyluouyy  66-00T/wnwissinujw y - -ds wnipiyiounld 800N

‘N'S 00T-66/"ds wnipiyupuydy 66/'ds wnipiuouypy  66-£6/ ds wnipiuouyy  -ds wnipyuouysy  00A31

‘NS 96-00T/ds wnipiylupuydy 96/ ds wnipiyaupuydy 86-06/wnuwissipnuiw y - -ds pwauoydwog  GOOAT]

‘N'S 66-66/"ds wnipiylubuydy 86/ds wnipiyjubuydy 66-L6/wnapuaifd 'y ~ds wniprjuouydy  TOOAIT
1d-00/1x02 Id-D0/¥YNG4 NS1 Apepuis/39p @iog g/ Id-20/1Pq4 s18ojopiow Eu_u,“w__

"4ZE€0AIT '8TOATT pUaL N

— Ayniszoa wisynup whull aseunweiuoy | aje ‘(lujeuapjeq) exonoiueyold adeulweluoy Jwnzod as peulweluoy ‘Aueaounueiuoy AJAg nodpipzaay sualeuzo
Ainyny “eueyjsizau aauanyas = "N'S 1S9 A 2ugpean Aloupoy o s eupal fpuanyas YoAueaeunols 1sougopad Jujeniusdoid = Anuap| Weduad = |4 ‘Yre1uadoid A
puanyes Yhueneunols yaep rdpjeid = Jeno) Aenp = JD "% A 1souqopod = Ajuejiuig ‘(euzow glog A Jusu WNQE NST B IXOD 2PEPeZ eu adeulwialap
enopoddeq yNQ) glog 12owod sdeulwisiasp = "19p Q109 724 "Wauequag s IUBUACIS |Syg 12owod adeuiwslap = IX0D/1294/¥NQ! NS "Whipiylowiunsy
="S5q ‘WpIyaounld = |4 ‘OIYIszUN = "IN ‘DINIADN = "N ‘Djo2iuwa] = ] ‘bioydwnpy = "H ‘DWwauoydwon = g ‘pijouny = "3 ‘Wpupuydy = 7 :Aj1enz 21Znod
(7294 @10g ‘PUBAESs TX(0D B YNGA NS 7264 1SV18) Iuigjmj2jow e 2)150[0j0wW s0_UILLBIZP JUBUACIS “¢ B)Nge]




24

‘N'S 66-88/pajnd piyasziN 001/03fod DIYISZUN 66-66/03[0d DIYISZUN vafod piyIsziN  YTEOAT]

‘NS 8-66/s1uiofanaflod "1 00T1/snpnaipad puoydwy oT-86/snnaipad bioydwy siuofanaffos 'H Y8EOATT

‘NS 16-86/0ijidod “s4 C6/sunpungo 's4 G6-96/D2upbuny 7 . ds wnipiyaupbuydy YZEoAI

‘N'S £6-06/0wIpLIoNbIpOIL N S6/pIsngo. [ sipuiuas S6-£6/ds bjnainoy ds pin2DN  YSTOAI

‘N'S 86-88/03od DIYISZUN 00T/p3jod DIYISZUN 66-66/03|0d DIYISZUN pajod pIYISZIN  YiyZOAT

‘NS 00T-88/b3ajnd piyaszun 00T/vajod piyaszin 66-66/p3/0d DIYISZUN pafod DiYISZUN HYETOAT]
06-66/p3fod DIYISZUN 66-88/pafud biyasziN 00T/03fod DIYISZUN 66-00T/pajod piyszN vajod piyIsziN YTZONT]
‘N'S ¥6-06/010]ppI0NbIPOIIIWL *N G6/pIsngou " sipulag 96-86/"ds bjnainoy 'ds pin2ADN  YOZOAI

‘NS ¥6-06/p101pI0UBIPOIIL N S6/pIsngo. [ siapuiag S6-86/"ds bjnainoy ds pjnoIDN  Y8TOAI

‘N'S ¥6-€6/0I0IpRIoNbIPOIIIW N 00T/pjpydacoidAin Ny 86-/6/bjoydarordAis ds 2oy Y TOAT
I1d-20/TX02 1d-20/¥Na! Ns1 ‘12p giog 12q4 1d-00 /1294 ai3ojopow Ut

P




25

Tabulka 4. Shoda vysledk( morfologické a molekuldrnich determinaci na zdkladé tii genetickych marker( na
rodové (a) a druhové (b) Urovni. Cislo za lomitkem je nejvyssi moiny pocet piipadil (na zakladé poctu
dostupnych sekvenci), ¢islo pred lomitkem je pocet pfipadl, v nichZ byla shoda.

a —rodova Uroven b — druhova droven

() ()
5 ¥ 3 5 5 w3 5
£ 2 4 O £ 2 d S
morfologie X X X X morfologie X X X X
rbcl | 16/22 X X X rbcl | 6/7 X X X
LSU rDNA | 19/30 16/21 X X LSUrDNA| 5/10 4/13 X X
coxi| 3/3 2/2 1/1 X coxi| 3/3 2/2 1/1 X
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Obrazek 1. Fotografie kment. a — LEVO32R — morfologické uréeni: Achnanthidium sp., b — LEVO20R — Navicula
sp., ¢ — LEV 038R — Halamphora coffeaeformis, d — LEVO23R — Nitzschia palea, e — LEVO08 — Planothidium sp.,
f — LEV140 - Planothidium lanceolatum, g — LEV052 — Psammothidium sp., h — LEVO21R — Nitzschia sp., i —
LEV023 — Pinnularia sinistra, j - LEV148 — Planothidium lanceolatum, k — LEV300 — Gopmhonema parvulum,
| - LEV316 — Gomphonema sp., m - LEVO05 — Gomphonema sp. Jiz zndmé druhové komplexy —d, f, j, k.

i
»

fae
e | —
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4.2 Budovani DNA barkodové databaze

VSechny nové potfizené DNA sekvence, fotografie, taxonomicka, geograficka
I environmentalni data souvisejici s danymi kmeny byly nahrany na Barcode of Life
Database (BoLD; www.boldsystems.org). Lze je nalézt v datasetu s kddem DS-LEDIOL
(DOI: dx.doi.org/10.5883/DS-LEDIOL). Sekvence LSU rDNA byly nahrany ke 32
kmentim. Sekvence rbcL byly nahrany ke 22 kmentim. Sekvence COX1 byly nahrany ke 3
kmenim. Fotografie byly opatfeny k27 kmenim. Taxonomicka, geograficka
a environmentalni data byla nahrana ke vS§em 32 kmentm. Ilustra¢ni karta jednoho z kmeni

Vv databazi BoLD je v Obrazcich 2 a 3.


http://www.boldsystems.org/
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4.3 Fylogeneticka pozice novych kmeni

Vysledkem molekularné-fylogenetickych analyz byly fylogramy odhalujici
fylogenetickou pozici nové ziskanych kment a délku vétvi. Kvili zobrazeni jsou
v Obrazcicch 4 az 11 kladogramy, tj. fylogenetické stromy zobrazujici pouze topologii.
ProtoZe ve finalnich alignmentech (které¢ vznikly pfidanim novych sekvenci do alignment
pouzitych ke konstrukci dosud nejobsahlejsi molekularni fylogeneze rozsivek, tj. Nakov
etal. 2018) byly sekvence z celé tfidy Baciallariophyceae (tj. celé rozsivky, jde tedy
0 Casove relativné hlubokou fylogenezi sahajici do druhohor; Nakov et al. 2018), povazuji
za nejdiveéryhodngjsi vysledky zalozené na rbcL, ktery byl nejdelsi a nejkonzervativngjsi
ze zde studovanych markert (analyzu variability genetickych markert 1ze nalézt i v Kollar
et al. 2019). Fylogeneticky strom zkonstruovany na zakladé alignmentu rbcL sekvenci je
na Obrazku 4. Detaily kladi, kde jsou umisténé kmeny s nové ziskanymi sekvencemi, jsou
na Obrazcich 5 az 11. Fylogeneticky strom zkonstruovany na zakladé COX1 lze nalézt
v Ptiloze 6. Fylogeneticky strom zkonstruovany na zakladé LSU rDNA Ize spolu se vsemi
uzitymi alignmenty a fylogramy nalézt v online repositoriu

(https://www.researchgate.net/profile/Jan_Kollar5s).


https://www.researchgate.net/profile/Jan_Kollar5
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Obrazek 4. Zakofenény strom zkonstruovany metodou Maximum Likelihood na zakladé alignmentu 865 rbcL
sekvenci. Alignment vznikl spojenim datasetu, ktery byl vyuzit ke konstrukci dosud nejobsahlej$i molekularni
fylogeneze rozsivek vibec (Nakov et al. 2018) a sekvenci kmenl, které byly nové izolovany pro potreby této
diplomové préce. Klady jsou zkolabovany na Uroven rodd a ty, které obsahuji nové izolované kmeny jsou
oznaceny Sedou barvou a hvézdickou. Hodnoty u uzlG jsou statistické podpory v procentech (Ultrafast
Bootstrap Support). Zobrazeny jsou jenom podpory vétsi, nez 75 %. Nékteré outgroup klady (centrické

rozsivky) nejsou zobrazeny.
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Amphora commutata - L1060

Amphora abludens - 6961AMPHOS9 USA

Amphora sublaevis - 8570AMPH135 USA

Amphora beaufortiana - 7T27T8AMPHOT4  USA
50

Amphora graeffeana - 9558AMPHO26 USA

Amphora aliformis - 10105AMPH177  UsaA

r Amphaora proteus - 6961AMPHOT1 USA

- Amphora waldeniana - 8348AMPHO11 USA

1ho — Amphora ovalis - 9490AMPHO13  USA
24

Amphora lll

E[ Amphora sp. - 19D
a4 Amphora sp. - AT22104, AT22104 Némecko
Amphora affinis - 9556AMPHO16  USA

21
Amphora libyca - AT11710 Némecko

Amphaora copulata - 955Tamph021  USA

5 Némecko
Amphora cf. afomoides - D54002, B400040832

a9
Amphora cf. fogediana - AT21206 Némecko
Amphora indistincta - 9559AMPHO20 psa
Amphora pediculus - L1030

Halamphora coffeaeformis - LEVO38R

Obrazek 5. Detail kladu Amphora Il ze stromu zobrazeného v Obrazku 4. Nazvy linii jsou ve formatu ,taxon -
kmen“, pfip.i,zemé plvodu”. Kmen, ktery byl nové izolovan pro potreby této prace je oznacen Sedou barvou
a u néj uvedené taxonomické urceni je zaloZzeno na morfologii frustul. Hodnoty u uzl( jsou statistické podpory
v procentech (Ultrafast Bootstrap Support). Zobrazeny jsou jenom podpory vétsi, nez 75 %.
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Gomphonema sp. - LEV00S
Achnanthidium sp. - LEV001
Planothidium sp. - LEV008

Achnanthidium minutissimum - AT196GEL02 Némecko

Achnanthidium

B Achnanthidium sp. - LEVOQ7

Cocconeis

Némecko

Planothidium lanceolatum - D06047, B400040874

89| L9 [ Planothidium caputium - D06014, B400040871 Némecko

— Planothidium sp. - LCRS1811 Novy Zéland

99 Néemecko
1o [~ Planothidium frequentissimum - D06138, B400040872

Planothidium

— Planothidium sp. - LEV015

— Bacillariophycidae sp. - 380

_[ Lemnicola hungarica - HK129

Lemnicola

Lemnicola hungarica - LEV032R

Obrazek 6. Detaily kladd Achnanthidium, Planothidium a Lemnicola ze stromu zobrazeného v Obrazku 4.
Nazvy linii jsou ve formatu ,taxon - kmen“, pfip. i ,zemé plvodu”. Kmeny, které byly nové izolovany
pro potreby této prace jsou oznaceny Sedou barvou a u nich uvedené taxonomické urceni je zalozeno
na morfologii frustul. Hodnoty u uzl( jsou statistické podpory v procentech (Ultrafast Bootstrap Support).
Zobrazeny jsou jenom podpory vétsi, nez 75 %. Umisténi kadogramu rodu Lemnicola je zde z prostorové
Uspornych dlivod(, nejedna se o sestersky klad rodt Achnanthidium a Planothidium.
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Caloneis
Pinnularia subanglica - PINGS0K Austrélie
Pinnularia nodosa group sensu Souffreau et al. (2011)

Velka Britanie
Pinnularia grunowii group sensu Souffreau et al. (2011)

—— Pinnularia sp. - LEV023

Pinnularia subcapitata - AT10001 Némecko

Pinnularia subcapitata var. elongata - WIEC Nizozemi
Pinnularia sp. - W045B Fr. j. a antarkt. dzemi - Amsterdam
Pinnularia sp. - TOR7F Chile

Pinnularia parvulissima - PIN877TM  Velka Britanie
Pinnularia cf. gibba - E360312

Pinnularia microstauron - AT105GEL08 Némecko

i2<| Pinnularia clade C sensu Souffreau et al. (2011)

Obrazek 7. Detail kladu Pinnularia ze stromu zobrazeného v Obrdzku 4. Nazvy linii jsou ve formatu ,taxon -
kmen“, pfip. i ,,zemé plvodu”. Kmen, ktery byl nové izolovan pro potreby této prace je oznacen sedou barvou
a u néj uvedené taxonomické urceni je zaloZzeno na morfologii frustul. Hodnoty u uzll jsou statistické podpory
v procentech (Ultrafast Bootstrap Support).
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Pinnularia
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76— Rossia
100 Mayamaea
82 % Fallacia
1% Sellaphora |
24

98 Eolimna sp. - LCRS1411 Novy Zéland

le

Psammothidium sp. - LEVOO9R

o

Eolimna cf. minima - E3211, BM42 <
o0 Némecko _g
Eolimna sp. - JZ2014, D06023, B400040880 2
99

ad 5, — Eolimna minima - AT70GEL18 Némecko

Psammothidium sp. - LEV052
- Diprora
65

Sellaphora ll

Obrazek 8. Detail klddu Eolimna ze stromu zobrazeného v Obrdzku 4. Nazvy linii jsou ve formatu ,taxon -
kmen“, ptip. i,,zemé plvodu”. Kmeny, které byly nové izolovany pro potfreby této prace jsou oznaceny Sedou
barvou a u nich uvedené taxonomické urceni je zaloZzeno na morfologii frustul. Hodnoty u uzl( jsou statistické
podpory v procentech (Ultrafast Bootstrap Support).
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94

99

i

88

Hippodonta
Navicula |

Navicula sp. - ETS07 ltélie

Némecko

Navicula cryptocephala var. veneta - AT108GELO1

MNavicula sp. - LEVD28R

MNavicula sp. - LEVD18R

MNavicula sp. - LEVD20R

Navicula rhynchotella

Navicula 11l

Navicula IV

Seminavis

Pseudogomphonema

Navicula cryptocephala - HK090
Navicula sp. - LEV014R

Navicula sp. - CAN93644

Navicula reinhardtii - AT12415  N&mecko
Navicula cryptocephala - AT210GELOS

Navicula sp. - AT201GELO1, AT201GELO1

Navicula V

Navicula ll
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Obrazek 9. Detail kladG Navicula 1| a Navicula V ze stromu zobrazeného v Obrazku 4. Nazvy linii jsou
ve formatu ,taxon - kmen*, pfip. i ,zemé plvodu”. Kmeny, které byly nové izolovany pro potreby této prace
jsou oznaceny Sedou barvou a u nich uvedené taxonomické urceni je zaloZzeno na morfologii frustul. Hodnoty
u uzll jsou statistické podpory v procentech (Ultrafast Bootstrap Support).
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Gomphonema pumilum - TCCE38  Francie
Gomphonema bourbonenze - TCC458  Francie

Gomphonema sp. - CHOZT

Gomphoneis minuts - CHOS3
Gomphoneiz sp. - 28W10914

Gomphonema clavatum - TCC527  Francie
Gomphonema zubslavatum var. mexicanum - FO103
Gomphonema scumingfum - CHD42

Gomphonema brebizsonii - FD2I73  USA

Gomphonema capitsfum - PETBE34568
Gomphonema fruncafum - AT185GELOD  Némecko
Gomphonema micropus - AT11708 MNémecko

— Gomphonema cf. angustatum - AT10BGELOSE Mémecko

— Gomphonema producium - AT160GEL2T NEmecko

— Gomphonema panalum - LEV3I02

10

— Gomphonema panalum - LEV318

Gomphonema

Gomphonema parvulum - FOZ240  USA

e[ Somphonema lagenula - D33008 Mexiko

— Gomphonema narodoense - 023000 JiZni Korea
T4

| ——— Gomphonema subclavatum var. commutatum - FDBE USA

Gomphonema affine - FDB5  1USA
‘LE

Gomphonema of. parvulum - AT16115 pNémecko

— = Gomphonema dichofomum - FD288  J5y
Gomphonema sp. - CHOR2E
Gomphonema carolinenze - FDZBE |5
— Gomphonema intricatum - FD3I85
— Gomphonema sp. - CHO24
Gomphonema angustatum - FD434 US4
— Gomphonema gracile - FDG5 LUSA

— Gomphonema intricatum var_ vibrio - FD383 USA

Obrazek 10. Detail kladu Gomphonema ze stromu zobrazeného v Obrazku 4. Nazvy linii jsou ve formatu
ytaxon - kmen”, pfip. i ,zemé pavodu”. Kmeny, které byly nové izolovany pro potreby této prace jsou
oznaceny Sedou barvou a u nich uvedené taxonomické uréeni je zaloZzeno na morfologii frustul. Hodnoty
u uzld jsou statistické podpory v procentech (Ultrafast Bootstrap Support). Zobrazeny jsou jenom podpory
vétsi, nez 75 %.
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é]s- Nitzschia Il
— Nitzschia cf. incrustans

95 Nitzschia cf. laews

Fsammodictyon constricfum - 50300

MNitzschia dubifformis - S0311
MNitzschia cf. promare - CCMP1116 Kznadz
BE MNitzschia sp. - CCMP580

Aljatka
Nitzschia sp. - CCMP1500

MNitzschia draveillensis - LCRS373M. Zland

Nitzschia filiformis - UTEXFD267 USA

Nitzschia I

Mitzschia sp. - CCMP2526 USsSA
Nitzschia brevirostris

Mitzschia capitellata

Mitzschia pafea - LEVO41R

Mitzschia pafea - LEV024R
MNitzschia palea - LEV0Z1R
Mitzschia palea - SPAINA3 panéisko

MNitzschia palea - LEV0Z3R

100 —

Cylindrotheca

B2 ——

Fe MNitzschia IV
—— Nitzschia cf. frustulum - TCC521 Francie

Nitzschia acidoclinata - TCC537  Francie

Mitzschia sp. - LEV017

Nitzschia V

Nitzschia frustulum - CCMP558

Fragilariopsis

Paeudonitzschia

Obrazek 11. Detail klad( Nitzschia Ill a Nitzschia V ze stromu zobrazeného v Obrazku 4. Nazvy linii jsou
ve formatu ,taxon - kmen*, pfip. i ,zemé plvodu”. Kmeny, které byly nové izolovany pro potreby této prace
jsou oznaceny Sedou barvou a u nich uvedené taxonomické uréeni je zaloZzeno na morfologii frustul. Hodnoty
u uzld jsou statistické podpory v procentech (Ultrafast Bootstrap Support).
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4.3 Taxonomické rozliSeni barkod markeru

Zjisténi fylogenetické pozice novych kmenti umoznilo testovani vnitrodruhové

a mezidruhové variability genetickych markert a tim i jejich taxonomického rozliseni.

Halamphora (Obrazek 5)

Kmen LEVO038R, pivodné dle morfologie uréeny jako Halamphora coffeaeformis,
jsem na zaklad¢é molekularni determinace (srovnani sekvence s databazi BoLD) a topologie
ve fylogramu ur¢ila jako rod Amphora. Geneticka vzdalenost rbcL sekvence LEVO38R se
od sekvenci riznych druhti z rodu Halamphora lisila v 98 az 108 bp, zatimco od druhu
Amphora indistincta se lisila 2 bp a od druhu A. pediculus se lisila 3 bp. Mezidruhova
variabilita s dal§imi druhy rody Amphora se pohybovala od 4 do 97 bp.

Achnanthidium, Planothidium, Lemnicola (Obrazek 6)

Sekvence (rbcL) kmenu LEV007, dle morfologie ur¢eného jako Achnanthidium sp.,
je identickd s rbcL sekvenci kmene AT-196Gel02 urcené¢ho jako Achnanathidium
minutissumum.  Sekvence (rbcL) kmene LEVO015, dle morfologie uréeného
jako Planothidium sp., je odlisna v1 bp s rbcL sekvenci kmene d06138 b400040872
ur¢en¢ho jako Planothidium frequentissimum. Sekvence (rbcL) kmene LEV0O08,
dle morfologie ur¢ené¢ho jako Planothidium sp., je odlisna v 4 bp od rbcL sekvence kmene
AT-196Gel02 urceného jako Achnanathidium minutissumum a v 5 bp od rbcL sekvence
kmene LEV007. Kmeny LEV001, LEV005, LEV007 a LEVO00S tvoii monofyleticky klad
s Achnanthidium minutissimum (AT-196Gel02). Kmen LEVO015 spada do kladu
Planothidium.

V rbcL alignmentu se nachazi pouze jedna rbcL sekvence s druhem Lemnicola
hungarica (kéd kmene je UTEX FD456-HK129) a mnou ziskana rbcL sekvence kmene
LEVO032R, kterou jsem dle morfologie urcila jako druh Lemnicola hungarica. Tyto dvé
sekvence jsou rozdilné v 92 bp, ¢emuz odpovida i délka vétvi ve fylogramu. Sekvence kmene
UTEX FD456-HK 129 pochéazi z ptirodniho vzorku z USA.
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Pinnularia (Obrazek 7)

Sekvence (rbcL) kmenu LEV023 je nejpodobnéjsi rbcL sekvenci kmene AT-100.01
uréeného jako Pinnularia subcapitata, se kterym se 1i$i v 6 bp. S Pinnularia subcapitata var.
elongata (kod kmene je Wie(c)) se lisi ve 13 bp. Sekvence (rbcL) kmeni AT-100.01
a Wie(c) se mezi sebou lisi ve 4 bp. Mezidruhova variabilita s dal$imi druhy rodu Pinnularia

se pohybovala od 11 do 49 bp.

Psammothidium (Obrazek 8)

Sekvence (rbcL) kmene LEV052, dle morfologie uréeného jako Psammothidium sp.,
se lisi v11 bp od rbcL sekvence kmene AT70Gell8 uréeného jako Eolimna minima.
Sekvence (rbcL) kmene LEVOO9R, dle morfologie taktéz urceného jako Psammothidium
sp., se lisi v 11 bp od rbcL sekvence kmene Styx 1 LCR-S-14-1-1 uréeného jako Eolimna
sp. Mezi sebou se rbcL sekvence kmeni LEV052 a LEVOO9R 1isi v 31 bp.

Navicula (Obrazek 9)

Sekvence (rbcL) kmene LEVO014R, ktery byl na zakladé morfologie urcen jako
Navicula sp., se 1isi v 1 bp od rbcL sekvence kmene HKO090 uréeného jako Navicula
cryptocephala. Sekvence (rbcL) kmene LEVO18R, ktery byl na zakladé morfologie rovnéz
urcen jako Navicula sp., se lisi v 1 bp od sekvence kmene AT108gel01 uréeného jako
Navicula cryptocephala var. veneta. Sekvence (rbcL) Navicula cryptocephala (HK090) se
1isi od rbcL sekvence Navicula cryptocephala var. veneta (AT108gel01) v 33 bp. Sekvence
(rbcL) kmene LEVO20R je identicka s rbcL sekvenci kmene AT108gel01 uréeného jako
Navicula cryptocephala var. veneta. Sekvence (rbcL) kmene LEV020R se lisi v 1 bp od rbcL
sekvence kmene LEVO018R. Sekvence (rbcL) kmene LEVO028R se lisi v 1 bp od rbcL
sekvence kmene AT108gel01 uréeného jako Navicula cryptocephala var. veneta, ve 2 bp
od rbcL sekvence kmene LEV084R a v 1 bp s rbcL sekvenci kmene LEVO20R.

Gomphonema parvulum (Obrazek 10)

Sekvence (rbcL) kmena LEV302 a LEV316, které byly dle morfologie ureny jako

Gomphonema parvulum, jsou identické. Sekvence (rbcL) kmene d33006 uréeného
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jako Gomphonema lagenula neodpovida s LEV302 a LEV316 dle morfologie, ale
ani geografickym ptuvodem (Mexiko), ovSem maji nejméné odliSnych pozic v rbcL
sekvencich, ato 14 bp. V rbcL alignmentu se vyskytuji dvé sekvence s nazvem G. parvulum
a dvé mnou ziskané sekvence kmenti uréenych dle morfologie jako G. parvulum. S rbcL
sekvenci kmene atl6115 urceného jako Gomphonema cf. parvulum, ktera pochazi
Z Némecka, je v porovnani s rbcL sekvencemi kmentit LEV302 a LEV316 odlisnych 22 bp.
Sekvence (rbcL) kmene fd240 uréeného jako Gomphonema parvulum, ktera pochazi z USA,
je v porovnani s rbcL sekvencemi kmeni LEV302 a LEV316 odlisna v 18 bp. Sekvence
(rbcL) kmene d23009 ur¢eného jako Gomphonema narodoense, ktera pochazi z Jizni Korey,
je v porovnani s rbcL sekvencemi kmeni LEV302 a LEV316 odlisna v 16 bp. Mezidruhova
variabilita v kladu Gomphonema se pohybuje od 3 do 77 bp.

Nitzschia palea (Obrazek 11)

Sekvence (rbcL) kmene LEVO017 je identicka s rbcL sekvenci kmene TCC537
ur¢eného jako Nitzschia acidoclinatum, ¢emuz odpovida i fylogeneticka pozice. Sekvence
(rbcL) kmene SPAIN A3 uréeného jako Nitzschia palea, ktera je zaroven jedinou rbcL
sekvenci tohoto druhu v ptivodnim rbcL alignmentu Nakova et al. (2018), se 1isi v 2 bp
od rbcL sekvenci kmenti LEV023R a LEV024R a v 4 bp od rbcL sekvence kmene LEV041R
(na zakladé morfologie byly vSechny tii uréeny rovnéz jako N. palea). Sekvence (rbcL)
kmene LEVO41R se pak lisi v 4 bp od rbcL sekvence kmene LEVO023R a v 1 bp od rbcL
sekvence kmene LEV024R. Vnitrodruhova variabilita u Nitzschia palea byla tedy namétena
1 az 4 bp.
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S DISKUZE

5.1 Ziskavani kmenu a DNA

5.1.1 Sbér prirodnich vzorki

Sbér ptirodnich vzorkil jsem provadéla dvéma metodami — seSkrabem z ponotfeného
kamene u bfehu a ziskanim nérostu z umé¢lého substratu, tj. z exponovanych krycich skel.

Osvédcila se mi vice metoda sesSkrabu.

Diivody jsou (1) minimalni ptfiprava (postaci vyfazené zubni kartdcky s tvrdSimi
Stétinami), (2) snadnd udrzba néstroju (pro kazdou lokalitu samostatny kartacek, po kazdém
odbéru vzorkd je nutné kartaéek dikladné promyt ve vodé bez fas, tj. destilovana
nebo z kohoutku) a (3) nizsi pocet kroki manipulace se vzorkem (kartacek se seskrabem
jsem vymachala v epruveté s vodou z dané lokality, v laboratofi jsem pak ptirodni vzorek

pipetou kapla na agarovou plotnu a poté rozettela bakteriologickym fedicim roztérem).

Naproti tomu metod€ odbéru vzorkli z umélého substratu, tj. exponovanych krycich
skel, predchazela (1) ¢asové narocna piiprava (bylo nutné nafezat plexisklo, pfipevnit
natezana plexiskla k PET lahvim, které pak pfedstavovaly bojku, nalepit na plexiskla kryci
skla lepici paskou po jejich obvodé, ukotvit takto piipraveny aparat v optimalni vzdalenosti
od brehu, sklicka exponovat na lokalité a za n€kolik dnti lokalitu znovu navstivit), (2) Casové
naro¢na udrzba (po odbéru narostlych krycich skli¢ek bylo nutné fadné ocistit vS§echny ¢asti
pfipraveného aparatu pied dalSim pouZitim; v nékolika pfipadechbyly exponované substraty
odcizeny,), (3) vyssi pocet krokl instrumentalni manipulace se vzorkem, coz sebou nese
I vy$8i riziko kontaminace (kryci sklicko jsem na lokalit¢ musela pinzetou pienést
do pripravené epruvety s trochou vody z dané lokality, v laboratofi jsem pak sklicko pomoci
pinzety pfenesla na agarovou plotnu, obtiskla jej a poté rozetiela bakteriologickym fedicim

roztérem).

5.1.2 Uspésnost procesu od kultivace azZ po sekvencovani

Celkem jsem z lokalit odebrala a kultivovala 40 pfirodnich vzorku, pficemz jsem
ve vysledku pracovala se 47 pfirodnimi vzorky, se zapocCitanim vzorkii od Terezy
Reimerové. Z téchto ptirodnich vzorku jsem celkem izolovala 343 jednotlivych kolonii

rozsivek, zaplnila jsem jimi celkem 15 pét a dvaceti jamkovych serologickych desticek,



43

pricemz jsem ve vysledku pracovala se 17 serologickymi destickami se zapocitanim izolat
od Terezy Reimerové. Z celkového poctu 393 izolat kolonii se mi tedy podatilo Gspésné
kultivovat asi 80 klonovych kultur. DNA izolaty jsem ziskala ze 43 klonovych kultur,
pticemz 32 z nich bylo uspé&sn¢ osekvencovano. Procentudlni uspésnost procesu od kultivace
az po sekvencovani je tedy 8 %. Pficinou takové nizké procentudlni uspésnosti mize byt:
(1) vysoka mortalita (rozsivka muize pii pfeneseni do nového prostiedi zahynout, mize byt
poskozena pii manipulaci), (2) substratova specifita druht (rozsivky nemusi rust na kazdém
substratu, jak v pfirod¢, tak laboratofi — rostlina vs skli¢ko, agar vs tekuté médium), (3)
Casova naroc¢nost pii izolaci klonovych kultur, (4) kontaminace v kterémkoli stupni procesu,
a to zejména bakteriemi, zelenymi kokalnimi fasami a drobnymi druhy prostorové aktivnich
rozsivek. Zatimco rozsivky rodu jako naptiklad Achnanthidium a Gomphonema se na agaru
drzi v té€sné kompaktni kolonii, druhy jako Navicula, Pinnularia a Nitzschia cestuji po celém
agaru. Pfi izolaci tak lze tyto drobné motilni buniky snadno ptehlédnout a nasat je spolu
s cilovou buiikou. Pti amplifikaci DNA rozsivek je také mozné narazit na problém (5)
druhové specifity mist, na ktera nasedaji primery (Evans et al. 2007, dale zminuje napiiklad
i Kollar et al. 2019 v ramci rodu Pinnularia). V takovém pfipad¢ je nabourano kritérium

DNA barkddingu o univerzalnosti (Mann et al. 2010; Zimmermann et al. 2011).

Vsechny zminéné obtiZe jsou jednou z pficin toho, pro¢ aplikace molekularnich
metod u rozsivek vyrazné zaostava za jejich uplatnénim u ostatnich fas a sinic. Lze se
domnivat, Ze dal§i a mozna vyznamnéjsi pfiinou je pak samotny fakt, Ze rozsivky maji
pevné kiemicité frustuly, které diatomologiim poskytuji mnozstvi ontogeneticky
I fylogeneticky relativné stabilnich (tj. v pribéhu bunééného cyklu i v ramci jednotlivych
kladir) a ve svételném mikroskopu relativné dobte detekovatelnych determinacnich znak.
To Ize povazovat za luxus (a zejména pak v minulosti, kdy jiné, nez LM metody v taxonomii
mikroorganismu prakticky neexistovaly), ktery taxonomové zaméteni na vétSinu ostatnich
skupin mikroorganismli nemaji. V soucasné éfe molekul a superpocitacii se vSak odhaluje
druhd strana této mince. Na morfologii frustul zaloZzena taxonomie rozsivek je
v diatomologické komunité zakotfenéna tak hluboce, Ze dokonce i1 bezmala ctyti dekady
od poc¢atku molekularni revoluce (tj. od vyvinuti PCR v roce 1983 Dr. Kary Mullisem)
pracuje vétSina taxonomu specializujicich se na rozsivky bez genetickych dat. Zda se, ze
az cetnost objevu (pseudo)kryptické diverzity u rozsivek (Mann et al. 2004, Sarno et al.
2005, Evans et al. 2007, Vanormelingen et al. 2008, Trobajo et al. 2009, Vanelslander et al.
2009, Poulickova et al. 2010, Souffreau et al. 2013, Pinseel et al. 2017, Pinseel et al. 2018,
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Amato et al. 2019, Pouli¢kova et al. 2018, Kollar et al. 2019, Pinseel et al. 2019 a dosud
nejextrémnéjs$i pripad Pinseel et al. 2020, kde bylo 867 kment druhového komplexu
Pinnularia borealis z celého svéta molekularni delimitaci roztiizeno do 126 samostatnych
druht a extrapolaci byl celkovy pocet druhl tohoto komplexu odhadnut na ca 200-600)

pomalu ale jisté stav véci obraci (zaloZeno na Kollar 2020).

5.2 Determinace kmenu

5.2.1 Morfologicka determinace

K determinaci rozsivek jsem vyuzivala determina¢ni klice Krammer & Lange-Bertalot
(1986, 1988, 19914, 1991b, 2004) a Hoffmann, Lange-Bertalot & Werum (2011), ve kterych
se k determinaci vyuzivaji znaky frustuly a ekologické aspekty vyskytu rozsivky. Rozsivky
jsem nejcastéji urCovala do rodu, méné ¢asto i do druhu (10 piipadt z 32 osekvencovanych

kmenil). Urcovani na rodovou urovenl je obecné povaZovano za spolehlivéjsi a je bézné

uzivano v pripadech, kdy je nutna vyssi taxonomicka jistota (napf. Vyverman et al. 2007).

Tento zplsob determinace hodnotim jako velmi naro¢ny, a to z hlediska casu
I potfebnych zkuSenosti. Také je nezbytny mikroskop s kvalitni optikou, diky kterému lze
zaznamenat jemné struktury frustuly. Mnohé nové popsané druhy rozsivek navic maji
druhové specifické determinacni znaky viditelné az pii pohledu v SEM (skenovaci
elektronovy mikroskop, napt. druhovy komplex Achnanthidium minutissimum — Hlubikova
et al. 2011; Potapova & Hamilton 2007; Novais et al. 2015). Urcovani je vyznamné
ovlivnéno dostupnosti determinaéni literatury. Nejvice literatury je pro stfedni Evropu diky
sérii ,,Susswasserflora von Mitteleuropa“ (Krammer 1991, Krammer 1991b, Krammer
& Lange-Bertalot 1986, Krammer & Lange-Bertalot 1988). Pouzivani téchto kli¢a v jinych
klimatickych pasech vedlo v minulosti k omylim a mylnym piedstavam o kosmopolitismu
rozsivek (Kociolek & Spaulding 2000). Takovy ptipad ovlivnéni morfologické determinace
je vangl. literatufe oznacovan jako force-fitting (Tyler 1996). Velkou roli hraji i osobni
odborné zkuSenosti toho, kdo determinuje. O rozdilech ve vysledcich morfologické
determinace od 30 riznych diatomologt hovofti Prygiel et al. (2020), kde nejvétsim zdrojem
druhové variability urCovaného vzorku po porovnani jsou chyby v determinaci

od diatomologti. Poukazuje to na subjektivitu morfologické determinace. Morfologicka
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li se 0 malé buiiky na konci Zivotniho cyklu (Geitler 1937).

5.2.2 Molekularni determinace

Molekularni determinaci hodnotim jako ¢asové uspornéjsi v pripade, ze by se tento
pfistup stal rutinni pro pocetnéjsi tym, kdy se kazdy ¢len tymu soustiedi na ¢ast procesu
(napt. jeden na izolaci a kultivaci kmend, dal$i na molekularni techniky apod.). Molekularni
determinace na zakladé DNA barkodingu je limitovana obsahem barkodové databaze
(Weigand et al. 2019). V ptipad¢ neuplné databaze nelze ocekavat piesné vysledky
determinace, pouze pfifazeni sekvence k sekvenci nejpodobné&jsi. Ke dni 6. 7. 2020 se
v databazi BOLD nachazi 2633 DNA sekvenci rozsivek, ztoho 2451 zaznamu je
pojmenovanych, reprezentujicich 464 druhti. Formalné popsanych je dnes vSak minimalné
12 000 druhi (Guiry & Guiry 2012), n€které zdroje uvadéji 1 25 000 druht (Kociolek et al.
2018) a sofistikované propocty odhaduji, ze celkové existuje 30 000 az 200 000 druhd
rozsivek (Mann & Vanormelingen 2013). Vyuziti DNA barcodingu jako determinacni
metody dale limituje i druhova specifita pro vyuziti barcode markerd, resp. specifita mista
DNA, kde nasedaji primery (ang. primer binding site, napt. u druhu H z komplexu
Pinnularia gibba v Kollar et al. 2019). Tento problém muze byt také jednou z ptic¢in pomérné
nizkého procenta uspésnosti procesu od Kkultivace klonovych kultur az po sekvencovani
kment, které v mém piipad¢ Cini 8 %. Z téchto divodi je za soucasnosného stavu zadouci
potenciadlné neptesné (zejména kviili netiplnosti databazi) vysledky molekularni determinace
podrobovat dalSim analyzdm, napt. studiu fylogenetické pozice studovanych kmend,
srovnani s morfologickou determinaci apod. Spolehliva rutinni molekularni determinace
rozsivek (napf. DNA barkdding) bude moznd aZz (1) budou druhy rozsivek tadné
delimitovany, ¢ehoZ zjevné mnohdy nebude moZné dosdhnout bez molekularnich metod
(napf. Pinseel et al. 2020) nebo reprodukcnich experimentl (napt. Mann et al. 2004),
(2) bude oveteno, ze determinacni genetické markery (napt. DNA barkodové markery) maji
dostate¢né taxonomické rozliSeni k jednozna¢né determinaci téchto druhti a (3) tato data

budou zanesena do vetejné ptistupnych databazi (napt. Barcode of Life Database).



46

5.2.3 Srovnani morfologické a molekularni determinace

Z celkového poctu 32 kmenti se morfologicka a molekulédrni determinace (alespon
jeden z markert) na rodové urovni shodovala ve 22 ptipadech, tj. v 69 % (viz Tabulka 4).
V ptipad¢ vyrazné odlisné morfologické determinace od determinace molekuléarni je u téchto
kmenti mozné, ze morfologicka a molekularni determinace prob&hla u dvou riznych druhii
z divodu kontaminace (kmeny, kde mohou byt v disledku kontaminace vice nez jeden
rozsivkovy druh jsou oznaceny v Tabulce 3). Shoda se vyskytuje zejména na rodové urovni.
Na urovni druhové pak pievazné u druhovych komplexu (Nitzschia palea ¢i Gomphonema
parvulum). To je zfejmé zplisobeno tim, ze jsou V této praci na zakladé morfologie uréeny
na druhovou uroven pravé druhové komplexy, a z ¢asti také tim, Ze tyto notoricky zndmé
domnélé druhové komplexy (N. palea, G. parvulum) maji v databazich sekvence, takze jsou
1épe geneticky prozkoumany. Pti¢inou této shody tedy nejspis neni biologie druht, ale spise

morfologicka determinace v této praci a netiplnost databazi.

Vzhledem ke stale nardstajicimu poctu objevenych kryptickych druhti rozsivek
(Amato et al. 2019) a subjektivité morfologické determinace (Prygiel et al. 2020) povazuji
pouzivani pouze morfologické determinace za pfistup s nejednoznacnymi/nespolehlivymi
vysledky. OvSem dokud nebude kvalitné¢ vybudovana DNA barkod databaze, nebudou
ani vysledky DNA barkodingu jednoznaéné. Pro piesnou determinaci je tedy v prvé fadé
potteba rozsivkové druhy fadné delimitovat a formalné popsat, a to idealné ve smyslu
polyfazického pfistupu (Komarek et al. 2016), tj. za vyuziti néjaké kombinace
morfologickych, reprodukénich, molekularnich, fylogenetickych, environmentalnich,
fyziologickych a/nebo biochemickych dat. Z dlvodi dostupnosti (Casové a financni
ve srovnani s nutnymi ndklady na generaci mnoha jinych typi dat) a informativnosti
(vzhledem k rozsahlé kryptické diverzit€) se zda téméf jisté, ze molekularni data budou hrat

vV tomto ohledu primarni ulohu 1 u rozsivek.

5.3 Fylogeneticka pozice a taxonomické hypotézy
Halamphora (Obrazek 5)

Rod Amphora byl popsan v roce 1844 (Kiitzing 1844). V roce 1895 bylo z rodu
Amphora vyclenéno 9 podrodt, mj. i Halamphora (Cleve 1895), a to prfedevsim na zaklad¢

morfologie frustuly. V roce 1903 provedl na zakladé morfologie frustuly a poctu plastida
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zménu v klasifikaci Merechowsky (1903). Nyni rod Halamphora zaujima fylogenetickou
pozici jako sestersky taxon fada Rhopalodiales a Surirellales (Stepanek at al. 2014). Rod
Halamphora je povazovan za monofyleticky rod a jeho sesterskym kladem je skupina,
do které se fadi Amphora semperpalorum a Amphora hyalina, coz jsou dva druhy, které jsou
fylogeneticky i morfologicky odlisné od Amphora s. s. (Stepanek et al. 2014).

Sekvence (rbcL) kmene LEVO038R byla dle molekularni determinace (BLAST) uréena
jako Amphora pediculus (100% shoda s nejpodobné&;jsi sekvenci a piekryv jejich délek byl
kladogramu (Obrazek 5), tak v kladogramu zalozeném na konkatenovaném alignmentu SSU
rDNA, rbcL a psbC (Figure 2 v Stepanek a Kociolek 2014) jsou Amphora pediculus
a Amphora indistincta sesterské druhy s vysokou statistickou podporou. Zajimavé je, Ze
rozdil mezi rbcL sekvencemi mého kmene (LEV0O38R), ktery je s nejvétsi pravdépodobnosti
A. pediculus, a sekvenci sesterského kmene uréené¢ho rovnéz jako A. pediculus ¢ini 3 bp,
kdezto rozdil s druhym fylogeneticky nejbliz§im kmenem uré¢enym jako A. indistincta je jen
2 bp. Zda se tedy, Ze mezidruhova variabilita rbcL mtze byt nizsi nez ta vnitroduhova,
ac rozdilu 1 bp zfeymé nelze piikladat velky vyznam. Navic to 1ze pravdépodobné piicitat
tomu, Ze piekryv délek porovnavanych sekvenci byl v druhém ptipadé, kdy byla srovnavana
moje A. pediculus s A. indistincta jen 90 %. Je mozné, byt jde v soucasnosti o spekulaci, ze
v chybéjicich 10 % sekvence by byly dal$i rozdily. Presto niz$i mezidruhova
nez vnitrodruhova variabilita v jednotlivych genetickych markerech je teoreticky mozna,
protoze rizné ¢asti genomu se vyvijeji rizné rychle (Wu 2001) a je tak mozné, ze zrovna
rbcL v ptipadé téchto blizce piibuznych linii neodrazi druhovou uroven nejlépe.
Podporovalo by to tak pouziti dvoulokusového systému, ktery byl pro barkoding rozsivek
navrzen (Mann et al. 2010), protoze druhy geneticky marker by mohl rozdil mezi druhy
zachytit. Dalsim moznym vysvétlenim by bylo, ze A. pediculus a A. indistincta jsou
ve skutecnosti jedinym druhem. Tuto moZnost rovnéz nelze vzhledem k morfologické

podobnosti (napt. Stepanek & Kociolek 2014) zcela pominout.

Achnanthidium, Planothidium; Lemnicola hungarica (Obrazek 6)

Pro vSechny taxony zobrazené na kladogramu na Obrazku 6 je spole¢na mala velikost
frustul (kolem 10 pum). Vzhledem ktéto velikosti se jedna o morfologicky obtizné

determinovatelné taxony prostiednictvim LM. Pro zachyceni detaild frustuly vyznamnych
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Z hlediska determinace je zapottebi SEM (Karthick et al. 2017). Jedna se o rozsivky, které
jsou Vv ptirod¢ velmi pocetné, nékteré prace uvadéji ze v narostech tvoii napi. Achnanthidium
minutissimum agg. az 90 % ptitomnych jedinci (Poulickova et al. 2017), coz pro rutinni
vyuziti v bioindikaci pfedstavuje problém. Proto se diskutuje o tom, zda je pro biomonitoring
komplexy rozklicovat s pomoci molekularnich metod (Potapova & Hamilton 2007), cemuz
nahrava i fakt, Ze se drobné rozsivky rodu Achnanthidium a Planothidium snadno izoluji
a velmi dobfe rostou v kulturach. To mohu potvrdit i z vlastni zkuSenosti. Mize to vSak byt
zpusobeno i tim, ze jde ¢asto o druhové komplexy (jako napt. A. minutissimum) a v kultufe
tak mohou dobfe rist jen nékteré z obsazenych kryptickych druhd. Pfiznivci ekologického
pfistupu naopak nahrazuji urovdni do taxonil zafazenim rozsivek do ekologickych
funk¢nich skupin, tzv. guild, které byly pro bentos definovany tii: ,,low profile®, ,high
profile” a ,motile” (Passy 2007). Vzhledem k vysokému zastoupeni sedimentovanych
planktonnich rozsivek v narostech byla pozdéji navrzena jeSté Ctvrtd funkéni skupina
,,planktonic* (Rimet et Bouchez 2012a). Ve spodni ¢asti biofilmu (,,low profile*) se nachazi
drobné druhy adaptované na horizontalni rist. Moznost pohybu (motile guild) a vytvareni
dlouhych stopek (high profile) pak rozsivky dal$ich dvou skupin zvyhodnuje v kompetici
0 zdroje (svétlo, Ziviny). Dosavadni vysledky ukazuji, Ze ekologicky pfistup je spiSe vhodny
pro hodnoceni globdlnich zmén (eutrofizace, globalni oteplovani), zatimco detailni
taxonomické Clenéni miize vyrazné zlepsit systémy porovnavajici €istotu povrchovych vod

v ramci néjakého ekoregionu (Poulickova & Manoylov 2019, Pouli¢kova et al. 2017).

Kmeny LEV001, LEV005, LEV007 a LEV008 v kladogramu zaujimaji pozici v kladu
Achnanthidium, ¢emuz odpovida i molekularni determinace na zakladé srovnani sekvenci
pomoci funkce BLAST. Morfologicka determinace se vSak u kmene LEV00S5 a LEV008
s vysledkem determinace molekularni neshoduje, a¢ je dle pofizenych fotografii (Obrazek
12) téchto kment zjevné, Ze se nejdena o rozsivky rodu Achnanthidium. U téchto dvou
kmeni zjevné doslo ke kontaminaci (at’ uz ptimo v kulturach, anebo az pfi izolaci DNA)
rozsivkami rodu Achnanthidium a dale k izolaci jejich DNA a k nasledujicim molekularnim

a fylogenetickym analyzam.
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Obrazek 12. Fotografie kmene LEV0O0S (a)

dle morfologie uréeného jako Planothidium
sp. a LEVOO0S5 (b) dle morfologie urceného

jako Gomphonema sp.

V puvodnim datasetu (Nakov et al. 2018) se nachazela pouze jedna rbcL sekvence
rodu Achnanthidium, a to druhu A. minutissimum. Spole¢né s touto sekvenci tvoii 4 mnou
ziskané sekvence monofyleticky klad. Geneticka rbcL variabilita kladu tvofeného kmeny
LEV007, AT196Gel02 a LEV0O08 je 4-5 bp. Kmeny LEV001 a LEV0O05 se pak lisi v 19 bp,
¢emuz odpovida i jejich rozdilna délka vétvi ve fylogramu. Z toho Ize usuzovat, ze se miize

jednat o jiny druh nez Achnanthidium minutissimum.

Kmenu LEVO015 odpovida dle morfologické i molekularni determinace jeho pozice
v kladu Planothidium. Pro tento rod je charakteristicka vyrazna struktura na frustule,
tzv. cavum. Sesterskym kmenem je kmen urCeny jako P. frequentissimum pochazejici
z Némecka. Mezi mym a némeckym kmenem je v rbcL sekvenci rozdil 1 bp a je tak

pravdépodobné, ze jde o tentyz druh.

Lemnicola hungarica

Rod Lemnicola v soucasnosti zahrnuje 4 taxonomicky akceptované druhy (Guiry
& Guiry 2020). Kromé nominotypickému druhu Lemnicola hungarica vsak k zadnému neni
v Genbanku ani BoLDu zadna sekvence. Sekvence rbcL druhu Lemnicola hungarica je
v puvodnim datasetu (Nakov et al. 2018) pouze jedenkrat. Pochazi z pfirodniho vzorku
z Minesoty, USA. Ve fylogramu je sesterskd s moji sekvenci kmene LEVO032R,
dle molekularnich dat determinovaného jako Lemnicola hungarica. Geneticka vzdalenost
mezi témito sekvencemi vSak ¢ini 92 bp, ¢emuz odpovida i délka vétvi ve fylogramu.

Ptestoze se mi podatilo osekvencovat i LSU rDNA kmene LEV032R, Zadn4 jina LSU rDNA
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sekvence L. hungarica pro srovnani neni k dispozici ani v alignmentu Nakova et al. (2018)
a v soucasnosti (ke dni 15.07.2020) ani v Genbanku a v BoLDu. Moji LSU rDNA sekvenci
tak v soucasnosti nelze s jinou skevenci L. hungarica porovnat. Podle BLASTu je mé LSU
rDNA sekvenci nejpodobnéjsi sekvence kmene SPITS M2AplusB_38, ktery je urcen jako
Achnanthidium digitatum. Podobnost (tj. Percent Identity) je ovSem jen 88 % a piekryv
sekvenci (tj. Query Cover) je 94 %.

V kazdém piipadé (soudé podle rbcL) budi takto velika genetickda vzdalenost
podezieni, Ze by Lemnicola hungarica mohl byt druhovym komplexem. Je vsak silné vazan
na okiehek (Lemna; napt. Kollar et al. 2015), takze jeho ekologie je spiSe uniformni.
Na druhou stranu jde o kosmopolitni taxon (Guiry & Guiry 2020). Tato hypotéza, tedy
ze L. hungarica mutize byt ve skute¢nosti komplexem nékolika (pseudo)kryptickych druht,
se zda byt nova. V literatufe jsem ji nenasla a zda se (snad i kvili malému zastoupeni
sekvenci L. hungarica v databazich), ze L. hungarica byla dosud diatomology bez vyjimky
povazovana za jediny druh. Dala by se testovat pomoci molekularné-delimitaénich metod,
k ¢emuz by ov§em byl zapotiebi pomérné rozsahly sampling tak, aby vznikly dataset pokryl
vnitrodruhovou variabilitu potencidlnich druhii. Rovnéz by v tomto ohledu bylo zajimavé
srovnat, zda genetickd a geograficka struktura populaci soucasného taxonu Lemnicola
hungarica né&jakym zpisobem koreluje s genetickou a geografickou strukturou
14 v soucasnosti akceptovanych druhii okfehku (PlantList 2020).

Pinnularia (Obrazek 7)

Pinnularia se fadi mezi nejpocetnéjsi rody rafidnich rozsivek. Na AlgaeBase se
nachazi 1392 zaznami Pinnularia (z toho 753 je taxonomicky akceptovano jako druh; Guiry
& Guiry 2018). Rod Pinnularia je parafyleticky s rodem Caloneis (Bruder et al. 2008,
Souffreau et al. 2011). Budeme-li tedy pocitat cely komplex Pinnularia—Caloneis jde

0 druhy nejpocetnéjsi rod, dle poctu zaznamu v AlgaeBase (Guiry & Guiry 2018).

Kmen LEV023 uz na zakladé¢ morfologie spada do skupiny Pinnularia gibba.
Polyfazicky vyzkum této skupiny ukazal, Ze se jedna o komplex vice nez desitky casto
(pseudo)kryptickcych druhi (Kollar et al. 2019). My kmen pak morfologicky i geneticky
Vv ramci tohoto komplexu spada do tzv. terminalniho kladu u néjz byla statisticky prokazana
mensi bunécna velikost, kterd byla s nejvétsi pravdépodobnosti zdédéna od spolecného

predka tohoto kladu (Kollar et al. accepted). Srovnanim rbcL sekvence mého kmene
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LEV023 s polyfazicky delimitovanymi druhy skupiny P. gibba vySlo najevo, ze
nejpodobné;jsi (rozdil 8-11 bp) jsou druhy oznac¢ované jako G, H, I (z komplexu P. acidicola
obyvajiciho vulkanické ostrovy Jizniho a Indického oceanu) a Tor4r, kterd je mému kmeni
morfologicky nejpodobnéjsi a jde o drobny druh z Chile, ktery je zatim urcen jen jako P. sp.
(Kollar et al. accepted). Srovnani LSU rDNA sekvenci ukazalo podobnost se stejnymi
¢tyfmi druhy. Musi byt dikladnéji prozkoumana morfologie (idealné s nasazenim SEM), ale
na zéklad¢ genetiky a velké geografické vzdalenosti ve spojitosti s faktem, ze se ¢im dal vice
rozsivkovych druhil jevi jako geograficky velmi limitované ¢i dokonce endemické (napf.
Van de Vijver et al. 2005, Vyverman et al. 2010, Kollar et al. 2019, Pinseel et al. 2019) 1ze
vyslovit hypotézu, Ze mij kmen LEV023 muzZe piedstavovat druh rodu Pinnularia védé

dosud nezndmy.

Psammothidium (Obrazek 8)

Rod Psammothidium byl vyc¢lenén zrodu Achnanthes vroce 1996 na zakladé
morfologie frustuly (Bukhtiyarova & Round 1996). Ke dni 7. 7. 2020 je v databazi
AlgaeBase uvedeno celkem 77 druht (z toho 61 je taxonomicky akceptovano) a 7 variet
(Guiry & Guiry 2018). Ke stejnému dni se v databazi BoLD (Ratnasingham & Hebert 2007)
nachazi 7 sekvenci, ztoho 5 pochdzi z Algologické laboratofe Piirodovédecké fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci, tedy sekvence, které se mi podafilo ziskat v ramci této
prace. V databazi GenBank se ke stejnému dni nachazi celkem 19 sekvenci, sekvence jsou
ur¢ené do péti druht, a to jako P. papilio, P. abundans, P. subatomoides, P. chlidanos ¢i P.
daonense. Vzhledem Kk uvedenym poctim je tedy ziejmé, ze rod Psammothidium je
v databazich obsazen relativné malo. Je nutné ziskat sekvence od vétSiho poc¢tu druht
a srovnat je s morfologickou determinaci, ktera je vzhledem k velmi malé velikosti bunék

znaéné obtizna.

Mnou ziskané sekvence kmentit LEV052 a LEVO0O9R, dle morfologie obé urcené jako
Psammothidium sp., zaujimaji ve fylogramu pozici v kladu Eolimna. Mezi sebou se tyto dvé
sekvence vSak 1isi v 31 bp. Sesterskymi skupinami kladu Eolimna—Psammothidum
ve fylogramu jsou klady se sekvencemi rodu Sellaphora, ktery je jiz klasickym ptikladem
kryptické diverzity (Mann et al. 2008). Sekvence rbcL rodu Psamothidium se v pivodnim
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datasetu (Nakov et al. 2018) nevyskytovala zadna. Rod Psammothidium byl vy¢lenén v roce
1996 na zaklad¢ revize rodu Achnanthes s. I., ktera spocivala v detailnim studiu frustul
s pouzitim SEM (Bukhtiyarova & Round 1996). Nazev Psammothidium byl odvozen od jeho
ekologie vyskytu, tj. epipsamon (Bukhtiyarova & Round 1996). Rod Eolimna byl vyc¢lenén
Vv roce 1997 na zakladé studia morfologie frustul ze vzorku pochéazejiciho z 28 m hlubokého

vrtu (Schiller & Lange-Bertalot 1997).

Kmen LEV052 byl ziskan ze vzorku epilithonu v zatopeném zulovém lomu v obci
Kamenna. Kmen LEVO09R byl ziskan zepifytonu chrastice rakosovité (Phalaris
arundinacea) v zatopené piskovné Slajza. Sekvence kmene LEVOO9R se lisi v 11 bp se
sekvenci kmenem Eolimna sp. (jejiz kod v Genbanku je Styx 1 LCR-S-14-1-1)
a ve fylogramu zaujimaji sesterskou pozici. Tento kmen pochéazi ze vzorku odebraného

na Novém Zélandé.

Na zékladé nizkého poctu sekvenci rodu Psammothidium v databazich, obtizné
morfologické determinaci vzhledem Kk velikosti bunék, rozdilnych ekologickych
a geografickych udaju 1ze vyslovit hypotézu, ze rody Psammothidium a Eolimna vyzaduji
vys$$i pozornost taxonomtl, protoze muze jit o taxony afyletické. K ovéteni této hypotézy by
bylo zapotiebi geograficky, ekologicky a taxonomicky rozsitit sampling (tj. prozkoumat
diverzitu polyfazicky), a to idealn¢ tak, aby byla pokryta i vnitrodruhova geneticka
variabilita a mohly tak byt uplatnény automatizované molekularné-delimitacni metody,
jako v pfipad¢ druhovych komplext rodu Pinnularia (Kollar et al. 2019, Pinseel et al. 2020).
Tyto metody (napt. na koalescen¢ni teorii zalozené GMYC a PTP; napt. Leliaert et al. 2014)
vsak zatim ke studiu rozsivek aplikovali pravé jen Kollar et al. 2019 a Pinseel et al. 2020
a jsou proto v diatomologické komunité relativni novinkou, ktera ovSem do budoucna muze
hrat klicovou roli v rozplétdni mnoha taxonomicky komplikovanych skupin vcetné

komplext kryptickych druhd.

Navicula (Obrazek 9)

Dle poc¢tu zaznamu v databazi AlgaeBase je rod Navicula s 4572 zaznamy (z toho
1453 je taxonomicky akceptovdno jako druh) nejpocetnéjSim rozsivkovym rodem (Guiry
& Guiry 2018). V kladogramu na Obrazku 9 se tiikrat vyskytuje Navicula cryptocephala,
ato polyfyleticky. To jen potvrzuje hypotézu, ze se jedna o komplex
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kryptickych/semikryptickych druhti (Poulickova et al. 2010). Pii zkouméni morfologie
frustul pod svételnym mikroskopem totiz nelze zazanamenat vyraznéjsi morfologické znaky,
které by se mohly vyuzit k determinaci. Prokazatelné rozdily ve stavbé frustuly vsak lze
zaznamenat pii pouziti geometrické morfometrie a SEM (Poulickova et al. 2016). K tvrzeni,
ze se jedna o afyleticky taxon (tzn. neni monofyleticky a vyzaduje taxonomickou revizi;
Ebach & Williams 2010) ptispiva i odli$na distribuce heterochromatinu Vv interfaznich
jadrech bun€k u rtiznych populaci (Geitler 1958). Diky studii jader (kterda u rozsivek
rozhodné¢ neni béznou metodou pro identifikaci) Geitler rozdélil druh Navicula
cryptocephala na ,rasy“ (z némeckého rassen) a de fakto odhalil dnes diskutovanou
kryptickou diverzitu (Poulickova et al. 2016). V tomto piipadé hovoiime o tzv.
pseudokryptickych druzich, protoze byla nalezena metoda (i kdyZ neni bézn¢ uzivand),
kterou lze druhy rozlisit. Krammer & Lange-Bertalot (1986) uvadi, Ze je Navicula

cryptocephala bézny, kosmopolitni, epipelicky a euryvalentni druh.

Mnou ziskané sekvence kmenu LEV028R, LEV018R, LEV020R jsou ve fylogramu
na sesterské pozici se sekvenci kmene Navicula cryptocephala var. veneta (jejiz kod
v Genbanku je AT108Gel01) nachazejici se v kladu Navicula 1l. Kmen LEVO14R je
ve fylogramu na sesterské pozici se sekvenci kmene Navicula cryptocephala (jejiz kod
v Genbanku je HKO090) nachazejici se v kladu Navicula V. Sekvence kmene Navicula
cryptocephala (HK090) se lisi od sekvence kmene Navicula cryptocephala var. veneta
(AT108gel01) v 33 bp. Vyskyt druhu Navicula cryptocephala je popisovan piedev§im
v epipelonu (Krammer & Lange-Bertalot 1986), ovSsem vSechny tyto kmeny pochazi
ze vzorki odebiranych z epifytickych narosti. Nejedna se tedy o epipelické, nybrz
epifytické druhy.

Vzhledem Kkrazné pozici sekvenci Navicula cryptocephala ve fylogramu,

genetickym vzdalenostem a rizné ekologii 1ze potvrdit, Ze se jednd o komplex kryptickych,

pseudokryptickych, ¢i semikryptickych druhd.

Gomphonema parvulum (Obrazek 10)

Gomphonema parvulum je kosmopolitni a morfologicky vysoce variabilni taxon.
Jednd se o druhovy komplex, zahrnujici bentické druhy, které se nachdzi ve sladkych,
brakickych az slanych vodach (Abarca et al. 2014). Abarca et al. (2014) na zaklad¢

morfologickych a molekularnich dat rozdé€lili taxon Gomphonema parvulum na 4 klady,
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které¢ odpovidaji 1 geografickému rozsifeni. Tento vysledek odpovida 1 zavérim prace
Kermarec et al. (2013). K datu 7. 7. 2020 se v databazi AlgaeBase nachazelo 35 zaznamu
s nazvem Gomphonema parvulum, véetné variet (Guiry & Guiry 2018). Ke stejnému dni se
Vv databazi BoLD (Ratnasingham & Hebert 2007) nachazi 40 sekvenci, z toho 3 pochazi
z Algologické laboratoie Prirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci, tedy
sekvence, které se mi podafilo ziskat v ramci této prace. V databazi GenBank se ke stejnému

dni nachéazi celkem 319 sekvenci.

Ziskané sekvence kmeni LEV302 a LEV316 tvoii klad se sekvencemi kmeni
Gomphonema parvulum (kod kmene v Genbanku je FD240 a pochazi ze vzorku z USA),
Gomphonema lagenula (kod kmene je D33006 a pochazi ze vzorku z Mexika)
a Gomphonema narodoense (kod kmene je D23009 a pochazi ze vzorku z Jizni Korey).
Geneticka variabilita v tomto kladu je 14-18 bp, resp. 0—18 bp, protoze sekvence LEV302

a LEV316 se nelisi v z&dné pozici.

V pivodnim datasetu (Nakov et al. 2018) se vyskytuji dvé rbcL sekvence
Gomphonema parvulum (jejichz kody v GenBanku jsou FD240 a AT16115), avsak
ve fylogramu se vyskytuji polyfyleticky. Jejich geneticka vzdalenost je 37 bp.

Vzhledem k rtizné pozici sekvenci ve fylogramu, genetickym vzdalenostem a odlisné
geografii Ize potvrdit, ze se v pfipadé¢ druhu Gomphonema parvulum jedna o komplex

kryptickych druht a je nutna revize s vyuzitim genetickych dat.

Nitzschia palea (Obrazek 11)

Nitzschia palea je bézny, kosmopolitni taxon, vyskytujici se ve stojatych i tekoucich
vodach (Krammer & Lange-Bertalot 1988; Raschke 1993; Silva-Benavides 1996; Ohtsuka
& Fujita 2001; Simkhada & Jiittner 2006). Jedna se o rozsifeny druhovy komplex (Trobajo
etal. 2009). Zatimco nékteré variety jsou tolerantni k tézkym kovu (Lai et al. 2003) a n¢které
indikuji organické znecisténi vod (Jiittner et al. 2003; Salomi et al. 2006), jiné variety

preferuji ¢isté vody (Potapova & Charles 2007).

V puvodnim datasetu (Nakov et al. 2018) se nachazi pouze jedna rbcL sekvence
Nitzschia palea pochazejici ze vzorku ze Spanélska. S touto sekvenci tvofi mnou ziskané

sekvence LEVO41R, LEV024R, LEV021R a LEVO023R klad. Geneticka variabilita tohoto

kladu je 2-15 bp. K odhaleni toho, zda jsou linie tohoto kladu druhové, ¢i vnitrodruhové
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urovné by bylo rovnéz zapotiebi uzit automatizované molekularné-delimitacni metody
podobng¢, jako v piipadé druhovych komplext rodu Pinnularia (Kollar et al. 2019, Pinseel
et al. 2020).
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6 ZAVER
S ohledem na cile prace vyvozuji z vysledkil nasledujici zavéry:

1.  Izolace a tvorba unialgélnich kultur.
Celkem jsem pracovala se 47 piirodnimi vzorky, z nichz bylo vyizolovano 393 jednotlivych
kolonii rozsivek. Z celkového poétu 393 izolath kolonii se mi podafilo uspésné kultivovat

asi 80 klonovych kultur.

2. lzolace, amplifikace a sekvencovani DNA.
DNA izolaty jsem ziskala ze 43 klonovych kultur, pfiemz 32 znich bylo uspé&$né

osekvencovano.

3. Taxonomicka determinace kment na zakladé morfologie a DNA.
Nejvyssi procentualni shody vysledkti morfologické a molekularni determinace se zpravidla
vyskytovaly u sekvenci rozsivek fadicich se mezi druhové komplexy. V soucastnosti se vSak
jevi pravdépodobné, Ze pticiny nejsou biologické, ale jde spiSe o artefakt netiplnosti databazi
a naroc¢nosti morfologické determinace. V ptipad¢ determinace na rodovou uroven byla
procentudlni shoda u vSech barkod markerit vyssi nez u determinace na uroven druhovou.

Opét Ize za nejcastéjsi pfi¢inu povaZovat netiplnost soucasnych databazi.

4. Obohaceni DNA barkodové databaze o vSechna nové ziskana data.
Vsechny ziskané sekvence byly nahrany do databaze BoLD. Sekvence LSU rDNA byly
nahrany ke 32 kmentim. Sekvence rbcL byly nahrany ke 22 kmenim. Sekvence COX1 byly
nahrany ke 3 kmenum. Fotografie byly nahrany k 27 kmentim. Taxonomicka, geograficka
a environmentalni data byla nahrana ke v§em 32 kmentm. Kultury, vouchery a DNA izolaty

Jjsou v soucasnosti prechovavany na Katedie botaniky PfF UP.
5. Konstrukce molekularné-fylogenetickych stromi.

Za nejduveéryhodnéjsi z konstruovanych kladogramti povazuji kladogram zalozeny na rbcL,
ktery byl nejdelsi a nejkonzervativnéjsi ze zde studovanych markerti. Zjisténi fylogenetické
pozice novych kmenl umoZznilo testovani vnitrodruhové a mezidruhové variability

genetickych markert a tim 1 jejich taxonomického rozliseni.
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6. Formulace taxonomickych hypotéz.
Na zakladé¢ studia morfologie, molekularnich, ekologickych, geografickych
a fylogenetickych dat byly vysloveny hypotézy, které si v budoucnu zaslouzi podrobné;jsi
studium. Jde zejména o odhaleni (napf. u Lemnicola hungarica) ¢i potvrzeni
(napt. u Navicula cryptocephala) potencialni piitomnosti kryptické diverzity, odhaleni
potencialné novych druhi (napf. v rodé Pinnularia) ¢i odhaleni mozné afylie taxond (napf.

u rodtt Psammothidium a Eolimna).
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Pfiloha 1. Pfehled odbérovych lokalit se zakladni charakteristikou.

68

datum

Misto (zkratka) soufadnice sbéru lokalita substrat odbér
Kamenna (K) 49.2763950 N, IV-X lom kamen, LV
16.0682833 E 2017 umeély
Castotice (€) 49.2400328 N, IV -X lom kdmen, LV
16.0858833 E 2017 umeély
Rudikov (R) 49.2905692 N, IV-X lom kamen, LV
15.9416931 E 2017 umély
Pocoucov (P) 49.2327586 N, IV-X lom kamen, LV
15.8972033 E 2017 umély
Kojatin (Ko) 49.2463297 N, IV-X lom kamen, LV
16.0199117 E 2017 umély
Vykleky (V) 49.5567403 N, .
17.4826322 E .V.2017 lom kdmen LV
Slajza (5) 49.3111450 N, VI-X ,
17 3809925 E 2018 piskovna makrofyta TR
Medkovy rybniky (MR) 49.3049067 N, VI-=X ,
174106822 E 2018 piskovna makrofyta TR
Hruby rybnik (Hraza) (HR) 49.2890436 N, VIi-X vy
17.4106431 E 5018 Stérkovna makrofyta TR
Kréman (KR) 49.5141350 N, VI-X ,
17.3223483 E 5018 piskovna makrofyta TR
Podébrady (PO) 49.6268356 N, VI-X ,
172252822 E 2018 piskovna makrofyta TR
Piskovny mezi Olomouci 49.6240425 N, VI-X skovna makrofvta ®
a Chomoutovem (M) 17.2506342 E 2018 P 4
HluSovice 49.6366086 N, VI=X ,
17 2668097 E 2018 piskovna makrofyta TR
Pfikazska $térkovna (PR) 49.6598461 N, VI-X Yy
17 1652467 E 2018 Stérkovna makrofyta TR
Naklo (N) 49.6719686 N, VI-=X .-
171329761 E 5018 Stérkovna makrofyta TR
Kaluhy (KA) 49.5275331 N, VI-X ,
172618150 E 2018 piskovna makrofyta TR
Nemilanska piskovna (NE) 49.5462144 N, VI—-X ,
172711672 E 2018 piskovna makrofyta TR
Chomoutovské jezero (CH) 49.6536075 N, VI-X ttérkovna makrofvta ®
17.2383083 E 2018 4

Pozn. Odbér = odebirala, LV = Leona Vaculikova, TR = Tereza Reimerova; substrat umély = exponovana kryci

skla.



Priloha 2. Pfehled voucherl z ptirodnich vzorkd.

kéd voucheru lokalita substrat
NV-040517-LE Nova Ves kamen
V-040517-LE Vykleky kamen
C-041717-LE Castotice kdmen
Ko-041717-LE Kojatin kamen
P-041717-LE Pocoucov kamen
R-041717-LE Rudikov kamen
K-051717-LE Kojatin kamen
€-052217.A-LE Castotice umély
¢-052217.B-LE Castotice umély
P-052217.A-LE Pocoucov umeély
P-052217.B-LE Pocoucov umély
R-052217-LE Rudikov kamen
K-082217.S-LE Kojatin umély
K-082217-LE Kojatin kamen
¢-082217.5-LE Castotice umély
C-082217-LE Castotice kdmen
R-082217.S-LE Rudikov umély
R-082217-LE Rudikov kamen
P-082217.S-LE Pocoucov umély
P-082217-LE Pocoucov kamen
Ko-082217-LE Kojatin kamen
Ko-092517-LE Kojatin kamen
R-092517-LE Rudikov kamen
K-092517-LE Kamenna kamen
P-092517-LE Pocoucov kamen
¢-100217-LE Castotice kamen
Ko-100217-LE Kojatin kamen
Ko-100217-LE Kojatin kamen
K-100217-LE Kamenna kdmen
P-100217-LE Pocoucov kdmen
R-100217-LE Rudikov kdmen
§-062518-TR Slajza chrastice rakosovita
MR-062518-TR Medkovy rybniky pryskyrnik lity
HR-062518-TR Hruby rybnik (Hraza) kamysnik pfimorsky
KR-062518-TR Kréman stolistek klasnaty
P0O-062518-TR Podébrady rGzkatec ponoreny
M-062518-TR Piskovny mezi Ol. a Ch. rukev obojZivelna
H-062518-TR HluSovice Zabnik
PR-062518-TR Prikazska Stérkovna vrbina penizkova
N-062518-TR Naklo stolistek klasnaty
KA-062518-TR Kaluhy jmeli
NE-062518-TR Nemilany ostfice
PO-062518-TR Podébrady stolistek
PO-071718.2-TR Podébrady zevar vzpfimény
PO-071718.3-TR Podébrady olse
PO-073128.S-TR Podébrady umély
PO-073128.52-TR Podébrady umély
PR-073128.5-TR Pfikazy umély

PR-073128.52-TR Pfikazy umély
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Priloha 3. Prehled voucherl z klonovych kultur.

kéd voucheru  kéd kmene lokalita substrat morfologicka determinace
V-1.-1-090517 LEV001 Vykleky kamen Achnanthidium sp.
V-1.-2-090517 - Vykleky kamen Planothidium sp.
V-1.-4-090517 - Vykleky kamen -
V-1.-5-090517 LEVOO5 Vykleky kamen Gomphonema parvulum
V-1.-6-090517 - Vykleky kamen Gomphonema parvulum
V-1.-7-090517 LEVOO7 Vykleky kamen Achnanthidium sp.
V-1.-8-090517 LEV008 Vykleky kamen Planothidium sp.
K-11.-9-090517 - Kamenna kamen -
K-11.-10-090517 - Kamenna kamen Achnanthidium sp.
K-11.-13-090517 - Kamenna kamen Planothidium sp.
K-11.-14-090517 LEVO014 Kamenna kamen -
K-11.-15-090517 LEVO15 Kamenna kamen Planothidium sp.
C-11.-16-090517 - Castotice kdmen -
C-11.-17-090517  LEVO17 Castotice kdmen Nitzschia sp.
C-11.-18-090517 LEV018 Castotice kdmen Eunotia mucophila
¢-11.-22-090517 - Castotice kamen Planothidium sp.
C-11.-23-090517  LEV023 Castotice kdmen Pinnularia sinistra
R-11.-25-090517 LEV025 Rudikov kamen Fragilaria sp.
52 LEV052 Kamenna kamen Psammothidium sp.
54 - Kamenna kamen Psammothidium sp.
68 - Kamenna kamen Planothidium sp.
70 LEV070 Kamenna kamen Psammothidium sp.
72 LEV072 Kamenna kamen Psammothidium sp.
139 - Kamenna umély substrat  Planothidium sp.
140 LEV140 Kamenna umély substrat  Planothidium sp.
148 LEV148 Kamenna umély substrat  Planothidium sp.
269 - Kamenna kamen Planothidium sp.
270 - Kamenna kamen Planothidium sp.
273 LEV273 Kamenna kamen Planothidium sp.
300 LEV300 Castotice umély substrat Gomphonema parvulum
302 LEV302 Castotice umély substrat Gomphonema parvulum
316 LEV316 Castotice umély substrat Gomphonema parvulum
9R-6/11/19 LEVOO9R Slajza makrofyta Psammothidium sp.
14R-6/11/19 LEVO14R Medkovy rybniky  makrofyta Navicula sp.
18R-6/11/19 LEVO18R Hruby rybnik makrofyta Navicula sp.
20R-6/11/19 LEVO20R Hruby rybnik makrofyta Navicula sp.
21R-6/11/19 LEVO21R Hruby rybnik makrofyta Nitzschia palea
23R-6/11/19 LEVO23R Hruby rybnik makrofyta Nitzschia palea
24R-6/11/19 LEV024R Hruby rybnik makrofyta Nitzschia palea
28R-6/11/19 LEVO28R Nemilanska p. makrofyta Navicula sp.

” . makrofyta Achnanthidium sp., Platessa
32R-6/11/19 LEVO32R Prikazska $. ziegleri
38R-6/11/19 LEVO38R Prikazska s. makrofyta Halamphora coffeaeformis
41R-6/11/19 LEVO41R Piskovny Ol. a Ch. makrofyta Nitzschia palea

Pozn. Piskovny Ol. a Ch. = Piskovny mezi Olomouci a Chomoutovem; Nemilanska p. = Nemilanska piskovna;
Prikazska S. = Prikazska Stérkovna. Pomlcka (,,-,) ve sloupci kdd kmene znamen3, Ze nebyla ziskana DNA.



Pfiloha 4. Prokol izolace DNA, PCR, ELFO a purifikace DNA dle Jana Kollara.
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Cultures >  DNAExtraction > PCR > |ELFO > |DNAPurification > DNA Sequencing

I. DNA Extraction Protocol (Duff et al. 2008 - modified)

1. Transfer small amount of clonal cultures into sterile labeled 1.5-ml microtubes.

2. Centrifuge the microtubes at RPM = 15,000 for 10 min. Pour off the medium.

w

Stir the InstaGene Matrix using magnetic stirrer. Add 100 pl of InstaGene Matrix into the
microtubes with a pellet. (Do not forget to stir the InstaGene prior this step)

Heat the samples at 95°C for Smin to lyse the cells {use thermoblock).

Let the tubes cool on ice for approximately 1 min (prepare the ice in advance).

Centrifuge at RPM = 15,000 at room temperature for 2min.

Centrifuge at RPM = 15,000 at room temperature for 2min.

L A

in advance). Avoid transferring of the pellet with zirconium beads

10. Utilize the samples immediately in PCR or preserve them at -20°C.

II. Polymerase Chain Reaction (PCR)

1. Print PCR protocol for particular molecular marker.

Add 0.5 g of zirconium beads and shake 3.5 minutes in the beadbeater with a frequency of 30Hz

Transfer supernatant to a sterile labeled 1.5-ml microcentrifuge tube (prepare the microtubes

2. Calculate the volumes of reagents for the Master mix (i.e. Emerald, primers and sterile water)

according to the number of DNA isolates. (Do not forget to add control and few extra samples)

Get the reagents and DNA isolates out of the freezer in advance.

Transfer the Master mix reagents into sterile 1.5-ml microtube and vortex it.

Transfer 39 pl of the Master mix into each PCR microtube.

Add 1 pl of template DNA from your DNA isolates into each PCR microtube.
Centrifuge, vortex, and centrifuge all PCR micretubes and put them into thermocycler.

Select the cycling program accerding to the melecular marker in focus and start the PCR.

PN PPy opw

Store PCR products in refrigerator at ca. 8°C.

ll. Gel Electrophoresis (ELFO)

1. For medium-sized tray measure 1.5 g of agarose powder and mix it with 100 ml of 0.5X TAE

buffer to prepare 1.5% agarose solution.

Microwave the solution for 1-2 minutes and let it cool down for 5 minutes.
Add 1.5 pl of SimplySafe dye into het liquid gel and stir on magnetic stirrer.
Pour selution into casting tray and place the comb.

Let the gel solution cool down for 15-30 minutes at room temperature.

Place stiffed gel into the tray and make sure it is covered with 0.5X TAE buffer.
Vortex and centrifuge the PCR products.

Load 5 pl of the molecular weight marker into one lane (HyperLadder).

P e NS p W

Load 5 pl of PCR products inte the gel.
10. Run gel at 100V for 40 minutes (or at 200V for 20 minutes).
11. Visualize DNA fragments with UV light.
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IV. DNA Purification (GenElute™ PCR Clean-Up Kit, Sigma-Aldrich, Inc.)

1. GetPCR products out of the freezer.

2. Thoroughly vortex the reagents. If any reagent has formed a precipitate, warm at 55-65°C
until the precipitate dissolves and allow to cool to room temperature.

3. Inserta Genklute plasmid mini spin column (with a blue o-ring) into a labelled 2-ml collection
tube. Add 0.5 ml of the Celumn Preparation Selution to each mini spin column.

4. Centrifuge at RPM=15,000 for 1 min and discard the eluate. Retain the collection tube.

5. In a different microtube, mix 100 pl of Binding Solution to 20 pl of the PCR product and vortex.

6. Transfer the solution into the binding column. Centrifuge for 1 minute and discard the eluate.
Retain the collection tube.

7. Place the binding column into the cellection tube and add 0.5 ml of diluted Wash Solution.
Centrifuge for 1 min and discard the eluate. Retain the collection tube.

8. Place the binding column into the collection tube. Centrifuge for 2 min to remove excess
ethanol. Discard any residual eluate as well as the collection tube.

9. Transfer the column to a new labelled collection tube.

10. Apply 50 pl of Elution Solution to the center of each column. Incubate at room temperature
for 1 min. Centrifuge the column for 1 min.

11. The purified PCR product is now present in the eluate and ready for use or storage at -20 °C.

Ad DNA Sequencing: For LSU rDNA send samples with primers D1R, D2C-R, T16N and T24U. For rbcl send PCR
products with DPrbclL1-F, Rbcl13-F, RbcL17-R and DPrbcl7-R. For cox1 send primers GazF2 and KEdtmR.
Concentration of the primers is same as in PCR, i.e. 5 M when using Emerald Master Mix.

Priloha 5. Vizualizace DNA fragment( pod UV svétlem.
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Priloha 6. Zakorenény strom zkonstruovany metodou Maximum Likelihood na zakladé alignmentu 51 COX1
sekvenci. Alignment vznikl spojenim datasetu, ktery byl vyuZzit ke konstrukci dosud nejobsahlejsi molekularni
fylogeneze rozsivek viibec (Nakov et al. 2018) a sekvenci kmend, které byly nové izolovany pro potieby této
diplomové prace. Klady jsou zkolabovany na uroven rodl a ty, které obsahuji nové izolované kmeny jsou
oznaceny Sedou barvou a hvézdickou. Hodnoty u uzld jsou statistické podpory v procentech (Ultrafast
Bootstrap Support). Zobrazeny jsou jenom podpory vétsi, nez 75 %. Nékteré outgroup klady nejsou
zobrazeny.
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