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Annotation

This thesis deals with a variability of the Baetis fuscatus species-group (Ephemeroptera:
Baetidae). This study contains three main topics: The first one is distinguishing between
two highly similar species, Baetis scambus and Baetis fuscatus based on morfological
structures, specifically their mouthparts - labial palps. To analyze the shape of the labial
palps, | applied a computerized outline analysis. Second topic is focused on the validity of
Baetis beskidensis as a distinct species based on the morphology and DNA sequences
(obtained for the topotypical material for the first time). And finally, | also investigated
some samples from Corsica in attempt to discover new species of the Baetis fuscatus
species-group. | found that most probably it is not possible to distinguish between
Baetis scambus and Baetis fuscatus based on the shape of their labial palps. Baetis
beskidensis is morfologically different, but genetically not distinctly separated from other
representatives of the Baetis fuscatus species-group. I didn’t discover any distinct
morphological differences in specimens from Corsica, pointing to the possible existence

of new species.
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1. Cile prace
1. Vypracovat resersi se zaméfenim na rozliSovani druhi skupiny Baetis fuscatus.

2. Analyticky zhodnotit, do jaké miry je mozné morfologicky rozeznéavat blizce piibuzné

druhy Baetis scambus a Baetis fuscatus.

3. Oveéfit validitu druhu Baetis beskidensis pomoci analyzy morfologickych znakt a
sekvenci DNA.

4. Analyzovat morfologii jedinct skupiny Baetis fuscatus z dosud nestudovanych

evropskych lokalit, zaméfit se na potencionalni nové druhy.

6. Interpretovat vysledky.

2. Uvod

Larvy jepic (Ephemeroptera) tvoii vyznamnou slozku makrozoobentosu
sladkovodnich ekosystémi, obyvaji rizné niky a maji na své Zivotni prostredi rizné
naroky, muzeme je tedy pouzit jako vyznamné indikatory prostifedi (Landa & Soldan,
1989). Diky tomu lze za pomoci vyskytu jednotlivych druhti urcit kvalitu toku,
V dlouhodobé&jsim vyzkumu naptiklad jeji zménu a déle z toho vyvozovat urcita opatieni.
At uz mistni, regionalni, ¢i globalni zmény prostiedi se poté znané odrazi také na
pfitomnosti jednotlivych druhtl a jejich po€etnosti. V minulosti bylo napiiklad dle zmény
druhového slozeni jepic CR patrné zintenzivnéni primyslu po roce 1970, coz znaéné
ovlivnilo vét§inu nasich tokd (Zahradkova et al., 2009).

V soucasnosti probiha velké mnozstvi monitoringovych sbérti makrozoobentosu,
organizovanych vyzkumnymi institucemi nebo statnimi organy (spravy povodi
jednotlivych fek, chranénych uzemi atd.). Na uzemi Ceské republiky naptiklad zhodnoceni
kvality a znecisténi (Adamek, 2010) a monitoring obsahu tézkych kova (Kolatikova, et al.,

2012) teky Labe nebo zhodnoceni stavu ekosystému fek Morava a Odra (Zedkova, 2014).

Pro podobné vyzkumy je zédsadni spolehliva determinace jednotlivych druhi.
Zasadni jsou zvlaste¢ determinacni znaky v larvalnim stadiu, jelikoz larvy jsou stadiem

sbiranym v ramci monitoringovych aktivit.



V pfipad€, ze nemame jistotu ohledné spravnosti urceni druhu, vSechny dosavadni
monitoringy i1 ty nasledujici by byly nepiesné, zavadéjici a scestné. Pokud existuji
pochybnosti ohledné determina¢nich znaki jednotlivych druhd, je nutno provést exaktni
analyzu a zjistit, jak velké jsou piipadné odchylky a zda je mozné i nadéale druh urcovat

dle stavajicich postupti.

Piedlozena prace se zabyva morfologickou variabilitou jepic rodu Baetis,
konkrétn¢ druhové skupiny Baetis fuscatus. Cilem je zhodnotit spolehlivost vybranych

diagnostickych znaki pro determinaci jednotlivych druht z této skupiny.
2.1. Clenéni rodu Baetis

Prvni ¢lenéni jepic na dvé skupiny dle poétu cerkd zavedl Leach (Leach, 1815),
kdy d¢lil jepice do dvou skupin, Bietida a Ephemerida. Rod Baetis (Leach, 1815) patii do
Celedi Baetidae, jedné¢ z druhové nejbohatSich skupin jepic vibec s pfiblizné¢ 900
popsanymi druhy (Nieto, 2010). Rodem se poprvé podrobné zabyvala ve své praci Miiller-
Liebenau (1969), rozd¢lila jej na diléi kategorie, a to konkrétn€ na osm tzv. ,,skupin druhti*.
Pozdé&ji byly nékteré z téchto skupin druhti pieklasifikovany na podrody nebo sdruzeny do
vétsich komplext dle pfitomnosti (,,Baetis complex), ¢i nepfitomnosti (,,non-Baetis

complex*) femoralniho villoporu (Waltz & McCaferty, 1987).

Skupina druhti Baetis fuscatus byla definovana jiz v pavodni praci Miiller-
Liebenau (1969), kde zahrnovala dva druhy, Baetis fuscatus (Linnaeus, 1761) a Baetis
scambus Eaton, 1870. Dodnes v ramci této skupiny nedoslo k zadnym taxonomickym
zménam, s jedinou vyjimkou popisu tfetiho druhu skupiny, Baetis beskidensis (Sowa,
1972).

B. beskidensis byl popsan z polskych Karpat a od svého popisu je nalézan jen velmi
sporadicky (viz nize). Zbylé dva druhy (B. fuscatus a B. scambus) jsou naopak hojné

a rozsitené ve velké Casti palearktu, véetné Ceské republiky.

Vsechny tfi druhy skupiny B. fuscatus jsou si velice podobné, zvlasté v larvalnim
stadiu. Je otazkou, do jaké miry je moznd spolehlivd determinace a jaky je rozsah
vnitrodruhové variability v klicovych morfologickych znacich. V literatufe byly

publikovany i domnénky o mozné hybridizaci téchto druhti (Bauernfeind & Soldan, 2012).



2.2. Charakteristika a rozli§eni B. fuscatus a B. scambus

B. fuscatus popsal na zakladé dospélci jiz Linné roku 1761 jako Ephemera fuscata.
Plvodni typovy material jiz neexistuje (Bauernfeind & Soldan, 2012), po popisu druhu
bylo publikovano nékolik studii pouze obecné se zminujicich o nalezu dospélci ¢i blize
nedefinovanych stadii (Stephens, 1834; Walker, 1853), Brinck a Miiller-Liebenau (1965)

stanovili neotyp (sam¢i imago).

Baetis scambus byl poprvé po svém popisu zminén v Rostockové (1888) praci, kde
bylo popsano zbarveni a velikost dospélcti. Typovy material tohoto druhu je rovnéz
pravdépodobné ztraceny (Kimmins, 1960). Neotyp zde stanoven nebyl. Macan (1961)
popisuje larvy, které porovnava s ostatnimi zastupci Celedi Baetidae. Ve svém popisu

morfologie se zamétuje na femur, maxily, labrum, mandibuly, zbarveni téla a $téta.

Prvni podrobny popis obou druhli, od n¢hoz se odviji jejich rozliSovani,

publikovala Miiller-Liebenau (1969).

2.2.1. Morfologicka charakteristika

Larvy
Ve vétsing morfologickych znaku se B. fuscatus a B. scambus nelisi.

Larvy maji na hlavé a hrudi tmavs$i Smouhy na zelenohnédém azZ ZlutoSedém podkladu
(Landa, 1969) a piedohrud’ se svétlymi, Zlutymi skvrnami. Nohy jsou svétle zluté, femur
s hnédou skvrnou uprostied (Bauernfeind & Soldan, 2012). Tergity zadecku jsou pokryty
tmavsimi, dozadu se rozSifujicimi skvrnami lichobéZnikovitého tvaru. V prvni tfetiné
tergitu jsou dvé tmavé tecky, v zadni tietiné dvé svétlé skvrnky. Tergit V se od ostatnich
1isi, je bez zfetelného lichobéZniku, pouze se dvéma svétlejsimi skvrnkami (Landa, 1969).
Kromé trojuhelnikovitych ostni je povrch tergiti pokryt i znacnym mnozstvim kratkych
sét. Tergity I, V, IX a X jsou bled¢, ostatni tmavsi. Nékdy se objevuje svétlejsi stiedovy
pruh. Zaberni platky spise nesymetrické, se zlutavym nadechem (Bauernfeind & Soldén
2012) kratké a pomérné Siroké (Landa, 1969). Spodni strana téla larvy je svétlejsi. Stéty
svétlé, ochlupené, lehce do zluta s tmavym stfedovym a koncovym pruhem. (Bauernfeind
& Soldan 2012) Larvy detailnéji popisuje fada publikaci (Landa, 1969; Bauernfeind
& Soldan, 2012).



Okridlena stadia

Oba druhy jsou drobné, uhloveé hnédé jepice, ze spodni strany svétlejsi, bez zietelné
kresby. Dospélci jepic jsou zna¢né redukovani, nejvice znaku je patrnych na téle samci,

imaga samic se prakticky nelisi v celé celedi Baetidae.

Télo imag samci je tmavé uhlové hnédé, se svétlejSimi skvrnkami. Nohy jsou
bélavé s hnédavym nadechem, v ohybech maji tmavsi odstin. Pfedni kiidla ¢ird, plamka
mlécné zakalend, se slab¢ zfetelnou zilnatinou. Zadni kiidla maji pouze dvé podélné zilky,
treti je jen kratka a nezfetelna (Landa, 1969). Zadecek je mezi druhym a sedmym ¢lankem
svétly a prasvitny, od osmého ¢lanku je tmavohnédy, se svétlejSimi az bilymi sternity.
Na konci zadecku se nachazeji bilé stéty bez pastétu, ktery je Casto ve stadiu dospélce
u celé ¢eledi redukovany.

U imag samic je svrchni strana téla svétleji zbarvena, Zlutohnéda az rezavohnéda,
spodni strana téla zluta (Landa, 1969).

Subimaga obou pohlavi maji koufové Seda kiidla, nohy do hnéda, ke konci tmavsi

a $téty spise do zelena (Bauernfeind & Soldan, 2012).

2.2.2. Shrnuti morfologickych znaki pouzivanych pro identifikaci B. fuscatus

a B. scambus

Larvy

Vétsina rutinni determinace se tyka larev, které se nalézaji v bézné odebiranych
hydrobiologickych vzorcich. V ur€ovacich klic¢ich a taxonomické literatufe se uvadi

n¢kolik znaktl s riiznou mirou spolehlivosti.

Zde je vycet z kli¢t vSech odlisnosti mezi témito dvéma druhy, jak jsou vice ¢i
méné konzistentné uvadény v literatufe. Landa (1969) ve své knize piSe, ze Baetis scambus
zcela odpovida larvam B. bioculatus (mladsi synonymum B. fuscatus), avsak lisi se
barevn¢ a to vzhledem tergitu I, ktery je u B. scambus temné lemovan. Odlisnost
Vv kontrastnim zbarveni spodni strany zadeCku larev udava jako jedina Miiller-Liebenau
(1969), ktera dale popisuje odlisné zbarveni skvrn na hlavé mezi o¢ima, které vznikaji
V mistech Gponu svali (B. fuscatus je ma mén¢ zfetelné a jsou tmavé hnédé, zatimco
u Baetis scambus jsou napadné, zluté zbarvené). Tento znak zminuje vice praci (Eiseler,
2005; Rozkosny, 1980; Elliott & Humpesch 2010; Bauernfeind & Soldan, 2012; Jacob,



2003). Dalsim velmi ¢astym popisovanym znakem je odliSny tvar 2. a 3. segmentu
labialnich palpt (Miiller-Liebenau, 1969; Eiseler, 2005; Rozkosny, 1980; Elliott
& Humpesch, 2010; Bauernfeind & Soldan, 2012; Jacob, 2003), pii¢emz tento znak byva
ruzné formulovan. Druhy se mohou riznit v thlu sviraném okrajem medioapikalniho
vybézku druhého ¢lanku palpu s vnitinim okrajem ¢lanku tietiho, pticemz tento tthel ma
byt vétsi u B. scambus nez u B. fuscatus, s tim souvisi zakulacengj$i vnitini strana tfetiho
¢lanku palpu u B. fuscatus, nez u B. scambus (Eiseler, 2005). V zasad¢ stejny rozdil uvadi
Rozkosny (1980), ktery pouze pouziva jinou formulaci (vnitini okraje tietiho ¢lanku palpu
ptiblizn€ ve stejné roviné jako vybézek vnitini strany druhého ¢lanku palpu u B. fuscatus
oproti situaci u B. scambus, kde je vnitini okraj tfetiho ¢lanku palpu situovan vice dozadu
a tento okraj nedosahuje okraje vybézku wvnitini strany druhého ¢lanku). Elliott
a Humpesch (2010) uvadéji, ze vybézek vnitini strany druhého ¢lanku palpu je delsi
a vystouplejsi u B. scambus. Dalsi variance tohoto znaku zni, Ze 3. segment labialnich
palpu je u B. scambus téméi symetricky, o 1/3 $irs$i nez delsi. Druhy segment je zaroven
o néco uzs§i nez je tomu u B. fuscatus. (Bauernfeind & Soldan, 2012). Jacob (2003) u
B. scambus udava tvar druhého ¢lanku labialniho palpu jako vice rozsiteny v ¢asti, kde se
napojuje ¢lanek tieti, také udava, ze se oba druhy lisi zbarvenim zadec¢ku, kdy B. fuscatus
ma tmavsi tergit V111 a tergity IX a X jsou svétlé. B. scambus ma mit rovnéz vétsi mnozstvi
Supinovitych vybézki na zadnim konci tergitt a vétsi velikost (Baetis fuscatus méti

V larvalnim stadiu 5-6,5 mm, Baetis scambus 6,0—7,5 mm) (Bauernfeind & Soldan, 2012).

Okridlena stadia

Subimago B. scambus ma kiidla hnédo az modroseda, kdezto u B. scambus je
jejich barva koufové Seda. Nohy jsou u obou druhti zelenosedé a cerky sedé (Bauernfeind
& Soldan, 2012).

Mezi udavané rozdily dospélcii obou druhii patii naptiklad délka téla. Ta je o néco
vétsi u B. scambus, asi 5-8 mm, B. fuscatus pouze 5,5-7,5 mm. Dal§im rozdilem je
zbarveni turbanovitych oc¢i dospélych samct, které je patrné jiz v ptredposlednich
larvalnich instarech. U Baetis fuscatus maji o¢i barvu tmavé citrénové Zlutou, barva oci
samcu Baetis scambus je spise ¢ervenooranzova (O’Reilly, 1997), nékde je také udavana
sépiove hnéda (Bauernfeind & Soldan, 2012).



2.2.3. Fenologie a biotopy B. fuscatus a B. scambus

Dle Landy a Soldana (1989) se jedna o druhy bivoltinni (vytvaii dvé generace
za rok), rovnomérné a hojnd roziifené ve viech faunistickych okresech CR, a to
v nadmoiskych vyskach az do 1500 m. n. m. Oba druhy jsou hlavné druhy vrchovin, jejichz
pramérnd vyska vyskytu je priblizné 450 m. n. m. Vyskytuji se v okoli rychle tekoucich
proudd, larvy ziji pod kameny a v trsech rostlinnych porosti. Nejvice dospélct 1éta
v ¢ervenci a srpnu, ale lze je najit od jara az do podzimu (O’Reilly, 1997).

Co se ty¢e ekologickych charakteristik, v pracich shrnujicich nalezy jepic v CR
(Landa & Soldan, 1989; Zahradkova et al., 2009) se tyto dva druhy prakticky nelisi v zadné
z charakteristik jejich vyskytu (frekvence a abundance vyskytu, Groven saprobity,

nadmoiska vyska, potravni typ, apod.).

2.2.3. Geografické rozsiieni B. fuscatus a B. scambus

Baetis fuscatus se vyskytuje prakticky v celé Evropé (pro kompletni seznam
evropskych zemi, kde byl druh nalezen viz Bauernfeind & Soldéan, 2012). neni hlasen
v Albanii a Moldavsku, coz je nejspiSe dano malo Cetnymi sbéry v téchto oblastech.. Také
je zaznamenan na ostrovech mediteranu, avSak v severni Africe jiz chybi. Na vychod od
Evropy byly publikovany nalezy z Mongolska (Landa & Soldan, 1983; Soldan et al., 2009)
vychodniho Ruska (Tshernova et al., 1986) a Japonska (Matsumura, 1931). Vyskyt
ve vychodni ¢asti aredlu je cCasto udavan nepiesné (Tshernova et al., 1986)

a pravdépodobny je i vyskyt v Ciné a Koreji (obr.1).
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Obr. 1: Rozsiteni Baetis fuscatus v Evropé a Asii. Tmavé zelené je zvyraznény
neprokazany vyskyt v Ciné a Korgji.

Baetis scambus je Evropé téméi stejné rozsifeny jako Baetis fuscatus. Neni
zaznamenan V Italii, Dansku, Estonsku, Bélorusku, Bosné, Srbsku, Albanii, Makedonii
a Recku. Neni znam z ostrovii mediteranu. Roz§ifeni je méné znamé nez u Baetis fuscatus,
ale arealy obou druhti se v Evropé az na obCasnou absenci Baetis scambus zna¢né
prekryvaji. Baetis scambus neni pfitomny v Asii, jeho areal kon¢i na uzemi Ruska, ale je
nejasné, kde je presna hranice vyskytu smérem na vychod (obr. 2). Pokud se druhy
vyskytuji spoleéné, B. scambus je vzdy nachazen Vv niz§im poc¢tu (Bauernfeind & Soldan,
2012).



Obr. 2: Rozsiteni Baetis scambus v Evropé a Asii

Pii prohliZeni databazi a map zobrazujicich odb&rova mista obou druhii v CR Ize
zjistit, Ze oba druhy jsou piiblizné stejnomérmé rozmistény po celé CR (Bojkova,
nepublikovana data, odkaz ¢. 2). Dle databaze hydrometeorologického tstavu (odkaz
¢. 2) byl Baetis scambus sbiran rovnomérné ve vSech povodich a existuje 508 zaznamd,
kdy byly jepice ur¢ovany jako B. scambus. Baetis fuscatus byl sbiran opét rovnomérné

ve vSech povodich a existuje 487 zaznami o nalezeni B. fuscatus.

2.3. Charakteristika a rozliSeni Baetis beskidensis

B. beskidensis byl popsan poprvé ve stadiu larvy, v drobnych detailech se 1isi
od zbylych druhii skupiny B. fuscatus (Sowa, 1972). Popis dospélcti byl publikovan
pozdgji (Jacob, 2003).

Larvy

Larvy dosahuji velikosti 4-5 mm, zbarvenim jsou velmi podobné druhim

B. scambus a B. fuscatus. Tykadla na nahn&dlé hlavé jsou spise &ird. Casti ustniho Ustroji



jsou témér totozné jako u B. fuscatus, avSak na vné&j$i hran¢ pravé mandibuly se
nachazi vybézek, subapikalni zoubek, ktery by mél byt hlavnim rozliSovacim znakem mezi
B. fuscatus, scambus a beskidensis, pficemz u B. beskidensis chybi (Sowa, 1972), nebo se
druhy 1i8i mirou jeho redukce (Bauernfeind & Soldan 2012). Rovnéz tieti ¢lanek palpu by
mél byt odlisné klenuty nez u dalSich zastupci skupiny fuscatus. Séty na zadnim okraji
femuru jsou krat$i nez u ostatnich dvou druhti, zabra velmi podobnd. Tergity I, IV, V, VIII,
IX a X se svétle hnédymi skvrnami v centralni oblasti. Centralni skvrna je ve formé kapky.
Na rozdil od B. fuscatus, ktery ma posledni dva zadeCkové tergity svétlé, B. beskidensis by
m¢él mit svétly pouze jeden (Bauernfeind & Soldan, 2012). Dale by mél B. beskidensis byt
nejdrobné&jSim druhem a mél by se lisit zbarvenim svalovych uponti na hlavé, které jsou

nahnédlé a ne svétlé.
Dospélci

Samci maji silngjsi klistky (organ slouzici k uchopeni samicky pti rozmnozovani)
nez oba ostatni druhy skupiny druhti Baetis fuscatus. Na bazi klistek je velky vybézek,
ktery u B. scambus a B. fuscatus chybi. Turbanovité o¢i jsou zelenozluté, thorax
a zade¢kovy ¢lanek I tmaveé hnédy, &lanky I1- VI prisvitné, s koufovym nadechem. Clanky

VIl - X jsou Zlutohnédé.

B. beskidensis je velmi vzacny, od jeho popisu (Sowa, 1972) byly publikovany jen
ojedinélé nalezy z Polska (Jazdzewska & Gorsczynski, 1991), Slovenska (Derka, 2003)
a Ukrajiny (Kovacs et al., 2008). Ve vétsiné evropskych urcovacich klica B. beskidensis
zcela chybi. Jeho popis se vyskytuje jen v praci Jacob (2003). Ukrajinské nalezy byly
determinovany na zakladé¢ Sowova (1972) popisu, jako diagnosticky znak byl pouzit

chybéjici zoubek na pravé mandibule (Hodunko, osobni sdéleni).

Zam¢til jsem se na morfologii tohoto druhu, protoze Sowou (1972) udavané znaky
byly zjistény na relativné omezeném vzorku jedinct a druh je charakterizovan v zasadé jen
velmi drobnymi odchylkami. Studium rozsahlejsiho materialu (vzorki z unikatni typové
lokality Baetis beskidensis, z lokalit okolnich, jedincti Baetis scambus a Baetis fuscatus
z CR) v ramci této prace umoziiuje zhodnotit, do jaké miry jsou diagnostické znaky

B. beskidensis spolehlivé.



2.4. Dalsi mozZné dosud nepopsané druhy skupiny B. fuscatus

V ramci prace byl studovan rovnéz material skupiny B. fuscatus z oblasti, kde je
mozné ocekavat vyskyt dosud nepopsanych druhi jepic. Jednou z takovych oblasti je
Korsika, ktera predstavuje misto s vysokym stupném endemismu, coz je dano predevsim

unikatni geologickou historii ostrova.

Korsicko-sardinsky blok se odtrhl od Evropy pted 30 miliony let (Oggiano et al.,
2009). Po vyschnuti Stiedozemniho mote (Murphy et al., 2009) a jeho opé&tovného,
rychlého naplnéni nastala kone¢na izolace Korsiky a Sardinie od pevniny
(Garcia-Castellanos et al., 2009), s jen ob¢asnym vznikem jakychsi mosta (Stock et al.,
2008), které se objevovaly béhem kolisani hladiny mote. Diky témto historickym
udélostem je Korsika 25. nejvetsi hotspot na svété. Je znama i jako misto s vysokym
vyskytem endemickych druht jepic. Z 28 na Korsice a Sardinii popsanych druhi byla
polovina popsana jako druhy endemické, pii sekvenovani vzorki z 50 lokalit Korsiky,
Sardinie, severni Afriky a jizni Evropy bylo zjisténo, ze potencialni vyskyt endemitd zde
byl zna¢né podcenovan, a dokonce doslo k objeveni 6 novych druhti (Gatoliat et al., 2015).
Je proto vhodné vzorkiim z této oblasti i nadale vénovat pozornost a vzit v potaz moznost

vyskytu novych endemickych druht.

2.5. Molekularni data druhu ze skupiny B. fuscatus

Problematika rozliovani jednotlivych druhti v ramci skupiny B. fuscatus byla doposud

studovana jen na zékladé morfologickych dat.

U 19 jedinci byl dosud sekvenovan tusek mtDNA kodujici cytochrom oxidazu,
podjednotku I (COI) neboli tzv. barcode (Ratnasingham & Hebert, 2007). Tyto sekvence
byly ziskany v ramci obecnych projektii s cilem pouze ziskat sekvence velkého poctu
druht, vétsinou bez nasledného porovnani (odkaz €. 1), nebo pro ucely obecnéjsich studii

piibuznosti jednotlivych linii v ramci rodu Baetis (Sroka, 2012).

V ramci prace probéhla analyza variability téchto dostupnych sekvenci spolu s analyzou
morfologie danych jedinct (kutikuldrnich zbytkid larev, tzv. voucherti). Byly rovnéz
osekvenovani dalsi jedinci, véetné B. beskidensis. To mi umoznilo zjistit miru odli$nosti

B. beskidensis od ostatnich druhd skupiny B. fuscatus.
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3. Material a metodika

3.1 Material

Vsechen materidl pouzity pro tuto praci je uskladnén ve sbirce Entomologického

Gistavu Biologického centra AV CR.

3.1.1. B. fuscatus a B. scambus

Pro morfologickou analyzu byly pouzity vzorky jepic Celedi Baetidae, skupiny
druhti B. fuscatus, jez byly sbirany T. Soldanem a J. Bojkovou ve vodnich tocich CR
v ramci monitoringového vyzkumu v letech 2007-2009. Pouziti jedinci byli urceni
do trovné skupiny druhti B. fuscatus s pouzitim uréovaciho kli¢e Bauernfeind a Humpesch
(2001).

Pro vytipovéni jedincli pro dalii analyzy byla pouzita databaze nalezii jepic v CR
(Bojkova, nepublikovana data). Tato databaze zahrnuje nalezy od 40. let 20. stol.
do soucasnosti. Byly z ni rovnomérné vybrany lokality, odkud byly ur€ovany oba druhy,
a byl zpracovan material z téchto lokalit. Je tedy pravdépodobné, Zze na danych lokalitach

se budou vyskytovat morfotypy obou zajmovych druhd.

Celkem bylo analyzovano 72 jedinct. Vzorky byly pted pouzitim uskladnény
v piiblizné 75% ethanolu. Material pouzity pro morfologicka srovnani jiz nebyl vhodny
pro analyzu DNA (dlouhodobé skladovani v denaturovaném lihu za pokojové teploty).
Byly v8ak analyzovany vouchery (kutikularni zbytky larev) diive sekvenovanych jedinct

z riiznych evropskych lokalit spolu s nékolika dodateéné sebranymi vzorky z CR (tab. I).

3.1.2. Baetis beskidensis

Ziskany material pochazi z typové lokality B. beskidensis (Polsko, Beskydy, feka
Hoczewka u osady Hoczew, 3. 8. 2014, leg. Hodunko). Lokalita je shodna se Sowovym
popisem (1979, str. 712): ,riviere Hoczewka a Hoczew (Beskides orientales), 340m
d'altitude®.

Celkem bylo shromazdéno 5 larev, sbiranych do 96% cCistého lihu. Larvy byly

uchovany pii -20°C a vhodné k izolaci DNA. Pro srovnani a pifipadné vylouceni ¢i
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potvrzeni vyskytu B. beskidensis byly sebrany rovnéz vzorky jepic ze skupiny B. fuscatus

na okolnich lokalitach:

- Beskydy, feka San u mésta Sanok, silnice smérem na Przemysl, u mostu, 3. 8. 2014,
leg. Hodunko (9 larev),

- oblast Malopolska, povodi teky Raba, potok Niewiakow u osady Porgba
Szpytkowska, 6. 8. 2014, leg. Hodunko (3 larvy),

- feka Tanew, osada Ulanow, 3. 8. 2014, leg. Hodunko (2 larvy).

3.1.3. Potenciilni nové druhy

Analyzoval jsem material s podezienim na vyskyt novych druhli z nasledujici

lokality:

Korsika, feka Fiume Secco, 5 km zapadné od Calvi, 47°29°S, 7°18°V, 10 m n. m., 10. 4.
2006 (5 larev).

Material bohuZel nebyl vhodny pro extrakci DNA (dlouhodobé skladovéni
v denaturovaném lihu za pokojové teploty), byly tedy analyzovény jen morfologické

znaky.

3.2. Metodika

3.2.1. Morfologicka data

3.2.1.1. Zpracovani vzorku

U jedinct pro morfologicka srovnani byly odpreparovany jednotlivé ¢asti téla larvy
a zafixovany v médiu Liquide de Faure jako trvaly mikroskopicky preparat. Pro preparaci
byla pouZzita binokularni lupa Olympus SZX7, pro nasledné pozorovani preparati

mikroskop Olympus BX41.

3.2.1.2. Analyza tvaru labialniho palpu

Pro podrobnou analyzu tvaru labialnich palpt bylo nejprve pod binokulérni lupou
provedeno odstranéni obou labialnich palpl a rozloZeni celého ustniho ustroji. Labialni
palpy byly poté pfeneseny na podlozni skli¢ko s pfipravenou kapkou vody, ptikryty krycim
sklickem a pfesunuty pod mikroskop s nainstalovanym fotoaparatem Olympus CMEDIA
C5060. Zde se vyfotografoval pravy i levy palpus. Ustni tstroji véetn& labialnich palpt se
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poté zafixovalo spolu s ostatnimi Castmi téla larvy K pozdéjsi pripadné kontrole jako

standardni trvaly preparat.

Nafotografované labialni palpy byly upravovany v programu Gimp 2.8.14 (Gimp
team et al., 2009) tak, aby vyhovovaly dalsimu analytickému zpracovani, pro které je
dilezity pouze vysledny obrys celého palpu. Vybrany tvar byl manudlné co nejpiesnéji
ohraniCen za pouziti nastroje ,,volny vybér®. Nejprve byla smazana ohraniend oblast
a vyplnéna Cernou barvou. Poté se moznosti ,,invertovat ohranicilo okoli tvaru a také
vymazalo. Takto vznikl pouze pozadovany Cerny tvar na bilém pozadi. Tento obrazek byl
preveden na cernobily pomoci vybéru ,,odstiny Sedi“. Vysledné tvary bylo nutné orientovat
vzdy na jednu stranu. Takto upravené obrazky se ulozily jako bindrni ve formatu BMP.
Obrysy téchto tvarii byly extrahovany a byla provedena elipticka Fourierova analyza.
Nasledné byla vypoétena analyza hlavnich komponent (PCA) na tvarovych deskriptorech
a variabilita téchto deskriptort byla analyzovana s pouzitim balicku Momocs v programu
R 3. 1. (R Core Development Team, 2015). Pro dal$i podrobnosti viz Bonhomme, et al.
(2014).

3.2.1.3. Analyza ostatnich morfologickych znakii

Pti analyze morfologie jsem se zaméfil na struktury pouzivané jako diagnostické
znaky pro definici jednotlivych druhti v ramci rodu Baetis (Bauernfeind & Soldan 2012),

a to predevsim na:

- poCet sét na dorzalnim povrchu labra, celkovy tvar labra,

- pomér délky a Sifky labra,

- tvar incisivni ¢asti mandibul,

- tvar labidlnich palpi,

- délku a tvar sét podél zadniho okraje femuru (obr. 3, obr. 4),
- tvar vybézkl na zadniho okraji zadeckovych tergita.

Pro morfologické porovnavani Baetis beskidensis a ostatnich jedinct skupiny
druht Baetis fuscatus byly mandibuly vzorki pfipraveny pro pozorovani pod skenovacim
elektronovym mikroskopem. Vzorky byly pfeneseny do acetonu, vysuSeny, potaZeny
zlatem pomoci piistroje Polaron PS 100 a nasledné pozorovany pod mikroskopem Jeol

JSM 7401F pfi napéti 4 kV.
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Obr. 3. Délka sét.
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Obr. 4: Tvar sét jedince skupiny fuscatus (A) a jedince z Korsiky (B).



Obr. 5: Tvar labra jedince skupiny fuscatus (A) a jedince z Korsiky (B).

3.2.2. Molekularni data

3.2.2.1. Extrakce, amplifikace a sekvenovani DNA

Veskery materidl pouzity pro analyzu DNA byl fixovan a uchovavan v 96%
etanolu. Celkem byly analyzovany sekvence 32 jedinct. Pro analyzy byly pouzity
sekvence jedinct ziskané v ramci projektu FREDIE - Freshwater Diversity Identification
for Europe (odkaz ¢. 1) a z diive publikovanych praci (tab. l). Dodate¢né bylo

osekvenovano i nékolik nové sbiranych jedinct, véetné B. beskidensis.

Vouchery (kutikuly larev) vsech analyzovanych jedinct jsou uchovany ve sbirce

Entomologického tstavu Biologického centra AV CR.

U nové sekvenovanych jedincii byla DNA extrahovéna z celé larvy pomoci kitu
DNeasy® 96 Tissue Kit (Qiagen) podle instrukci vyrobce. Pomoci PCR byl amplifikovan
fragment mtDNA kodujici cytochrom oxidazu, podjednotku I (COI).

PCR amplifikace byla provedena pouzitim systému Unis Taq (TopBio s.r.0., Praha,
CR) a univerzalnich primert pro ,,DNA Barcoding”, LCO1490 (5°-GGT CAA CAA ATC
ATAAAGATATTG G-3’)aHCO2198 (5-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT
CA-3°) (Folmer et al., 1994), které amplifikuji cca 650 bp 5” konce mitochondrialniho
genu pro cytochromoxidazu I. Reakce o objemu 12,5 ul obsahovala: 7,625 ul ddH-0, 1l
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templatové DNA (nekvantifikované), 1,25 ul 10 x reakéniho pufru, 1 pul smési ANTP (2,5
mM kazdého), 0,75 ul kazdého primeru, a 0,125 ul UNIS Taq polymerazy. Amplifikace
byla provedena v termocykléru XP Cycler (BioerTechnology, Ltd., Japan) v nasledujicim
teplotnim profilu: poc¢atecni denaturace 94 °C 1 min, nasledovalo 35 cykli denaturace 94
°C/30 s, nasedani primer (,,annealing) 47 °C/30 s, elongace 72° C/50 s, a pak zavére¢na
elongace 72 °C/2 min 30 s. PCR produkty byly zkontrolovany na elektroforéze
a enzymaticky pfecistény (pomoci smési Exol a FastAP, Fermentas) a poté sekvenovany

firmou SeqMe s. r. o. (Dobiis, CR).

DNA sekvence byly alignovany a editovany s pouzitim programit MEGA 5 (Tamura
etal., 2011) a BioEdit (Hall, 1999).

3.2.2.2. Analyza sekvenci

Genetickd variabilita mezi jednotlivymi jedinci ve studovaném vzorku byla
uréovana pomoci tzv. Kimurovy dvouparametrové vzdalenosti, K2p (Kimura, 1980),
Siroce pouzivané v analyzach COI oblasti u jepic (Hebert et al., 2003; Ball et al., 2005;
Webb, Sun, McCafferty & Ferris, 2007; Gattolliat et al., 2015). Analyzy probihaly
v programu MEGA 5 (Tamura et al., 2011).

Matice parovych K2p vzdalenosti byla upravena pro program GenAlEx 6.5
(Peakal & Smouse, 2006), v némz byla zpracovana analyzou hlavnich komponent
(principal component analysis, PCoA). Tato metoda umozniuje nahradit velky soubor
zékladnich méfenych proménnych (které mohou byt vzajemné korelovany) menSim
mnozstvim nekorelovanych proménnych, které¢ vznikly bud’ linearni kombinaci, nebo
vazenym primérem méfenych proménnych hodnot (Leps, 1996). Na vysledném grafu lze
podle vytvotenych ¢i nevytvorenych shlukti posoudit genetickou blizkost analyzovanych

jedinct.

Byly rovnéz vytvofeny kladogramy analyzovanych sekvenci pomoci metod
Neighbor Joining (model K2p), Maximum Parsimony a Maximum Likelihood (model
HKY, selektovan na zakladé AIC kritéria). Hodnoty bootstrapu byly vypocitany pti 1000

replikacich. Jako outgroup pro zakoifenéni stromd byl pouzit Baetis rhodani.

16



4, Vysledky
4.1. Rozliseni B. fuscatus a B scambus

4.1.1. Analyza tvaru labialniho palpu

Byl analyzovan dataset 72 jedinct skupiny fuscatus z CR. Z vysledkt PCA analyzy tvaru
vyplyva, ze prvni osa nejvéEtsi variability nese informaci o zakiiveni v apikalni ¢asti (obr.
6, PC 1), druha pak celkové zakiiveni palpu (obr. 6, PC 2), tfeti urcitou banatost (obr. 6,
PC 3), étvrta klenutost (obr. 6, PC 4) a pata hloubku zafezu na vnitinim okraji palpu,
mezi druhym a tietim ¢lankem (obr. 6, PC 5).

Mean +2s.d.

e
N
e
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- OO

Obr. 6: Variabilita tvaru labialniho palpu B. fuscatus a B. scambus podle jednotlivych os
variability. Kazdy fadek ptfedstavuje jednu osu. Sloupce -2s.d., Mean a 2.s.d. piedstavuji
rozsah variability na dané ose. Levy sloupec je tvoien prekrytim vSech tii tvard. Variabilita
v zakfiveni apikalni ¢asti palpu (PC 1), celkové zaktiveni palpu (PC 2), urcité banatosti
(PC 3), klenutosti palpu (PC 4) a hloubce mezery pod vybézkem 2. ¢lanku labialniho palpu
(PC5.)

Z rozlozeni jedinct na jednotlivych osach variability vyplyva, Ze na vSech osach

existuje mezi jedinci plynuly piechod (obr. 7, obr. 8, obr. 9).
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Obr. 7: Variabilita tvaru labialniho palpu B. fuscatus a B. scambus. Porovnani 1. osy
nesouci variabilitu o zakfiveni v apikalni ¢asti a 5. osy nesouci variabilitu v hloubce

zatrezu.
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Obr. 8: Variabilita tvaru labialniho palpu B. fuscatus a B. scambus. Porovnani 2. osy

nesouci variabilitu v celkovém zakiiveni palpu a 5. osy nesouci variabilitu v hloubce
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Obr. 9: Variabilita tvaru labialniho palpu B. fuscatus a B. scambus. Porovnani 3. osy

zatrezu.

nesouci variabilitu v urcité banatosti a 5. osy nesouci variabilitu v hloubce zafezu.
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Z analyzy vyplyva, Ze jedinci s riznym tvarem palpti se neodd¢lili do dvou ¢i vice
vyznamnéjSich skupin, ale utvoftili vzdy jen jeden plynuly shluk, a to plati pro vSechny
jedince na riznych oséach variability. Po pouziti néstroje pro umelé seskupeni jedinct opét

vysel jako nejpravdépodobnéjsi vysledek jeden shluk jedinci (obr. 10)
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Obr. 10: Nejpravdépodobnéjsi model seskupeni jedinci do shluki na vSech osach

variability.

4.1.2. Ostatni morfologické znaky

Ze vSech jedincii, u kterych byly analyzovény labidlni palpy, byly rovnéz
studovany trvalé preparaty zbyvajicich ¢asti téla. VSechny preparaty byly podrobné
prohlédnuty pod mikroskopem a porovnany s dosavadnimi popisy B. fuscatus
a B. scambus. Podrobné sledovany byly séty na femuru, jejich délka a tvar, tvar labra,
vybézky na koncich tergitl, tvar Zaber, ostatni Céasti Ustniho uUstroji. Barva jedincii
porovnadvana nebyla. Na zéklad¢ Zzadného znaku nebylo mozZné rozdé¢lit studované jedince

do vice morfologicky definovanych skupin.
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4.2. Validita druhu B. beskidensis

4.2.1. Morfologicka data

Jedinci skupiny B. fuscatus, nalezeni na typové lokalité B. beskidensis vykazovali
shodu s morfologickym popisem B. beskidensis publikovanym Sowou (1972). U vSech
larev chybél subapikalni zoubek na pravé mandibule (obr. 11). Dalsi morfologické znaky,
odlisujici tyto jedince od ostatniho studovaného materialu skupiny fuscatus nebyly
nalezeny.

LEI 4.0kY X1600 WD 15.1mm 10um

Obr. 11: Mandibula Baetis beskidensis, ¢erveny obrys ukazuje polohu subapikalniho

zoubku u Baetis fuscatus/scambus.
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LEI 4.0kY X1,300 WD 15.1mm 10um

Obr. 12: Mandibula Baetis fuscatus se subapikalnim zoubkem.

Tvar labialniho palpu byl analyzovan spolu s datasetem jedinct skupiny fuscatus z
CR. Na prakticky vSech osach variability tvofili jedinci B. beskidensis shluk na okraji
variability hlavniho shluku, avSak nenalézali se vyrazné¢ mimo shluk hlavni, tvofeny

jedinci skupiny fuscatus z CR (obr. 13)
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Obr. 13: Variabilita tvaru labialniho palpu B. fuscatus, B. scambus a B. beskidensis.

Porovnani 1. a 2. osy variability.

4.2.2 Molekularni data

Analyzoval jsem tsek 657 bazi COI. Parsimonn¢ informativnich pozic bylo 195.
U vSech pouzitych metodickych pfistupi doslo k rozdéleni na tfi shluky. Jeden shluk
vytvofily vzorky z Gruzie, Francie, Bulharska, Makedonie a Ceské republiky, druhy
vytvofily vzorky ze Svycarska, Lotysska, Ruska, Makedonie, B. beskidensis z Polska
(ktery nevytvofil shluk vlastni) a tfeti shluk vytvofily vzorky z Gruzie a Turecka. Tyto
shluky byly konzistentni ve vysledcich PCoA analyzy parovych K2p vzdalenosti (obr. 15)
i ve vysledcich vSech pouzitych fylogenetickych metod (obr. 14, obr. 17, obr. 18), kde byly
podpofeny vysokymi hodnotami bootstrapu.
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H_22, Ceski republika
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o A1 Ceska republika
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Obr. 14: Fylogeneticky strom skupiny druhti Baetis fuscatus z riznych zemi Evropy

vytvofeny metodou ML. Hodnoty bootstrapu jsou uvedeny u jednotlivych vétvi. Cervend

je zvyraznény Baetis beskidensis.
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COORD. 2

PRINCIPAL COORDINATES (PCOA)
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Obr. 15: Vysledky PCOA analyzy parovych K2p vzdalenosti. GE- Gruzie, Bal- Balkansky
polostrov, FR- Francie, TR- Turecko, Ch- Svycarsko, EE- Litva a Rusko, PL- Polsko
(Baetis beskidensis), CZ- Ceska republika.

COI sekvence B. beskidensis nebyly prokazatelné odlisné od zbylych sekvenci
B. fuscatus/scambus. S jednou ze skupin byly sekvence téméf identické (obr. 14, obr. 17,
obr. 18). Ve fylogenezi rozpoznané skupiny se kryji se skupinami rozpoznanymi metodou

PCoA analyzy.

K2P vzdalenost mezi jedinci B. beskidensis a B. fuscatus/scambus se pohybovaly mezi
0,05- 0,246 (tab. I1I).

4.3. Potencialni nové druhy

V zadném ze sledovanych kvalitativnich znaka nebyly nalezeny jasné odliSnosti
vymezujici pfipadny novy druh od zbylych druhti skupiny B. fuscatus. Hodnoty
kvantitativnich znakd u korsickych populaci nebyly odliSné od srovnavacich vzorkl

B. fuscatus/scambus. Testoval jsem pomér délky a Siiky labra a pomér délky sét na zadnim
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okraji femuru a Sitky femuru (tab. Il). Zjisténé hodnoty se vyrazné neliSily mezi

korsickymi vzorky a vzorky B. fuscatus/scambus (tab. I1).

Analyza tvaru labidlniho palpu ukazala korsické jedince jako pomérné odlisné
od jedinct B. fuscatus/scambus z CR, pfi¢emz jejich palpus je uzsi a vybéZek vnitini strany

druhého ¢lanku palpu je malo vyrazny (obr. 16)

=0.02

o6

50
-@@@ SIS

pca_efou_gill

Obr. 16: Variabilita tvaru labialniho palpu B. fuscatus, B. scambus a vzorkt z Korsiky.

Porovnani 1. a 2. osy variability.

5. Diskuse

5.1. Rozliseni B. fuscatus a B. scambus

Béhem své prace jsem se zaméfil na porovnani tvaru labidlniho palpu.
Neanalyzoval jsem variabilitu zbarveni, jelikoZ jsem nemél k dispozici dostatecné
reprezentativni vzorek Cerstvého materidlu a béhem uchovavani larev v etanolu dochazi
ve zbarveni rychle k vyraznym zménadm. Zbarveni je u larev jepic obecné velmi variabilni
(Rozkosny, 1980) a tvar labialniho palpu proto tedy predstavoval nejexaktnéjsi znak, ktery
bylo mozno porovnavat. Piesto by bylo zajimavé v budoucnosti u obou druhti vypracovat

1 analyzu na zdklad¢ odlisného zbarveni obou druhi.
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Oproti existenci dvou odliSitelnych forem (charakteristickych pro B. fuscatus
a B. scambus), jak je prezentovana v fadé kli¢t (Bauernfeind & Soldan, 2012; Bauernfeind
& Humpesh, 2001; Rozkosny, 1980 atd.), jsem zaznamenal pomérné zna¢nou variabilitu
v tomto znaku. Je znamo, ze nékteré ¢asti tistniho ustroji larev jepic se mohou béhem Zivota
obrusovat a vyrazn¢ ménit tvar (Arens, 1990). Tyké se to nicméng¢ jen téch casti, které se
pfimo podileji na ziskdvani a mechanickém zpracovani potravy (typicky seskrabavani
narostli fas, drceni potravy). Na téchto Cinnostech se labialni palpy u celedi Baetidae
nepodileji (Brown, 1961). Rovnéz pifi podrobném studiu labidlnich palpl jsem

nepozoroval vyrazné opotiebeni. Zmény tvaru nasledkem opotiebeni lze tedy vyloucit.

Vysledky analyzy tvaru labidlniho palpu neukazuji na existenci dvou odliSitelnych
forem ve studovaném vzorku jedinci. Ani na zaklad¢é zadného z dalSich porovnavanych

morfologickych znakti neni mozné odlisit B. fuscatus od B. scambus.

Pro interpretaci vysledki probéhlé analyzy (vySel pouze jeden celkovy shluk)

I1ze formulovat nékolik alternativcih vysvétleni:
- Oba druhy existuji, ale labidlni palpus je ptili§ variabilni pro spolehlivé rozliSeni.

Bude nutné revidovat ur¢ovaci klice v tom smyslu, Ze nelze spoléhat na tvar labidlniho

palpu pfi ur¢ovani B. fuscatus a B. scambus.

- Druhy jsou synonymni, pti podrobné analyze ostatnich znaki (véetné imag) rovnéz

nebudou zjistény jasné odlisitelné formy.
Prohlasit B. scambus za mladsi synonymum B. fuscatus.
-V nasich vzorcich byl zastoupen jen jeden ze studovanych druhi.

Tato moznost neni pfili§ pravdépodobna. Byl studovan materidl z Sirokého spektra
lokalit, odkud byly v minulosti determinovany opakované oba druhy. Navic zji§téna
variabilita tvaru labialniho palpu je natolik Siroka, Ze je tézké predstavit Si labialni palpus

druhého druhu mimo zaznamenanou variabilitu.

Pro definitivni vymezeni druhti v ramci skupiny B. fuscatus bude nutné v budoucnu
komplexnéji analyzovat morfologické a molekuldrni znaky nejen larev, ale 1 imag

na Cerstvém materidlu, umoZiujicim analyzu zbarveni i izolaci DNA.
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5.2. Validita druhu Baetis beskidensis

Tento druh je obecné malo znamy, nalézan jen sporadicky, pficemz jeho
determinace se opira o ptuvodni popis Sowy (1972). Vzhledem k tomu, Ze typovy material
B. beskidensis je pravdépodobné ztracen (Bauernfeind & Soldan, 2012; Klonowska-
Olejnik, osobni sd€leni), pro Géely porovnani B. beskidensis s ostatnimi druhy skupiny
B. fuscatus jsem ziskal tzv. topotypy, jedince sbirané na typové lokalité, odkud byl druh

popsan.

Pochopitelné neexistuje zaruka, Ze populace na typové lokalité piezila vice nez 30
let beze zmény. Nicméné populace jepic jsou poméerné uzce vazany na svilj habitat, nové
druhy se do biocenéz tekoucich vod nedokazi vélenit a misto pro ptichod novych druht
vodniho toku, je pravdépodobnost pteziti takové populace pomérné znacnéd. Nas material
tedy za predpokladu morfologické shody s popisem Sowy (1972) mizeme pokladat za

reprezentativni pro druh B. beskidensis.

Sowa (1972) uvadi né€kolik diagnostickych znaku, odliSujicich B. beskidensis
od zbylych druhti skupiny fuscatus. Barevné bohuzel nase vzorky jiz nebylo mozné
analyzovat, proto jsem se zaméfil pouze na morfologické struktury. Ze Sowova popisu se
jevi jako nejspolehlivéjsi ptfitomnost subapikalniho zoubku na vnéjSim okraji praveé
mandibuly (obr. 11, obr. 12), pfi¢emz B. fuscatus jej ma mit vyvinuty, zatimco

u B. beskidensis tento zoubek zcela chybi.

Ohledné tohoto znaku je v dalsi literatufe mirny zmatek, napf. Bauernfeind
a Soldan (2012) uvadi zminény zoubek rovnéz jako klicovy znak, ale podle téchto autort
se ma vyskytovat i u B. fuscatus, pficemz je u tohoto druhu mén¢ vyrazny (Bauernfeind
& Soldan, 2012, str. 116). Pravdépodobné se jedna jen o omyl, jelikoz Bauernfeind
a Soldan (2012) vychazeli z prace Sowy (1972), bez studia dal$iho materialu.

Vsechny mnou pozorované vzorky z typové lokality Baetis beskidensis skute¢né
nem¢ély subapikalni zoubek na hrané€ pravé mandibuly, zatimco vSechny studované vzorky
Baetis fuscatus/scambus v ramci této prace jej mély. Tyto vysledky tedy nevyvraceji

zaveéry Sowy (1972) ohledné¢ diagnostické hodnoty tohoto znaku.

Subapikalni zoubek predstavuje pomérné nepatrny znak, avSak na mikroskopickém

preparatu jej nelze prehlédnout. Ve vyjimecnych piipadech jsem zaznamenal jeho
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odloment, které vSak vzdy zanecha viditelné stopy. U incisivni ¢asti mandibuly dochazi

casem k jejimu obrusovani, zoubek je vSak situovan pod trovni maximéalniho obrouseni.

Sowa (1972) rovnéz popisuje odlisnou klenutost tietiho ¢lanku labialniho palpu,
nez u dalSich zastupct skupiny druhti Baetis. fuscatus. (Sowa, 1972). To bylo ovéfeno
analyzou tvaru, kdy se vzorky Baetis beskidensis vyclenily na okraji celkového shluku
jedincu Baetis fuscatus/scambus, avsak stale byly pouze na okraji celkového shluku, ne
mimo n¢&j (obr. 13). Sowou (1972) uvadéna odlisnost v délce sét na zadnim okraji femuru

nebyla potvrzena.

5.2.1. Porovnani analyzy morfologie s vysledky DNA

Analyza DNA oproti o¢ekavani neukazala, ze by jedinci B. beskidensis tvofili
separatni skupinu sesterskou K ostatnim sekvenovanym jedincim B. fuscatus/scambus.
Sekvence B. beskidensis vykazovaly vysoky stupeit podobnosti se sekvencemi jedinct

B. fuscatus/scambus ze Svycarska a vychodni Evropy.

Tito jedinci se nedaji morfologicky piifadit k druhu B. beskidensis, protoze nevykazuji
zadny z diagnostickych znakd popsanych Sowou (1972), predev$im maji zfetelny

subapikalni zoubek na pravé mandibule.

Vznika tak rozpor mezi morfologickymi daty topotypického materidlu (které
nevyvraceji B. beskidensis jako platny druh) a COI daty, které tento zavér nepotvrzuji.

K vyteSeni tohoto rozporu mohou piispét dalsi analyzy rozsahlejSich dat.

5.3. Potencialni nové druhy

Dosud popsané tii druhy skupiny B. fuscatus jsou morfologicky pomérné
uniformni. Vzhledem k tomu, Ze jsou velmi ¢asto a dlouhodob¢ sbirany a urovany, nelze
predpokladat vyskyt jasné€ odliSitelnych novych druht této skupiny v ¢astech Evropy, kde

se pruzkumy makrozoobentosu dlouhodobé a intenzivné provadi.

I v ramci Evropy vS8ak existuji oblasti, kde se jepicemi rodu Baetis zatim nikdo
podrobné nezabyval a je zde potencial pro vyskyt dosud nepopsanych druhti. V ramci své
prace jsem studoval material skupiny B. fuscatus z Korsiky, jehoz sbératelé jej poskytli k

posouzeni praveé na zakladé€ podezieni z ptislusnosti k dosud nepopsanym druhiim.
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Jednalo o pomérné redlnou moznost, jelikoz 50 % tamni druhové diverzity jepic je
endemickych pro tento ostrov (Gattolliat et al., 2015). U né€kolika druhovych skupin rodu
Baetis, poukazuji nedavno publikované vysledky DNA barcodingu na existenci n¢kolika
kryptickych druht, pravdépodobné ostrovnich endemiti a slozitou historii jejich speciace

(Gattolliat et al., 2015).

Studiem morfologie materialu z Korsiky se nepodafilo najit vyrazné morfologické
odli$nosti od srovnavaciho materialu B. fuscatus/scambus. M¢l jsem vSak k dispozici
pomérné malé mnozstvi vzorkl (pouze 2 jedinci z Korsiky byli pouzitelni pro méteni labra

a sét na femuru).

Analyza tvaru labiadlniho palpu (porovnani jedinci z Korsiky s jedinci
B. fuscatus/scambus) poukazuje na pomérné odlisny tvar palpu u korsickych jedinci
(obr. 16). Nepodafilo se ale najit zadné podpturné morfologické znaky, na jejichz zakladé

by bylo moZzno popsat novy druh.

6. Zaveér

Pro uréovani Baetis fuscatus a Baetis scambus jsem tvar labidlniho palpu
vyhodnotil jako nespolehlivy diagnosticky znak. Potvrdil jsem morfologickou
charakteristiku druhu B. beskidensis, druh je v§ak zpochybnén vysledky analyzy DNA, kde
se jednoznac¢né neoddélil od druhti urCovanych jako Baetis scambus, Baetis fuscatus.
Ve vzorcich z Korsiky jsem neobjevil Zadny potencionalni novy druh. V préci testovana

metodika analyzy tvaru mize mit znaény potencial pro budouci vyuziti v taxonomii jepic.
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8. Piilohy

Tab. I: Pfehled vzorki pouzivanych pro DNA analyzu

Druh Kéd jedince Zem¢ puvodu Zdroj sekvence
B. fuscatus / scambus FR_1 Francie FREDIE
B. fuscatus / scambus FR 2 Francie FREDIE
B. fuscatus / scambus GE 1 Gruzie GenBank
¢. JN164321
B. fuscatus / scambus GE_2 Gruzie GenBank
¢. JN164322
B. fuscatus / scambus GE_3 Gruzie GenBank
C.IN164324
B. fuscatus / scambus GE 4 Gruzie GenBank
C.JIN164323
B. fuscatus / scambus GE 5 Gruzie GenBank
C. IN164326
B. fuscatus / scambus GE_6 Gruzie GenBank
C.JIN164325
B. fuscatus / scambus GE_7 Gruzie FREDIE
B. fuscatus / scambus H_15 Ceska republika | vlastni sbér
B. fuscatus / scambus H 17 Ceska republika | vlastni sbér
B. fuscatus / scambus H 18 Ceska republika | vlastni sbér
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. fuscatus / scambus H_ 19 Ceska republika | vlastni sbér

. fuscatus / scambus H 20 Ceska republika | vlastni sbér

. fuscatus / scambus H 21 Ceska republika | vlastni sbér

. fuscatus / scambus H_22 Ceska republika | vlastni sbér

. fuscatus / scambus H 24 Ceska republika | Vlastni sbér

. fuscatus / scambus BG 1 Bulharsko GenBank
C. IN164327

. fuscatus / scambus MK 1 Makedonie FREDIE

. fuscatus / scambus MK 2 Makedonie FREDIE

. fuscatus / scambus MK 3 Makedonie FREDIE

. fuscatus / scambus CH_ 1 Svycarsko FREDIE

. fuscatus / scambus CH 2 Svycarsko FREDIE

. fuscatus / scambus CH 3 Svycarsko FREDIE

. fuscatus / scambus LV_1 Lotyssko FREDIE

. fuscatus / scambus RU 1 Rusko FREDIE

. fuscatus / scambus TR 1 Turecko FREDIE

. beskidensis H 1 Polsko Vlastni sbér

. beskidensis H 2 Polsko Vlastni sbér

. beskidensis H 3 Polsko Vlastni sbér

. beskidensis H_ 4 Polsko Vlastni sbér

. beskidensis H5 Polsko Vlastni sbér
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Obr. 17: Fylogeneticky strom skupiny druhti Baetis fuscatus z riznych zemi Evropy

vytvofeny metodou Maximum parsimony. Hodnoty bootstrapu jsou uvedeny u

jednotlivych vétvi.
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l GE_7
99! TR 1

Rhodani

Obr. 18: Fylogeneticky strom skupiny druh@ Baetis fuscatus z riznych zemi Evropy
vytvofeny metodou neighbourhood joining. Hodnoty bootstrapu jsou uvedeny u

jednotlivych vétvi. Lokality sbéru jsou popsany v tabulce (tab. I).
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Tab. Il: Morfometricka data jedinct skupiny fuscatus.

vzorek pavod Pomér délky a | Pomér sitky femuru
Sitky labra a délky chlupu

1. Ceska X 3,200
republika

2. Ceské 1,279 3,809
republika

3. Ceska 1,424 3,052
republika

4. Ceska 1,397 4,300
republika

5. Ceska 1,438 4,500
republika

6. Bulharsko 1,784 4,842

7. Ceska 1,627 4,895
Republika

8. Turecko X 4,420

9. Ceska 1,617 5,059
republika

10. Bulharsko X 5,444

11. Cesko 1,924 3,250

12. Korsika 1,417 4,325

13. Korsika 1,621 4,634
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tupce z Celedi Baetidae

¢é zas

r

kenovan

istance pro os

K2P d

Tab. III

GE_1GE_2 GE_3 GE_5GE_4 GE_6BG_1FR 1 FR 2 GE_7MK_IMK 2MK 3TR .1 CH 1CH 2CH 3LV 1RUIH1 H2 H3 H4 H5 H15H17 H18 H 19 H 20 H 21 H 22 H_24 rhodani
0

0000 0

0,000 0,000 0

0,037 0,037 0,034 0,000

0,037 0,037 0,034 0,000 0,000

0,034 0,034 0,032 0,007 0,007 0,000

0,097 0,097 0,095 0,092 0,092 0,089 0,000

0,092 0,092 0,089 0,081 0,081 0,084 0,081 0,000

0,089 0,089 0,086 0,075 0,075 0,078 0,092 0,024 0,000

0,236 0,236 0,233 0,256 0,256 0,253 0,256 0,236 0,233 0,000

0,241 0,241 0,239 0,238 0,238 0,242 0,222 0,255 0,262 0,253 0,000

0,238 0,238 0,235 0,235 0,235 0,238 0,218 0,252 0,259 0,250 0,002 0,000

0,103 0,103 0,100 0,098 0,098 0,095 0,014 0,081 0,092 0,253 0,232 0,228 0,000

0,236 0,236 0,233 0,256 0,256 0,253 0,256 0,236 0,233 0,000 0,253 0,250 0,253 0,000

0,228 0,228 0,225 0,231 0,231 0,228 0,218 0,238 0,245 0,243 0,047 0,045 0,235 0,243 0,000

0,228 0,228 0,225 0,231 0,231 0,228 0,218 0,238 0,245 0,243 0,047 0,045 0,235 0,243 0,000 0,000

0,228 0,228 0,225 0,231 0,231 0,228 0,218 0,238 0,245 0,243 0,047 0,045 0,235 0,243 0,000 0,000 0,000

0,228 0,228 0,225 0,231 0,231 0,228 0,218 0,238 0,245 0,243 0,047 0,045 0,235 0,243 0,000 0,000 0,000 0,000

0,228 0,228 0,225 0,231 0,231 0,228 0,218 0,238 0,245 0,243 0,047 0,045 0,235 0,243 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

0,222 0,222 0,219 0,229 0,229 0,225 0,216 0,235 0,242 0,234 0,045 0,043 0,233 0,234 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,000

0,231 0,231 0,228 0,238 0,238 0,235 0,222 0,238 0,245 0,243 0,055 0,052 0,238 0,243 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0,012 0,000

0,241 0,241 0,239 0,242 0,242 0,238 0,228 0,245 0,252 0,246 0,058 0,055 0,245 0,246 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014 0,020 0,012 0,000

0,239 0,239 0,236 0,239 0,239 0,235 0,226 0,242 0,249 0,244 0,055 0,053 0,243 0,244 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,017 0,010 0,000 0,000

0,241 0,241 0,239 0,242 0,242 0,238 0,228 0,245 0,252 0,246 0,058 0,055 0,245 0,246 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014 0,020 0,012 0,000 0,000 0,000

0,094 0,094 0,092 0,078 0,078 0,081 0,084 0,002 0,022 0,236 0,259 0,255 0,084 0,236 0,241 0,241 0,241 0,241 0,241 0,239 0,241 0,248 0,245 0,248 0,000

0,078 0,078 0,076 0,076 0,076 0,073 0,081 0,044 0,050 0,243 0,259 0,255 0,081 0,243 0,227 0,227 0,227 0,227 0,227 0,225 0,227 0,227 0,225 0,227 0,042 0,000

0,079 0,079 0,076 0,073 0,073 0,071 0,082 0,040 0,047 0,238 0,276 0,272 0,082 0,238 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,248 0,250 0,250 0,247 0,250 0,037 0,017 0,000

0,094 0,094 0,092 0,078 0,078 0,081 0,084 0,002 0,022 0,236 0,259 0,255 0,084 0,236 0,241 0,241 0,241 0,241 0,241 0,239 0,241 0,248 0,245 0,248 0,000 0,042 0,037 0,000

0,078 0,078 0,076 0,076 0,076 0,073 0,081 0,044 0,050 0,243 0,259 0,255 0,081 0,243 0,227 0,227 0,227 0,227 0,227 0,225 0,227 0,227 0,225 0,227 0,042 0,000 0,017 0,042 0,000

0,078 0,078 0,076 0,076 0,076 0,073 0,081 0,044 0,050 0,243 0,259 0,255 0,081 0,243 0,227 0,227 0,227 0,227 0,227 0,225 0,227 0,227 0,225 0,227 0,042 0,000 0,017 0,042 0,000 0,000

0,094 0,094 0,092 0,078 0,078 0,081 0,084 0,002 0,022 0,236 0,259 0,255 0,084 0,236 0,241 0,241 0,241 0,241 0,241 0,239 0,241 0,248 0,245 0,248 0,000 0,042 0,037 0,000 0,042 0,042 0,000

0,078 0,078 0,076 0,076 0,076 0,073 0,081 0,044 0,050 0,243 0,259 0,255 0,081 0,243 0,227 0,227 0,227 0,227 0,227 0,225 0,227 0,227 0,225 0,227 0,042 0,000 0,017 0,042 0,000 0,000 0,042 0,000

0,271 0,271 0,271 0,275 0,275 0,271 0,268 0,279 0,286 0,193 0,283 0,280 0,286 0,193 0,262 0,262 0,262 0,262 0,262 0,259 0,258 0,265 0,263 0,265 0,279 0,264 0,263 0,279 0,264 0,264 0,279 0,264 0,000 rhodani

GE_1
GE_2
GE_3
GE 5
GE 4
GE_6
BG_1
FR 1
FR 2
GE_7
MK_1
MK_2
MK _3
TR 1
CH 1
CH 2
CH 3
LV 1
RU 1
H 1

H 2

H3

H4

H5

H 15
H 17
H 18
H 19
H 20
H 21
H 22
H 24
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