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Abstrakt

Tato prace se zabyva diverzitou fotobionti liSejnikGi a jejich vztahem k mykobiontim a
podminkam prostredi. Za cil si klade zmapovat diverzitu fotobiontt liSejnikd rodu Stereocaulon,
ktera byla do této chvile v porovnani s pribuznymi liSejniky Cladonia a Lepraria studovana jen

velmi malo.

Zkoumano bylo celkem 92 polozek nalezicich kdvanacti druhim rodu Stereocaulon
pochazejicich ze Ctyi* kontinentd, z nadmorskych vysek od 50 do 2 900 m n. m. a z celé rady
piirodnich i umélych substrati. Fylogenetické analyzy byly provadény na zakladé sekvenci ITS

rDNA, genu pro aktin typu I, 18S rDNA a rbcl.

Ve stélkach lisejnikti rodu Stereocaulon byli nalezeni fotobionti naleZici ke dvéma neptibuznym
rodim v ramci tfidy Trebouxiophyceae: Asterochloris a Chloroidium. Zatimco Asterochloris je
jednim z nejcastéjSich fotobionti liSejnikt, Chloroidium bylo dosud jako fotobiont zaznamenano

pomérné vzacné. UrCujicim faktorem pro jeho vyskyt se zda byt obsah tézkych kovii v substratu.

Na ostrové La Palma (Kanarské ostrovy) byla objevena nova linie sesterska k rodu Asterochloris,

naopak se zde nevyskytovala zadna z hojnych a celosvétove rozsirenych linii tohoto rodu.

Ze zbyvajicich dvaceti linii rodu Asterochloris, byli fotobionti liSejniki rodu Stereocaulon
zaznamendni ve dvandcti, ale prevazné patftili k druhu A. irregularis. Rovnéz vyskyt nékterych
linii rodu Asterochloris byl urcen prirodnimi podminkami, jako je nadmoiska vyska ¢i urcity typ

substratu.

Nékolik ze zkoumanych stélek obsahovalo vice genotypl fotobiontii. VétSinou se jednalo
o zastupce dvou druhd rodu Chloroidium, v jednom piipadé dokonce o fotobionty obou rodd.
Tato zjisténi ukazuji na necekané nizkou miru specifity ale pomérné silnou selektivitu vici

fotobiontim.

Kli¢ova slova: liSejnik, Stereocaulon, fotobiont, diverzita, Asterochloris, Chloroidium,

Trebouxiophyceae, ITS, La Palma



Abstract

This thesis is focused on the diversity of lichen photobionts and its relation to the mycobionts
and environmental factors. The key objective is to map the diversity of lichen photobionts
of the genus Stereocaulon, which has been insufficiently examined in comparison with related

lichens Cladonia and Lepraria.

In total, 92 samples belonging to 12 species of genus Stereocaulon were examined, being found
in four continents, at the altitude of 50 to 2 900 metres a. s. 1, and variety of natural and artificial
substrata. Phylogenetic analyses were inferred on the basis of ITS rDNA, actin type I, 18S rDNA

and rbcL sequences.

Photobionts belonging to two unrelated genera within Trebouxiophyceae, Asterochloris and
Chloroidium, were found in thalli of Stereocaulon lichens. While Asterochloris represents one
of the most frequent photobionts of various lichens, Chloroidium has been until now recorded
as a lichen photobiont very rarely. The content of heavy metals in substratum can be considered

as a determinative factor for its occurrence.

A new lineage affiliated to genus Asterochloris was discovered on the island La Palma
(the Canary Islands). Interestingly, none of common, widespread Asterochloris lineages has been
found in this locality. The lichen photobionts of the genus Stereocaulon were discovered
in 12 of remaining 20 lineages of the genus Asterochloris, but they belonged predominantly
to the species A. irregularis. The occurrence of some Asterochloris lineages was probably

determined by environmental factors as the altitude or a type of substratum.

Several of investigated thalli contained more than one genotype of photobionts. In most cases
they belonged to two species of genus Chloroidium, in one case they belonged to both of genera.
According to these findings it is becoming apparent that there is an unexpectedly low level

of specificity, but a quite high level of selectvity to photobionts.

Key words: lichen, Stereocaulon, photobiont, diversity, Asterochloris, Chloroidium,

Trebouxiophyceae, ITS, La Palma
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1. Seznam zkratek

18S rDNA: gen kodujici 18S rRNA, ¢ast malé jaderné ribosomalni podjednotky
BI: Bayesova inference

CBC: Compensatory Base Change, zména nukleotidi na obou stranach parujici se ¢asti helixu
sekundarni struktury ITS za podminky zachovani parovani; hemi-CBC: jednostrannd zména opét
nevedouci ke ztraté parovani

CAUP: Culture Collection of Algae of Charles University in Prague

CCAP: Culture Collection of Algae and Protozoa

cf.: z latinského confer - porovnat; oznacuje nejisté nebo nepotvrzené urceni

dNTP: deoxyribonukleotid trifosfat (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)

ITS: Internal transcribed spacer, mezernikova oblast zahrnujici ITS1, 5,8 S rDNA gen a ITS2
ML: Maximum likelihood

MP: Maximum parsimony

rbcL: gen pro velkou podjednotku RuBisCo (ribulosa-1,5-bisfosfat-karboxylasa/oxygenasa)
PCR: Polymerazova retézova reakce

SAG: Sammlung von Algenkulturen Gottingen

sp.: z latinského species - druh; za rodovym jménem znaci fakt, Ze dany vzorek lze urcit pouze
do rodu

spp.: za rodovym jménem oznacuje vice druhii daného rodu

UTEX: Culture Collection of Algae at the University of Texas at Austin



2. Uvod

2.1. Symbiodzy sinic, fas a ostatnich organismu

Mnoho bezobratlych, jako jsou morské sasanky, korali, plosténci, stejné jako mnoho prvoki
vytvorilo mutualistické souZiti s fotosyntetizujicimi mikroorganismy. Fotobionti zajistuji svym
hostitellim prisun zivin, ktery jim dovoluje kolonizovat habitaty, ve kterych by jinak kvfli

nedostatku vhodné kotisti nemohli Zit (Paracer and Ahmadjian, 2000).

Tito fotobionti patii predevSim k rodu Chlorella a jemu podobnym organismim (tzv.
zoochlorely) a mezi obrnénky (tzv. zooxanthely). Napf. motskd sasanka Anthopleura
xanthogrammica obsahuje dokonce oba typy symbiotickych fas soucasné. Jejich vzajemny pomeér
zavisi na teploté, ve vyssi teploté prevazuji obrnénky (Dimond et al., 2011). Zoochlorellou této
moiské sasanky je Elliptochloris marina (Trebouxiophyceae; Letsch et al.,, 2009). Ostatni druhy
rodu Elliptochloris jsou fotobionty liSejnik(i nebo Ziji volné napt. na kire stromu (Elias et al,

2008).

Meduza Cassiopeia xamachana, jejiz Zivotni cyklus zahrnuje asexualni stadium polypu, nedokaze
dospét, pokud polyp nevytvoii spojeni s obrnénkou Symbiodinium microadriaticum. Podobné
obligatni je i souZiti ploSténce Convoluta roscoffensis a zelené tasy Tetraselmis convolutae.
Dospély jedinec viibec nepiijima potravu a je zcela zavisly na zivinach, které produkuji iasy

v jeho téle (Paracer and Ahmadjian, 2000).

Zooxanthely umoznuji koralim Zivot v tropickych vodach chudych na ziviny a stimuluji jejich
kalcifikaci a tedy tvorbu koralovych ttesd. Rasy zasobuji hostitele kyslikem a slou¢eninami

uhliku a dusiku a pritom vyuZzivaji (recykluji) jeho odpadni produkty (Marshall, 1996).

Ptikladem sladkovodniho bezobratlého Zivocicha Zijictho v symbi6ze s fasami je polyp Hydra
viridis, ktery stejné jako nalevnik Paramecium bursaria Zije v symbioze s fotobiontem Chlorella.
Cast fotobiontd Paramecium bursaria byla identifikovana jako Micractinium reisseri blizce

pribuzné rodu Chlorella (Hoshina et al.,, 2010).

Sinice vytvareji mutualistické souziti s Ffadou rostlin, které vyuzivaji jejich schopnosti fixovat
vzdusny dusik. Rostlina naopak Casto poskytuje sinici fotosyntetické produkty. Symbiéza na
tomto principu funguje napf. u vodni kapradiny Azolla (se sinici Anabaena), hleviku Anthoceros

punctatus, jatrovky Blasia pusilla i cykasu (se sinici Nostoc; Paracer and Ahmadjian, 2000).

2.1.1. LiSejniky
LiSejnik je symbioticky organismus skladajici se z houbového partnera (mykobionta) a jednoho

nebo vice fotosyntetizujicich partnerd (fotobiontl), kterymi jsou vétSinou zelené iasy nebo



sinice. Povaha liSejnikové symbidézy je Siroce diskutovanou a dosud nevyteSenou otdzkou.
Obecné je chdpana ptedevSim jako mutualismus (oba partnefi maji ze souziti prospéch), ale
miiZe se jednat také o kontrolovany parazitismus, ¢emuZ nasvédcuje fakt, Ze fotobiont roste

v liSejniku pomaleji, nez kdyz Zije volné (Ahmadjian, 1993).

Stélka se svym typickym fenotypem a casto charakteristickou kombinaci sekundarnich
metabolit, vznikne jediné za pritomnosti obou symbionti. Sklada se z kiiry (cortex) a diené
(medulla), tvorenych houbovou tkani, a fasové vrstvy sestavajici z bunék fotobionta. Kiira chrani
fotobionta pred vysousenim a nadmérnym zarenim, dien umoznuje vyménu plyni. Existuji tii
hlavni typy stélky: Korovita, ktera je tésné spojena se substratem a nema spodni kiiru, lupenita,
ktera neni se substratem spojena tak tésné a ma svrchni i spodni kiiru, a ketrickovita (Ahmadjian,
1993). Nékteré lisejniky (napt. Collema) maji tzv. homeomerickou stélku, ve které nejsou vrstvy

mykobionta a fotobionta rozliSeny (Ahmadjian, 1987).

0Odhad poctu druht liSejnikl se pohybuje od 13 500 do asi 17 000, a jelikoZ je mnoho oblasti na
svéteé z hlediska diverzity liSejnikd stale malo prozkoumano, jako pravdépodobnéjsi se jevi vyssi
¢islo (Nash III, 2008). Naprosta vétsina liSejnikt patii mezi Ascomycota a tvori témér polovinu
popsanych zastupci tohoto oddéleni. Jednotlivé linie ale obsahuji ve vétSiné pripadi
lichenizované i nelichenizované zastupce (Ahmadjian, 1987). Malé mnozstvi liSejniki patii také

mezi Basidiomycota.

Lisejniky se vyskytuji v Siroké skale terestrickych prostredi na celém svété. Rostou jako epifyty
na stromech a jinych rostlinach, na holé ptidé a jako soucast ptidnich krust v aridnich a semi-
aridnich oblastech, na povrchu skal a kameni (ale i endoliticky pod jejich povrchem (Thiis et al,
2011)) a staveb vytvorenych ¢lovékem (Guzow-Krzeminska, 2006). V mnoha polarnich a sub-
polarnich oblastech jsou dominantnimi autotrofy v ekosystému (Romeike et al.,, 2002). Nékolik

liSejnikd obyva i vodni prostiedi (Nash III, 2008).

Rada lisejniki osidluje nové vzniklé substraty a velkou mérou se podili na jejich erozi, coz z nich
¢ini vyznamné pionyrské organismy. Pfikladem mohou byt lavové proudy na ostrové Lanzarote,
kde se nejucinnéjsim eroznim Cinitelem jevi byt Stereocaulon vesuvianum, ktery dokaze
zvétravani urychlit asi dvacetkrat (Stretch and Viles, 2002). O tom, Ze liSejniky dokaZi odolavat
extrémim prostredi, svédci fakt, Zze se zastupci druhu Xanthoria elegans nejlépe ze vSech
testovanych organismli vyrovnali s pobytem ve vesmiru, kde byly vystaveny extrémnim

vykyviim teploty, kosmickému zareni, UV zareni a vakuu (Hatton, 2010).

Ve stélkach liSejnik bylo zaznamenano asi 100 druhi ze 40 rodi ras a sinic. Nejcastéjsimi

fotobionty jsou zelené rasy Trebouxia a Trentepohlia a sinice Nostoc (Tschermak-Woess, 1988a;



Friedl and Biidel, 2008). Piedstavu o zastoupeni jednotlivych skupin fotobionti si lze udélat
napf. z udajii o 822 druzich epifytickych liSejniki v Italii, ze kterych 625 mélo chlorokokalniho
fotobionta (76%), 61 sinicového fotobionta (cyanobionta; 7,5%) a 136 fotobionta Trentepohlia
spp. (16,5%). Zastoupeni Trentepohlia spp. pozitivné Korelovalo s teplotou, coz se odrazi

v SirSim méritku jejim vysSim zastoupenim v tropech (Marini et al, 2011). Nicméné Cetnost

jednotlivych skupin fotobiontl se na riznych substratech lisi (Obrazek 1 (Rambold et al., 1998)).
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Obrazek 1: Typy fotobiontli ve stélkach liSejnikii z oddéleni Ascomycota podle substratu. Pfrevzato z (Rambold et al., 1998).

Nejvice fotobiontli liSejnikii je mozné nalézt v ramci tridy Trebouxiophyceae. Fotobionty
Trebouxia a Asterochloris predevsim ve stélkach liSejnikGi Fadu Lecanorales, Coccomyxa
v Baeomycetaceae a Peltigeraceae, Dictiochloropsis v Peltigeraceae a Stictaceae, Myrmecia
v Dermatocarpon (Verrucariales) a mnoho dalSich (Friedl and Biidel, 2008). V celedi
Verrucariaceae byla objevena neobycejna diverzita fotobiontli zahrnujici celou radu zastupct

Trebouxiophyceae a Ulvophyceae a navic rod Heterococcus (Xanthophyceae; Thiis et al,, 2011).

Mezi obéma symbionty mohou existovat rtizné formy kontaktu. Nejcastéji to jsou haustoria,
vlakna mykobionta pronikajici pfimo do rasovych bunék. Dalsi formou jsou zplostélé hyfy
obklopujici bunky fotobionta, tzv. appresoria. Haustoria a appresoria se mohou vyskytovat
soucasné. Stupen pronikani haustorii miize zaviset na prostiedi. Do nékterych fotobiontl (napft.
Myrmecia, Coccomyxa) haustoria nepronikaji viibec, protoze to nedovoluje slozZeni jejich bunécné

stény. Kontakt miiZe byt rovnéZz zprostredkovan nespecializovanymi hyfami (Ahmadjian, 1987).

Vztah mezi symbionty je pfedmétem mnoha studii. Rada autort testovala, zda se symbionti
vyvijeji spolecné a jejich geneticka struktura je tedy kongruentni. Tato hypotéza se nepotvrdila
(Piercey-Normore and DePriest, 2001; Yahr et al, 2006; Beiggi and Piercey-Normore, 2007;
Nelsen and Gargas, 2008) aZ na jednu vyjimku, kdy byl studovan liSejnik Lobaria pulmonaria

a jeho symbiont Dictyochloropsis reticulata na populacni irovni (Werth and Scheidegger, 2012).
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Lisejniky se mohou rozmnoZovat vegetativné (pomoci isidif, soredii ¢i fragmentaci stélky)
i generativné. V druhém piipadé musi mykobiont pfijmout kompatibilniho fotobionta z okolniho
prostiedi (ptipadné ze stélky jiného liSejniku (Liicking et al, 2009)), aby mohl vytvorit novou
stélku (Beck et al, 1998). Nicméné se ukazuje, Ze i u prevazné ¢i vyhradné vegetativné se
rozmnoZzujicich liSejnik( dochazi k horizontdlnimu pienosu fotobiontd (Nelsen and Gargas,

2008; Dal Grande et al., 2012).

Vybér vhodného fotobionta se fidi mirou specifity a selektivity obou partnert. Pojeti téchto
pojmi, predevsim pojmu specifita, se v riiznych pracich znac¢né lisi (shrnuto v Helms, 2003).
Vtéto praci je pojem specifita pouzivdn ve smyslu uzkého taxonomického rozpéti
akceptovatelnych partnerti, zatimco selektivita je definovana jako preference urcité skupiny.
Symbiont tedy mlze byt vic¢i druhému partnerovi napr. nespecificky, ale vysoce selektivni,
pokud dokaze koexistovat s rdznymi nepribuznymi partnery, ale ve vétSiné pripada je

pozorovan ve spojeni se zastupci pouze jedné skupiny (Rambold et al.,, 1998; Yahr et al., 2004).

Obecné lze rici, ze mykobionti na drovni podiadu, ¢eledi a rodu vykazuji viici fotobiontim
vysokou specifitu, vhodnymi symbiotickymi partnery jsou pro né prislusnici jednoho rodu c¢i
blizce pribuznych rodd. Piikladem jsou dva podiady fadu Lecanorales: skupina Cladoniineae
preferuje fotobionty rodu Asterochloris, zatimco skupina Lecanorineae fotobionty rodu

Trebouxia (Rambold et al.,, 1998).

Na nizSich taxonomickych urovnich se troven specifity a selektivity u jednotlivych skupin
znacné lisi. Backor et al. (2010) zaznamenali vysokou miru selektivity mykobiontii ze skupiny
Cladonia coccifera viaci fotobiontim dvou pribuznych druhl Asterochloris glomerata a
Asterochloris irregularis. Naopak napf. C. macilenta vykazovala velmi nizkou selektivitu, dokonce

byl pozorovan vyskyt vice neptribuznych fotobiontli v jedné stélce.

Ramalina farinacea na nékolika geograficky vzdalenych lokalitich obsahovala ve vSech
zkoumanych stélkach dvojici fotobiontl rodu Trebouxia, vykazovala tedy vii¢i obéma témto

fotobiontiim velmi silnou selektivitu (Casano et al.,, 2011).

VétSina druhti rodu Lepraria byla pozorovana ve spojeni s rtiznymi liniemi rodu Asterochloris.
Selektivitu vici urcité linii vykazovaly druhy Lepraria borealis, L. lobificans a L. rigidula (Peksa
and Skaloud, 2011). Zajimavé ale je také to, Ze vSechny druhy rodu Lepraria vykazovaly
negativni selektivitu vaci fotobiontim Asterochloris glomerata a A. irregularis (Nelsen and

Gargas, 2008; Peksa and Skaloud, 2011).

Nizsi specifita a selektivita vii¢i fotobiontim byla zaznamenana u riznych skupin korovitych

liSejniki (Helms, 2003; Blaha et al, 2006; Thiis et al., 2011). Helms (2003) ma pro tuto
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skute¢nost dvé mozna vysvétleni. Korovité liSejniky nemaji spodni kiru a jsou v tésném
kontaktu se substratem, takZe mohou snadno prijmout fotobionta z okolniho prostiedi ¢i jiného
liSejniku. Alternativnim vysvétlenim je fakt, Ze pfi izolaci DNA v rdmci jeho prace pochazel

vzorek korovitych liSejniki zpravidla z vétsi plochy nez u jinych typt stélek.

Selektivita mykobionta muze byt vyrazné ovlivhéna podminkami prostiedi. Na zakladé
zkoumani Lepraria borealis a dalsich liSejnikGi v okoli a na antarktickém poloostrové Coal
Nunatak (Engelen et al., 2010) a liSejnikti rodu Umbilicaria rovnéz v Antarktidé (Romeike et al.,
2002) se ukazuje, Ze nizka selektivita milize byt adaptaci na rychle se ménici podminky
v extrémnim prostiredi. Zvlast vyhodna se zda byt schopnost zménit fotobionta pro nepohlavné

se mnoZici liSejniky (Engelen et al.,, 2010).

Pohlavné se rozmnozujicim liSejnikim zase nizka selektivita usnadnuje Kolonizaci novych
habitatii. U liSejnikQ Protoparmeliopsis muralis byla pozorovana zietelné nizsi selektivita viici
fotobiontim u polozek rostoucich na antropogennich substratech. Na 4 m2 cihlové zdi bylo
v sousedicich stélkach nalezeno pét riiznych fotobiontl ze ctyr linii rodu Trebouxia (Guzow-

Krzeminska, 2006).

U jednotlivych linii fotobiontli byly zaznamenany riizné preference vii¢i podminkam prostredi.
Davaji prednost vysoké nebo naopak nizké nadmoiské vySce (Blaha et al, 2006; Peksa and
Skaloud, 2011), jsou pozitivné nebo naopak negativné specifi¢ti viici urc¢itym substratim (Beiggi
and Piercey-Normore, 2007; Peksa and Skaloud, 2011) a jsou ptizplisobeni expozici slunci a
desti ¢i naopak zastinéni (Peksa and Skaloud, 2011). Vysledkem téchto adaptaci mizZe byt, ze
stejné fotobionty sdileji nepiibuzné liSejniky, které ale maji obdobné ekologické naroky (Liicking

etal, 2009).

2.2. Trida Trebouxiophyceae

Trida Trebouxiophyceae patfi mezi Chlorophyta (Obrazek 2) a stejné jako pribuzné tridy
Chlorophyceae a Ulvophyceae je druhové bohatd a morfologicky a ekologicky zna¢né
diverzifikovana. Fylogenetické studie =zalozené na dseku 18S, chloroplastovych
i mitochondridlnich genech ani ultrastrukturni data nedokazala zatim jednoznacné urcit vztah

mezi témito tfemi liniemi (shrnuto v Leliaert et al,, 2012).

Trida Trebouxiophyceae byla vymezena na zakladé ultrastrukturnich znakd (orientace
bi¢ikového aparatu, zplsob mitézy a cytokineze) a pozdéji i molekularnich dat. Zahrnuje
pohyblivé i nepohyblivé jednobunécné, kolonialni, vlaknité a lupenité formy. Jeji zastupci obyvaji
terestrické, sladkovodni a ziidka i brakické nebo motské prostiedi (Letsch et al, 2009; Leliaert

et al, 2012). Déli se na nékolik dobfe vymezenych linii (Chlorellales, Microthamniales,
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Trebouxiales, Prasiola clade atd.), ale jejich vzajemny vztah zatim nebyl vyfeSen (Leliaert et al,,
2012).

Chlorophyta
chloroph?f(t)gs M

G Ulvophyceae
\/ ‘“ Chlorophyceae

\ Trebouxiophyceae

Streptophyta

. charophytes
Coleochaetophyceae
Zygnematophyceae

Charophyceae

Land plants

prasinophytes

i Chlorodendrophyceae

é @ Picocystis
Mamiellophyceae

Phycoplast
Pyramimonadales

——d Klebsormidiophyceae

\ 2
& Pycnococcaceae Phragmoplast
-
x

8 Nephroselmido- [
\ 0 phyceae \

Chlorokybophyceae qﬂ
Mesostigmatophyceae &

@
“ Prasinococcales

Palmophyllales

Putative secondary / Secondary Serial secondary | Pputativeancient

symbiosis in progress Y Y endosymbiosis endosymbiosis Y endosymbioses Y

| Hatena Euglenophytes Chlorarachnio- Green dinoflagell; Ch lveol Choanoflagellates
(Katablepharids) phytes

Obrazek 2: Prehled fylogeneze zelené linie a rozsiteni “zelenych genli” mezi jind eukaryota. Pfevzato z (Leliaert et al.,, 2012).

Jak jiz bylo uvedeno, zastupci této tiidy jsou casto fotobionty liSejnikd Ci fotosyntetickymi
partnery fady dalSich organismii mezi které patfi sladkovodni i morska protista, bezobratli
(mlzi, Hydra, morské sasanky aj. (Letsch et al., 2009; Hoshina et al., 2010)) i rostliny (Ginkgo).
Symbio6za rasy Cocomyxa s Ginkgo, ktera byla prokazana u rady jedinc po celém svéte, je
zvlastni v tom, Ze fotosyntetickd aktivita fasy podle ultrastrukturnich pozorovani evidentné

nehraje roli. Podstata tohoto souZiti neni zatim vysvétlena (Trémouillaux-Guiller and Huss,
2007).

Molekularni data svédc¢i o tom, Ze se tyto symbiotické interakce vyvinuly nékolikanasobné
nezavisle (Friedl and Biidel, 2008; Leliaert et al, 2012). Nékteri zastupci ztratili schopnost

fotosyntézy a prizpusobili se parazitickému zpiisobu zZivota (napi. Prototheca).
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2.3. Asterochloris

Rod Asterochloris (Trebouxiophyceae) patii mezi nejhojnéji se vyskytujici fotobionty liSejniki.
Byl zaznamenan ve stélkach asi 120 druhd liSejnik z 26 rodt (shrnuto v doplitujici tabulce
k publikaci Skaloud and Peksa, 2010). Pivodné byl povaZovan za soucast rodu Trebouxia. V roce
1980 byl popsan jeho typovy druh Asterochloris phycobiontica zliSejniku Anzina carneonivea
(Tschermak-Woess, 1980), ale i ten byl pozdéji prerazen do rodu Trebouxia (Tschermak-Woess,
1989). V souladu s doporucenim rady autord (Rambold et al., 1998; Piercey-Normore and
DePriest, 2001; Helms, 2003) byl nakonec na zakladé molekularnich i ultrastrukturnich dat
vy¢lenén (Skaloud and Peksa, 2010).

Asterochloris se vyznacCuje predevsim parietdlni pozici chloroplastu pired bunétnym délenim,
typickou ultrastrukturou matrix pyrenoidu, hluboce lalo¢natym chloroplastem, spiSe vej¢itym,
eliptickym nebo hruskovitym tvarem buiiky a rozmnoZovanim pomoci aplanospor (typicky 64—

128) a zoospor, zfidka autospor (shrnuto ve Skaloud, 2008).

V soucasnosti je formalné popsano sedm druhl (Asterochloris phycobiontica, A. glomerata,
A. irregularis, A. magna, A. erici, A.excentrica, A.italiana), ale dalSich 12 linii je zfetelné
vymezeno na zakladé molekularnich dat a vmnoha pripadech také na zakladé morfologie,
specifity kurcittmu mykobiontovi ¢i preferenci kriznym parametriim prostredi (Piercey-
Normore and DePriest, 2001; Nelsen and Gargas, 2008; Skaloud, 2008; Skaloud and Peksa, 2010;
Peksa and Skaloud, 2011).

Lisejniky ze skupiny Cladoniineae vykazuji silnou specifitu viici fotobiontim Asterochloris spp.
(Rambold et al, 1998), ale diverzita rodu byla studovana hlavné ve stélkach lisejniki rodu
Cladonia (Piercey-Normore and DePriest, 2001; Beiggi and Piercey-Normore, 2007) a Lepraria

(Nelsen and Gargas, 2008; Peksa and Skaloud, 2011).

Stejné jako u pribuzného rodu Trebouxia, je existence volné Zijicich populaci Asterochloris
povazovana za nepravdépodobnou (Ahmadjian, 1987, 1993). Pro opak svédci napi. pozorovani
epifytickych Asterochloris spp. a Trebouxia spp. na liSejnicich z ¢eledi Verrucariaceae (Thiis et al.,
2011). Velmi presvéddivy je udaj o vyskytu bunék Trebouxia spp. mezi prvnimi kolonizatory
v oblasti kompletné sterilizované lesnim pozarem, mnohem drive, nez se objevil prvni liSejnik

(Mukhtar et al,, 1994).

2.4. Chloroidium

Zastupci rodu Chloroidium (Trebouxiophyceae) jsou Siroce rozsireni na prirodnich i umélych

terestrickych i vodnich stanovistich (Darienko et al, 2010). V nékolika ptipadech byli
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K rodu byly recentné pirerazeny elipsoidni fasy podobné rodu Chlorella do té doby znamé pod
riznymi nazvy (Chlorella ellipsoidea, Chlorella trebouxioides, Pseudochlorella aquatica, Chlorella
saccharophila, Chlorocloster engadiensis, Chlorella angustoellipsoidea) na zakladé morfologie,
ekofyziologie a kombinace molekularnich markert 18S a ITS (Darienko et al, 2010). Soucasné
byly jako piisluSnici rodu Chloroidium urceny nékteré kultury chybné zarazené ke Glaphyrella
trebouxioides a Elliptochloris sp.. Momentalné jsou platné popsany c¢tyti druhy: C. ellipsoideum,

C. angustoellipsoideum, C. engadiensis a C. saccharophilum (Darienko et al,, 2010).

Rod Chloroidium patti do tzv. ,Watanabea cladu“ (Obrazek 11, obdobné jako napt. Darienko et
al. 2010; Neustupa et al. 2011). Vyznacuje se elipsoidnim az vejCitym tvarem buriky, parietalnim
chloroplastem (lalocnatym nebo nelalo¢natym, nikdy hrncovitym), relativné tenkou buné¢nou
sténou tloustnouci s vékem a reprodukci pomoci autospor nestejné velikosti. Dale je pro néj
charakteristickd produkce ribitolu, ktera jej odliSuje napt. od rodu Chlorella, ale je rozsifenym

jevem mezi terestrickymi rasami (Darienko et al., 2010).

2.5. Lisejniky rodu Stereocaulon

Rod Stereocaulon ma v soucasnosti 130-140 druhli (Hognabba, 2006). Tradi¢né do néj patii
liSejniky majici korovitou primarni stélku, ze které vyrista sekundarni stélka. V posledni dobé
navic do rodu pribylo nékolik korovitych druhii na zakladé dalSich morfologickych

charakteristik.

Do rodu Stereocaulon byl na zakladé fylogenetickych analyz nékolika molekularnich markeri
prirazen i monotypicky rod Muhria (Myllys et al, 2005; Hognabba, 2006). Diky tomu nyni tvori
monofyletickou skupinu rozliSenou na osm linii. Molekularni data vSak nepodporuji mnoho
tradi¢nich druht, mezi které patfi napt. S. alpinum, S. incrustatum, S. saxatile, S. vesuvianum a

dalsi (Obrazek 3 (Hognabba, 2006)).

Na rod Stereocaulon se upira pozornost kvili jeho vyskytu v polarnich oblastech, stim
souvisejici produkci sekundarnich metabolit( a jejich moznému praktickému vyuziti (Paudel et
al,, 2008; Seo et al., 2008; Wilson and Brimble, 2009). Nicméné jeho rozsiteni se zdaleka na tyto

oblasti neomezuje.

------

mnozstvi vzorkd (Nelsen and Gargas, 2006). Vétsinou byli fotobionti liSejnikd tohoto rodu
zkoumani vramci praci zamérenych na diverzitu fotobiontl rodu Lepraria ze stejné celedi
(Stereocaulaceae; Nelsen and Gargas, 2008; Peksa and Skaloud, 2011) ¢ dalsich liSejnik®
(Rambold et al,, 1998; Piercey-Normore and DePriest, 2001; Backor et al., 2010; Skaloud and

Peksa, 2010). Mykobionti rodu Stereocaulon mohou kromé zelenych ras vytvaret symbioézu
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rovnéZ se sinicemi, které jsou v takovém pripadé soustredény v tzv. cefalodiich (Liicking et al,,
2009).

2.6. Metody studia diverzity fotobiontt liSejniki

Urcovani fotobiontd na zakladé morfologie komplikuje fakt, Ze vétSina dilezitych znakd jako je
tvar a velikost bunék a morfologie chloroplastu se ve stélce liSejniku vyrazné méni (Peksa and
Skaloud, 2008). Vlaknité fasy mohou byt navic redukovany na kratka vlakna nebo jednotlivé
bunky (Friedl and Biidel, 2008). Proto tomuto urcovani musi piredchazet kultivace fotobiontt,

ktera je mnohdy obtiZna a ¢asové narocna (Helms, 2003).

S nastupem molekularnich metod se tento problém castecné vytesil, jelikoz 1ze DNA fotobionta
izolovat piimo ze stélky, tedy bez potreby kultivace, a nasledné za pouziti rasové specifickych
primert amplifikovat prislusny uUsek (Piercey-Normore and DePriest, 2001). Nicméné
od kultivace fotobiont se neupousti ani pri vyuziti molekularnich metod, jelikoz v nékterych
ptipadech pouZiti DNA izolované ptfimo ze stélky prinasi dals$i metodické obtiZe (Thiis et al,
2011).

2.7. Molekularni metody

2.7.1. ITS (internal transcribed spacer)

Jako ITS je tradicné chipana celd oblast mezi jadernymi geny pro malou ribosomalni
podjednotku a velkou ribosomalni podjednotku: prvni mezernikova oblast ITS1, 5,8 RNA gen a
druha mezernikova oblast ITS2. Obé mezernikové oblasti jsou odstranény enzymy, které vytvari

finalni 18 S, 5,85 a 28 S RNA (Coleman 2007).

/‘/“ '\“‘x_‘_
" T~
"/A/' \7-"\-
(sErs [ i85 (550 [msifses s ons SO = =15]
——
ITS

rRNA transcript
TRENDS in Genetics

Obrazek 4: Diagram znazornujici organizaci nukledrnich ribosomalnich cistronti (Sedé obdélniky) a jejich primarni RNA transkript.
Prevzato z (Coleman, 2003).

Tato oblast je u rostlin jednim z nejpouzivanéjSich molekularnich markerd na rodové a nizsi
trovni (Alvarez and Wendel, 2003). Vyuziti této sekvence ma Fadu vyhod, mezi které patii
predevsim biparentdlni dédi¢nost (diky tomu, Ze se jedna o jaderny marker), univerzalnost

(existuji univerzalni primery pouzitelné pro celou fadu organismt (White et al,, 1990)) a velké
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mnoZstvi kopif v genomu a malad délka umoziujici snadnou amplifikaci pomoci PCR (s vyjimkou
nahosemennych rostlin, které maji tuto oblast enormné dlouhou (Campbell et al.,, 2005; Xian-

Zhao et al,, 2007)).

Alvarez a Wendel (2003) ovsem upozoriiuji na to, Ze nékteré z téchto vyhod, mohou byt
souCasné i nevyhodami: napt. pii pouziti univerzalnich primerd je znacné nebezpeci
kontaminace a vysoky pocet kopii v genomu miiZze u nékterych skupin vést k intragenomické
variabilité. Znac¢na variabilita sekvence miize navic piisobit problémy prfi vytvareni alignmentu,

predevsim mezi zkoumanou skupinou a sekvencemi zvolenymi jakou outgroup.

A

Tento problém se z velké casti vyresil pouzitim sekundarnich struktur (viz niZe), které urcuji
alignment parujicich se pozic (Coleman 2007). Pri zaloZeni alignmentu ITS2 na sekundarnich
strukturach, ho lze vytvorit v ramci taxonomické kategorie aZ do trovné radu (Coleman and Mai,
1997; Obrazek 5). Fylogeneticky strom vytvoreny na zakladé takovéhoto alignmentu v ramci
radu Fagales byl kongruentni s analyzami na zakladé 18S a chloroplastovych genii (Coleman,

2003).

TRENDS in Genetics

Obrazek 5: Diagram hiearchie taxonomickych kategorii (fad, celed, rod, druh, poddruh). Zavorky znazornuji priblizné rozpéti, ve
kterém je urcita DNA sekvence bézné pouzivana pro fylogenetické analyzy. Zavorka ITS2 reprezentuje mozné rozpéti pri pouziti
sekundarni struktury ITS2. Pfevzato z (Coleman 2003).

Useky RNA ITS1 a ITS2 tvoii sekundarni struktury na zakladé komplementarity riznych tseki
sekvence (vlasenkové struktury). Ta diky tomu obsahuje konzervované tuseky dulezité pro
tvorbu sekundarni struktury a naopak smycky na konci téchto vlasenkovych struktur s ¢astymi
insercemi, delecemi a substitucemi. Zmény jednotlivych nukleotidi v konzervovanych usecich
ITS jsou vzacné zdivodu zachovani parovani v sekundarni strukture, ale jejich
pravdépodobnost je vyrazné vyssi, nez pravdépodobnost oboustrannych zmén (Compensatory
Base Change - CBC). Takova zména vyzaduje zmény na dvou od sebe v primarni strukture

vzdalenych mistech spliiujici poZadavky na zachovani vodikovych vazeb (Coleman, 2000).
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Pfitomnost téchto CBC mezi sekundarnimi strukturami predevsim ITS2 oznacuji Coleman et al.
(Coleman et al,, 1994) za znamku toho, Ze jsou dané organismy rozdilnymi biologickymi druhy,
naopak jejich nepritomnost ale nelze povaZovat za diikaz toho, Ze se jedna o stejny druh (Miiller

etal, 2007).

2.7.2. Dalsi jaderné molekularni markery

Nejcastéji vyuzivanym markerem pro studie na vyssi taxonomické tirovni, neZ je rod (Obrazek 4,
Obrazek 5), je sekvence 18S rDNA, genu koédujiciho 18S rRNA, ¢ast malé jaderné ribosomalni
podjednotky. Na jeho zakladé byla napt. definovana tfida Trebouxiophyceae (Friedl, 1995).
Nicméné obsahuje velmi variabilni oblasti V4 a V5, které Ize pouZit pro fylogenetické analyzy
i na druhové drovni (Friedl and Rokitta, 1997). Tato sekvence se ¢asto vyuziva také v kombinaci
s ITS (Darienko et al.,, 2010; Luo et al,, 2010) ¢i chloroplastovym markerem rbcL (Sherwood et
al,, 2000; Thiis et al., 2011).

Jako alternativa k 18S miiZe byt vyuzita cast sekvence 26S rDNA (genu kdédujiciho 26 rRNA, cast
velké jaderné ribosomalni podjednotky; Obrazek 4, Obrazek 5). Usek asi 1300 bp (asi 40 %
celkové délky genu) na 5‘konci sekvence, vykazoval v sekvencich Trebouxia spp. a zastupcl
piibuznych rodi asi 1,5x vice variabilnich pozic, nez cely usek 18S. Tento tsek zahrnuje rovnéz

svvs

Rokitta, 1997).

Pro fylogenetické analyzy na arovni druhu se ukazala vhodna sekvence genu pro aktin. U rodu
Trebouxia se potvrdila predchozi pozorovani dvou typtli tohoto genu, a proto byly vytvoreny
specifické primery pro aktinovy gen typu I, aby bylo moZné analyzovat pouze orthology (Kroken
and Taylor, 2000). Sekvence sestava ze dvou intront a jednoho exonu. Ma vice variabilnich pozic
nez ITS a fylogenetické stromy vytvorené pouze na zakladé genu pro aktin typu I ¢i v kombinaci
s ITS poskytuji lepsi rozliSeni linii a vy$si podporu jednotlivych vétvi (Kroken and Taylor, 2000;
Nelsen and Gargas, 2006; Skaloud and Peksa, 2010).

2.7.3. Chloroplastové molekularni markery

(del Campo et al, 2010). Vpomérné Sirokém rozpéti taxonomickych kategorii se pouZziva
sekvence rbcl. (Muggia et al, 2010; Thiis et al, 2011; Leliaert et al, 2012), kterd je kratsi
a variabilnéjsi, nez sekvence 18S. RbcL je protein kodujici gen (velkd podjednotka RuBisCo)
a neobsahuje inserce/delece, proto je snadné vytvorit alignment ziskanych sekvenci. Evoluce tii
pozic ve Ctecim ramci probiha riiznou rychlosti a na treti pozici mize dochazet k saturaci.
V takovém piipadé€ je moZné provadét fylogenetické analyzy pouze na zakladé prvnich dvou

pozic (Sherwood et al., 2000).

19



2.8. Cile prace

Cilem této prace je zmapovat diverzitu fotobionti ve stélkach liSejniki rodu Stereocaulon a dale

odpovédét na nasledujici otazky:

e Objevi se nové linie v ramci rodu Asterochloris?

e Jsou nékteré linie fotobiontli pozitivné ¢i negativné specifické pro tohoto mykobionta?

¢ Jsou mykobionti rodu Stereocaulon selektivni viici fotobiontim?

e Mohou stélky tohoto liSejniku obsahovat soucasné vice druhti ¢i rodi fotobiontt?

e Jakym zplisobem diverzitu fotobionti ovliviiuji parametry prostiedi jako je typ substratu

nebo nadmorska vyska?
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3. Material a metody

Bylo zpracovano celkem 92 polozek liSejniki rodu Stereocaulon (Priloha 1), z nichz 30 byly
vlastni sbéry. Ostatni polozky byly vétSinou zaptij¢eny z jinych herbard. Vyuzit byl material z let
2008-2012. Sbér materialu byl provadén na rtiznych lokalitich v Ceské republice, v Rakousku,
Némecku, Finsku, v Rusku (na vychodni Sibiti), v USA (na Aljasce), na Kanarskych ostrovech,
v Grénsku, Argentiné a Mexiku v nadmorskych vySkach od 50 do 2 900 m n. m. Material byl
sbiran na rtznorodych piirodnich i umélych substratech, jako jsou rtizné kameny a skaly

(Cedicové, zulové aj.), lava, plda, struska, textil, kov a pénova izolace.

Pomoci konvencnich lichenologickych metod se podarilo identifikovat 12 druhi mykobionti!.
Cast polozek bylo s jistotou mozné urcit pouze do rodu. Nejéastéj$im druhem mykobionta byl
Stereocaulon vesuvianum (29 polozek), dalsimi hojnymi druhy byly Stereocaulon paschale,
S. alpinum, S. tomentosum, S. nanodes, jednou ¢i dvéma poloZkami byly zastoupeny druhy
S. apocalypticum, S. condensatum, S. dactylophyllum, S. intermedium, S. pileatum, S. spathuliferum

a S. symphycheilum.

3.1. Ilzolace a kultivace fotobiontu

Z vybranych poloZek byli izolovani fotobionti do kultur metodou izolace z fragmentu stélky
(Ahmadjian, 1993; Peksa and Skaloud, 2008): malé kousky stélky byly umistény na 2% agarové
modifikované BBM médium (Sigma) na Petriho miskach (o priméru 50 mm) a inkubovany pri
teploté 18°C a osvétleni 20-30 mmol.m2.s1, 16 hodin svétlo : 8 hodin tma. Misky byly
pravidelné kontrolovany, zda se neobjevuje houbova kontaminace. V takovém pitipadé byla
kontaminovana ¢ast média opatrné odstranéna, nebo byl fragment stélky prenesen na novou
misku. Po priblizné trech tydnech byla kolonie fotobionti narostla vedle fragmentu stélky
prenesena na novou misku (o priméru 30 mm) se stejnym médiem a nadale kultivovana pfi

stejnych podminkach.

Timto zplsobem byli vyizolovani fotobionti z 52 stélek liSejnikd (z kazdé primérné dvé az tri

kultury). Celkem z 25 kultur pochazejicich ze 16 stélek byly ziskany sekvence ITS (Ptilohal).

3.1.1. Pozorovani kultur a bunék fotobiontt
Kultury byly priibéZné pozorovany pomoci binokularni lupy. K pozorovani jednotlivych bunék
byl pouzivan mikroskop Olympus BX 51. Bunky byly fotografovany pri ¢tyrsetndsobném

zvétSeni fotoaparatem Olympus Z5060 instalovaném na tomto mikroskopu.

1 Polozky pouzité v této praci urcovali Ondrej Peksa, Lucia Muggia, Zdenék Palice, Jifi Malicek, David
Svoboda, Dietmar Trauber a Walter Obermayer.
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3.2. lzolace DNA

DNA ze stélky byla izolovana dle modifikovaného protokolu CTAB (Cubero et al., 1999). Oproti

tomuto protokolu nebyl materidl rozdrcen pomoci tekutého dusiku, nybrz pomoci
wolframovych kuli¢cek v mlynku Retsch MM200 pti 13 000 rpm. DNA byla resuspendovana

v 25 puL TE pufru a nasledné naiedéna sterilni Milli-Q vodou v poméru 1:20.

DNA z bunék fotobiontti z kultur byla izolovana pomoci kitu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) dle

instrukci vyrobce s drobnymi tipravami.

3.3. Amplifikace useku DNA pomoci polymerdazové retézové reakce (PCR)

a sekvenovani

Usek ITS1-5,8S-ITS2 rDNA byl amplifikovan pomoci Fasové specifického primeru nr-SSU-1780-
5 a univerzalniho primeru ITS4-3. Cast tiseku 18S rDNA byla nejprve amplifikovana pomoci
primerd 18S SEQ 1122f-5° a ITS2N-3". Na zakladé ziskané sekvence tohoto tiseku byl vytvoren
specificky primer Astero-vivi-3'. Zbyvajici ¢ast 18S rDNA byla amplifikovana primery 18S F-5°
anovym specifickym primerem Astero-vivi-3'. Pro usek rbcL byla u rtznych vzorkl pouzita
jedna z nasledujicich kombinaci primert: PRASF1-5" a PRASR1-3’; a-ch-rbcL-203-5-MPN-5’ a a-
ch-rbcL-991-3’-MPN-3’ (Tabulka 1).

Tabulka 1: Pfehled pouzitych primera

Nazev Pouziti Usek | Sekvence primeru Zdroj

nr-SSU-1780-5 amplifikace/ | ITS 5“CTGCGGAAGGATCATTGATTC-3" (Piercey-Normore
sekvenace and DePriest, 2001)

ITS4-3¢ amplifikace/ | ITS 5“TCCTCCGCTTATTGATATGC-3* (White et al., 1990)
sekvenace

PRASF1-5° amplificece/ | rbcl. | 5-ATGGTTCCACAAACAGAAAC-3’ (Sherwood etal.,,
sekvenace 2000)

PRASR1-3* amplificece/ | rbcL | 5-TTGTCAATAGTATCAAATTC-3* (Sherwood etal.,,
sekvenace 2000)

a-ch-rbcL-203-5- | amplificece/ | rbcL | 5-GAATCWTCWACWGGWACTT (Nelsenetal, 2011)

MPN-5’ sekvenace GGACWAC-3’

a-ch-rbcL-991-3’- | amplifikace rbcl. | 5“CCTTCTARTTTACCWACAAC-3’ (Nelsenetal, 2011)

MPN-3’

18S F-5° amplifikace 18S 5’-AACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3’ (Katana et al., 2001)

18SSEQ 1122f-5° | amplifikace/ | 18S 5’-GGCTGAAACTTAAAGGAATTG-3’ (Thiis etal., 2011)
sekvenace

18S SEQ 34f-5° sekvenace 18S 5-GTCTCAAAGATTAAGCCATGC-3’ (Thiis etal., 2011)

ITS2N-3° amplifikace 18S 5’-TCGCTGCGTTCTTCATC-3’ (Beck et al., 1998)

Astero-vivi-3° amplifikace 18S 5“TCACCAGCACGTCCAAT-3* vlastni primer

18S 402-23F-5° sekvenace 18S 5’-GCTACCACATCCAAGGAAGGCA-3' | (Katanaetal, 2001)

18S 895-916F-5° sekvenace 18S 5-GTCAGAGGTGAAATTCTTGGAT-3’ | (Katanaetal, 2001)

Al 1500af-5 sekvenace 18S 5“GCGCGCTACACTGATGC-3* (Helmsetal., 2001)

VsSechny PCR reakce probihaly v objemu 20 pL reakéni smési. Pro amplifikaci tseku ITS byla

pouzita nasledujici reakéni smés:
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e 2 pL 10x PCR pufru (Sigma)

e 0,4pL 10 puMdANTP

e 0,2 uL 25 mM MgCl,

e 0,25 pL 25 pM/mL forward primeru

e 0,25 puL 25 pM/mL reverse primeru

e 0,5 pL Red Taq DNA polymerazy (Sigma)
e 1-5ul.DNA

e doplnéni do objemu 20 pL sterilni Milli-Q vodou
Pro amplifikaci iseki 18S a rbcL byla pouzita nasledujici reak¢ni smés:

e 4 pL 5x MyTaq reak¢niho pufru (Bioline)

e 0,5puL 25 pM/mL forward primeru

e 0,5 uL 25 pM/mL reverse primeru

e 0,2 pL MyTaq™ HS DNA polymerazy (Bioline)
e 3 uLDNA

e 11,8 pL sterilni Milli-Q vody

PCR reakce probihala v termocykleru PCR Mastercycler Gradient (Eppendrorf). Pro amplifikaci

fragmentu ITS byl vyuZit nasledujici program:

e inicialni denaturace 94°C, 5 minut
e 35 cykli: denaturace 94°C, 1 minuta, annealing 50°C, 1 minuta, elongace 72 °C, 2 minuty

e finalni elongace 72°C, 10 minut
Pro amplifikaci fragmentu 18 S byl vyuzit nasledujici program:

e inicidlni denaturace 95°C, 1 minuta
e 35 cyklli: denaturace 95°C, 1 minuta, annealing 52°C, 1 minuta, elongace 72 °C, 2 minuty

o finalni elongace 72°C, 10 minut
Pro amplifikaci fragmentu rbcL byl vyuzit nasledujici program (Thiis et al., 2011):

e inicialni denaturace 95°C, 5 minut
e 35 cykli: denaturace 95°C, 45 sekund, annealing 47°C, 90 sekund, elongace 72°C,
2 minuty

e finalni elongace 72°C, 10 minut

Pritomnost fragmenti DNA o piredpokladané délce (v porovnani s markerem O‘GeneRuler™ DNA

Ladder Mix) byla zjiStovana pomoci elektroforézy. 2 uL. PCR produktu bylo naneseno na 1% TAE
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agarézovy gel a znaceno pomoci ethydiumbromidu. Zbyvajici objem PCR produktu byl ptecistén
pomoci kitu GenElute™ PCR Clean-Up (Sigma) nebo QIAquick Purification Kit (Qiagen) podle
instrukci vyrobce s drobnymi upravami. Koncentrace precisténého PCR produktu byla mérena

na pristroji NanoDrop 1000.

Sekvenovani provedla firma Macrogen Ltd. na sekvenatoru 3730XL DNA sequencer. Usek ITS1-
5,8S-ITS2 rDNA byl sekvenovan pomoci primeru nr-SSU-1780-5°, ITS4-3‘, nebo obéma primery.
Usek 18S rDNA byl sekvenovan vzhledem k délce sekvence nékolika primery: 18S SEQ 34f-5,
18S 402-23F-5', 18S 895-916F-5, 18S SEQ 1122f-5' a Al 1500af-5. Cast useku rbcL byla
sekvenovana bud primerem a-ch-rbcL-203-5-MPN-5" nebo kombinaci primerti PRASF1-5’
a PRASR1-3’ (Tabulka 1). Pro prohliZeni, dpravy a spojovani sekvenci byl vyuZit program
SeqAssem (Hepperle, 2004).

3.4. Sekundarni struktury ITS

Sekundarni struktury ITS1 a ITS2 byly zkonstruovany u sekvenci, které to umoZiovaly,
na zakladé publikované struktury (Skaloud and Peksa, 2010). Zbyvajici sekundarni struktury
ITS1 byly vytvoreny s pomoci programu Mfold (Zuker, 2003) pri teploté 15°C. K vytvoreni
zbyvajicich sekundarnich struktur ITS2 byla pouzita aplikace pro homologni modelovani v ramci
ITS2 database (Wolf et al,, 2005) a program Mfold. VSechny sekundarni struktury byly editovany
a vizualizovany pomoci programii 4SALE (Seibel et al.,, 2006) a VARNA (Darty et al., 2009).

3.5. Alignment

Alignmenty dseku ITS byly sestaveny na zakladé sekundarnich struktur, jejichz vyuziti zlepSuje
fylogenetické analyzy (Coleman and Mai, 1997; Wiemers et al, 2009; Keller et al, 2010),
v programu MEGA verze 4 (Tamura et al,, 2007).

Sekvence ITS fotobiontli zaznamenané ve zkoumanych polozkach byly natolik rozdilné, Ze z nich
nebylo mozné sestavit jeden alignment. Byly tedy rozdéleny do dvou soubort dat ,ITS

Asterochloris“ a ,ITS Chloroidium".

Alignment ,ITS Asterochloris“ s 67 vlastnimi sekvencemi tseku ITS byl doplnén o sekvence ze
studii zabyvajicich se fotobionty rodu Asterochloris véetné sekvenci genu pro aktin typu I, diky
nimz bylo moZné vytvorit 1épe podpoteny fylogeneticky strom (Nelsen and Gargas, 2006;
Skaloud and Peksa, 2010; Peksa and Skaloud, 2011). Déle byly pfidany vybrané sekvence ITS
z GenBanku (Benson et al, 2011) a Sest sekvenci fotobiontii poskytnutych Terezou Ridkou
(Priloha2).

24



Vybrany byly predevsim sekvence, u kterych byla pomoci nastroje BLAST zjiSténa vysoka mira
shody s nové ziskanymi sekvencemi (Altschul et al., 1990). Identické sekvence byly zarazeny
v ptipadé, Ze prispély kzachyceni diverzity mykobionti dané linie, rGznych parametrt

prostredi, ¢i vyskytu v riiznych geografickych oblastech.

Po odstranéni pozic, na kterych byly ve vétSiné sekvenci mezery, mél vysledny alignment
1 141 znakd, z toho 519 tvoii tsek ITS a 622 gen pro aktin typu I (Tabulka 2). Z celkového poctu

146 sekvenci bylo v alignmentu ponechano 76 unikatnich.

Tabulka 2: Délka a vybrany substitu¢ni model jednotlivych ¢asti alignmentu “ITS Asterochloris“

ITS aktin
ITS1 58S ITS2 intron 1 exon intron 2
Délka alignmentu 161 154 204 208 123 291
Substitu¢ni model GTR+T ]JC SYM+T HKY+T K80+I HKY+T

Do alignmentu ,ITS Chloroidium“ byly ke 40 vlastnim sekvencim pridany 3 sekvence fotobionti
poskytnuté Terezou Ridkou, publikované sekvence volné Zijicich zastupcti (Darienko et al.,

2010) a sekvence z GenBanku (Benson et al.,, 2011) (Priloha 3).

Z alignmentu byla na zakladé modeli sekundarnich struktur odstranéna Cast odpovidajici
helixu IV struktury ITS2 u sekvenci C. engadiensis a C. saccharophilum, jelikoz sekundarni
struktura ITS2 u zbyvajicich druhti tento helix postrada. Naopak byla u téchto druhi ponechana
velka inserce v oblasti ITS1. Po odstranéni ostatnich pozic, na kterych byly ve vétsiné sekvenci
mezery, mél vysledny alignment 626 znakd (Tabulka 3). Z celkového poctu 70 sekvenci bylo

v alignmentu ponechano 30 unikatnich.

Tabulka 3: Délka a vybrany substitu¢ni model jednotlivych ¢asti alignmentu "ITS Chloroidium"

ITS1 58S ITS2
Délka alignmentu 288 159 179
Substitu¢ni model GTR+I K80+ HKY+I

Alignment sekvenci genu pro malou jadernou ribosomalni podjednotku (18 S rDNA) sestaval ze
tii vlastnich sekvenci zastupci linie ,,Palma“, ze sekvenci zastupcti hlavnich linii v ramci tridy
Trebouxiophyceae (66 sekvenci) zGenBanku (Benson et al, 2011) a dvou sekvenci rodu

Nephroselmis (Nephroselmidophyceae, Prasinophytina), které byly vybrany jako outgroup.

Z alignmentu byly odstranény introny a dal$i pozice, na kterych byly ve vice neZ poloviné
sekvenci mezery ¢i chybéjici data. Po odstranéni téchto pozic, byly sekvence L1616 a L1618
shodné (ptivodné obé obsahovaly intron), byla tedy pro dalsi analyzy v alignmentu ponechana
pouze jedna znich. Vysledny alignment obsahoval 70 unikatnich sekvenci a byl dlouhy
1 763 znaki.
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Do alignmentu sekvenci genu pro velkou podjednotku RuBisCo (rbcL) bylo ke tfem vlastnim
sekvencim zastupci linie ,Palma“ vybrano ze sekvenci dostupnych v GenBanku (Benson et al.,
2011) 40 sekvenci tak, aby pokryly pokud moZno hlavni linie tfidy Trebouxiophyceae. Nicméné
se nepodarilo najit sekvence zastupci nékterych linii nebo byla z dané linie nalezena pouze
jedina sekvence. Dale byly pridany dvé sekvence rodu Nephroselmis (Nephroselmidophyceae,

Prasinophytina), které byly pouZity jako outgroup.

Jelikoz byly sekvence rtizné dlouhé, byly z alignmentu odstranény koncové tseky, na kterych
bylo prili§ mnoho (=50 %) chybéjicich dat. Vysledny alignment obsahoval 45 unikatnich
sekvenci a mél 1 216 znak (Tabulka 4).

Tabulka 4: Pocet znakt a vybrany substitu¢ni model jednotlivych ¢asti alignmentu rbcL

1. pozice 2. pozice 3. pozice

Pocet znakd 405 406 405

Substitu¢ni model GTR+T'+1 |JC+T +1 GTR+T +1

3.6. Fylogenetické analyzy

Jelikoz evoluce riznych casti vybranych markerd probiha rtiznou rychlosti, byly substitu¢ni
modely pro ndsledujici analyzy vypocteny vramci useku ITS zvlaSt pro cast ITS1, ITS2
a 5,8 STDNA, v ramci useku genu pro aktin typu I pro exon a kazdy z introni (Tabulka 2, Tabulka
3) a v rdmci useku rbcL pro kazdou z pozic ve ¢tecim ramci (Tabulka 4). Substitu¢ni model byl
ur¢en podle Akaike Information Criterion pomoci programu PAUP/MrModeltest (Nylander,
2004).

Fylogeneticky strom pro kaZzdy vySe uvedeny soubor dat byl nalezen metodou Bayesovy
inference (BI) v programu Mr. Bayes verze 3.1.2. (Huelsenbeck and Ronquist, 2001) pomoci
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) metody. Byly pouZity dva paralelni MCMC chody, kazdy se
tremi horkymi a jednim studenym retézcem. Analyza béZela po 3 000 000 generaci v pripadé
souboru dat ,ITS Asterochloris“, rbcL a 18S rDNA a po 8 000000 generaci v pripadé ,ITS

Chloroidium“. Stromy a parametry byly zaznamendny kazdych 100 generaci.

Statisticka podpora jednotlivych vétvi byla spocitdna také metodou maximum likelihood
v programu GARLI (Zwickl, 2006) a metodou maximum parsimony v programu PAUP (Swofford,
2003). ML analyza byla provedena podle modelu GTR + I" + I pro soubor dat ,ITS Asterochloris®,
rbcL a 18 S rDNA a podle modelu GTR + I pro soubor dat ,ITS Chloroidium“ na zakladé
100 opakovani heuristické analyzy sautomatickym ukoncenim po 100000 generacich bez

signifikantniho zlepSeni topologie stromu.
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Bootstrapova podpora a posteriorni pravdépodobnost byla interpretovana jako slaba (<50%),
stfedni (50-94 % pro BI, 50-79 % pro ML a MP) a vysoka (>94% pro BI, >79% pro ML a MP)
(Peksa and Skaloud, 2011).

Vysledny fylogeneticky strom byl dale zpracovan v programu MEGA4 (Tamura et al., 2007).
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4. Vysledky

4.1. Fotobionti rodu Asterochloris

V60 zcelkového pocCtu 92 zkoumanych stélek liSejnik rodu Stereocaulon byli nalezeni
fotobionti, z jejichz sekvence ITS dosahovala 99%-100% podobnosti s nejbliz§imi znamymi
sekvencemi ITS piislusnika rodu Asterochloris, v dalSich ¢tytrech stélkach byli nalezeni fotobionti
se zietelné odliSnou sekvenci ITS (pouze 86% podobnost sekvencim prislusnikii rodu
Asterochloris (Altschul et al., 1990; Benson et al.,, 2011)), nicméné bylo mozné sestavit spolecny
alignment oznaceny jako ,ITS Asterochloris“, na zakladé kterého byl vytvoren spoletny
fylogeneticky strom (Obrazek 6). Z celkového mnozstvi 146 sekvenci (76 unikatnich), které byly
do analyzy zahrnuty, bylo 67 vlastnich, z nichz 59 bylo ziskano z DNA izolované piimo ze stélky

a osm z kultur fotobiontu.

Vy$e zminénych 60 stélek lisejniki rodu Stereocaulon pochazelo z Ceské republiky, Rakouska,
Némecka, Finska, Ruska (z vychodni Sibite), z USA (z Aljasky), z ostrova La Palma (Kanarské
ostrovy), z Grénska, Argentiny a Mexika (Ptiloha 1). Ostatni fotobionti, jejichZ sekvence ITS byly
do analyzy zatazeny (Ptiloha 2), maji rovnéZ rozmanity plvod, at uz geograficky (Ceska
republika, Slovensko, Némecko, Bulharsko, Rumunsko, Ukrajina, Italie, Island, Spanélsko, Rusko,
USA, Kanada, Kostarika, Guyana, Cina, Indie, Tanzanie a Australie), nebo z hlediska substratu
(bridlice, Cedic, piskovec, zula, plida, kiira stromt aj.). Predevsim vSak maji rtizné mykobionty
(Anzina carneonivea, Cladia aggregata, Cladonia spp., Diploschistes muscorum, Lepraria spp.,

Pilophorus spp., Stereocaulon spp., Xanthoria parietina).

Celkem vzniklo 21 vysoce statisticky podporenych linii, z nichZ 19 bylo znamo jiZ z minulosti
(Piercey-Normore and DePriest, 2001; Nelsen and Gargas, 2008; Skaloud and Peksa, 2010; Peksa
and Skaloud, 2011). Dvacata linie O zahrnuje kromé nové sekvence sekvenci jiz zndmou
(Hammer 7000 (Nelsen and Gargas, 2008)). Uplné novou linif je zietelné oddélen4 linie ,,Palma®“,

pomoci které byl také strom zakorenén.

Sekvence fotobionti rodu Stereocaulon (Obrazek 7-Obrazek 9, vyznaceno Zluté) se vyskytuji
ve 13 z 21 linii, sekvence ziskané v rdmci této prace (vyznaceno tucné) ale jen v deviti z nich (A1,
A2,F,H,L MO0, Qa,Palma“). Vpéti z nich (F, H, M, O, Q) do této chvile byli zaznamenani pouze

fotobionti jinych lisejniki.

Fotobionti z vétSiny stélek (42) prisluSeli k linii A (Obrazek 7), z toho dvé polozky pochazejici
z Finska a Argentiny k linii A1 (Asterochloris glomerata) a 37 poloZek pochazejicich z rakouskych
Alp, CR (Jizerskych hor, Krkono$ a Krusnych hor), Aljasky, Jakutska (vychodni Sibif’, Rusko),

Gronska a Finska ptislusi k linii A2 (Asterochloris irregularis).
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Obrazek 6: Nezakorenény BI fylogeneticky strom zaloZeny na kombinovaném souboru dat ITS rDNA a genu pro aktin typu I. Hodnoty
v uzlech vyjadiuji statistickou podporu urcenou tfemi metodami: MrBayes posteriorni pravdépodobnost/maximum likelihood
bootstrap/maximum parsimony bootstrap. Zobrazeny jsou pouze hodnoty >0,89 pro Bl a >49 pro ML/MP. Tu¢né jsou vyznaceny
jednotlivé linie. Barevné jsou znazornény tti velké linie A, G a ], ze kterych kazda obsahuje dvé sublinie. Linie A a ] obsahuji i dalsi
sekvence s nejistou pozici v ramci velké linie.
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Obrazek 7: Cast BI fylogenetického stromu z obrazku 1 zaloZeného na kombinovaném souboru dat ITS rDNA a genu pro aktin typu I.
Hodnoty v uzlech vyjadruji statistickou podporu uréenou tfemi metodami: MrBayes posteriorni pravdépodobnost/maximum
likelihood bootstrap/maximum parsimony bootstrap. Popisky sekvenci obsahuji oznaceni sekvence, druh mykobionta a geografické
oznateni: USA, SK (Slovensko), CZ (Ceska republika), FI (Finsko), AR (Argentina), IS (Island), AT (Rakousko), RU (Rusko), GL
(Grénsko), CA (Kanada). Sekvence pochazejici z liSejnikd rodu Stereocaulon jsou oznaceny zluté. Vlastni sekvence jsou oznaceny
tucné.

30



Al,A2,B,C

—— O RY 1157 from Cladonia subtenuis USA

[0 UTEX 1714 from Stereocaulon dactylophyllum USA | D A.excentrica
1.00/95/99 [ W Peksa 207 from Lepraria neglecta CZ
M Peksa 183 from Lepraria neglecta CZ E

0,94/92/64

M Peksa 173 from Lepraria caesioalba CZ
M Al from Stereocaulon sp. AR
I A4 from Stereocaulon sp. AR

M A1l from Stereocaulon sp. AR =
1,00/100/89
M Peksa 860 from Lepraria alpina ES
092/85/83 Ml Peksa 529 from Lepraria caesioalba CZ

0,99/100/100[ M Peksa 236 from Lepraria rigidula CZ
0.99/76/99 M Peksa 900 from Lepraria rigidula CZ

| 1.00/95 /99 M Peksa 869 from Lepraria borealis USA
M Peksa 870 from Lepraria sp. USA G2
M Peksa 872 from Lepraria caesioalba USA

[ RY 1129 from Cladonia subtenuis USA

M 09 from Stereocaulon tomentosum Fl
M Peksa 796 from Cladonia fimbriata SK H
H OP1134.2 from Stereocaulon dactylophyllum CZ

M Peksa 787 from Cladonia rei SK

[J MN068 from Cladonia pulviniformis GY

[J Nelsen 2211a from Lepraria sp. CR

[J Nelsen 2181b from Stereocaulon sp. CR

[ Nelsen 2233f from Pilophorus cf. cereolus CR
[J MNO070 from Cladonia peltastica GY

[J MN082 from Cladonia didyma USA

— —— [ Talbot KIS 187 Stereocaulon saxatile USA

1.00/74/86 M Bayerova 3401 from Lepraria borealis BG

0.99/67/57

Gl

1.00/81/87

-/71/60

— -/78/61

1.00/87/93

0,91/61/68

M Peksa 1008 from Cladonia foliacea CZ i
M Peksa 888 from Lepraria crassissima CZ
i 0.96/86/75 M T21 from Stereocaulon vesuvianum TZ 32
""""""" [J Nelsen 2166a from Lepraria sp. CR
[J Nelsen 3637b from Lepraria yunnaniana CR
M T8 from Stereocaulon vesuvianum TZ
M 720 from Stereocaulon vesuvianum TZ
B Peksa 225 from L i joalba R

1,00/100/100r eksa 225 from Lepraria caesioalba RO

K

[ Nelsen 3973 from Lepraria lobificans USA

M Peksa 234 from Lepraria caesioalba SK
0,91/82/%£I£¢
[J Nelsen 3966 from Lepraria caesioalba USA

[J Nelsen 2585 from Lepraria sp. CN
[J Néske 246 from Lepraria nylanderiana IT

0.01

substrat

skala ] puda nebo skala ]
plda (odkalisté) [ | puda [ |
lava, vulkanicka skala W v byvalém dole, vysypka W
kudra, mech [ | chybi udaje

Obrézek 8: Cast BI fylogenetického stromu z obrazku 1 zaloZeného na kombinovaném souboru dat ITS rDNA a genu pro aktin typu I.
Hodnoty v uzlech vyjadruji statistickou podporu urcenou tfemi metodami: MrBayes posteriorni pravdépodobnost/maximum
likelihood bootstrap/maximum parsimony bootstrap. Popisky sekvenci obsahuji oznaceni sekvence, druh mykobionta a geografické
oznaéeni: USA, CZ (Ceska republika), AR (Argentina), ES (Spanélsko), FI (Finsko), SK (Slovensko), GY (Guyana), CR (Kostarika), BG
(Bulharsko), TZ (Tanzanie), RO (Rumunsko), CN (Cina), IT (Italie). Sekvence pochazejici z liejnikti rodu Stereocaulon jsou oznaceny
zluté. Vlastni sekvence jsou oznaceny tucné.
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Obrazek 9: Cast BI fylogenetického stromu z obrazku 1 zalozeného na kombinovaném souboru dat ITS rDNA a genu pro aktin typu I.
Hodnoty v uzlech vyjadiuji statistickou podporu uréenou tfemi metodami: MrBayes posteriorni pravdépodobnost/maximum
likelihood bootstrap/maximum parsimony bootstrap. Popisky sekvenci obsahuji oznacen{ sekvence, druh mykobionta a geografické
oznateni: USA, SK (Slovensko), CA (Kanada), CZ (Ceska republika), MX (Mexiko), IN (Indie), AU (Australie), AR (Argentina), IT
(Italie), DE (Némecko), GL (Grénsko), AT (Rakousko), UA (Ukrajina), IN (Indie), RU (Rusko), IC (Kanarské ostrovy). Sekvence
pochézejici z lisejniki rodu Stereocaulon jsou oznaceny zluté. Vlastni sekvence jsou oznaceny tucné.
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Tti sekvence z AljasSky v ramci linie A nepfipadly ani klinii A1, ani klinii A2 pravdépodobné
proto, Ze sekvence ITS bez pridani sekvence genu pro aktin nedokaze tyto linie od sebe odlisit

(Skaloud and Peksa, 2010).

Fotobionti ze tfi poloZzek z Argentiny (provincie Santa Cruz a Tierra del Fuego) rozsirili linii F
(Obrazek 8). Sekvence A1l nalezela ktéto linii svelmi vysokou pravdépodobnosti
(1,00/100/89)2, zbyvajici dvé sekvence se stiedni az vysokou pravdépodobnosti (0,99/67/57).

Jedna se o prvni zaznamenané fotobionty liSejniki rodu Stereocaulon v této linii.

Dalsi vysoce statisticky podpotenou linii, do které nové pribyli fotobionti ze stélek liSejnikt rodu
Stereocaulon, je linie H (Obrazek 8). Jednalo se o polozku Stereocaulon tomentosum z Finska

a Stereocaulon dactylophyllum z Ceské republiky.

Do linie L (Obrazek 9) piibyly polozky z Ceské republiky (Slavkovsky les), Aljasky a Mexika.
Kromé geografické rliznorodosti v této skupiné (fotobionti rodu Cladonia pochazeji ze
Slovenska, Kanady a Indie), zde bylo patrné také velké rozpéti v nadmotskych vyskach
jednotlivych sbéra (350 - 2900 m n. m. v rdmci rodu Stereocaulon, v ramci celé linie dokonce
250 - 3118 m n. m.). Naopak byl zrejmy vliv substratové specifity (ptida u vétSiny polozek,

u jedné mech).

Do linie M (Asterochloris italiana, Obrazek 9) ptibyla sekvence fotobionta Stereocaulon
condensatum z Némecka (300 m n. m.) a Stereocaulon sp. z Argentiny (provincie Tierra del
Fuego, 100 m n. m.). Stejné jako u prechozi linie byla u obou téchto polozek substratem piida,
nicméné u jinych mykobiontli, u kterych udaj chybi, se da predpokladat jiny substrat (napft.

Xanthoria parietina).

Sekvence A13 z Argentiny (provincie Tierra del Fuego) vytvorila novou vysoce statisticky
podporenou linii O (Obrazek 9) spolu se sekvenci Hammer 7000 pochazejici z liSejniku Cladia

aggregata z Australie.

Do linie Q (Asterochloris phycobiontica, Obrazek 9) pribyla sekvence fotobionta liSejniku
Stereocaulon alpinum z Rakouska, kterd byla totoZna s typovym kmenem druhu Asterochloris

phycobiontica SAG 26.81 pochazejicim z liSejniku Anzina carneonivea.

Dvé sekvence fotobiontli pochazejich z Grénska a tfi sekvence z Aljasky pripadly k sekvenci
Talbot 400 (Obrazek 9) pochazejici rovnéz z Aljasky, ale statisticka podpora této linie je stredni

az nizka (0,94/61/383; neni tedy ve fylogenetickém stromu vyznacena).

2 hodnoty Mr. Bayes posteriorni pravdépodobnosti/bootstrapu ML/bootstrapu MP
3 hodnoty Mr. Bayes posteriorni pravdépodobnosti/bootstrapu ML/bootstrapu MP
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Sekvence DS3.1x z kultury fotobiontl pochazejici ze stélky liSejniku Stereocaulon sp. z pousté
Charskiye pisky z Ruska byla totoZna se sekvenci Peksa 544 (Obrazek 9) zliSejniku Lepraria
caesioalba z Ceské republiky, nicméné jejich pozice v ramci fylogenetického stromu je nejasna.
Podobné sekvence 1958 fotobionta liSejniku Stereocaulon alpinum z Rakouska byla totozna
se sekvenci 2709 z liSejniku Cladonia subulata z Némecka. Sekvence A14 z Argentiny (provincie

Neuquén) se nepripojila k Zddné ze znamych sekvenci.

4.2. Linie,Palma“

Ve cCtyfech polozkach lisejniku Stereocaulon vesuvianum ze svaht vulkani San Antonio
a Teneguia z jizni Casti ostrova La Palma (28°28'23-55“s. 8., 17°50'44“~5105 z. d., 330-630 m
n. m.; Kanarské ostrovy) byl zaznamenan dosud neznamy fotobiont (Obrazek 10 D-F), ktery je
na zakladé sekvenci ITS, 18 S rDNA a rbcL blizce ptibuzny rodu Asterochloris, ale zietelné

odlisny od vSech jeho znamych prislusnikii.

Obrazek 10: A: Asterochloris sp., kmen CAUP H1010 (Skaloud and Peksa, 2010); B: Asterochloris glomerata, kmen UTEX 1712, zralé
aplanosporangium obsahujici velké mnoZstvi dcefinych bunék (Skaloud and Peksa, 2010); C: 3D model chloroplastu vytvoreny
z Fezli zaznamenanych pomoci konfokalniho mikroskopu na zékladé autoflorescence chlorofylu (Skaloud and Peksa, 2008); D: buiika
z kultury LV18 odpovidajici sekvenci L1620, linie “Palma”; E: LV18, aplanosporangium; F: LV18, 3D model chloroplastu vytvoreny
z Fezli zaznamenanych pomoci konfokéalniho mikroskopu na zakladé autoflorescence chlorofylu (Skaloud, 2012); métitko odpovida
ve vsech pripadech 5 pm.

Vsechny Ctyti stélky rostly primo na lavé, ve vSech pripadech vSak na mensich kamenech, které
mohly pochazet z blizkého okoli. Basaltova lava, ktera v této oblasti tvori podlozi, neni starsi nez
20 000 let (Carracedo et al,, 2001). Na mnoha mistech se zde vSak vyskytuji horniny pochazejici

dokonce ze 17. a 20. stoleti (Priloha 4).
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Obrazek 11: BI fylogeneticky strom zaloZeny na souboru sekvenci 18S rDNA zastupci tiidy Trebouxiophyceae. Hodnoty v uzlech

vyjadiuji statistickou podporu urcéenou tfemi metodami: MrBayes posteriorni pravdépodobnost/maximum

likelihood

bootstrap/maximum parsimony bootstrap. Zobrazeny jsou pouze hodnoty >0,89 pro Bl a >49 pro ML/MP. Hvézdicka znaci plnou
statistickou podporu (1,00/100/100). Tucné jsou vyznacCeny vlastni sekvence, oranZové je vyznacCena linie Trebouxiales. Jako
outgroup byly vybrany sekvence rodu Nephroselmis (Nephroselmidophyceae, Prasinophytina). Dlouhé vétve vedouci k sekvencim
EU346910 a AM260450 byly z diivodu snadnéjsiho zobrazeni zkraceny o 30 %.
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1169 _!18260912 Parachlorella kessleri
] AM260439 Auxenochlorella sp.
EF113467 Radiofilum conjunctivum
FJ968739 Oocystis solitaria Chlorellales 2
EF113440 Geminella minor
EF589152 Microthamnion kuetzingianum
AM260446 Chloroidium saccharophilum
* |: JN573833 Diplosphaera sp.
JN573848 Diplosphaera sp.
1,00/89/98 ————— AM260442 Stichococcus bacillaris Prasilola
159 1,00/99/100 clade

1 * AM260441 Prasiola crispa
4"—'\7 AF189064 Prasiola furfuracea
1,00/54/- L JN573837 Prasiola sp.

1,00/100/9 | AM158960 Trebouxia arboricola
1,00/93/88| | AJ969643 Trebouxia aggregata
AM159504 Trebouxia decolorans
JN573828 Trebouxia sp.

* L1616 from Stereocaulon vesuvianum
* |:L1618 from Stereocaulon vesuvianum | "Palma"
PALLE [ L1620 from Stereocaulon vesuvianum
-I-190 1,00/89/100 .. .
AJ969632 Asterochloris italiana Trebouxiales
AJ969630 Asterochloris magna
AJ969631 Asterochloris erici Asterochloris

AJ969629 Asterochloris excentrica
AJ969633 Asterochloris glomerata

JN573811 Myrmecia sp.
1,00/96/99 [AF499685 Myrmecia biatorellae Myrmecia
JN573809 Myrmecia sp.

AM260448 Leptosira terrestris

EF113435 Dictyochloropsis splendida
EF113428 Chlorella luteoviridis

FJ217382 Elliptochloris subsphaerica

GU951521 Botryococcus braunii

-169/-

0,96/57/90

Trebouxia

1,00/78/100

1183 -71/75 " -IS7k

0,99/88/93

EF012701 "Oocystis" sp.
HM754405 Pseudococcomyxa simplex Coccomyxa

% FJ217384 Coccomyxa rayssiae clade
HQ335208 Coccomyxa sp.
EU449502 Nephroselmis pyriformis
outgroup

NOU30285 Nephroselmis olivacea

1,00/92/98

0.1

Obrazek 12: BI fylogeneticky strom zaloZeny na souboru sekvenci rbcL zastupci tfidy Trebouxiophyceae. Hodnoty v uzlech vyjadruji
statistickou podporu urc¢enou tfemi metodami: MrBayes posteriorni pravdépodobnost/maximum likelihood bootstrap/maximum
parsimony bootstrap. Zobrazeny jsou pouze hodnoty >0,89 pro Bl a >49 pro ML/MP. Hvézdicka znaci plnou statistickou podporu
(1,00/100/100). Tucné jsou vyznaceny vlastni sekvence, oranzové je vyznacena linie Trebouxiales. Jako outgroup byly vybrany
sekvence rodu Nephroselmis (Nephroselmidophyceae, Prasinophytina).

Do 17. stoleti je datovana piimo lokalita polozky L1620 (Carracedo et al, 2001). V dlisledku

O

nedavné vulkanické ¢innosti i diky dalsim faktorm prostredi, neni v této lokalité témér zadn

vegetace. Jednd se spiSe o roztrousené jednotlivé rostliny.

Linie ,Palma“ byla ve fylogenetickém stromé rodu Asterochloris vytvoreném na zakladé sekvenci
ITS (Obrazek 6 a Obrazek 9) plné statisticky podpofena a zietelné odliSna od vSech ostatnich

sekvenci. Na zakladé sekvenci ITS rDNA tvorila tfi odliSné genotypy.
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Aby bylo mozné zjistit pozici této linie v ramci tfidy Trebouxiophyceae, byly ziskany sekvence
18S rDNA a rbcl pro zastupce kazdého ztéchto tii genotypi (L1616, L1818, L1620).
Z celkového poctu 1763 znaki v alignmentu useku 18S, bylo 667 (37,8 %) variabilnich. Z tohoto

poctu bylo 489 znaki (27,7 %) parsimonné informativnich.

Sekvence 18S rDNA L1616 a L1618 obsahovaly na rozdil od sekvence L1620 intron, ktery byl
v jednom pripadé 368 a v druhém 369 bazi dlouhy. Tyto dvé sekvence se liSily v intronu a dale
asi v 0,5 % znakli mimo intron, nicméné byly posuzovany jako identické (viz kapitola Material
a metody). Spolu se sekvenci L1620 tvorily ve fylogenetickém stromé sestaveném na zakladé

useku 18S rDNA (Obrazek 11) plné statisticky podporenou sesterskou linii k rodu Asterochloris.

Spole¢na pomérné dlouha vétev Asterochloris a ,Palma“ byla opét plné statisticky podpoiena.
S vysokou statistickou podporou knim byla sesterskou sekvence Myrmecia biatorellae
a spolecné srodem Trebouxia vytvorily tyto sekvence vysoce statisticky podpotrenou linii
Trebouxiales. Vztah fadu Trebouxiales k ostatnim liniim tfidy Trebouxiophyceae nebylo

na zakladé tohoto fylogenetického stromu mozné urcit.

Z celkového poctu 1216 znakt v alignmentu dseku rbcL, bylo 552 (45,4 %) variabilnich. Z tohoto
poctu bylo 474 znaki (39 %) parsimonné informativnich. Do fadu Trebouxiales pripadla linie
»Palma“ rovnéz ve fylogenetickém stromé sestaveném na zakladé tohoto markeru (Obrazek 12).
Linie méla opét plnou statistickou podporu a s vysokou statistickou podporou byla sesterska
k rodu Asterochloris, od kterého ji ale vtomto pripadé v souladu s vysledky analyz na zakladé

sekvence ITS délila pomérné dlouha vétev.

Topologie stromu uvnitt fadu Trebouxiales byla v pripadé tohoto fylogenetického stromu stejna
jako ve fylogenetickém stromé vytvoreném na zakladé useku 18SrDNA, ale jeji statisticka
podpora byla nizsi. Nicméné monofylie jednotlivych rodi méla plnou nebo vysokou statistickou

podporu.

Vzhledem k tomu, Ze sekvenci rbcL bylo k dispozici mensi mnoZstvi, neZ sekvenci 18S a zastupci
nékterych linii aplné chybéli nebo byl z dané linie pritomen pouze jediny zastupce (napr.
Microthamnion), nelze jednoznacné porovnat topologii celého stromu, avSak nékteré zmeény,
jako je rozdéleni Chlorellales na dvé zietelné odliSené linie, jsou ziejmé. Také podpora hlavnich
linif byla vyrazné nizs$i. Nicméné pozice linie ,Palma“ v ramci tiidy Trebouxiophyceae i uvnitr
radu Trebouxiales je jednoznacna. Mezi stromy vytvorenymi na zakladé usekid 18S rDNA a rbcL

se lisi pouze vzdalenosti od sekvenci rodu Asterochloris.
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4.2.1. Sekundarni struktura ITS1 a ITS2

Podle publikované sekundarni struktury ITS1 a ITS2 Asterochloris phycobiontica (Skaloud and
Peksa, 2010) byly vytvoieny sekundarni struktury pro kazdy z genotypt linie ,Palma“ (Obrazek
13 a Obrazek 14).

Sekundarni struktura ITS1 (Obrazek 13) sestava ze &tyi helixt. Ctvrty, nejvétsi helix se vétvil
na dvé casti. Struktura byla velmi podobna jednak uvniti linie ,Palma“ jednak v porovnani
se strukturou Asterochloris phycobiontica. Velmi odlisSné byly piedevsim smycky na konci helixt.
Mezi strukturou Asterochloris phycobiontica a vSsemi genotypy linie ,Palma“ byly zaznamenany
tri CBC (zmény nukleotidli na obou parujicich se retézcich) a tfi az Sest hemi-CBC (zména pouze
jednoho nukleotidu pfi zachovani parovani; Tabulka 5). Vramci linie ,Palma“ bylo nejvice

variabilnich pozic v helixu II, naopak nejkonzervovanéjsi byl helix III.

V ramci linie ,Palma“ nebyla zaznamenana zadna CBC, ale pomérné hodné hemi-CBC (4 - 6).

Obrazek 13: Predikce sekundéarni struktury ITS1. A-C: genotypy L1616, L1618 a L1620 linie “Palma”, ¢ervené vyznaceny variabilni
pozice v ramci této linie, rameéek oznacuje deli variabilni tsek. D: Asterochloris phycobiontica podle Skalouda a Peksy (2010), CBC
ve zlutych rameccich, ostatni pozice odlisné od nékterého z prislusnikd linie “Palma” zelené, zelené ramecky znaci delsi odlisné
useky.
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Obrazek 14: Predikce sekundarni struktury ITS2. A-C: genotypy L1616, L1618 a L1620 linie “Palma”, Cervené vyznaceny variabilni
pozice v ramci této linie. D: Asterochloris phycobiontica podle Skalouda a Peksy (2010), pozice odli$né od nékterého z prisludnikii
linie “Palma” vyznaceny zelené, zeleny ramecek znaci delsi velmi odliSné nebo uplné chybéjici tiseky. Konzervované motivy GGU
(UGGU) a “pyrimidinové neshody” (Mai and Coleman, 1997) jsou vyznaceny modrou Sipkou.

Tabulka 5: Pocet CBC (pravy horni roh) a hemi-CBC (levy dolni roh) v sekundarnich strukturach ITS1/ITS2

A. phycobiontica | L1616 | L1618 L1620
A. phycobiontica 3/0 3/0 3/0
L1616 6/2 0/0 0/0
L1618 6/1 4/1 0/0
L1620 3/1 4/1 6/0

Sekundarni struktura ITS2 sestavala ze Ctyr helix( (Obrazek 14), tj. tvorila tzv. ,ctyfprstou ruku”

typickou pro tento usek. Ctvrty helix byl velmi kratky, tfeti naopak nejdelsi. P¥islusnici linie

39




»,Palma“ koncovy dsek tietiho helixu oproti rodu Asterochloris postradali (Obrazek 14D, zeleny
ramecek). V ramci linie byl helix II naprosto totozny, ale oproti struktuie Asterochloris na ném
byly Ctyfi zmény, z toho dvé v koncové smycce a jedna v konzervované strukture ,pyrimidinové
neshody” (Mai and Coleman, 1997), ktera ale nebyla touto zaménou (U/C) poruSena.
Konzervovana struktura UGGU (Mai and Coleman, 1997) v koncové c¢asti helixu III na 5° konci

zlstala ve vSech pripadech zachovana.

Zmény se vyskytovaly také v kratkém helixu IV. Oproti Asterochloris v ném byla na 3‘ konci
inserce neparujiciho se nukleotidu A. V ramci linie doslo u genotypt L1616 a L1620 (Obrazek
14A a C) ke zméné z U na C, coZ mélo za nasledek ztratu parovani. VITS2 nebyla zaznamenana
Zadna CBC. Oproti struktui'e Asterochloris se vyskytovaly jedna az dvé hemi-CBC a v ramci linie

Zadna aZ jedna hemi-CBC (Tabulka 5).

Usek ITS2 je oproti iseku ITS1 konzervovanéjsi, ale zmény v sekundarnich strukturach jsou
srovnatelné, jelikoz u tuseku ITS1 je nejvice variability soustfedéno ve smyckach na koncich
helixii. Velky rozdil je ovSem v poctu CBC a hemi-CBC, ten je v piipadé ITS1 znatelné vyssi

(Tabulka 5), ackoliv se jedna o kratsi usek.

4.3. Fotobionti rodu Chloroidium

Ve 28 zcelkového poctu 92 zpracovanych stélek liSejnikti rodu Stereocaulon byli nalezeni
fotobionti rodu Chloroidium namisto obvyklych fotobiontli rodu Asterochloris (napi. Nelsen and
Gargas 2006; Piercey-Normore and Depriest 2001; Peksa and Skaloud 2011). Jednalo
se o polozky z Ceské republiky a Kanarskych ostrovi. Navic se vyskytovali fotobionti tohoto
rodu také ve tiech stélkach lisejnikli rodu Stereocaulon z Tanzanie. Celkem bylo zpracovano
43 sekvenci ITS fotobiontd tohoto rodu, ze kterych 25 bylo ziskano izolaci DNA piimo ze stélky

a 18 z kultur fotobiontd. Ve dvou pripadech jsou k dispozici sekvence ziskané obéma zptisoby.

Do analyzy bylo zatrazeno také 27 sekvenci ITS volné Zijicich zastupc rodu Chloroidium
pochazejicich z vodniho i suchozemského prostiredi a riznych substrati (plida, kira stromd,

umélé substraty jako betonové tasky, omitka nebo silikonova izolace) (Priloha 3).

Na zdkladé téchto dat byl vytvoren fylogeneticky strom (Obrazek 15) tvoreny péti vysoce
statisticky podpotenymi liniemi, z nichz Ctyfi odpovidaji druh@m Chloroidium ellipsoideum,
C. angustoellipsoideum, C. engadiensis a C. saccharophilum, jak je definovali Darienko et al.
(2010). Pata linie pracovné oznacena ,Chloroidium 3“ zahrnuje fotobionta liSejniku Stereocaulon
nanodes ze sedimenta¢ni nadrze v Hornim Slavkové (Ceska republika) a kmen CCAP 211/33

pochazejici ze sladkovodniho prostredi z Italie.
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@ FM946015 C. ellipsoideum SAG 2143
O FM946012 C.ellipsoideum SAG 3 95

® FM946013 C. ellipsoideum CAUP H1949
@ FM946014 C. ellipsoideum SAG 2140
M L1639 from S. vesuvianum IC

M L1638 from S. vesuvianum IC

0O L1227 from S. vesuvianum CZ

@ FM946016 C. ellipsoideum SAG 2061
@ FM946017 C. ellipsoideum SAG 2111
M L1221 OP1091B from S. vesuvianum CZ
M 10c from S. sp CZ

M OP1083.4 from S. spathuliferum CZ

M LV5a from S. nanodes CZ

substrat fotobiont  volné Zijici
skala, beton, omitka Y
textil, ptda (odkalisté)
kov (kolejnice)
pénové/silikonova izolace
lava, wlkanicka skala
struska

kira

voda

puda

skala v byvalém dole ]
chybi udaje [m]

0,95/64/97

1,00/99/100

O oeo

1077c from S. vesuvianum CZ
OP1077svetle from S. vesuvianum CZ
M OP1118.2 from S. nanodes CZ
M OP1076.1 from S. pileatum CZ
M 952 from S. vesuvianum CZ
B cAB.2from S. vesuvianum CZ
W CAB from S. vesuvianum CZ Chloroidium ellipsoideum
B LVv9.2from S. nanodes CZ
B | v9from S. nanodes CZ
M T2 from S. vesuvianum TZ
M T1from S.sp. TZ
M T4from S.sp. TZ
OP1077 from S. vesuvianum CZ
M L1626 from S. vesuvianum IC

1,00/67/63

1,00/94/100

M L1623 from S. vesuvianum IC
M L1621 from S. vesuvianum IC
M 11624 from S. vesuvianum IC
M | 1625 from S. vesuvianum IC
M L1627 from S. vesuvianum IC

M 11628 from S. vesuvianum IC
M 1630 from S. vesuvianum IC
M 11632 from S. vesuvianum IC
M L1633 from S. vesuvianum IC
M L1634 from S. vesuvianum IC
M 11636 from S. vesuvianum IC
M 11637 from S. vesuvianum IC

M A16 from S. vesuvianum IC
M OP1083.5from S. spathuliferum CZ
M OP1083.3from S. spathuliferum CZ
M 0P1083.2 from S. spathuliferum CZ
M OP1083.1from S. spathuliferum CZ
M OP1083.6 from S. spathuliferum CZ Chloroidium
M LV5b from S. nanodes CZ angustoellipsoideum
1/95/100 | m Jm1734 from S.nanodes CZ
M OP1118.1 from S.nanodes CZ
FM946019 C.angustoellipsoideum SAG 2115
@ FM946020 C. angustoellipsoideum SAG 2144
® FM946021 C. angustoellipsoideum CCAP 211 108
1/92/100 I:I 1078b from S. nanodes CZ Chloroidium 3
® FR865666 1 CCAP 211 33
©® FM946011 C.engadiensis SAG 812 1 1 Chioroidium engadiensis
® FR865677 1 CCAP 211 58
® FM946009 C. saccharophilum SAG 2149
----- . @ FM946008 C. saccharophilum SAG 2120
@ FM946004 C. saccharophilum CCAP 211 42
@ FM946002 C. saccharophilum CCAP 211 34
@ FM946001 C. saccharophilum CCAP 211 32
@ FR865669 1 CCAP 211 40
@ FR865665 1 CCAP 211 32
® £M946000 C. saccharophilum SAG 211 9a
@ FM946010 C. saccharophilum SAG 2197
@ FM946007 C. saccharophilum SAG 211 1c
® FM946006 C. saccharophilum SAG 211 1d
® FM946005 C. saccharophilum SAG 211 1b
® V946003 C. saccharophilum CCAP 211 36
©® FR865664 1 CCAP 211 31
O EU038292 1

1/100/1

0,99/92/92" 1.

1/100/100
S ——

Chloroidium
saccharophilum

1/100/100
—

0,96/82/75 -

—
0.01

Obrazek 15: Nezakoienény BI fylogeneticky strom zaloZeny tseku ITS rDNA. Hodnoty v uzlech vyjadiuji statistickou podporu uréenou
tfemi metodami: MrBayes posteriorni pravdé podobnost/maximum likelihood bootstrap/maximum parsimony bootstrap. Zobrazeny jsou
pouze hodnoty >0,89 pro Bl a >49 pro ML/MP. Popisky sekvenci fotobiontli obsahuji oznac¢eni DNA, druh mykobionta a geograficky ptivod

(CZ - Ceska republika, IC - Kanarské ostrovy, TZ - Tanzénie). Popisky sekvenci volné Zijicich zastupcti obsahuji ¢islo sekvence v GenBanku,
druh dle (Darienko et al., 2010) a ¢islo sbirkového kmene.
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Nejvice sekvenci obsahovala linie Chloroidium ellipsoideum, vramci které lze odlisit jesté
ziretelné oddélenou a vysoce statisticky podpotenou podlinii obsahujici jak volné Zijici zastupce,
tak fotobionty. Zbytek linie C. ellipsoideum obsahovala pouze sekvence fotobiont{i. V ramci této
linie pochazi z jedné stélky az tfi rtzni fotobionti (1077c, OP1077svetle a OP1077), naopak
v jinych pripadech jsou vSechny sekvence z jedné stélky totozné (L952, CAB, CAB2).

Fotobionti ze ¢tyt stélek pripadli do linie Chloroidium angustoellipsoideum. Jednalo se vSak
pouze o jeden genotyp reprezentovany osmi sekvencemi. Zajimavosti je, Ze ve tirech z téchto Ctyr

stélek byl pritomen i fotobiont z linie C. ellipsoideum, v kazdé jiny genotyp.

Linie C. engadiensis ma pouze jediného zastupce, ktery byl vyizolovan z plidy ve Svycarském
Unterengadinu. Naopak linie C. saccharophilum ma sice radu zastupct, nicméné do ni nepripadl
zadny z fotobiontli. MoZnym vysvétlenim muze byt to, Ze naprosta vétsina jejich zastupcd byla

ziskana z vodniho prostredi, nicméné do ni pripadaji i nékteii suchozemsti, napt. z kliry strom.

Vlastnosti substratu rovnéz pravdépodobné vysvétluji pritomnost fotobionta rodu Chloroidium
v nékterych stélkach liSejnikd rodu Stereocaulon. Na prvni pohled jsou sice pomérné rtznorodé
(textil, pénova izolace, kolejnice, lava aj.), ale spojuje je mozna pritomnost tézkych kovi. Na tu
1ze usuzovat bud’ z charakteru substratu (napt. kolejnice) nebo prostiedi (napf. skala v byvalém

dole).

DalSim sledovanym parametrem prostredi je nadmorska vyska. Zatimco fotobionti z linie
C. ellipsoideum se vyskytovali v nadmoriskych vyskach od 300 do 4500 m n. m., fotobionti z linie
C. angustoellipsoideum v nizZSich nadmoft'skych vySkach s podstatné mensim rozpétim 170-620 m
n. m. Fotobionti z této linie pochazeli pouze z Ceské republiky, volné Zijici zastupci z Némecka.
Jedna se ale o priliS malé mnoZstvi vzorkd na to, aby bylo mozné hovorit o ekologickych

preferencich této linie.

4.3.1. Sekundarni struktury ITS1 a ITS2

Sekundarni struktury ITS1 a ITS2 (Obrazek 16-Obrazek 19) Chloroidium ellipsoideum (sekvence
FM946018), C. angustoellipsoideum (FM946021), C. engadiensis (FM946011), C. saccharophilum
(FM946010) a linie ,Chloroidium 3“ (OP1078) byly vytvofeny s pouZitim programu Mfold
(Zuker, 2003). Kvytvoreni sekundarnich struktur ITS2 byla navic vyuzita aplikace pro

homologni modelovani v ramci ITS database (Wolf et al., 2005).

Sekundarni struktura ITS1 sestavala ze dvou helixd. Helix II se dale nékolikandsobné vétvil.
Struktura se predevsim v terminalnich Castech helixu II znacné lisila. Zatimco sekundarni
struktury ITS1 Chloroidium ellipsoideum, Chloroidium angustoellipsoideum a ,,Chloroidium 3“

(Obrazek 16) si byly velmi podobné, sekundarni struktury Chloroidium engadiensis
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Obrazek 16: Predikce sekundarni struktury ITS1. A: Chloroidium ellipsoideum. B: Chloroidium angustoellipsoideum. C: “Chloroidium
3”. Cervené vyznaleny variabilni pozice mezi témito tiemi sekundarnimi strukturami. Zlutymi ramecky s &ervenym okrajem
vyznaceny CBC mezi témito tfemi strukturami. Zlutym rameckem se zelenym okrajem(Obrazek 16A, pozice 233-248) vyznacena
CBC mezi kazdou z téchto struktur a strukturou C. engadiensis. Zelené a zelenymi ramecky (v ptipadé del$ich variabilnich tseku ¢i
oblasti, které tplné chybi) jsou vyznaceny pozice odlisné od struktury C. engadiensis a/nebo C. saccharophilum (pouze Obrazek 16A).
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Obréazek 17: Predikce sekundarni struktury ITS1. A: Chloroidium engadiensis. B: Chloroidium saccharophilum. Cervené a ¢ervenymi
ramecky (v ptipadé delSich variabilnich dsekii nebo tseki které tiplné chybi) jsou vyznaceny variabilni pozice mezi témito dvémi
sekundarnimi strukturami. Zlutym rameckem s ¢ervenym okrajem vyznaéena CBC mezi témito dvémi strukturami (Obrazek 17A
pozice 279-294, Obrazek 17B pozice 280-289). Zlutymi ramecky se zelenym okrajem vyznaceny CBC mezi C. engadiensis a C.
ellipsoideum, C. angustoellipsoideum a “Chloroidium 3” (Obrazek 17A pozice 282-291) a mezi C. saccharophilum a C.
angustoellipsoideum a “Chloroidium 3” (Obrazek 17B pozice 160-260). Zelené a zelenymi ramecky (v ptipadé del$ich variabilnich
usekl Ci oblasti, které uplné chybi) jsou vyznaceny pozice odlisné od struktury C. ellipsoideum, C. angustoellipsoideum a/nebo
“Chloroidium 3” (pouze Obrazek 17A).

a Chloroidium saccharophillum (Obrazek 17) se od nich zretelné odliSovaly. NejvétsSim rozdilem
mezi témito dvéma skupinami byla ptitomnost velké inserce tvorici dva dil¢i helixy v helixu II

(Obrazek 174, zeleny ramecek, helix 1 c1 a Il c2).

DalSim rozdilem byla délka a struktura helixu II f. Konzervované oblasti se nachazely na bazi
obou hlavnich helixti, na bazich nékterych dilc¢ich helixt a dalsich vnitinich parujicich se tusecich
helixu II. Dalsi konzervovanou oblasti byla terminalni ¢ast dil¢iho helixu I1 b a cely dil¢i helix [T e.

Naopak smycky na konci helixti patfily mezi variabilni oblasti.

44



Ackoliv si byly prvni tfi sekundarni struktury (Obrazek 16) podobné i v téchto variabilnich
oblastech, mezi strukturou C. ellipsoideum a obéma zbyvajicimi se vyskytovaly dvé CBC. Naopak

mezi C. ellipsoideum a C. angustoellipsoideum nebyla zadna CBC zaznamenana (Tabulka 6).

Sekundarni struktury C. engadiensis a C. saccharophilum (Obrazek 17) se vzajemné nejvice
odliSovaly inserci 3 part bazi v dil¢cim helixu II f u C. engadiensis a jednoho paru bazi v dil¢cim
helixu II c2 u C. saccharophilum. Velké mnoZstvi variabilnich pozic se nachazelo v helixu I.
V diléim helixu II f mély jednu CBC. Sekundarni struktura C. engadiensis méla s ostatnimi
strukturami jednu az dvé CBC, C. saccharophilum maximalné jednu CBC. PoCet hemi-CBC se
pohyboval od dvou mezi C. ellipsoideum a C. angustoellipsoideum aZz po devét mezi

C. saccharophilum a ,,Chloroidium 3“ (Tabulka 6).

Tabulka 6: Poc¢et CBC (pravy horni roh) a hemi-CBC (levy dolni roh) v sekundarnich strukturach ITS1

Chloroidium | Chloroidium ,Chloroidium Chloroidium | Chloroidium
ellipsoideum | angustoellipsoideum | 3" engadiensis | saccharophilum
C. ellipsoideum 2 2 2 0
C. angustoellips. | 2 0 2 1
,Chloroidium3“ | 4 4 2 1
C. engadiensis 3 5 6 1
C. saccharoph. 7 7 9 8

Sekundarni struktury ITS2 péti linif rodu Chloroidium byly podobné jako struktury ITS1 v ramci
celého rodu pomérné rozdilné, naopak velmi podobné si byly struktury Chloroidium
ellipsoideum, C. angustoellipsoideum a ,Chloroidium 3“ (Obrazek 18). Tyto tii sekundarni
struktury predevSim shodné postradaly helix IV. Zbyvajici dvé struktury (Obrazek 19) byly
tvoreny obvyklymi ¢tyfmi helixy (Coleman, 2007).

Nejkonzervovanéjsi byl helix II, ktery byl u prvnich tfi struktur naprosto shodny, oproti
strukturam C. engadiensis a C. saccharophilum se v ném vyskytovala jedna CBC a dvé zamény
ve smycCce na konci helixu (dvémi zaménami ve smycce na konci helixu se liSily i posledné
jmenované struktury navzajem). Ve vSech pripadech byl pfitomen univerzalné konzervovany

motiv ,pyrimidinové neshody“ (Coleman, 2007), v tomto pripadé jeden par U-U.

Mezi strukturami Chloroidium ellipsoideum, C. angustoellipsoideum a ,,Chloroidium 3“ byla rovnéz
konzervovand 3‘ strana helixu I a vétSina helixu III, ve kterém se ale mezi strukturou

C. ellipsoideum a dvémi zbyvajicimi vyskytovala jedna CBC (Tabulka 7).

Sekundarni struktury ITS2 C. engadiensis a C. saccharophilum se podstatné odlisSovaly jak od ti{
vySe jmenovanych struktur, tak od sebe navzajem. Vyskytovalo se mezi nimi Sest CBC, z toho dvé

v helixu I a ¢tyri v helixu III, ktery navic obsahoval dvé hemi-CBC (Tabulka 7) a Cetné inserce
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a delece, nejvétsi z nich u C. saccharophillum ve stfedni ¢asti helixu Il (vyznacena Cervenym

rdmeckem).
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Obrazek 18: Predikce sekundarni struktury ITS2. A: Chloroidium ellipsoideum. B: Chloroidium angustoellipsoideum. C: “Chloroidium 3”.
Cervené vyznaceny variabilni pozice mezi témito tfemi sekundarnimi strukturami. Zlutym rameékem s ¢ervenym okrajem vyznaéena
CBC mezi témito temi strukturami (Obrazek 18A, pozice 101-143). Zlutymi rameéky se zelenym okrajem vyznateny CBC mezi
nékterou z téchto struktur a strukturami C. engadiensis a/nebo C. saccharophilum. Zelené a zelenymi ramecky (v pripadé delSich
variabilnich Useku ¢i oblasti, které uplné chybi) jsou vyznaceny pozice odlisné od struktury C. engadiensis a/nebo C. saccharophilum
(pouze Obrazek 18A). Modrymi Sipkami jsou oznaceny univerzalné konzervované motivy “pyrimidinové neshody” v helixu Il a GGU
(UGGU) na 5’ strané helixu III (Mai and Coleman, 1997).
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Obrazek 19: Predikce sekundarni struktury ITS2. A: Chloroidium engadiensis. B: Chloroidium saccharophilum. Cervené a ¢ervenymi
ramecky (v pripadé delsich variabilnich useki ¢i oblasti, které tplné chybi) jsou vyznaceny variabilni pozice mezi témito dvémi
sekundarnimi strukturami. Zlutymi ramecky s ¢ervenym okrajem vyznaéeny CBC mezi témito dvémi strukturami. Zlutymi ramecky
se zelenym okrajem vyznaceny CBC mezi nékterou z téchto struktur a strukturami C. ellipsoideum, C. angustoellipsoideum a/nebo
“Chloroidium 3”. Zelené a zelenymi ramecky (v pripadé delsich variabilnich usekd ¢i oblasti, které Gplné chybi) jsou vyznaceny pozice
odlisné od struktury C. ellipsoideum, C. angustoellipsoideum a/nebo “Chloroidium 3” (pouze Obrazek 19A). Modrymi Sipkami jsou
oznaceny univerzalné konzervované motivy “pyrimidinové neshody” v helixu Il a GGU (UGGU) na 5’ strané helixu III (Mai and

Coleman, 1997).

Tabulka 7: Pocet CBC (pravy horni roh) a hemi-CBC (levy dolni roh) v sekundarnich strukturach ITS2

Chloroidium | Chloroidium »Chloroidium | Chloroidium | Chloroidium
ellipsoideum | angustoellipsoideum | 3 engadiensis | saccharophilum
C. ellipsoideum 1 1 7 5
C. angustoellips. | 2 0 4 5
,Chloroidium 3“ 3 3 6 5
C. engadiensis 3 3 2 6
C. saccharoph. 3 2 4 2
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Konzervovanou strukturu UGGU (Mai and Coleman, 1997) na 5 strané terminarni ¢asti helixu III
(vyznaceno modrou Sipkou) obsahovaly vSechny sekundarni struktury. Velké mnozstvi
variabilnich pozic bylo soustiedéno ve smyckach na koncich vSech Ctyt helixti. Mezi jednotlivymi
sekundarnimi strukturami ITS2 se vyskytovalo az sedm CBC a dvé aZ ¢tyfi hemi-CBC (Tabulka

7).
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5. Diskuse

5.1. Diverzita fotobiontd rodu Asterochloris

Ve vétsiné stélek lisejnikt rodu Stereocaulon (60 z 92) byli v ramci této prace nalezeni fotobionti
rodu Asterochloris, stejné jako v piedchozich pracich zabyvajicich se fotobionty tohoto liSejniku
(napt. Nelsen and Gargas 2006; Peksa and Skaloud 2011). Jejich sekvence ITS piislusely
vétSinou knékteré ze znamych linii rodu Asterochloris, nicméné vriadé znich byli dosud
zaznamenani pouze fotobionti jinych liSejnikid (predevsim Cladonia spp. a Lepraria spp.). Cast

sekvenci nepripadla k Zddné znamé linii (viz stranu 28).

Topologie fylogenetického stromu sestaveného na zakladé sekvenci ITS a genu pro aktin typu I
(Obrazek 6) byla v souladu s diive publikovanymi pracemi zaloZzenymi na nékteré z téchto
sekvenci ¢i na kombinaci obou. Patrnym rozdilem oproti nékterym z nich (Piercey-Normore and
DePriest, 2001; Yahr et al,, 2004, 2006; Cordeiro et al., 2005; Beiggi and Piercey-Normore, 2007;
Nelsen and Gargas, 2008) je fakt, Ze pouzivaji druh Asterochloris erici (syn. Trebouxia erici) jako
outgroup. Tento postup oznacili Skaloud aPeksa (2010) za chybny. V této praci je tedy

prezentovan nezakorenény fylogeneticky strom.

Linie A je jedna z mala, kterd byla zastoupena, jasné vymezena a vysoce statisticky podporena
ve vSech publikacich zabyvajicich se fylogenezi rodu Asterochloris (jako ,clade 1“ (Piercey-
Normore and DePriest, 2001; Yahr et al,, 2004, 2006; Cordeiro et al., 2005; Beiggi and Piercey-
Normore, 2007; Nelsen and Gargas, 2008) ¢i pod jinym oznacenim nebo bez oznaceni (Nelsen
and Gargas, 2006; Backor et al,, 2010; Skaloud and Peksa, 2010; Peksa and Skaloud, 2011). Tato
linie byla soucCasné nejvice zastoupena mezi fotobionty liSejnikd rodu Stereocaulon (42 stélek,
tj. 70 % vSech stélek, ve kterych byl vramci této prace prokazan vyskyt fotobionta rodu

Asterochloris).

Linie se dale déli na dvé statisticky vysoce podporené podlinie Al (A. glomerata) a A2
(A. irregularis). Toto déleni odpovida nap¥. praci Skalouda a Peksy (2010), podle které jsou tyto
dvé linie spole¢né sliniemi B (A. magna) a C (A. erici) soucasti velkého ,cladu A“. Ten bylo sice
mozné najit i na fylogenetickém stromé v této praci, ale nemél zadnou statistickou podporu
(0,22/-/-). Pribuznost linii B a C, ktera byla v jejich publikaci opét plné statisticky podpotena,
méla ve fylogenetickém stromé prezentovaném zde velmi nizkou nebo Zadnou statistickou
podporu (0,74/52/-). Tyto a dalsi podobné rozdily, jako je napt. nepodpoieni linie 16 sensu

Skaloud&Peksa 2010, je mozné vysvétlit vy$sim zastoupenim sekvenci genu pro aktin typu I

4hodnoty Mr. Bayes posteriorni pravdépodobnosti/bootstrapu ML/bootstrapu MP
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v jejich alignmentu a preciznéjSim zpracovanim alignmentu pomoci metod, které v této praci

nebyly vyuzity.

Naopak oddéleni linii A1 a A2 mélo v nékterych drivéjsich studiich slabsi podporu (Piercey-
Normore and DePriest, 2001; Beiggi and Piercey-Normore, 2007). Nelsen a Gargas (2006)
nazorné ukazali, jak k jejich oddéleni prispiva piidani sekvence genu pro aktin typu I: na zakladé
ITS jsou tii sekvence naleZici k linii A s vysokou podporou oddéleny od ostatnich, ale jejich
vzajemny vztah je nejasny, zatimco na zakladé sekvence genu pro aktin typu I stejné jako
na zakladé kombinovaného souboru dat jsou dvé sekvence nalezici k linii A2 jasné oddéleny
(Obrazek 20).

from

S. vesuvianum from S. botryosum
B < from S. subcoralloides
100/
100

100/100

from S. paschale
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Obrazek 20: Nezakorenéné BI fylogenetické stromy. Podpora jednotlivych vétvi je vyjadfena Mr. Bayes posteriorni
pravdépodobnosti/MP bootstrapem. A: ITS, B: aktin, C: kombinovany soubor dat. Falové: linie A, modie: podlinie A2. Upraveno p odle
(Nelsen and Gargas, 2006).

Vramci linie A se nejvice novych sekvenci vyskytovalo v podlinii A2 (A. irregularis). Naopak
v publikacich zamérenych na fotobionty liSejnikti rodu Cladonia (napt. Beiggi and Piercey-
Normore 2007), pripadla vétSina do podlinie A1 (A. glomerata), ktera obsahuje fotobionty rady
dalsich rodt lisejniki. To ukazuje na selektivitu rodu Stereocaulon vici Asterochloris irregularis.
Zastupci tohoto druhu se vyskytovali ve 39,1 % vSech stélek (ale v 60 % stélek, ve kterych byl

zaznamenan fotobiont rodu Asterochloris).
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Tento stav nasvédcuje tomu, Ze vybér fotobionta je ovlivnén predevsim prostiedim (viz niZe)
amezi fotobionty prizplisobenymi podminkam prostiedi dochazi kselekci geneticky

kompatibilnich fotobionta.

Fotobionti z linie A byli Siroce geograficky rozsiteni, ale podlinie A2 (Asterochloris irregularis)
se dle v soucasnosti znamych udajl jak u rodu Stereocaulon (Obrazek 21; Nelsen and Gargas,
2006; Peksa and Skaloud, 2011), tak u rodu Cladonia (Piercey-Normore and DePriest, 2001;
Beiggi and Piercey-Normore, 2007; Skaloud and Peksa, 2010) omezuje pouze na temperatni a
boreadlni pasmo severni polokoule. A. irregularis byl zaznamenan rovnéZz na zakladé
morfologického pozorovani jako fotobiont liSejniku Squamarina lentigera z jizni Francie (Beck et

al,, 2002), nicméné na podle znakd uvedenych v publikaci ho nelze jednoznacné urcit.
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linie A2, Asterochloris irregularis; fialové: sekvence s nejasnou pozici v ramci linie A.

Do linii B a C nespada Zadna ze sekvenci ziskand v ramci této prace, ackoliv v linii C jiZ byl dfive
fotobiont liSejniku rodu Stereocaulon zaznamenan. Linie A, B a C spojuje fakt, Ze v nich dosud
nebyl zaznamenan Zadny fotobiont liSejniku rodu Lepraria ptibuzného rodu Stereocaulon

(Nelsen and Gargas, 2008; Peksa and Skaloud, 2011).

Naopak v linii K, ktera zahrnuje témér vyhradné fotobionty liSejnikd rodu Lepraria (Nelsen and
Gargas, 2008), nepribyl Zadny fotobiont liSejniku rodu Stereocaulon. Nicméné je mozné, Ze se
klinii Kv budoucnu po doplnéni sekvenci genu pro aktin typu I ptipoji sekvence T8 a T20
pochazejici ze Stereocaulon vesuvianum z Tanzanie. Druhou moznosti je, Ze se pripoji k linii ],

jejiz soucasti jiz jedna sekvence fotobionta liSejniku S. vesuvianum z Tanzanie je.
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Podobné velka linie G a mensi linie E, N a P zahrnujici pouze fotobionty liSejnikli rodu Lepraria
(Peksa and Skaloud, 2011) ziistaly specifické k tomuto mykobiontovi. Oproti tomu k linii F, ktera
byla diive tvorena pouze fotobionty liSejniki rodu Lepraria, ptibyly tii sekvence fotobiontl

liSejnikl rodu Stereocaulon z Argentiny.

Rod Lepraria, ackoliv patii do stejné Celedi jako Stereocaulon (Stereocaulaceae), ma naprosto
odliSny typ stélky (praskovitou stélku). Mnozstvi linii pozitivné nebo negativné (piredevsim linie
A B a C tj. ,clade A“ sensu Skaloud&Peksa 2010) specifickych vii¢i rodu Lepraria mize

nasvédcovat tomu, Ze nékteri fotobionti tento typ stélky preferuji ¢i naopak.

Neékteré z linif specifické pro rod Lepraria (G1, P) vyrazné preferuji kiiru stromi jako substrat a
davaji prednost stanovistim, ktera jsou zastinéna a chranéna proti desti (Peksa and Skaloud,
2011). To miiZe byt v rosporu s ekologickymi naroky mykobionta Stereocaulon. Linie G2, ktera
rovnéz zlstala specifickd pro rod Lepraria, pravé naopak na kiie stromid nebyla témér nikdy
nalezena a preferuje stanovisté vystavena slunci a desti (Peksa and Skaloud, 2011). Diivody pro
tuto specifitu mohou byt pravdépodobné rlizné, pripadné se mize jednat o kombinaci vice

faktorua.

Linie ] (Nelsen and Gargas, 2008; Skaloud and Peksa, 2010; Peksa and Skaloud, 2011) a G (Peksa
and Skaloud, 2011) rozdélené na podlinie byly p¥itomny jiz v difvé&jsich publikacich, byly vsak
vétSinou prezentovany jako samostatné linie. Tento fakt oznaceni pouZité v této praci, stejné

jako v pripadé linie A, nikterak nepopira, pouze vyjadiuje prokdzanou pribuznost téchto linii.

V liniich M a O, jejichZ diverzitu v ramci této prace obohatily sekvence z Argentiny, Ridka (2012)
nalezla fotobionty rodu Cladonia rovnéZ z Argentiny (provincie Santa Cruz a Tierra del Fuego)

a z Chile (provincie Capitan Prat).

Sekvence L.1079 ze Stereocaulon alpinum z Tyrolska potvrzuje preferenci vysokohorskych lokalit

této linie (§ka10ud, 2008; Peksa and Skaloud, 2011).

Z dvanacti druht mykobiontd zarazenych do této prace vykazovalo pritomnost fotobionta rodu
Asterochloris devét: Stereocaulon vesuvianum, S. paschale, S. alpinum, S. tomentosum,
S. apocalypticum, S. condensatum, S. dactylophyllum, S. intermedium a S. symphychelium.
Stereocaulon pileatum s fotobiontem rodu Asterochloris byl zaznamendan jinymi autory (napf.
Peksa and Skaloud 2011). Stereocaulon spathuliferum byl zastoupen pouze jedinou poloZkou
obsahujici fotobionta rodu Chloroidium stejné jako ctyti polozKy Stereocaulon nanodes. Posledné
jmenovany mykobiont byl jiZ v minulosti ve dvou ptipadech pozorovan ve spojeni s fotobiontem

rodu Chloroidium (Beck, 2002).
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Stereocaulon nanodes se ukazal jako monofyleticky druh (Obrazek 3, linie 8b), ackoliv je mnoho
druhli rodu Stereocaulon nemonofyletickych (Hognabba, 2006). Nicméné rada polozek byla
urcena pouze do urovneé rodu, a proto by na potvrzeni specifity tohoto druhu viici fotobiontim

rodu Chloroidium byl potreba rozsahlejsi vyzkum.

5.2. Vyskyt fotobiontl rodu Chloroidium

V ramci této prace byl ve velkém poctu stélek (28) liSejnikl rodu Stereocaulon prokazan vyskyt
fotobiontG rodu Chloroidium. Tito fotobionti néaleZeni na zakladé sekvenci ITS do tfi linif
(C. ellipsoideum, C. angustoellipsoideum a ,Chloroidium 3“; Obrazek 15). Zastupci druhu
Chloroidium ellipsoideum (syn. Chlorella saccharophila var. ellipsoidea) byli jiz drive
zaznamendni jako fotobionti jinych liSejnikG: Trapelia coarctata (Tschermak-Woess, 1948,
1978), Trapelia obtegens (Beck, 2002) a Bacidia arnoldiana (syn. Woessia fusarioides;
Tschermak-Woess 1988).

Beck (2002) zaznamenal ve stélkach lisejnikt Stereocaulon nanodes, Psilolechia leprosa a Lecidea
inops také pritomnost fotobionta Chloroidium saccharophilum, ktery v ramci této prace ani nikdy
drive nebyl nalezen v Zadné stélce liSejniku. Nicméné na zakladé sekvence useku 18S rDNA se
tito fotobionti od typové kultury SAG 211-9a znacné€ odliSovali, coZ €ini jejich prislusnost

k tomuto druhu prinejmensim nejistou.

Thiis et al. (2011) nalezli Chloroidium sp. jako ,ptridatného fotobionta“ (pravdépodobné epifyt)
liSejniku Verrucaria praetermissa, jehoZ standardnim fotobiontem je Diplosphaera spp.. Jeho
sekvence 18S rDNA neodpovidala ani jednomu ze ¢tyi* popsanych druhd, coz nasvédcuje, stejné

jako vysledKy této prace, tomu, Ze ¢ast diverzity uvnitf tohoto rodu zlistava zatim neobjevena.

JiZ v minulosti bylo prokazano u lisejniku Lecidea inops, Ze Asterochloris irregularis, nejcastéjsi
fotobiont ve stélkach lisSejnikd rodu Stereocaulon, neni pfili§ tolerantni k pritomnosti tézkych
kovti a pri koncentraci médi nad 400 pg/g byl nahrazen fotobionty rodu Trebouxia a Chloroidium
(Beck, 2002). Rovnéz stélky liSejnikii rodu Stereocaulon, ve kterych byla v rdmci této prace
zaznamenana pritomnost fotobiontl rodu Chloroidium (Obréazek 15, Priloha 1), pochazely
z lokalit nebo substratli, o kterych je mozné se domnivat, Ze obsahovaly zvySené mnoZzstvi

tézkych kovti (viz strana 42).

Backor et al. (2010) ovSem neprokazali rozdily v diverzité fotobionti mezi lokalitami, které byly
zatiZeny vysokou koncentraci tézkych kovi (predevsim médi), lokalitami s nizkou koncentraci
a neznecisténymi lokalitami. Soucasné ale zjistili, Ze u liSejnikd Cladonia spp. (které predstavuji
vétSinu zkoumanych polozek) je koncentrace médi ve stélce mnohondsobné nizsi, nez

v substratu. Napr. stélka Cladonia arbuscula, kterd jako jedind v jejich studii obsahovala
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fotobionta druhu Asterochloris irregularis, méla obsah médi pouze 28,5 + 11,4 pg/g, ackoliv

substrat mél 1 486 + 457 pg/g.

Oproti tomu koncentrace médi ve stélce liSejniku Lecidea inops ze substratu s koncentraci okolo
17 000 ug/g byla priblizné 13 000 pg/g (Beck, 2002). Mezi rliznymi liSejniky tedy existuje

obrovsky rozdil ve schopnosti zabranit pronikani tézkych kovi do stélky a tedy k fotobiontovi.

Mezi stélkami, které Backor et al. (2010) sbirali v Ceské republice a na Slovensku na lokalitach
znecCiSténych tézkymi kovy, byly rovnéz dvé nalezici k rodu Stereocaulon: Stereocaulon
tomentosum s fotobiontem Asterochloris sp. (linie 16 sensu Skaloud&Peksa 2010) a Stereocaulon
sp. s fotobiontem Asterochloris glomerata. MnoZzstvi médi v téchto stélkach bohuzel neni v dané
praci uvedeno. Je ale mozZné, Ze tito dva fotobionti jsou k pritomnosti tézkych kovi tolerantné;jsi,
nez A. irregularis, coZz by odpovidalo tomu, Ze stejny genotyp fotobionta obsahovalo velké

mnoZstvi stélek nalezenych na zneciSténych lokalitach.

Rovnéz mezi druhy pribuzného rodu Trebouxia, 1ze najit fotobionty, ktefi jsou vici tézkym
kovlim velmi citlivi (T. jamesii) a naopak druhy velmi odolné (T. simplex; Beck 2002). Znamy jsou

taktéz linie tolerantni Kk jinym druhi@im znecisténi (Piercey-Normore, 2009).

Pritomnost fotobiontl rodu Chloroidium ve stélkach liSejniki rodu Stereocaulon tedy miize mit
piimou souvislost s typem substratu, prinejmensim s obsahem tézkych kovii, protoze se tato
fasa jevi k jejich koncentraci tolerantni na rozdil od fotobionta Asterochloris irregularis vyrazné

preferovaného v jinych prostredich.

5.3. Diverzita fotobiontt na ostrové La Palma

Ve stélkach liSejnikli rodu Stereocaulon na ostrové La Palma (Kanarské ostrovy) byla
zaznamenana pritomnost fotobiontd druhu Chloroidium ellipsoideum (16 stélek, pét lokalit, Ctyii
genotypy ITS) a z linie “Palma” (¢tyti stélky, ti genotypy ITS). Ridka (2012) navic zaznamenala
ve stélkach liSejnikli rodu Stereocaulon (jedna stélka) a Cladonia (10 stélek, tfi lokality) dva
genotypy ITS fotobiontl rodu Asterochloris, které spolecné se sekvencemi fotobiontli rodu

Cladonia z ostrova Korfu tvorily novou vysoce statisticky podpotenou linii.

Za pozornost stoji fakt, Ze na ostroveé nebyl nalezen zadny z béznych zastupcti rodu Asterochloris,

vvvvvv

fadi velké mnoZstvi fotobiontti rodu Cladonia z celého svéta (Ridka, 2012).

Vsechny zaznamenané vyskyty fotobiont rodu Asterochloris na ostrové La Palma (Ridka, 2012)
spadaly do severni, vyrazné starsi Casti ostrova (staii hornin 0,4-1 milion let, oblast dna Caldera

de Taburiente dokonce z doby vzniku ostrova v pliocénu; Ptiloha 4; (Carracedo et al., 2001;
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Calvet et al,, 2003)), naopak lokalita linie “Palma” se nachazi na nejjiznéjsi ¢asti ostrova (stari

hornin cca 40-20 000 let (Carracedo et al., 2001)).

Stélky rodu Cladonia pochazely z nadmotskych vysek 700-1 350 m n. m. ze zalesnénych oblasti.
Lokality, ze kterych byli zaznamenani fotobionti Chloroidium ellipsoideum, leZi témér na celém
severojiznim gradientu v nadmoi'skych vyskach 900-2 360 m n. m., ve tirech pripadech v lese,

ve zbyvajicich 13 ptripadech byly bez vegetace nebo s velmi ridkou vegetaci.

Jedingm piipadem, kdy byl z jedné lokality zaznamenan vyskyt fotobiontd Asterochloris
i Chloroidium je oblast bezlesi v blizkosti vrcholu Fuente Nueva (okolo 2 300 m n. m.). Oba rody
byly nalezeny dokonce v jedné stélce lisejniku Stereocaulon vesuvianum. Sekvence K025 (Ridka,
2012) pochazi ze stejné stélky jako sekvence A16 ziskana v ramci této prace, ale ze vzorku DNA

izolovaného nezavisle.

Vyskyt vice druhl fotobiontli v jedné stélce byl pozorovan jak v ramci této prace u rodu
Chloroidium, tak jiZz v minulosti u rodu Asterochloris. Dva fotobionti v jedné stélce byli
zaznamendni u Ctyl druhl rodu Cladonia, u druhu C. macilenta dokonce tri fotobionti. Pri
nasledné izolaci DNA z malych fragmentt téchto stélek, byl vzdy nalezen v kazdém vzorku pouze

jeden fotobiont (Backor et al., 2010).

Casano et al. (2011) prokazali vyskyt dvou vyrazné odliSnych genotypt Trebouxia dokonce
vevSech zkoumanych stélkach liSejniku Ramalina farinacea v geograficky oddélenych
populacich na Pyrenejském poloostrové, Kanarskych ostrovech a v Kalifornii. Tito fotobionti
se lisili nejen na zakladé molekularnich analyz, ale i svoji velikosti (ve stélce i kultuie) a naroky
na teplotu aradiaci. Ve stélce se tito fotobionti vyskytovali nejcastéji v oddélenych shlucich,

nékdy byli ale navzajem promichani.

Vyskyt vice fotobiontii Trebouxia spp. v jedné stélce byl zjistén rovnéz u rady zastupca celedi

Physciaceae (Helms, 2003).

Ve stélkach lisejnikii rodu Stereocaulon na ostrové La Palma se vyskytovali v 80 % pripada
fotobionti rodu Chloroidium, ve 20 % piipadi fotobionti linie “Palma” prozatim zaznamenané
pouze z této lokality a v jednom piipadé fotobiont rodu Asterochloris (Ridka, 2012) soucasné

s fotobiontem Chloroidium ellipsoideum.

Takto omezené zastoupeni fotobionta rodu Asterochloris, ktery byl dosud povazZovan
za nejcastéjsSiho ¢i dokonce jediného fotobionta liSejnik(i rodu Stereocaulon (napi. Piercey-

Normore and Depriest 2001; Nelsen and Gargas 2006; Peksa and Skaloud 2011), nasvédc¢uje
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tomu, Ze fotobionti rodu Asterochloris, at se na ostrové vyskytovali, nejsou Zivotu na

vulkanickém substratu dobre ptizptlisobeni a liSejniky s jinym fotobiontem jsou tedy ve vyhodé.

Podobnou tendenci Ize pozorovat i na jinych lokalitach s vulkanickym substratem. Vzorky T1, T2
a T4 pochazejici z lokalit Mt. Meru a Mt. Kilimandjaro (Tanzanie, 4 100-4 500 m n. m.)
vykazovaly piitomnost fotobionta Chloroidium ellipsoideum (dva genotypy, z toho jeden shodny
s polozkami z Ceské republiky), vzorky T8, T20 a T21 (ze stejnych lokalit) naopak fotobionta

rodu Asterochloris.

Posledni jmenovany nalezel k linii ]2 (Obrazek 8) spole¢né s fotobionty liSejniki Lepraria spp.
z Ceské republiky a Kostariky. Linie ] obsahovala navic fotobionty lisejnikii Stereocaulon saxatile
(USA), Lepraria borealis (Bulharsko) a Cladonia foliacea (Ceska republika). Sekvence T8 a T20

mély nejasnou pozici v ramci rodu Asterochloris.

Fotobionti rodu Asterochloris byli v této oblasti zaznamendani také u tfi poloZek Cladonia spp.
Jednalo se o tri rtizné genotypy ITS nenaleZejici k zadné z dosud znamych linii. Jedna z nich
vytvorila spole¢nou linii se stiedni aZ vysokou statistickou podporou se sekvenci T20 (Ridka,
2012).

Vsechny polozky rodu Stereocaulon z ostrova La Palma byly urCeny jako Stereocaulon
vesuvianum. Jedna se o bézny druh, ktery je Casto jednim z mala pionyrskych druhi liSejniki
rostoucich na mladych vulkanickych substratech (Grasso et al., 1999; Stretch and Viles, 2002;
Cutler et al.,, 2008).

5.4. Druhovy koncept roda Asterochloris a Chloroidium

Dle biologického pojeti druhu by mély druhy predstavovat reprodukéné izolované jednotky.
Definice biologického druhu podle Mayra (1970) je nasledujici: ,Druhy sestavaji z populaci
amaji vnitini genetickou soudrznost. Organismy v ramci druhu tvoii reproduké¢ni jednotku,
mohou se vzajemné Kkrizit a vyhledavaji se za ucelem reprodukce. Druh také tvori ekologickou
jednotku interagujici s ostatnimi druhy v daném prostiedi. Clenové druhu tvoii genetickou
jednotku sdilejici spole¢ny genofond. Druhy jsou skupiny navzdjem se kiiZicich p¥irodnich

populaci, které jsou reprodukéné izolované od jinych podobnych druhd.”

Vymezeni druhi napi. v ramci rodu Asterochloris podle této definice vSak neni mozné vzhledem
k tomu, Ze pohlavni rozmnoZovani bylo pozorovano pouze u nékterych jeho prislusniki, a to jen

velmi vzacné (Skaloud, 2008).

Jako vhodné propojeni mezi biologickym pojetim druhu a v soucasnosti Siroce vyuzivanymi

molekularnimi markery, se ukazuji sekundarni struktury ITS, predevsim ITS2. Vzhledem k tomu,

56



Ze vSechny useky ITS2 se nevyvijeji stejnou rychlosti, nelze na evolu¢ni vzdalenost usuzovat
Cisté zpoCtu zmén v sekvenci, naopak mnoZzstvi CBC mezi sekundarnimi strukturami jsou
dobrym méritkem porovnatelnym napii¢ mnoha skupinami eukaryotickych organismi. Mezi
organismy, jejichZ gamety uspésné interaguji (tzn. nejsou mezi nimi prezygotické reprodukeéni

bariéry), se nevyskytuji Zddné CBC (Coleman, 2000).
5.4.1. Sekundarni struktury ITS1 a ITS2

Sekundarni struktury ITS byly vramci této prace vyuZity jednak k porovnani linie ,Palma“

a rodu Asterochloris, jednak k vzajemnému srovnani péti linii rodu Chloroidium.

Sekundarni struktury ITS1 a ITS2 pftislusnikG linie ,Palma“ byly vytvoreny na zakladé
publikovanych struktur Asterochloris phycobiontica (Skaloud and Peksa, 2010) a s nimi byly také
porovnavany (Obrazek 13). Nicméné pro predstavu o odliSnostech linie ,Palma“ je tieba

zohlednit i dal$i linie rodu Asterochloris (Tabulka 8).

Tabulka 8: Pocet CBC (pravy horni roh) a hemi-CBC (levy dolni roh) mezi 16 liniemi rodu Asterochloris (Sensu Skaloud&Peksa 2010)
zjisténych porovnanim sekundarnich struktur ITS1 a ITS2 . Nazvy pro odpovidajici linie pouZité v této praci jsou uvedeny v prvnim
radku. Pocet CBC a hemi-CBC mezi linii Q (A. phycobiontica) a ostatnimi liniemi je zvyraznén cervené. Upraveno podle (Skaloud and
Peksa, 2010).

A1l A2 B C D E G1I H I J1 K L M N Q

#1 #2 #3 #4 H5 H6 #T #8 #9 #10 #11 #12 #13 #14 #15 #16
#1 0 0 0o 0 0 000 0O 0O 0 0 0 (0]oO
#2 1 0 0 00 0O 00 0 O 0 0 0 (0] O
#3 7 6 o 1t 1 1 0 1 0 1 0 0 0 |0 O
#4 4 3 3 o 1t 0 0o 1 0 0 O 0 0 [0 O
#5 6 5 3 4 o1 0 0 0 2 0 1 1 [0 1
# 4 3 3 0 2 0o 0 0 0 1 0 1 1 |0 1
#7 3 2 4 3 3 3 o1 0 0 0 0 0 [1] 1
48 4 3 7 4 6 4 3 0O 0 0 0 0 0 |0] O
# 7 6 2 3 3 3 4 7 12 0 1 2 (0] 1
#10 3 2 6 3 5 2 4 4 4 0 0 0 o0 [0 O
#1 4 3 3 3 2 2 3 6 3 3 0 0 0 |0 1
#12 3 2 6 3 5 3 2 3 6 4 5 0 0 (0] O
#13 5 4 4 1 3 1 4 5 4 4 3 4 0 |0 O
#14 5 4 4 1 3 1 4 5 2 2 3 4 2 o) o
#5(4 3 3 2 2 2 1 4 3 3 3 3 3 3 0
#6 5 4 2 1 1 1 2 5 2 4 1 4 2 2 1

Sekundarni struktury ITS1 jednotlivych linii rodu Asterochloris v publikaci Skalouda a Peksy
(2010) jsou nejvariabilnéjsi v helixu I, ve kterém je také CBC mezi A. phycobiontica a linii G1
(7 sensu Skaloud&Peksa 2010). Tato CBC je piitomna i mezi vemi zastupci linie ,Palma*“ a lini
G1. Naopak CBC v tomto helixu mezi linif ,Palma“ a A. phycobiontica chybi pti porovnani s jinymi
liniemi Asterochloris, u Kkterych na této pozici dochazi ke ztraté parovani. Zajimavosti je,
Ze variabilni pozice 18 (G/A) mezi strukturami linie ,Palma“ se vyskytuje rovnéz v ramci

struktur rodu Asterochloris (linie D (G) oproti ostatnim liniim (A)).
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V helixu II, kde je hemi-CBC mezi linii H a ostatnimi liniemi Asterochloris, je CBC mezi touto linif
a sekvenci L1616 (Obrazek 13A; A-U, pozice 44-74). Zbyvajici dvé CBC v helixech II a III viici linii
»Palma“ jsou spolecné vSem liniim rodu Asterochloris. Ve velké smycce na konci helixu 1V, jejiz
3‘ strana je velmi rozdilnd mezi strukturami linie ,Palma“ a strukturou A. phycobiontica, je velka

variabilita rovnézZ v rdmci rodu Asterochloris.

Mezi sekundarnimi strukturami ITS2 Asterochloris je nejvice variability soustiedéno v helixu I.
Druhy par bazi smérem ke konci helixu za neparujici se oblasti se méni z C-G (linie B, C, K, M, N
a,16“) pres U-G (A1, A2, G1, H, J1, L, Q) na U-A (D, E, I)5. Mezi prvni a tieti skupinou je tedy
pritomna CBC (jedina ve strukture ITS2), mezi druhou skupinou a ostatnimi liniemi hemi-CBC.
Tato pozice spolu s dalsim parem nukleotidt v helixu [ v sekundarnich strukturach linie ,Palma“
uplné chybi. K nékolika oboustrannym insercim/delecim doSlo v koncové ¢asti helixu [ i v rdmci

rodu Asterochloris.

Zatimco Usek ITS2 byl u rodu Chloroidium zhruba obdobné dlouhy jako u rodu Asterochloris,
sekvence je obecné vyssi, nez v useku ITS2 (ktery je jen vyjimecné delsi nez 350 bazi (Coleman,
2007)). U Picea spp. ma usek ITS1 2747-3271 bazi, coZz znéj ¢ini nejdelsi mezi rostlinami
(Campbell et al., 2005).

Sekundarni struktury ITS1 i ITS2 (Obrazek 16-Obrazek 19) péti zkoumanych linii rodu
Chloroidium, vykazovaly vyrazné vétsi variabilitu, nez sekundarni struktury rodu Asterochloris.
Na jejich zakladé se jevi jako nejblize ptibuzné linie Chloroidium angustoellipsoideum
a ,Chloroidium 3“, které mezi sebou v sekundarni struktuie ITS2 nemaji Zadnou CBC (Tabulka 7).
Naopak velmi odliSné od ostatnich i od sebe navzajem jsou linie C. engadiensis a

C. saccharophilum.

Toto zjisténi je v souladu s fylogenetickym stromem vytvorenym na zakladé ITS (Obrazek 15).
Zadna podobna tendence nebyla u rodu Asterochloris pti porovnani sekundarnich struktur
a fylogenetického stromu pozorovana s vyjimkou oddéleni linie ,Palma“. Pomérné vyrazné se lisi

i pocet CBC a hemi-CBC zjistény v ramci téchto dvou rodd.

Mezi Sestnicti liniemi rodu Asterochloris (Skaloud and Peksa, 2010) byly zaznamenany
maximalné dvé CBC a jedna aZ sedm hemi CBC (v souctu ITS1 a ITS2; Tabulka 8). Mezi typovym
druhem rodu Asterochloris (A. phycobiontica) a zastupci vSech znamych genotypt ITS linie

,Palma“ byly zaznamendny tfi CBC a Ctyri aZ osm hemi-CBC (Tabulka 5). Uvnitf této linie

5 Tato formulace je pouzita pouze pro nazornost. Samozirejmé neni znamo, v jakém potadi se popisované
zmény udaly.
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se nevyskytovala zddna CBC, ale pét az Sest hemi-CBC. Mezi péti liniemi rodu Chloroidium bylo

zaregistrovano az devét CBC a ¢tyti aZ trinact hemi-CBC (Tabulka 6, Tabulka 7).

Rozdil v diverzité sekundarnich struktur je evidentni. Nicméné vysokym poctiim CBC a hemi-
CBC nelze prikladat pfiliS velky vyznam. Jednak je slozité vytvorit jednoznacny alignment velmi
rozdilnych struktur, jednak mohou nékteré ¢asti struktur kvili rozsdhlym insercim/delecim
chybét a velmi odli$né struktury pak mohou mit mensi pocet CBC nebo hemi-CBC, nez struktury

pribuznéjsi, mezi kterymi se mohou vyskytovat na téchto chybéjicich ¢astech.

Mai a Coleman (1997) zaznamenaly v sekundarnich strukturach ITS2 urcité motivy
konzervované mezi zelenymi fasami i Krytosemennymi rostlinami. Jsou jimi predevsim
»pyrimidinova neshoda“ v helixu Il a motiv GGU (UGGU pro krytosemenné rostliny stejné jako

pro zastupce tiidy Trebouxiophyceae; Tabulka 9) na 5‘ strané terminalni ¢asti helixu III. Tyto

motivy byly pritomny ve vSech sekundarnich strukturach ITS2 prezentovanych v této praci.

Coleman (2007) pozdéji upozornila na usek GGUAGGY ve stejné oblasti, ktery by mél byt
spolecny pro celé oddéleni Chlorophyta. Tato sekvence byla pritomna u vSech linii rodu
Chloroidium v podobé& GGUAGGU a u rodu Asterochloris a linie ,Palma“ v podobé GGUAGGC.

Tabulka 9: Srovnani sekvence 11 nukleotidi nachazejicich se na 5 strané helixu III sekundarni struktury ITS2 mezi vybranymi
zelenymi fasami a krytosemennymi rostlinami. Motiv GGU je univerzalné konzervovany. Motiv UGGU je zachovan u vsech
krytosemennych rostlin, stejné jako u zastupct tiidy Trebouxiophyceae. Upraveno podle Mai a Coleman (1997).

Chlamydomonas reinhardtii CUACUGGGUAG
Volvox spermatosphaera CUACUAGGUAG
Acrosiphonia arcta CAGCAAGGUAG
Trebouxia spp. (Piercey-Normore, 2009) CGAUUUGGUAG
Asterochloris spp. (Skaloud and Peksa, 2010) CAGCUUGGUAG
Linie ,Palma“ CAGCUUGGUAG
Chloroidium ellipsoideum, C. angustoellipsoideum, ,,Chloroidium 3“ | UGGACUGGUAG
Chloroidium engadiensis UGGAUUGGUAG
Chloroidium saccharophilum UCGAUUGGUAG
Chlorella vulgaris (Krienitz et al.,, 2004) UGGCUUGGUAG
Lycopersicon esculentum (Solanaceae) AGUGGUGGUUG
Calycadenia oppositifolia (Asteraceae) AGUGGUGGUUG
Dubautia arborea (Asteraceae) UGUGGUGGUUG
Photinia pyrifolia (Rosaceae) AUCGGUGGUUG
Daucus carota (Apiaceae) AUCGGUGGUUG
Vifia faba (Fabaceae) GAUGGUGGUUG
Cucumis melo (Cucurbitaceae) UACGGUGGUUG
Populus deltoides (Salicaceae) AGCGGUGGUUG
Arabidopsis thaliana (Brassicaceae) UGCGGUGGUGA
Gossypium hirsutum (Malvaceae) AUCGGUGGUAA
Alnus incana (Betulaceae) AUCGGUGGUUG
Ranunculus enysii (Ranunculaceae) AGCGGUGGUUG
Oryza sativa (Poaceae) GCGCAUGGUGG
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Zajimavé je srovnani 11 nukleotidti obsahujicich univerzalné konzervovany motiv GGU (Tabulka
9). Zatimco u rodu Asterochloris a linie ,Palma“ byla tato sekvence shodna (stejné jako napf.
u Lycopersicon esculentum (Solanaceae) a Calycadenia oppositifolia (Asteraceae)), v ramci rodu

Chloroidium se vyskytovaly tii varianty vzajemné se lisici v jednom nukleotidu.

VvV o viv

Nejbéznéjsi podobou sekundarni struktury ITS2 je tzv. ,Ctyfprsta ruka®, ale prakticky ve vSech
ptipadech (v ramci eukaryot) je pritomen zpravidla kratky helix I a naopak nejdelsi helix III.
Koncova oblast helixu III povaZovana za velmi konzervovanou na rozdil od ostatnich helixd,
u kterych jsou méné variabilni bazalni ¢asti. Dalsi velmi konzervovanou oblasti je bazalni ¢ast

helixu II (Obrézek 22 (Coleman, 2007)).

V ramci rodu Chloroidium se v obou oblastech vyskytovaly CBC, nicméné vykazovaly nizsi miru
variability, nez zbytek struktury. Helix II byl v sekundarnich strukturach linie ,Palma“ totoZny
a termindlni ¢ast helixu III obsahovala jednu zdménu vedouci ke ztraté parovani. V ramci rodu
Asterochloris se v bazalni ¢asti helixu Il vyskytovaly dvé hemi-CBC, ale parujici se ¢asti koncové

¢asti helixu Il byly naprosto totozné (Skaloud and Peksa, 2010).

IV

Obrazek 22: Univerzalné konzervované oblasti sekundarni struktury ITS2 (Coleman, 2007).

Na zakladé mnoha vySe uvedenych znakl a zejména porovnani konzervovanych oblasti ITS2
(,konzervovaného jadra“ zahrnujictho mimo vysSe zminéné dseky predevsSim dva bazalni pary
helixu I a 5 stranu helixu IV) podle Mai a Coleman (1997) by linie ,Palma“ pravdépodobné byla

soucasti rodu Asterochloris.

5.4.2. Srovnaniv ramci tfidy Trebouxiophyceae

Diky omezenému mnoZzstvi znak, které mnohdy jednoducha morfologie mnoha zastupci tridy
Trebouxiophyceae poskytuje (Letsch et al,, 2009), se na zdkladé molekularnich dat ukazuje, Ze
fada tradi¢nich druht ¢i dokonce rodt, obsahuje organismy naleZzici do nékolika vzdalenych linii

(Huss et al,, 1999; Elias et al., 2008; Darienko et al., 2010).
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Zptsob vymezeni rodl u kokalnich zelenych ras je vSak i pri pouziti molekularnich markera
stale predmétem diskusi. Otazka, zda jsou skute¢né prirozené linie 1épe definovany ,malymi*, ¢i
,velkymi“ rody, zlistdvd nevyreSena. V této véci by méla spiSe rozhodovat specificka situace
v kazdé skupiné (Luo et al, 2010). Proto je na misté porovnat druhovy koncept jednotlivych

zkoumanych skupin s vybranymi liniemi tfidy Trebouxiophyceae.

Diverzita ITS sekvenci Asterochloris odpovida zhruba diverzité jedné ze Ctyr linii rodu Trebouxia,
ale i mezi témito liniemi se diverzita znacné lisi. To ukazuje na rozdilnou mutacni rychlost
i vramci jednoho rodu (Helms, 2003). Ctyti linie rodu Trebouxia jsou od sebe dobie odlisené
a pomérné vzdalené. Helms (2003) je dale déli na 31 sublinii, které zhruba odpovidaji urovni

druhu.

Platné popsanych druhli tohoto rodu je v soucasnosti 25 (Guiry and Guiry, 2012). Jednotlivé
blizce pribuzné druhy jsou na zakladé nékolika molekularnich markert (ITS, 23S plastidové
rDNA (del Campo et al,, 2010), genu pro aktin typu I (Muggia et al., 2010)) vzajemné piiblizné

stejné odliSné jako druhy rodu Asterochloris.

Na zakladé sekvenci 18S (Obrazek 11) jsou v soucasnosti popsané druhy rodu Chloroidium asi
stejné diverzifikované jako C¢tyti hlavni linie rodu Trebouxia. Nova linie ,,Chloroidium 3 blizka
druhtim C. ellipsoideum a C. engustoellipsoideum i velky nardst znamé diverzity vramci
C. ellipsoideum naznacuje, Ze by vbudoucnosti mohlo byt objeveno vice druhi v ramci
jednotlivych linii reprezentovanych soucasnymi druhy. Tomu nasvédcuje i zaznamenani
pravdépodobné epifytické rasy blizké C. ellipsoideum na stélce Verrucaria praetermissa (Thiis et

al, 2011).

Jesté Sireji definované druhy, neZz Chloroidium ma rod Elliptochloris. Elliptochloris bilobata var.
bilobata a Elliptochloris bilobata var. corticola se nejen znacné liSi v sekvenci i sekundarni
strukture 18S, ale také v morfologii (Elias et al., 2008). Jako fotobiont liSejniku Verrucaria
sublobulata byl zaznamenan dalsi zastupce tohoto druhu, ktery neni v sekvenci 18S shodny ani
sjednou z popsanych variet, nicméné je blizky E. bilobata var. corticola (Thiis et al, 2011).
V ramci tohoto rodu byl objeven také moisky zastupce E. marina (Letsch et al., 2009). Skute¢na

diverzita tohoto rodu tedy patrné teprve ¢eka na své odhaleni.

JesSté napadnéjsi je situace u druhu Botryococcus braunii, na ktery se v posledni dobé upira
pozornost kviili jeho praktickému vyuziti pri vyrobé paliv. Jednotlivé kmeny tohoto druhu jsou
na zakladé 18S obdobné diverzifikované jako druhy ¢i dokonce rody v jinych liniich.

Zaznamenany byly i podstatné fyziologické odliSnosti (Senousy et al., 2004).
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Dal$im prikladem ,velkého“ rodu v ramci tfidy Trebouxiophyceae je rod Coccomyxa. Na zakladé
molekularnich markeri i sekundarnich struktur ITS2 jsou jeho zastupci znacné diverzifikovani.
Morfometrické analyzy ukazuji na zna¢nou morfologickou variabilitu, ta ale nejevi Zadnou

souvislost s fylogenetickou pozici jednotlivych linii (Nemjova, 2009).

Druhovy i rodovy koncept v ramci tridy Trebouxiophyceae je v soucasné dobé, jak je patrné
z uvedenych priklad(, zna¢né nejednotny. Morfologické charakteristiky se mohou ukazat jako
nedostatecné ¢i nejednoznacné (Hoshina et al,, 2010) a ani molekularni ¢i jiné metody mnohdy
neposkytuji jasné odpovédi. Proto zatim nebyl nalezen pristup ke Kklasifikaci rodd a druhi

univerzalné vhodny pro vSechny skupiny.

5.4.3. Taxonomické posouzeni linie ,,Palma“
Ptibuznost linie ,Palma“ a rodu Asterochloris byla potvrzena fylogenetickymi analyzami na
zdkladé dvou jadernych (ITS, 18S) a jednoho chloroplastového (rbcL) molekularniho markeru.

Podle vSech téchto analyz se jedna o sesterskou linii (Obrazek 6, Obrazek 11, Obrazek 12).

Otazky vyvolava nestejna mira odliSeni této linie od rodu Asterochloris na zakladé rliznych
sekvenci. Ve fylogenetickém stromé rbcL se linie ,Palma“ jevi jako novy rod, zatimco na zakladé

18S spise jako dobi'e vymezeny novy druh rodu Asterochloris.

Z fylogenetického stromu na zakladé useku 18S vyplyva, Ze vzdalenost linie ,Palma“ od rodu
Asterochloris je srovnatelna se vzdalenostmi hlavnich linii rodu Trebouxia (T. jamesii zlinie A a
T. impressa z linie I sensu Helms 2003). Pokud by tedy linie ,Palma“ byla novym druhem rodu
Asterochloris, nebyla by pritomnost vice vzdalenych linii v jednom rodu, z nichZ jedna se dale

déli na mnozstvi malych druhd, vyjimkou.

Rozdilna relativni délka veétvi stejné jako inkongruence fylogenetického stromu na zakladé
chloroplastovych a jadernych markerti, pozorovana v ramci této prace, je pomérné Castym jevem
(Nyati et al.,, 2007; del Campo et al, 2010; Assungdo et al, 2011). V extrémnim pripadé byl rad

Prasiolales na zakladé rbcL a 18S zarazen dokonce do rozdilnych tiid (Sherwood et al., 2000).

Morfologicky jsou buiiky z kultury LV18 odpovidajici genotypu L1620 podobné buiikdm rodu
Asterochloris (Obrazek 10) a hluboce lalocnaty chloroplast se jevi prakticky shodny
s chloroplastem Asterochloris phycobiontica. Pozorovana byla rovnéz obdobna aplanosporangia

obsahujici velké mnoZstvi aplanospor.

Pri pozorovani svételnym mikroskopem se jevi pyrenoid jako znacné odliSny, nicméné pro

posouzeni této struktury jsou nutnd ultrastrukturni data, kterd v soucasnosti nejsou k dispozici.
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Typ pyrenoidu je jak u rodu Asterochloris, tak u pribuzného rodu Trebouxia dilezitym urcovacim

znakem jak na drovni druhu, tak rodu (Helms, 2003; Skaloud and Peksa, 2010).

Vzhledem k tomu, Ze jsou fotobionti linie ,Palma“ zndmi pouze ze Ctyr stélek liSejnikd z jedné
lokality, 1ze tézko posoudit napf. jejich ekologické charakteristiky, které by je mohly odlisit od

rodu Asterochloris.

V kazdém pripadé, pro popis nového rodu nebo druhu, bude nutné provést detailnéjsi
morfologicka pozorovani a to i na ultrastrukturni trovni. Velmi vhodné by bylo také nalézt dalsi

zastupce linie ,Palma“ na jinych lokalitach.
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6. Zavér

Tato prace se jako prvni v tomto rozsahu zabyvala fotobionty liSejniki rodu Stereocaulon. Ve
stélkach téchto liSejniki pochazejicich z rliznorodych lokalit a substrati byla zaznamenana
neocekavana diverzita fotobiontd. Ta nyni zahrnuje tfinact linii rodu Asterochloris véetné nové
linie ,Palma“, kterd je na zakladé ITS, 18S a rbcL sekvenci sesterska ke vSem znamym

prislusniktim tohoto rodu, a tii linie rodu Chloroidium vcetné jedné dosud neznamé.

Rod Chloroidium je Siroce rozsifen v mnoha terestrickych i vodnich prostredich, ale jeho
zastupci byli dosud jako fotobionti pozorovani pouze ojedinéle. V souladu s predchozimi
zaznamy se zda byt pravdépodobné, Ze vyskyt tohoto fotobionta urCuje zvyseny obsah tézkych

kovi v substratu.

Vramci rodu Asterochloris nebyla kromé linie ,Palma“ Zadna dalSi zvysoce statisticky
podpotenych linii specificka ¢isté pro liSejniky rodu Stereocaulon. Ty se ale ukazaly byt
selektivni vici A. irregularis, ke kterému pattilo 39 % vSech zkoumanych poloZek. Dalsi linie
obsahujici fotobionty liSejnikd rodu Stereocaulon vykazovaly rtizné ekologické preference: linie
L uprednostnovala jako substrat ptidu a u A. phycobiontica se potvrdil vyskyt ve vysokohorskych
oblastech.

Na ostrové La Palma byli ve stélkach liSejnikGi rodu Stereocaulon zaznamenani prevazné
fotobionti druhu Chloroidium ellipsoideum stejné jako na dalsi lokalité s vulkanickym substratem
v Tanzanii. Nicméné ani na jinych typech substratu a ve spojeni s jinymi mykobionty nebyli

na ostrové La Palma pozorovani zastupci zadné z béZnych a celosvétové rozsirenych linii rodu

Asterochloris.

Opakované byl prokazan vyskyt vice rozdilnych genotypti fotobiontli vjedné stélce, v jednom

pripadé dokonce Asterochloris sp. a soucasné Chloroidium ellipsoideum.

Nizka specifita vii¢i fotobiontlim, ktera byla v ramci této prace zjisténa, mtlize zastupclim rodu
Stereocaulon stejné jako jinym liSejniktim obyvajicim extrémni rychle se ménici ¢i nové vzniklé
(napf. antropogenni) prostiedi, usnadiiovat kolonizaci a pteZiti v téchto habitatech. Fotobionti
rodu Chloroidium navic patfi mezi bézné se vyskytujici aerofytické rasy, takze je jejich
dostupnost snazsi, nez (témér) vyhradné symbioticky Zzijicich fotobiontl. Jsou také na nové
lokalité pravdépodobné pritomni déle neZ liSejniky, a tak jsou jiZz prizplisobeni lokalnimu

prostiedi, napt. substratu.

Nové objevené linie ,Palma“ a ,,Chloroidium 3" budou muset byt podrobeny dalsimu zkoumani

predtim, nez budou formalné popsany jako nové taxony. ,Chloroidium 3“ bude popsano
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pravdépodobné jako novy druh, u linie ,Palma“ zatim neni jasné, zda se bude jednat o novy rod

¢i druh rodu Asterochloris.
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