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Abstrakt

LiSejniky jsou organismy tvofené né¢kolika symbiotickymi partnery, z nichz nejdilezitéjsi je
houba (mykobiont) a fasa ¢i sinice (fotobiont). Pfestoze vétSina liSejnikd je terestricka, nékteré
lze nalézt i ve vodnim prostfedi. Cerné korovité lisejniky z Geledi Verrucariaceae
(Verrucariales, Eurotiomycetes, Ascomycota) se dokazaly tomuto prostfedi velmi dobie
pfizpusobit a tvofi ¢asto dominantu moiského pobiezi v té€sné blizkosti kolisajici vodni hladiny.
Schopnost téchto lisejnikli obyvat nejriznéjsi prostiedi je spojovana s jejich neobvykle Sirokou
Skalou fotobiontl. Pfesto vSak u vétsSiny z nich neni tento symbiont znamy.

Tato prace zkouma diverzitu liSejnikli ¢eledi Verrucariaceae v litoralni zoné pobiezi
Baltského a Severniho mote, vztahy mezi symbionty a spojitost mezi diverzitou liSejnikl a
gradientem salinity. Pomoci metabarcodingu zjistuje diverzitu volné Zijicich fas v okoli
studovanych liSejnikii a symbiotické fasy porovnava s fotobionty, nalezenymi v liSejnicich.

Mykobionti a fotobionti byli identifikovani pomoci ITS a 18S rDNA. Nalezeno bylo
celkem devét linii mykobiontli i fotobionti. NejcastéjSim lisejnikem se ukdzal byt druh
Hydropunctaria maura se svym fotobiontem Pseudendoclonium submarinum. Pro tadu
liSejnikh je zde jejich fotobiont popsan molekularné poprvé. Objeveni mnoha molekularné
neznamych linii znaci skrytou diverzitu mykobiontl i fotobionti. Srovnani diverzity volné
zijicich symbiotickych fas s fotobionty liSejniki ukazalo, ze ne vzdy si mykobiont vybira
nejvice dostupnou fasu v okoli. Vztahy nékterych z liSejniklt vykazuji pii vybéru partnera
nizkou specificitu, ale velmi vysokou selektivitu. Porovnani pocti druhli s ménici se salinitou
mezi Baltskym a Severnim motem potvrzuje rist diverzity liSejnikii spolu se vzrlstajici

koncentraci soli ve vodé.

Klicova slova: liSejniky, Verrucariaceae, Hydropunctaria, Verrucaria, Pseudendoclonium,
Urospora, litordl, taxonomie, fylogeneze, mykobiont, fotobiont, metabarcoding, specificita,
selektivita, diverzita, gradient salinity, Baltské mote, Severni mofe, volné zijici symbiotické

rasy



Abstract

Lichens are organisms formed by several symbiotic partners, most importantly a fungus
(mycobiont) and an alga or cyanobacteria (photobiont). Although most lichens are terrestrial,
some can be found also in aquatic environments. Black crustose lichens from the family
Verrucariaceae (Verrucariales, Eurotiomycetes, Ascomycota) were able to adapt to this
environment very well and often dominate in the seashore near fluctuating water level. The
ability of these lichens to inhabit various environments is associated with their unusually wide
range of photobionts. However, this symbiont is not known to most of them.

This work investigates the diversity of lichens of the family Verrucariaceae in the littoral
zone of the Baltic and the North Sea coasts, the relationships between symbionts and the
connection between lichen diversity and the salinity gradient. Using metabarcoding, the
diversity of free-living algae in the vicinity of the studied lichens is determined and the
symbiotic algae are compared with the photobionts found in the lichens.

Mycobionts and photobionts were identified using ITS and 18S rDNA. A total of nine
lineages of mycobionts and photobionts were found. The most common lichen turned out to be
the species Hydropunctaria maura with its photobiont Pseudendoclonium submarinum. For
several lichens, their photobiont is described molecularly for the first time. The discovery of
many molecularly unknown lineages indicates a cryptic diversity of both mycobionts and
photobionts. The comparison of the diversity of free-living symbiotic algae with lichen
photobionts showed that the mycobiont does not always choose the alga most available in the
vicinity. The relationships of some of the lichens show low specificity but very high selectivity
in partner choice. The comparison of species numbers with changing salinity between the Baltic
and the North Sea confirms the growth of lichen diversity along with the increasing

concentration of salt in the water.

Keywords: lichens, Verrucariaceae, Hydropunctaria, Verrucaria, Pseudendoclonium,
Urospora, littoral, taxonomy, phylogeny, mycobiont, photobiont, metabarcoding, specificity,

selectivity, diversity, salinity gradient, Baltic Sea, North Sea, free-living symbiotic algae
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1. Uvod

LiSejniky pokryvaji asi 8 % zemského povrchu (Ahmadjian 1995). Vyskytuji se po celém svété
ve vSech podnebnych péasech od polarnich oblasti az po tropické destné pralesy. Dominuji
pfedevs§im v tundfe, borealnich lesich, chladnych 1 horkych poustich, ve vysokych
nadmoiskych vyskach, na utesech motského pobiezi a tvoii nedilnou soucast stromovych
epifytd v deStnych pralesich mirného pasma (Galloway 2008). Kolonizuji Sirokou skalu
piirodnich substratti jako je ptda, klira stromti, ztrouchnivélé dievo, kameny a skaly, listi, ale
také povrchy nékterych zvifat jako naptiklad krunyie zelv nebo broukd (Ahmadjian 1995).
LiSejniky se ale dokéazaly ptizpusobit také ¢loveéku a bézné je miZzeme najit i na zcela umélych
substratech jako je asfalt, beton, kov, plast ¢i pryZ (Seaward 2008).

LiSejniky jsou primarni producenti vytvarejici kyslik a uklddajici uhlik do biomasy
a jsou soucasti potravniho fetézce. Jako jedni z prvnich kolonizatord ve stadiu ranné sukcese
hraji vyznamnou roli v utvafeni pady. Spolu se sinicemi, fasami, mikroskopickymi houbami
a bakteriemi jsou souc¢asti ptidnich krust, které plidu zpeviiuji a zabraniuji tak erozi (Belnap et
al. 2001). Diky schopnosti akumulovat prvky jako je dusik, fosfor a sira zirodnuji padu a déla;ji
J1 dostupné;jsi pro dalsi kolonizatory (Seaward 2008).

V extrémnich podminkach a prostiedich (napt. nizké teploty a mraz, vysoké teploty
a ozafenost, sucho, vlhko, zvySena salinita atd.), které jsou pro vétSinu organismll na planeté
neobyvatelné, mohou byt dokonce jedinou dominujici formou Zivota (Kranner et al. 2008).

PrestoZe vétSina liSejnikt je terestrickd, ¢ast z nich se dokazala pfizplsobit 1 vodnimu
prostiedi. Jako poikilohydrické organismy jsou liSejniky schopné snaset extrémni obdobi sucha
1 mokra a pro svou fyziologii ¢asto pfimo vyZzaduji sttidani obdobi vysychdni a zavlazovani.
Vodu ziskavaji nejcastéji z destovych srazek, vystaci si vSak i s pouhou vzdusnou vlhkosti ¢i
rosou (Green et al. 2008). Jen velmi malo druhii dokéaze zit vétSinu zivota skute¢né pod vodni
hladinou, 1 kdyZ existuji vyjimky (Ahmadjian 1995). Termin ,,vodni liSejniky* je velmi Siroky
a zahrnuje vSechny sladkovodni i motské lisejniky, které se vyskytuji v blizkosti vodnich ploch
a vice ¢i mén¢ jsou jimi ovlivilovany. Vhodnéjsi ndzev by tak byl spis ,,obojzivelné lisejniky*.
V minulosti byly tyto liSejniky velmi Casto opomijeny, to se ale v poslednich letech méni
a ziskavaji si stale vétsi pozornost lichenologli (Sonina & Androsova 2020).

Moftské pobtezi ¢i biehy potok, ek a jezer jsou habitaty, kde mizeme vodni liSejniky
najit. Jde o prostiedi, kde se setkdvaji dva zcela odlisné ekosystémy — vodni a terestricky. Tyto
liSejniky se tedy musely adaptovat na velmi specifické podminky. Ze sladkych vod je popsano

zhruba 200 druht lisejnikti, z motského prostiedi kolem 700 (Hawksworth 2000). Podobné¢ jako
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jsou vyuzivany terestrické liSejniky k monitorovani kvality ovzdus$i, maji i vodni liSejniky
potencial ve vyuziti k bioindikaci a kontrole kvality vod (Gilbert & Giavarini 1997; Nokes et
al. 2020; Thiis et al. 2014).

1.1 Zonace morskych lisejniku

Je mnoho faktoru, které ovliviiuji distribuci liSejniki na motském pobtezi, napt. charakter
pobiezi musi byt pfiznivy pro uchyceni a rast stélky. V pisku ani na neustale se pohybujicich
oblazcich nema liSejnik Sanci na preziti. Naopak stabilni kameny a hrubé skéaly jsou vhodnym
stanoviStém s bohatou druhovou diverzitou (Wolseley et al. 1996).

Mezi dalsi aspekty urcujici pfitomnost liSejnikli patii expozice vinam, slune¢nimu
zéteni, vysychani a celkovy sklon a sloZzeni substratu vcetné¢ pH (Dobson 2014).
Nejvyznamnéjsi roli hraje vSak vzdalenost od vodni hladiny a jeji kolisani béhem pfilivu
a odlivu. Zalezi také na mife a Cetnosti, s jakou jsou liSejniky zaplavovany. Jednotlivé druhy
liSejnikt se navzajem lisi v preferencich habitatu a schopnostech snaset takové podminky.
Podle toho jsou na pobfezi znatelnd pasma s urCitymi druhy liSejniki a lze je rozdélit
do jednotlivych zon (Dobson 2014; Fletcher 1973a,b; Hawksworth 2000; Sheard 1968; Vail &
Walker 2021):

I. Sublitoralni zéna — Trvale pod vodou s vyjimkou extrémné nizkych odlivl; bez
liSejnikd.
II. Litoralni zéna — Zoéna pravidelné zaplavovana prilivem, skladajici se ze dvou ¢asti:

i Eulitoral — Casta pfitomnost svijonozcti (Cirripedia, Crustacea), na jejich
schrankach roste Pyrenocollema halodytes, dal§imi liSejniky jsou napf.
Wahlebergiella mucosa, Lichina pygmaea (Casto v blizkosti drobného mlze
Lasaea rubra).

it Okraj litoralu — Jen obcCasné zaplavovan ptilivem, ale zna¢ny vliv ptiboje a vin;
horni vyskyt motskych plztt Littorina littorea; dominance liSejniku
Hydropunctaria maura (¢erny pas viditelny 1 z dalky).

II1. Supralitoralni zéna — Jen vyjimecné zaplavovana v dolni ¢asti, vliv pfiboje a vin, ma
tii Casti:

i1 Mesicka — Lisejniky Flavoplaca marina, Lichina confinis, Lecanora helicopis
na stinnych mistech a Polyozosia actophila na 1épe osvétlenych mistech.

i1 Submesicka — Vliv ptiboje klesa, diky motskym ptakiim a jejich exkrementtiim

Casto na ziviny bohata ¢ast; liSejniky rodu Xanthoria (X. parietina, X. aureola)



spole¢né s rodem Flavoplaca a Caloplaca z mesické zony tvoti ZlutooranZzovy
pas, Verrucoplaca verruculifera, Circinaria leprosescens.

iii Xericka — Jen lehky dostfik motské vody, ale Casté stiidani sucha a vlhka;
liSejniky rodu Parmelia, Anaptychia runcinata, Ramalina siliquosa, na dobte
osvétlenych skalach také Lecidella asema, Rhizocarpon richardii
a Diploschistes caesioplumbeus (v raném stadiu parazitujici na Lecanora
gangaleoides), Sedé pasmo.

IV. Terestrialni zéna — Maly az zadny efekt motské vody.

1 Halofilni — Druhy, které mizeme najit i ve vnitrozemi a které jsou schopné snést
mirné zasoleni, napt. Parmelia saxatilis, Lecanora polytropa.

i1 Halofébni — Lisejniky, které nesnesou zasoleni a vyskytuji se ve vnitrozemi,

napt. Parmelia omphalodes, Sphaerophorus globosus, Platismatia glauca.

Sitka zon neni vzdy stejna, zaleZi na topografii pobfezi a sile vétru a vin (Pfiloha 8.1
Lokality metabarcodingu). Cim vice je pobieZi témto vliviim vystavované, tim §ir$i zony jsou.
Hawksworth (1980) ve své studii zjizniho Devonu srovnava dvé pobiezi se stejnym
substratem, vzdalena od sebe jen 100 metrii, s rozdilnou orientaci na jih a na sever. Jizni pobtezi
je daleko vice exponované, zatimco severni pobtezi je od vétru a vin chranéné;jsi. Rozdil v Siice,

ve které se jednotlivé druhy vyskytuji, je patrny z Obrazek 1. Na chranéngjsim pobieZi (B) je
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Pyrenocollema halodytes, Verrucaria striatula = Wahlenbergiella striatula, V. mucosa = W. mucosa, V. amphibia
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atra = Tephromela atra, L. dispersa = Polyozosia dispersa, L. actophila = P. actophila (Dobson 2014 podle
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vliv vln a vétru mensi, proto se liSejniky supralitoralni zony (napt. Xanthoria parietina) nachazi
mnohem bliz vodni hladiné¢ nez ty na exponovaném pobiezi (A). Na krytém pobiezi se tak
mohou liSejniky z okraje litoralu prolinat s lisejniky supralitoralni zony (napt. Hydropunctaria
maura a Flavoplaca marina).

Jednotlivé zony se od sebe ekologicky zna¢né€ odliSuji, a proto je toto rozdéleni druhi
patrné nejen u liSejnikd, ale u vSech organismti, které obyvaji motské pobiezi (Acosta et al.
2007; Gendron 1977; Lubchenco 1980). Podobna zonace se ovSem vyskytuje 1 na biezich
sladkych vod (Scott 1967).

1.2 Diverzita mofskych liSejniku v litoralu

Pokud se zamé&time pouze na litordlni zonu, ve které dochazi k nejvétsimu kontaktu s vodou a
nachazi se zde lisejniky, které jsou nejcastéji povazovany za skute¢né ,,vodni*, tak ve srovnani
se supralitoralni zonou nachdzime pomérn€ malou variabilitu v morfologii i taxonomii. Nejvice
druhi  patii do tadtd Verrucariales (Eurotiomycetes, Ascomycota) a Lichinales
(Lichinomycetes, Ascomycota) (Thiis et al. 2014). Moiské druhy v rdmci Verrucariales jsou
prevazné v rodech Wahlenbergiella, Hydropunctaria a Verrucaria (Gueidan et al. 2009). Rod
Verrucaria je silné polyfyleticky a jeho taxonomie stale neni dostate¢né vytesend (Gueidan et
al. 2007, 2009). Patii sem vSak pravdépodobné nejhloubéji Zijici motsky liSejnik Verrucaria
serpuloides, popsany z Antarktidy, ktery byl nalezen v hloubce az 10 metrti pod hladinou pfi
pramérném odlivu (Lamb 1973). Z chladnych oblasti byl popsan i podivny lisejnik Mastodia
tessellata, jehoz stélku tvoii prevazné jeho fotobiont rodu Prasiola (Trebouxiophyceae,
Chlorophyta) (Pérez-Ortega et al. 2010). Tento liSejnik je blizce ptibuzny rodu Wahlenbergiella
a obyva exponované utesy v mistech bohatych na ziviny. Byl vSak nalezen 1 vzdaleny az n¢kolik
set metrii od mofe (Kohlmeyer et al. 2004; Kovacik & Pereira 2001). Podél zapadniho pobiezi
Severni Ameriky roste stejné podivny liSejnik Turgidosculum ulvae, ktery je v symbidze
s fasou Blidingia (Ulvophyceae, Chlorophyta). Molekuldrni studie ukéazala ptibuznost
s liSejnikem Verrucaria ditmarsica (Pérez-Ortega et al. 2018), ktery je hojny u usti fek
vlévajicich se do mofe (Smith et al. 2009).

V ramci fadu Lichinales je nevyznamnéjs$i pro moisky biotop rod Lichina, zajimavy
svou ketickovitou stélkou cerné barvy a vyskytujici se bézné€ v severozapadni Evropé¢.
Pyrenocollema halodytes z tadu Pyrenulales (Eurotiomycetes, Ascomycota) je oproti tomu
velmi nenapadny liSejnik, viditelny jen jako pouhé zelenohnédé az cCerné teCky. Je vSak
rozsifeny po celém svéte a nejcastéji roste na schrankach moiskych bezobratlych (Fish & Fish

1989).



1.3 Symbiotické vztahy v liSejnicich

Lisejnik je z tradi¢niho pohledu organismus tvofeny symbidzou houby (mykobionta) a fasy
nebo sinice (fotobionta). V minulosti se lichenologové zabyvali pfevazné houbovymi partnery
a na fotobionty se zapominalo (Tschermak-Woess 1989). To se vSak v dnesni dobé méni
a ukazuje se, ze fotobionti hraji diilezitou roli nejen ve fyziologii lisejniku, kde zajist'uji vyzivu
celému systému, ale také v ekologii. Rasy jsou k danému prostiedi daleko citlivéjsi a zalezi
tedy na jejich schopnostech adaptovat se na dané podminky (Helms 2003; Peksa & Skaloud
2011). Sitka ekologické niky fotobionta miize byt tak pro lisejnik limitujici, ale v riiznych
podminkach mohou mykobionti své symbionty ménit (,,photobiont switching®) (Piercey-
Normore & DePriest 2001; Rolshausen et al. 2020) nebo maji ve stélce pfitomnych vice
riznych fas (Moya et al. 2020; Thiis et al. 2011; Vancurova et al. 2020; Voytsekhovich & Beck
2016) ¢i genotypti (Helms et al. 2001; Muggia et al. 2013).

Kromé¢ toho bylo ve stélkach lisejnikli objeveno 1 bohaté mikrobidlni spolecenstvo
(Grube & Berg 2009) vcetné kvasinek (Mark et al. 2020; Spribille et al. 2016). Zajimavé je,
ze bakterialni spoleCenstvo moitskych liSejnikli je odlisné od téch terestrickych a v rameci
moiskych liSejnikit se 1i8i i mezi jednotlivymi zoénami. Jejich role v liSejnicich stale neni
vyjasnéna, ale mohou vyznamné piispivat k celkové odolnosti liSejniku vici abiotickym
faktorim (Bjelland et al. 2011; West et al. 2018) ¢i se podilet na pfenosu zivin ve stélce
(Sigurbjornsdottir et al. 2014). Jako zdroj zajimavych bioaktivnich latek mohou mit vyznam
ipro lidstvo (Parrot et al. 2015). S vyvojem modernich technologii mame moZznost ziskat
o liSejnicich zcela nové poznatky. Nejen lichenologie zaziva novou éru, kdy je tfeba pohliZzet
na liSejnik jako na komplexni samostatné fungujici mikroekosystém, ve kterém figuruje mnoho

vice ¢1 méné zavislych jednotek (Chrismas et al. 2021; Hawksworth & Grube 2020).

1.4 Diverzita fotobiontt

V terestrickém prostiedi je nejbeznéjSim fotobiontem ftasa Trebouxia a Asterochloris
(Trebouxiophyceae, Chlorophyta), ptipadné Trentepohlia (Ulvophyceae, Chlorophyta)
(Honegger 2009). Na moiském pobiezi se Trebouxia vyskytuje az v liSejnicich supralitoralni
z6ny (Watanabe et al. 1997). V litoralu, kde dochazi k pravidelnému zaplavovani, se Trebouxia
viubec nevyskytuje (Hawksworth 2000), naopak zde dominuji fasy z tiidy Ulvophyceae.
Zaznamenan byl rod Pseudendoclonium a druhy Halofilum ramosum a Paulbroadya petersii
pattici dfive do rodu Dilabifilum (Darienko & Proschold 2017; Gasulla et al. 2019; Thiis et al.

2011; Tschermak-Woess 1989). Nové popsanymi fotobionty z lisejnikt litoralni zony jsou



Undulifilum symbioticum a Urospora, diive zndma jen jako samostatné Zijici makroskopicka
fasa z fadu Ulotrichales (Cernajova et al. 2022).

Ze tiidy Xanthophyceae byl objeven jako fotobiont Heterococcus caespitosus (Parra &
Redon 1977), ale molekuldrné potvrzen nebyl a ani zafazeni mykobionta (Hydropunctaria
maura) neni jisté (Thiis et al. 2011). SpiSe zvlasStnosti je pak fotobiont Petroderma maculiforme
ze tfidy Phaeophyceae, popsany v symbidze s liSejnikem Wahlenbergiella tavaresiae
ze sanfranciského zalivu v Kalifornii (Gueidan et al. 2011; Peters & Moe 2001; Sanders et al.
2004, 2005).

Ze sinic (Cyanobacteria) je v asociaci s ,,0bojzivelnymi liSejniky* popsano
pravdépodobné nejméné¢ sedm druht. Napi. rod Rivularia z liSejnikti rodu Lichina (Ortiz-
Alvarez et al. 2015) nebo blizce ptibuzny rodu Chroococcus a Hyella caespitosa popsané
z epizoicky zijicich lisejnikii Halographis runica (Arthoniomycetes, Ascomycota) a
Pyrenocollema halodytes (Carpenter & Foster 2002; Kohlmeyer & Volkmann-Kohlmeyer
1988).

1.5 Vybér fotobionta

Pii vybéru fotobionta hraje roli specificita a selektivita obou partnert. Specificitou se mysli
taxonomicka §ife geneticky kompatibilnich partnert a selektivitou ¢etnost vyskytu (Yahr et al.
2004). Nizka specificita znamend moznost souZiti s vice taxonomicky rozdilnymi partnery,
naopak vysoka specificita je omezena jen na jednoho. Oboji miize mit své vyhody i nevyhody.
Pro liSejniky, které se rozmnozuji sexualné bez svého fotosyntetizujiciho partnera, je vyhodna
nizka specificita. Kli¢ici hyfa si tak sndz najde partnera z okoli nebo ze stélky jinych lisejnikt
(Dal Grande et al. 2014; Rikkinen 2003). Naopak lisejniky Sifici se pomoci vegetativnich
propaguli si nesou svou fasu s sebou a nemusi se tak spoléhat jen na své okoli. I takto
rozmnozujici se liSejniky jsou vSak schopné vymeény partnera (Nelsen & Gargas 2008). Vice
symbiotickych partnerti totiz znamena $irsi ekologickou niku a tim vét§i moznosti v kolonizaci
novych stanovist’ (Blaha et al. 2006; Vancurova et al. 2018, 2021). Dobfe adaptovana fasa na
lokalni podminky bude mit pln¢ efektivni fotosyntézu a prosperovat tak bude cely holobiont.
Zvlast v extrémnich podminkach, jakymi jsou napt. substraty zatizené t¢zkymi kovy, je pak
vyhodné najit si z okoli fasu, ktera je schopna toto znecisténi sndset (Osyczka et al. 2021;
Vancurova et al. 2018).

Ve stejnych ekologickych podminkach se vytvareji komunity liSejniki, takzvané gildy,
které mezi sebou své fotobionty sdileji (Peksa & Skaloud 2011; Peksa et al. 2022; Piercey-
Normore & Deduke 2011; Rikkinen 1995; Rikkinen et al. 2002). Pfitomnost ur¢itych fotobiontii
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je pak determinovana predev§im klimatem a sloZenim substratu (Peksa et al. 2022; Skvorova
et al. 2022; Vancurova et al. 2018).

Otazkou zustava, jaka je skuteCna diverzita fas a sinic ve stélkach liSejnikl. Diverzita
fotobiontl je vétsinou studovana pomoci klasického Sangerova sekvenovani, které vSak zachyti
Casto pouze dominantniho partnera (Paul et al. 2018). Pokud se k identifikaci fotobionta pouziji
i metody vysokokapacitniho sekvenovani (high throughput sequencing, HTS), napf.
metabarcoding, pak ziskame daleko detailnéjs$i pfedstavu o diverzit¢ symbiontli, vcetné
minoritnich partnert. Jak velikou roli hraji tyto minoritni fasy je vSak stale nejasné (Chrismas

et al. 2021; Moya et al. 2020, 2021).

1.6 Adaptace a odolnost vudi stresum

Moiské pobiezi je velmi extrémnim habitatem se silnym efektem abiotickych faktort. Kolisani
vodni hladiny zptsobuje neustdlou zménu v piijmu vody, slune¢niho zéafeni, teploty a salinity.
Vlny se vlivem vétru mohou dostat vysoko a jejich efekt miize ovlivnit i liSejniky supralitoralni
zony, zalezi na tom, jak moc je pobiezi exponované. Témto drsnym podminkdm se liSejniky
musely adaptovat.

Nejvétsi vliv na rlst a zivot liSejniktt motského prosttedi ma salinita (Delmail et al.
2013). Vysoka koncentrace soli v prostiedi snizuje vodni potencidl v liSejnicich, které jakozto
poikilohydrické organismy nekontroluji pomér vody v sobé a v okoli. Sill ze stélky odvede
vodu a lisejniky se dostavaji do stresu z vysychani. Nedostatek vody a nadmérné slune¢ni zareni
ma pak destruktivni vliv na fotosyntézu.

LiSejniky vyvinuly mnoho zplisobi, jak se proti témto stresiim branit a ty jsou Casto
druhové specifické a odpovidaji umisténi liSejnikti na moiském prostredi (Gasulla et al. 2019;
Higgins et al. 2015). Morfologie pravdépodobné nehraje v halotoleranci pftili§ velikou roli
(Delmail et al. 2013). Mykobionti i fotobionti produkuji celou fadu metabolitl a specifickych
proteinii. Proti vysychani jsou to nejcastéji cukry, cukerné alkoholy a komplexy redukujici
vodni potencial a zabraiujici ztratam vody (Delmail et al. 2013; Francoise et al. 2014).
Fotoinhibici pfedchazi nahromadéni karotenoidi a dalSich fotoprotektivnich pigmenta (Rastogi
et al. 2010). Hlavnim osmolytem, jehoz akumulace koreluje s koncentraci soli v prostiedi, je
glycerol (Delmail et al. 2013). Rezistence vici salinité se velmi lisi v litordlni a supralitorani
zoneé. Potvrzena byla 1 experimentalné, kdy byli kli¢ici mykobionti vystavovany riznym
koncentracim soli a jejich odpovédi se shodovaly s jejich pfirozenym vyskytem (Ramkaer

1978).



Dulezita je 1 adaptabilita samotného fotobionta. Studie ukdzaly, ze prestoze liSejniky ze
dvou riznych zo6n maji stejny druh fotobionta, jde vzdy o jiny specificky kmen, ktery navzajem
nesdileji (Gasulla et al. 2019; Ortiz-Alvarez et al. 2015). Samotna symbidza s houbami nejspis
zvySuje odolnost fotobiontli vici stresu. V experimentu byly lichenizované sinice na rozdil od
téch volné zijicich schopnéjsi ptezit vysychani (Biidel 2011; Delmail et al. 2013).

Krom¢ abiotickych faktori mohou liSejniky ovliviiovat také moisti bezobratli
zivoCichové. Plsobi bud'to jako predatofi (Francoise et al. 2014; Higgins et al. 2015), nebo

jejich schranka slouZi liSejnikiim za substrat (Fiorentino 2008).



2. Cile prace

Cilem této prace je zjistit diverzitu hlavnich symbionti liSejnikd Celedi Verrucariaceae

z litordlu motského pobiezi a zodpovedét nasledujici otazky:

e Jaka je diverzita volnég Zijicich symbiotickych fas v okoli liSejnikd? Z jakého ,,poolu® si
moiské liSejniky vybiraji své partnery?

e Meéni se diverzita symbiontli na gradientu salinity?



3. Material a metody

3.1 Material

Material byl sesbiran v letech 2019-2021 z pobiezi Baltského a Severniho mote (Obrazek 2).
Podrobnosti ohledné¢ polozek véetné popisu a GPS soutadnic jsou uvedeny v Priloze (8.4
Piehledova tabulka). Jelikoz se jedna o saxikolni liSejniky, bylo nutné ziskat jednotlivé
polozky i s kouskem substratu pomoci majzlikii a kladiva. V blizkosti nékterych polozek
(Obrazek 2, fialové znacené body) byla odebrana také enviromentilni DNA (eDNA)
pro metabarcoding (vice viz kapitola 3.6 Illumina metabarcoding). Polozky jsou ulozeny
v herbarové sbirce Univerzity Karlovy v Praze (PRC) a v herbafi univerzity v Rostocku

(Mecklenburg-Vorpommern, Némecko).

v

Hambu_l;ku,' ‘h
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mista s odberem pro metabarcoding.
(zdroj podkladové mapy: https://www.google.com/maps/@57.5284111,13.1068312,5z/data=!5m1!1e4).

3.2 lzolace DNA

Pied vlastni extrakci DNA bylo potfeba nejprve pfipravit vzorky z jednotlivych poloZek.
Dostate¢né mnozstvi materialu bylo ziskano pomoci sterilnich nastrojii a preneseno do 2ml
mikrozkumavky typu Eppendorf. Bylo nutné pracovat pod binolupou (LEICA S9E). Pro snizeni
rizika kontaminace epifytickymi fasami byla stélka nejprve vizualné zhodnocena a poté lehce

otfena ubrouskem navlh¢enym ethanolem. Z nékterych poloZek bylo ziskdno vice izolatl, a to

10



zejména z téch, kde byly odebirany 1 vzorky pro metabarcoding a bylo diileZité sekvence pro

porovnani ziskat. Izolace DNA byla provedena pomoci cetyltrimethylamoniumbromidu

(CTAB), podle nasledujiciho postupu, ktery vychazi z protokolu Cubera et al. (1999)

optimalizovaného pro lichenizované i nelichenizované houby:

1.

Materiél byl rozdrcen pomoci 2-3 wolfram-karbidovych kuli¢ek v mlynku na drceni
rostlinného materidlu (Retsch MM200) cca 3 min pii 30 000 rpm. Neékteré vzorky
(zejména ty s menSim mnozstvim materidlu) byly jesté pred samotnym drcenim
ponoieny cca 10 min v tekutém dusiku pro lepsi dezintegraci bunécnych stén.

K rozdrcenému materidlu bylo ptidano 700 pl roztoku CTAB a na Spicku Spachtlicky
prasku polyvinylpyrrolidonu (PVP). Nasledné¢ se vzorky nechaly inkubovat na
termobloku pii 60 °C a 1 200 rpm po dobu 30 min.

Po inkubaci bylo do kazdé zkumavky piiddno 500 ul  roztoku
chloroformu:isoamylalkoholu (24:1). Cely obsah zkumavky byl protfepan a ponechan
cca 5 min v klidu. Poté byly vzorky centrifugovany 6 min pii 13 200 rpm v pokojové
teploté.

Supernatant byl pomoci automatické pipety opatrné presunut do ¢istych 1,5ml zkumavek
s 500 pl vychlazeného izopropanolu (skladovaného pii -20 °C). Spodni faze
s nepotiebnym obsahem byla fadné& zlikvidovana podle pravidel laboratore. Obsah
zkumavek byl opét protfepan a ponechan minimalné 30 min v -20 °C.

Po uplynulé dobé byly vzorky opét v pokojové teplot¢ 3 min centrifugovany pii
13 200 rpm. Supernatant byl slit do odpadu a ve zkumavkach zbyl drobny pelet
s vysrazenou DNA.

Pelet byl promyt nejprve piidanim 400 pl vychlazeného 96% ethanolu a poté inkubovan
15 min na termobloku pfi 37 °C a 1 200 rpm. Nasledné byl opét centrifugovan 3 min pii
13 200 rpm. Supernatant byl opét vylit do odpadni nadoby a pelet promyt tentokrat
200 pl vychlazeného 70% ethanolu. Zkumavky byly ponechédny stat cca 5 min v klidu a
poté opét centrifugovany (3 min pii 13 200 rpm). Supernatant byl opé€t vylit a zkumavky
byly ponechéany oteviené v digestofi, aby zcela vyschly (cca 30 min).

Vysuseny pelet byl rozpusStén ve 100 pl TE pufru a poté inkubovan 30 min na termobloku
pti 37 °C a 600 rpm. Nakonec byly vzorky kratce promichany na vortexu. DNA byla

uchovavana v mrazaku pii -20 °C.
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3.3 PCR reakce a sekvenovani DNA

Pro identifikaci mykobiontli a fotobionti na urovni rodu az druhu byly vybrany vhodné

molekularni markery, které se bézné pouzivaji v moderni fylogenetice. Internal transcribed

S

| |

Internal Transcribed
Spacer of ribosomal
DNA (ITS rDNA)

Obrazek 3: Postaveni useki 18S a ITS rDNA v eukaryotickém genomu (Nolan
& Cribb 2005).

spacer (ITS) je nekddujici ¢ast jaderné DNA lezici mezi geny, které koduji malou a velkou

ribosomalni podjednotku (Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.). Sklada se ze tii casti ITS1, 5,8S

a ITS2, pticemz 5,8S je soucasti velké ribosomalni podjednotky, zatimco ITS1 a ITS2 jsou pfi

transkripci vystfizené. U fotobiontl byl zvolen jesté tsek 18S kodujici malou ribosomalni

podjednotku (SSU rDNA).

Vybrané tuseky DNA byly amplifikovany pomoci specifickych primert (Chyba!

Nenalezen zdroj odkazi.) metodou Polymerazové fetézové reakce (PCR, anglicky polymerase

chain reaction).

Tabulka 1: Prehled pouZitych primeru; F = forward, predni primer; R = reverse, zadni primer

nazev usek  specificita orientace sekvence zdroj
ITS4 IS univerzalni R TCCTCCGCTTATTGATATGC gvg’g‘é;e etal.
ITS1F ITS  Ascomycota F CTTGGTCATITAGAGGAAGTAA  (oardes &
Bruns 1993)
. (Skaloud &
KlebsF ITS Zelené rasy F GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG Rindi 2013)
, . Skaloud
ZelenyF1 ITS Zelené tasy F CCGCCCGTCGCTCCTACCGA nepublik
Univerzalni pro Kuzoff et
268rev LU rostliny R GCATTCCCAAACAACCCGAC " "Lo08)
(Zygnematophyceae) .
(Cernajova
18S-Ulvo-F 18S Ulvophyceae F CCATGCATGTCTAAGTA etal. 2022)
185-Ulvo-R 185  Ulvophyceae R ACCTTGTTACGACTTCWCCT (e(tjzrlngj(())zvza)

Pro ziskéani tiseku ITS mykobionta byla pouzita kombinace primerd ITSIF a ITS4. Pro

fotobionta byla nejcastéjSi kombinace KlebsF + ITS4, piipadné¢ KlebsF + 268rev
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a v ojedin&lych ptipadech ZelenyF1 + 268rev. Usek 18S byl ziskan pomoci primerti 18S-Ulvo-
F al18S-Ulvo-R. Obsah reakéni smési jedné PCR reakce je uveden v Tabulka 2.

Koncentrace DNA jednotlivych vzorki byla méfena na NanoDropu 1000 (Thermo
Scientific) a pohybovala se od cca 5 do 70 ng/ul. Pti netspésné PCR reakci a pfilis vysokych
koncentraci DNA byla DNA zfedéna destilovanou vodou na 0,5-1 ng/ul. Naopak u velmi

nizkych koncentraci byla DNA zahusténa pomoci vakuového koncentratoru SpeedVac.

Tabulka 2: SloZeni PCR reakce pro fotobionta i mykobionta

FOTOBIONT MYKOBIONT
Voda (ddH.0) 13,2 ul 14,2 pul
Pufr MyTaq (Bioline) 4 ul 4ul
Primer F (25 pmol/ul) 0,3 ul 0,3 ul
Primer R (25 pmol/pul) 0,3 ul 0,3 ul
Polymeraza MyTaq (Bioline) 0,2 ul 0,2 ul
DNA 2 ul 1l
Celkovy objem reakce 20 ul 20 ul

PCR reakce probihala v termocycleru Eppendorf Mastercycler pro a pouZivané cykly
jsou uvedeny v Tabulka 3. U nékterych vzorki bylo tieba zvysit specificitu nasedani primerti
zvySenim teploty v této fazi cyklu ¢i navysit celkovy pocet cykli pro zvétSeni vysledného

mnozstvi DNA.

Tabulka 3: PouZité cykly PCR reakce pro mykobinota i fotobionta

Mykobiont (ITS) Fotobiont (ITS) Fotobiont (18S)

Inicialni denaturace 95 °C 2 min 95°C 2 min 95°C1 min

Denaturace 95°C30s 95°C30s 95°C45s

Nasedani primert 54°C/59°C30s 58°C/62°C30s 52°C40s

Elongace 72°C30s 72°C45s 72 °C3 min
Pocet cykld 30/38 30/35 35
Zavérecndelongace 72°C5 min 72 °C5 min 72 °C5min

Vysledek PCR reakce byl zkontrolovan pomoci elektroforézy. 2 ul PCR produktu byly
naneseny na 1% TAE agar6zovy gel a DNA byla znacena ethidium bromidem a vizualizovana

pomoci UV zéfeni. Pfiblizna délka DNA byla odhadnuta pomoci zebiicki NZYDNA Ladder
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VI (50-1500 bp), VII (100-3000 bp) a O’GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus (100-3000 bp).
Pokud bylo z jednoho vzorku ziskano vice raznych usektit DNA (2 ¢1 vice prouzki viditelnych
na gelu), bylo nutné PCR reakci zopakovat a vyvarovat se ptipadnych kontaminaci, nebo vzorek
zcela vyloucit ¢i od sebe oba useky dostatecné dobte rozdélit pomoci elektroforézy v 1,8% TBE
agarézovém gelu, vyfiznout skalpelem pod UV svétlem a piecistit pomoci MinElute gel
extraction kitu dle navodu. PCR produkty obsahujici jen jeden fragment DNA byly ptecistény
pomoci paramagnetickych kuli¢ek SPRI AMPure XP (Beckman Coulter). Koncentrace
precisténé DNA byla zméfena pomoci nanodropu a v ptipadé€ potieby nafedéna na cca 20 ng/ul.
Vzorky byly spolu s pfislusSnymi primery odeslany k sekvenaci do firmy Macrogen Europe
(Meibergdreef 39, 1105AZ Amsterdam, Nizozemsko).

Sekvenace DNA probéhla pomoci Sangerovy metody sekvenovani a kvalita
jednotlivych sekvenci byla zkontrolovana v programu SeqAssem ver. 09/2004 (Hepperle
2004). V témze programu doslo i ke spojeni tsekt 18S rDNA, které bylo nutné kviili své délce

osekvenovat pomoci obou primert a nasledné spojit dohromady.

3.4 Tvorba alignmentu

Ziskané sekvence byly identifikovany pomoci algoritmu BLAST (Boratyn et al. 2013), ktery
srovnava sekvence s jiz zndmymi sekvencemi dostupnymi v databazi GenBank. Do alignmentu
byly kromé vlastnich sekvenci (ve formatu FASTA) piidany také nejpodobné&jsi sekvence
z GenBanku (Clark et al. 2016). Pro kazdou taxonomickou skupinu a dany usek DNA byl
vytvofen zvlast' jeden alignment. Alignmenty byly vytvofeny v programu MAFFT ver. 7
(Katoh et al. 2019) s pouzitim iteraéni metody zpiesiiovani G-INS-i a dale upravovany
v programu MEGA7 (Kumar et al. 2016). Bylo tfeba sekvence znovu ru¢né zkontrolovat a
vyvarovat se uméle zvySené variabilité, vzniklé chybou pfi sekvenovani.

Pro nasledné fylogenetické analyzy byly z vysledného alignmentu odstranény introny a
dale pozice, ve kterych méla vétSina sekvenci mezery. Z divodu Casto chybgjicich dat byl
odstranén také zacatek a konec alignmentu. Pozice, které byly zarovnané nejasné, byly
odstranény pomoci programu GBlocks v. 0.91b (Castresana 2000).

Ze vsech ziskanych sekvenci mykobiontl nebylo mozné vytvofit jeden alignment, proto
byly na zakladé ITS rDNA vytvofeny alignmenty tfi, a to pro skupiny Hydropunctaria,
Turgidosculum a Wahlenbergiella. U sekvenci vzorkl 133, 134 a 137 bylo nutné ¢asti sekvence
odstranit, protoze nebylo mozné je s ni¢im srovnat. V BLASTu vychazel rozsah pokryti (Query

coverage) jen na 39 % a 46 %. Co se tyce fotobiontd, pro kazdou skupinu (Kornmanniaceae a
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Ulotrichales) byly vytvofeny 2 alignmenty, prvni na zaklad€ ITS rDNA a druhy na zéklad€ 18S

rDNA. Sekvence a alignmenty jsou k dispozici na vyzadani u autorky nebo u Skolitele.

3.5 Tvorba fylogenetického stromu

Substitucni modely pro jednotlivé fylogenetické stromy byly vypocitdny v programu
JModelTest v. 2.1.4. a 2.1.6 (Darriba et al. 2012) pomoci Bayesovského informac¢niho kritéria
(BIC). Usek ITS bylo tieba rozdélit na tii ¢asti, protoze v kazdé ¢asti probiha evoluce jinou

rychlosti. Pro mykobionty jsou modely uvedeny v Tabulka 5 a pro fotobionty v Tabulka 5.

Tabulka 4: Substitu¢ni modely mykobinoti

Taxon Hydropunctaria Turgidosculum Wahlengergiella
Usek DNA ITS1 58S |ITS2 |ITS1 | 5,8S|ITS2 |ITS1 5,8S ITS2
Substitu¢ni model | TPM1uf+G | K80+ HKY+I | TrN+G | K80 | TrN+I | HKY+G | TPM2+G | TrN+I

Tabulka 5: Substitucni modely fotobiont(

Taxon Kornmanniaceae Ulotrichales
Usek DNA 18S ITS1 5,8S |ITS2 18S ITS1 5,8S |ITS2
Substituéni model | SYM+I+G |K80+G | K80+I | K80+G | K80O+I+G | SYM+I+G | K80+ | SYM+G

Fylogenetické stromy byly nalezeny pomoci metody maximalni vérohodnosti (ML,
Maximum Likelihood) a Bayesovské metody. Do analyz byly pouzity pouze alignmenty
s unikatnimi sekvencemi. ML analyza probé&hla v programu RAXML v. 8.2.12 (Stamatakis
2014) se substituénim modelem GTR a 1000 bootstrapovymi replikacemi pro mykobionty
a GTR + I' + I substitu¢nim modelem a 100 bootstrapovymi replikacemi pro fotobionty.

Bayesovska analyza probéhla v programu MrBayes v. 3.2.7a (Ronquist et al. 2012)
se substitu¢énimi modely uvedenymi v Tabulkach 4 a 5. Byly pouzity dva paralelni MCMC
(Markov Chain Monte Carlo) chody, kazdy se tfemi horkymi a jednim studenym fetézcem.
Konvergence béhti byla vyhodnocena na zakladé SDSF (standard deviation of split frequencies)
a prvnich 25 % stromi bylo vyfazeno jako burn-in. Pro strom skupiny Hydropunctaria bézela
analyza po 15 miliondl generaci (SDSF = 0,002405), pro Turgidosculum po 5 mil. generaci
(SDSF = 0,001368) a pro Wahlenbergiella také 5 mil. generaci (SDSF = 0,000867). PSRF
(potential scale reduction factor) byl ve vSech ptipadech 1. U fotobionti bézela analyza po dobu
5 mil. generaci.

Vétveni bylo statisticky podpofeno bootstrapy ML analyzy a posteriornimi

pravdépodobnostmi uzli (Bayesovska analyza). Fylogenetick¢é stromy byly graficky
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zpracovany v programech FigTree v. 1.4.4. (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) a Adobe
[Mustrator CS3 v 13.0.1.

3.6 lllumina metabarcoding

Pro Ilumina metabarcoding bylo odebrano celkem sedm vzorkii eDNA (1, 2,7, 8, 11, 14 a 16;
Ptilohy 8.1 Lokality metabarcodingu a 8.4 Pfehledova tabulka). Misto pro seSkrab vzorki bylo
vybirano vzdy co nejblize studovanym liSejniklim a sebranym polozkam, avs§ak bez viditelnych
narostl stélek lisejniki ¢i jinych organismti. Odbér probihal pomoci predem vysterilizovanych
nastroju.

Vzorky byly uchovavany v mrazaku pii -20 °C. Izolace DNA byla provedena pomoci
kitu Fast DNA™ SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals) dle navodu. Eluce probéhla ve 100 pl
vody. ITS2 rDNA amplikony pro Illumina MiSeq sekvenovéani byly ziskany pomoci
barcodovych primerti 5.8F-Chlorophyta (5-GAA TTC CGT GAA CCA TCG AAT CTT T-3')
a ITS4 (Vancurova et al. 2020). PCR reakce probihala ve 35 cyklech. Kazda reakce obsahovala
10 ul Q5 High-Fidelity DNA polymerazy (BioLabs Inc.), 5 ul ddH2O, 1,5 ul kazdého primeru
a 2 ul DNA (celkovy objem byl 20 ul). Kazdy vzorek probihal ve tfech opakovanich véetné tii
negativnich kontrol. Podminky PCR reakce byly: Inicialni denaturace 30 s pii 98 °C, denaturace
10 s pii 98 °C, amplifikace (naseddni primera) 45 s pii 52 °C, 1 min elongace pii 72 °C a
zavérecna elongace 2 min pii 72 °C. PCR produkty byly ptecistény pomoci paramagnetickych
kulicek SPRI AMPure XP (Beckman Coulter) a nasledné ve stejnych koncentracich slou¢eny
do jednoho vzorku. Ptiprava knihovny a sekvenovani probéhlo ve firmé Genesupport SA (Plan-
les-Ouates, Svycarsko).

Kontrola kvality ziskanych sekvenci byla provedena v program FastQC v. 0.11.8
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Nasledné¢ byly sekvence
zpracovany dle metodiky publikované v Bélint et al. (2014), v¢etné filtrovani nekvalitnich
sekvenci, slouceni parovych sekvenci, odstranovani artefakti primert, odliSeni vzorkl dle
barcodii, reorientace sekvenci na 5'-3', demultiplexing, dereplikace, shlukovani OTU a
filtrovani chimér. Na rozdil od metodiky podle Balinta et al. (2014) byly OTU shlukovany
pomoci metody swarm v2 (Mahé et al. 2015), pficemz denoising byl nastaven na d=3. Do
dal$ich analyz vstupovaly pouze ty OTU, které byly nalezeny alespoii ve 100 kopiich a alespoii
ve dvou ze tfi replikata.

Ziskané metabarcodové sekvence byly spolu s nejblizSimi BLAST sekvencemi
zarovnany do alignmentu a metodou ML v programu RAXML v. 8.2.12 (Stamatakis 2014) byl

stejn€, jako je uvedeno vysSe, vytvoten fylogeneticky strom. Na zdklad¢ této analyzy byly
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sekvence pfifazeny k jednotlivym rodim zelenych fas. Pro porovnani metabarcodovych
sekvenci se sekvencemi ziskanymi ze stélek liSejnika byly vytvofeny separatni fylogenetické
stromy dvou dominantnich rodt fotobiontli (Obrazek 18 a 19). Tyto stromy vznikly na zakladé
datasetu, ze kterého byly odfiltrovany chimerické sekvence detekované programem UCHIME

(Edgar 2016; Edgar et al. 2011) a vizudlni inspekci alignmentu.

3.7 Zpracovani dat

Tabulky a grafy byly vytvoreny v programu Microsoft Excel 365. Graf diverzity liSejnikil
v zavislosti na gradientu salinity (Obrazek 22) byl vytvoten na zdklad€ poctu druhil vydélenych
celkovym poctem zaznamt z jednotlivych oblasti podle salinity.

Mapy na Obrazcich 23 a 24 byly vytvoteny v programu R 4.1.0 (R Core Team 2022)
s pomoci knihoven rgdal, raster, scales, GISTools a RColorBrewer. Sité¢ vztahi mezi symbionty
(Obrazky 20 a 25) byly vytvofeny v programu Gephi 0.9.2 (Bastian et al. 2009) a dale
upravovany v programu Adobe Illustrator CS3 v. 13.0.1.

3.8 Izolace a kultivace fotobiontu

Izolace fotobiontli probihala nasledovné: Nejprve
byla stélka ociStetna od piipadnych epifyti
ubrouskem navlhéenym etanolem. Pomoci binolupy
(LEICA S9E) byly ptednostné vybirany ty casti
stélky, které mély relativné ¢isty povrch. Sterilnimi
nastroji (Ziletkou ¢i fezacim noZem) byla odstranéna
svrchni korova vrstva lisejniku (Obrazek 4). Rasova
vrstva nachdzejici se pod povrchem byla poté
sterilni jehlou z liSejniku vyjmuta a pfenesena na

Petriho misku s médiem. Miska byla fadné popsana

Obrdzek 4: Rasovd vrstva ligejniku a mista s buitkkami ¢i vétsi vrstvou fotobionta byla
V. ceuthocarpa po odstranéni svrchni korové « i
vrstvy oznacena permanentnim fixem.

Rasy byly kultivovany v kultivaénim boxu
pii teploté 19 °C a intenzit& zafeni 10-30 pmol m™ s nebo v pokojové teploté za piirozenych
svételnych podminek. Kultury byly pravidelné sledovany a po cca 2-3 mésicich pteo¢kovany
do misek s novym médiem. V piipadé nejriznéjSich houbovych ¢i bakteridlnich kontaminaci

byla zasazena ¢ast média Ci cela miska odstranéna.
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Pro kultivaci byla pouZita tfi riznd média: BBM (Bold’s Basal Medium, Bischoff &
Bold 1963), ASW-agar (Artificial Seawater s agarem, Starr & Zeikus 1993) a ES (West and
McBride’s Modified ES medium, West & McBride 1999). Kultury byly identifikovany
morfologicky pomoci mikroskopu Olympus BX51 a pomoci DNA (ITS rDNA, izolace a

sekvenace viz vyse).

4. Vysledky

Ziskano bylo celkem 130 polozek. Z 86 z nich se podaftilo ziskat sekvenci mykobionta a ze 75
z nich fotobionta. Sekvence obou symbiotickych partnerti se podatilo ziskat ze 72 polozek.
Ptehled vSech ur¢enych druhii véetn€ informaci o polozkach, ze kterych se podafilo ziskat DNA

je v Priloze 8.4 Prehledova tabulka.

4.1 Diverzita mykobiontu

Vsechny studované liSejniky patii do ¢eledi Verrucariaceae (Eurotiomycetes, Ascomycota),
ato do tfech hlavnich linii — Hydropunctaria, Turgidosculum a Wahlenbergiella. Z rodu
Hydropunctaria byly nalezeny tii druhy: Hydropunctaria maura, H. aractina a H. oceanica
(Obrazek 5 a 6). Nejvetsi podil tvoii H. maura. Z n€kterych polozek bylo ziskano vice izolati,
jejichz sekvence se zcela shoduji (1, 1-3; 2, 2-1, 2-2, 2-5; 11-1, 11-2, 11-3; 14-1, 14-3, 14-4,
14-5; 8, 8-1, 8-2, 8-3, 8-4; 7-1, 7-2, 7-4, 7-5; 2-3, 2-4) nebo naopak neshoduji (2, 2-1, 2-2, 2-5
x 2-3,2-4; 11 x 11-1, 11-2, 11-3; 13-1 x 13-2; 7-6 x 7-4, 7-5, 7-2, 7-1), ale stale se jednd o
stejné druhy. To ovSem neplati pro polozku 1, ze které bylo ziskdno vice rtiznych mykobiontt

(1-2 je H. aractina, 1 a 1-3 H. maura a 1-1 a 1-4 jiné genotypy H. maura).

Obrazek 5: rez lisejniky H. aractina (vlevo,; poloZka c. 91), méritko = 400 um a H. maura (vpravo, poloZka ¢. 87),
méfitko = 100 um; anatomie stélky: zelend vrstva fotobionta a kiira s tmavymi pigmenty; foto Ivana Cernajovd.
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Obrdzek 6: Fylogeneticky strom rodu Hydropunctaria ziskany na zdkladé ITS rDNA pomoci metody Maximum
Likelihood (ML). Hodnoty na vétvich uddvaji statistickou podporu vétveni: bootstrapy ML jsou uvedeny jen od
hodnot >60, posteriorni pravdépodobnosti uzl( (PP) od hodnot >0,90. Zvyraznéné jsou vétve s plnou podporou
PP. U sekvenci z GenBanku jsou uvedeny kddy oznacujici jednotlivé kmeny (pokud byly k dispozici) a v zdvorce je
pristupové Cislo z GenBanku. Barevné jsou vyznacené nove ziskané sekvence.

Rod Verrucaria zahrnuje ze starSi literatury nejvice popsanych druht celedi
Verrucariaceae. Prestoze se ukazalo, ze je rod siln¢ polyfyleticky, nebyl jesté zcela dostate¢né
taxonomicky revidovan (Gueidan et al. 2009). Patrné je to i z fylogenetickych stromi na

Obrazcich 7 a 8. Verrucaria ditmarsica, kam spada 15 ziskanych sekvenci, zde vytvaii dveé
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razné vyvojové linie (Obrazek 7). Polozky 15 a 88 tvofi nezndmou samostatné stojici

vyvojovou linii (V1), ovSem blizko V. ditmarsica.

28
16(1)-1
16(1)-2
16(1)-3
16(1)-4

98/0,97

Verrucaria ditmarsica Orange 16447 (FJ664846)

Verrucaria ditmarsica CBM:FL-41402 (LC547491)

Turgidosculum ulvae S2929
(MF964609)

100/1,00 Turgidosculum ulvae S2930
(MF964610)

Turgidosculum ulvae S3410
(MF964612)

| Verrucaria ditmarsica Orang
(FJ664845)

15 135

Verrucaria ditma
e 138
88

Wahlenbergiella mucosa AMNH:LA31918 (KY697148)

-11,00

0.2

Obrdzek 7: Fylogeneticky strom skupiny Turgidosculum ziskany na zdkladé ITS rDNA pomoci metody Maximum
Likelihood (ML). Hodnoty na vétvich uddvaiji statistickou podporu vétveni: bootstrapy ML jsou uvedeny jen od
hodnot >60, posteriorni pravdépodobnosti uzli (PP) od hodnot >0,90. Zvyraznéné jsou vétve s plnou podporou
PP. U sekvenci z GenBanku jsou uvedeny kddy oznacujici jednotlivé kmeny (pokud byly k dispozici) a v zdvorce je
pristupové Cislo z GenBanku. Barevné jsou vyznacené nové ziskané sekvence.

Dalsim nalezenym mykobiontem je Verrucaria ceuthocarpa (Obrazek 8), kterd byla
potvrzena i1 morfologicky diky typickému upotfadani houbovych bunc¢k ve sloupcich
(Obrazek 9) (Smith et al. 2009). Mykobionti z polozek 133, 134 a 137 nemaji v GenBanku

zadné podobné sekvence a nelze je tedy bliz urcit.
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Obrdzek 8: Fylogeneticky strom skupiny Wahlenbergiella ziskany na zdkladé ITS rDNA pomoci metody Maximum
Likelihood (ML). Hodnoty na vétvich uddvaji statistickou podporu vétveni: bootstrapy ML jsou uvedeny jen od
hodnot >60, posteriorni pravdépodobnosti uzli (PP) od hodnot >0,90. Zvyraznéné jsou vétve s plnou podporou
PP. U sekvenci z GenBanku jsou uvedeny kody oznacujici jednotlivé kmeny (pokud byly k dispozici) a v zdvorce je
pristupové Cislo z GenBanku. Barevné jsou vyznacené nové ziskané sekvence.

Obrdzek 9: Rez lisejnikem Verrucaria ceuthocarpa (polozka €. 16(2)); foto: Ivana Cernajovd; méfitko

vlevo = 50 um, méritko vpravo = 200 um.
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4 .2 Diverzita fotobiontu

Identifikace fotobiontli probéhla pomoci fylogenetickych stromti zkonstruovanych na zakladé

sekvenci gentl ITS a 18S rDNA. VétSina fotobiontl je ur€ena pomoci genti malé ribosomalni
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Obrdzek 8: Fylogeneticky strom Celedi Kornmanniaceae ziskany na zdkladé 18S rDNA pomoci metody Maximum
Likelihood (ML). Hodnoty na vétvich uddvaji statistickou podporu vétveni: bootstrapy ML jsou uvedeny jen od
hodnot >60, posteriorni pravdépodobnosti uzli (PP) od hodnot >0,90. Zvyraznéné jsou vetve s plnou podporou
PP. U sekvenci z GenBanku jsou uvedeny kddy oznacujici jednotlivé kmeny (pokud byly k dispozici) a v zdvorce je
pristupové Cislo z GenBanku. Barevné jsou vyznacené nové ziskané sekvence.
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podjednotky (18S), néjaké jen pomoci ITS. Z nékterych polozek se podatilo ziskat oba useky
DNA (polozky c¢islo 28, 30, 38, 48, 66, 87, 103, 117, 133, 1, 3, 5, 8, 7, 11, 13, 16(1), 17).
Prestoze usek 18S rDNA neni tak variabilni jako ITS, pro rozliSeni druhlt Pseudendoclonium
submarinum a P. commune se ukézal jako dostatecny.

Vsechny ziskané sekvence fotobiontli patii do tfidy Ulvophyceae (Chlorophyta).

Vétsina sekvenci spadéa do ¢eledi Kornmanniaceae, a to do rodu Pseudendoclonium (Chyba!

Vv

Nenalezen zdroj odkazi.Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.). Tim nejcastéjsim fotobiontem
je Pseudendoclonium submarinum (vice jak 70 % ziskanych sekvenci). Druhym nejcastéj$im
fotobiontem je Pseudendoclonium commune. Byly ziskany i sekvence, které nemaji Zadnou

shodu se sekvencemi s GenBanku a nelze je proto bliZ urcit (polozky ¢islo 133, 134 a 137).
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Obrdzek 9: Fylogeneticky strom celedi Kornmanniaceae ziskany na zdkladé ITS rDNA pomoci metody Maximum
Likelihood (ML). Hodnoty na vétvich uddvaiji statistickou podporu vétveni: bootstrapy ML jsou uvedeny jen od
hodnot >60, posteriorni pravdépodobnosti uzli (PP) od hodnot >0,90. Zvyraznéné jsou vétve s plnou podporou
PP. U sekvenci z GenBanku jsou uvedeny kody oznacujici jednotlivé kmeny (pokud byly k dispozici) a v zdvorce je
pristupové cislo z GenBanku. Barevné jsou vyznacené nové ziskané sekvence. Sekvence ziskané kultivaci
fotobiont( jsou oznacené jako kultura.
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Z nekterych polozek bylo ziskdno vice izolatl, jejichZz sekvence se zcela shoduji
(Obrazek 10, 18S: 11, 11-3; 13-1, 13-2; Obrazek 11, ITS: 8-1, 8-2, 8-3, 8-4; 7-2, 7-3; 2, 2-2,
2-4, 2-5; 11-1, 11-2, 11-4). Jiné sice patii do stejného druhu, ale jejich sekvence nejsou zcela
totozné a jde tedy o jiné genotypy (Obrazek 11, ITS: 8 x 8-1, 8-2, 8-3, 8-4; 7-5x 7-6, 7-7; 11 x
11-1, 11-2, 11-4; 1 x 1-2 x 1-4).

Zvlastnim ptipadem je pak polozka ¢islo 30, kde byly z jedné sekvence useku 18S
rDNA ziskany sekvence rovnou dvé, kazda pattici do jiného druhu. Z alignmentu se ukézalo,
ze existuji dvé mista useku 18S rDNA, kterd jsou klicova pro rozliSeni dvou druhti rodu
Pseudendoclonium. Na 610. pozici v alignmentu ma P. submarinum nukleotid T (thymin),
zatimco P. commune C (cytosin) a na 1565. pozici C, respektive A (adenin). Ve vzorku 30 se
nachazely obé dv¢ varianty nukleotidi (Obrazek 12), proto byly pro ucely analyzy vytvoteny

dvé sekvence, kazda s jinou variantou nukleotidu (30A a 30B).

GGGCTCCTGCCTTYyACTGTCGGGACCCGGAAT

A / A ll‘ A A "I\. ) A {\ iy J\‘ A VTN \ "‘l\h N
M A A

X L ) 1

Obrdzek 10: Cdst sekvence 18S rDNA (y — 610. pozice v alignmentu), ve které
jsou zachyceny nukleotidy obou fotobiontt liSejniku Verrucaria ditmarsica
(polozka 30).

Z polozky 16, ktera obsahovala dva rizné druhy lisejnikd, bylo ziskéno vice izolatu.
Lisejniky 16(1) spadaji do linie V. ditmarsical (Obrazek 7; 16(1)-1, 16(1)-2, 16(1)-3 a 16(1)-
4). Fotobiontem téchto liSejniki je predevsim Pseudendoclonium commune. Vzorek oznaCeny
jako 16(1)-4 ma pravdépodobné dva rtizné fotobionty, P. commune a P. submarinum (Obrazek
10all).

Lisejniky z polozky 16(2), identifikované jako V. ceuthocarpa, maji pravdépodobné dva
ruzné fotobionty, ziskané dvéma riznymi metodami (vice kapitola 4.3 Kultivace fotobiontit).
Ze stélek liSenikd byla vyizolovand fasa Urospora z tadu Ulotrichales (Chyba! Nenalezen
zdroj odkazi.). Stejného fotobionta pak maji i lisejniky z polozek 93 a 17 (Obrazek 13 a 15).
Na obrazku 14 jsou vidét detaily fotobionta ve stélce. Oproti rodu Pseudendoclonium ma

Urospora v chloroplastu piitomnych vice pyrenoidii (Skaloud et al. 2018).
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{ Uraspora penicilliformis AB58 (AY476812)

Urospora wormskioldii Louisbourg 5 (AY476816)
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16(2)-2

16(2)-6

16(2)-1

Urospora sp. US5215 (0L619291)
Urospora sp. US5244 (OL619300)

Urospora neglecta Seward 8 (AY476821)
Chlorothrix sp. ChloPacd78| (AY476827)

Capsosiphon groenandicus (DQ821514)

Protomonostroma undulatum (DQ821517)

o4/ Helicodictyon planctonicum UTEX 1570 (MF034632)
o E Rhexinema pauciceliulare SAG 466-2 (MFO00587)
771,00 Pleurastrum sarcinoideum UTEX 1710 (Z47998)

93/0.98

90r1.00 r Sarcinofilum mucosum SAG 24.93 (MF000582)

Sarciniofilum mucosum SAG 4.90 (MF000581)
Ulothrix zonata SAG 38.86 (247999)
Hazenia mirabilis SAG 1.87 (HF570953)
Hazenia broadyi CCALA 986 (HF570854)
Tupiella speciosa CCALA 423 (MFO00585)

Vischerioclonium submersum UTEX 1913 (MF000586)

99/1,00 | Collinsiella tuberculata WA3 (AY198125)
L Monostroma angicava (KT180156)

Pseudendocioniopsis botryoides SAG 465-1 (FR865755)
Plancphila laetevirens SAG 2008 (MF034638)
Fernandinella sp. Luke$ova F4 (MF000577)
Desmochloris molenhaueri CCAP 6006/2 (FM882217)

-0,96

60/0,94
100/1.00

0

Obrdzek 11: Fylogeneticky strom rddu Ulotrichales ziskany na zdkladé ITS rDNA pomoci metody Maximum
Likelihood (ML). Hodnoty na vétvich uddvaji statistickou podporu vétveni: bootstrapy ML jsou uvedeny jen od
hodnot >60, posteriorni pravdépodobnosti uzli (PP) od hodnot >0,90. Zvyraznéné jsou vétve s plnou podporou
PP. U sekvenci z GenBanku jsou uvedeny kody oznacujici jednotlivé kmeny (pokud byly k dispozici) a v zdvorce je

pristupové Cislo z GenBanku. Barevné jsou vyznacené nové ziskané sekvence.

Obrdzek 14: Urospora sp. ve stélce lisejniku V. ceuthocarpa (polozka €. 16(2)); A — uspordaddni bunék ve stélce;
B — detail bunék; C — viditelné pyrenoidy obarvené Lugolovym roztokem; méritko = 20 um.
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86/0,90 Sarcinofilum mucosum SAG 4.90 (AM109906)
Sarcinofilum mucosum SAG 24.93 (KM020139)
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Pseudoneochloris marina UTEX 1445 (U41102)
Monostroma kuroshiense SAP108019 (GU062568)

100/1,00 Halochlorococcum moorei Wa14-B (AY198122)
L Desmochloris molenhaueri CCAP 6006/2 (FM882217)
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002

Obrdzek 15: Fylogeneticky strom radu Ulotrichales ziskany na zdkladé 18S rDNA pomoci metody Maximum
Likelihood (ML). Hodnoty na vétvich uddvaji statistickou podporu vétveni: bootstrapy ML jsou uvedeny jen od
hodnot >60, posteriorni pravdépodobnosti uzlt (PP) od hodnot >0,90. Zvyraznéné jsou vétve s plnou podporou
PP. U sekvenci z GenBanku jsou uvedeny kody oznacujici jednotlivé kmeny (pokud byly k dispozici) a v zdvorce je
pristupové Cislo z GenBanku. Barevné jsou vyznacené nove ziskané sekvence.
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4 .3 Kultivace fotobiontu

Ziskat kultury fotobiontl se podaftilo celkem ze sedmi polozek. Z polozek 1 (1 kultura), 2 (2
kultura), 3 (3-2 kultura), 4 (4 kultura) a 5 (5-1 kultura a 5-2 kultura) z Bornholmu byla
vykultivovana fasa Pseudendoclonium submarinum (Obrazek 11 a 16). Krom¢ kultury 3-2 se
vsechny sekvence ptresné shoduji s n€kterymi z ptimych izolatt z liSejnika. Ve vSech ptipadech
se vsak jedna o ten samy druh.

Uplné jina je situace s lisejniky 16(2) (16(2)-1, 16(2)-2, 16(2)-3, 16(2)-4) a 17 ze
kterych byl vyizolovan neznamy druh rodu Pseudendoclonium piibuzny tase
Pseudendoclonium arthropyreniae (Obrazek 11). Tato fasa nebyla viibec zachycena z ptimé
izolace DNA ze stélek téchto lisejnikti. Misto toho byla jako fotobiont detekovéana fasa
Urospora (Obrazek 13, 14 a 15).

Obrdzek 16: Pseudendoclonium submarinum z kultury (polozka ¢. 2); méfitko = 20 um
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4.4 Diverzita volné Zijicich fas

Z dat ziskanych pomoci Illumina metabarcodingu byly vyfiltrovany sekvence patiici do
oddéleni Chlorophyta, ze kterych byl vytvoren fylogeneticky strom s rozliSenim na jednotlivé
linie zelenych fas, z nichz dominovaly tfidy Ulvophyceae a Trebouxiophyceae (Piiloha 8.3
Fylogeneticky strom metabarcodovych sekvenci).

Celkové pocty ziskanych sekvenci rodi zjednotlivych vzorkd jsou uvedené
v Tabulce 6. Procentuélni zastoupeni volné Zijicich fas ze vzorki je vyobrazeno na Obrazku 17.
Na vétSin€ mistech dominuji rody Pseudendoclonium a Urospora. Vzorky 2 a 7 jsou ekologicky
nejvice odliSené s minimem trebouxiophytnich tas a fasy Urospora.

Nejcastejsimi volné zijicimi druhy tas jsou Urospora sp., Pseudendoclonium commune
a Pseudendoclonium submarinum. Ve vzorku 2 zcela chybi Urospora a v 11 je minimum

P. submarinum (Tabulka 7, kapitola 4.5 Vybér fotobiontl a vztahy mezi partnery).

Tabulka 6: Celkové pocty ziskanych sekvenci rodi z jednotlivych vzorki; modre Ulvophyceae, oranZové
Trebouxiophyceae, zelené Chlorophyceae.

1 2 7 8 11 14 16
Pseudendoclonium 96641 67603 277287 210019 137666 103666 152289
Urospora 140464 0 19510 117940 194746 18557 105189
Halofilum 0 11450 156 36326 0 2965 276
Chlorothrix 0 17 0 38739 0 340 869
Ulva 0 2385 0 3114 0 74 10514
Pseudendoclonium-like 0 13382 0 0 0 0 0
Paulbroadya 0 102 94 5103 0 84 2286
Capsosiphon 0 0 0 2384 0 0 0
Lithotrichon 0 2316 0 0 0 0 0
Blidingia 0 0 0 341 0 0 0
Hazenia 0 0 92 0 0 0 0
Trebouxia 21861 365 0 6767 23770 3485 38272
Desmococcus 8608 3816 0 0 0 0 48
Prasiola 0 0 0 0 0 11333 0
Diplosphaera 0 0 423 2121 0 1638 20
Chlorella 0 0 245 0 0 0 0
Symbiochloris 0 0 0 158 0 0 0
Chloroidium 0 0 70 0 0 0 0
Apatococcus 0 0 0 0 61 0 0
Chlamydomonas 0 0 0 0 134 0 0
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Obrdzek 17: Procentudlini zastoupeni volné Zijicich ras ze vzork( z blizkosti vybranych
poloZek, ziskané pomoci lllumina metabarcodingu.

4.5 Vybér fotobiontl a vztahy mezi partnery

Porovnani diverzity volné Zijicich a endosymbiotickych fas poukazalo na pfitomnost fotobiontl
1 ve volné Zijicim stavu, a zaroven na pfitomnost n€kolika linii, které nebyly jako fotobionti
liSejnikii odhaleny. V ramci tadu Ulotrichales byly detekovany volné zijici fasy rodu
Urospora s. str. a dale nékolik dalSich ptfibuznych fas (Obrazek 18). V ramci rodu
Pseudendoclonium byly ve voln€ Zijicim stavu nalezeny vSechny ¢tyfi linie, do kterych spadaji
fotobionti liSejnikil, a navic byly nalezeny dvé nové linie, které nemaji Zadné podobné sekvence
v GenBanku a s velkou pravdépodobnosti se tak jednd o dosud geneticky necharakterizované
linie fas (Obrazek 19).

Srovnani poctli druht fas nalezenych jako fotobionti ve stélkach liSejnikll s volné
dostupnymi fasami v okoli, a tudiZ potenciondlnimi symbiotickymi partnery (Tabulka 7),
naznacuje vysokou specificitu partnerti. Z polozky 11 ma liSejnik H. maura, stejné jako ve

vétsing jinych vzorkd, svého fotobionta P. submarinum, prestoze se zde tato fasa volné skoro
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nevyskytuje. Polozka 16 je druhov€ bohatd, jsou zde pfitomni dva rGizni mykobionti a kazdy
ma jiné fotobionty, piestoZe si vybirali se stejného ,,poolu‘ fas.

9 |

—
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Ulothrix zonata SAG 38,88 (Z47999)
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Obradzek 18: Fylogeneticky strom radu Ulotrichales ziskany pomoci metody Maximum Likelihood (ML). Hodnoty
na vétvich uddvaji statistickou podporu vétveni, bootstrapy ML jsou uvedeny jen od hodnot >60; U sekvenci
z GenBanku jsou uvedeny kddy oznacujici jednotlivé kmeny (pokud byly k dispozici) a v zdvorce je pristupové cislo
z GenBanku. Barevné jsou vyznacené sekvence ziskané z lllumina metabarcodingu.

Analyza symbiotickych vztahti (Obrazek 20) rovnéz poukazuje na uzkou selektivitu
partner. Mykobionti rodu Hydropunctaria byli nalezeni v asociaci s riznymi druhy rodu
Pseudendoclonium. Nej¢astéji nalezenou dvojici je H. maura a P. submarinum. P. submarinum
vSak neni vZdy nejcast¢jsi volné Zijici fasou, alespoii ve studovanych vzorcich. Co se celkovych
poctu tyce, bézngjsi je v prostiedi P. commune (Tabulka 7). S timto druhem tvofil symbiozu
nejcastéji liSejnik Verrucaria ditmarsica (linie V. ditmarsical).

LiSejnik Verrucaria ceuthocarpa byl nalezen v asociaci se dvéma fasami (Urospora a
fasa podobna Pseudendoclonium arthropyreniae) ziskanymi dvéma riznymi metodami
(izolace DNA ze stélky a kultivace).

Nové nalezené linie mykobiontd, které nelze bliz identifikovat, v sobé maji Casto
i neznamé linie fotobiontl znacici skrytou diverzitu motskych lisejnikii, ¢ekajici na detailni

charakterizaci.
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Obrdzek 19: Fylogeneticky strom rodu Pseudendoclonium ziskany pomoci metody Maximum Likelihood (ML).
Hodnoty na vétvich uddvaji statistickou podporu vétveni, bootstrapy ML jsou uvedeny jen od hodnot >60; pIné
podporené linie jsou zvyraznéné tucné. U sekvenci z GenBanku jsou uvedeny kddy oznacujici jednotlivé kmeny
(pokud byly k dispozici) a v zdvorce je pristupové Cislo z GenBanku. Barevné jsou vyznacené sekvence ziskané
z lllumina metabarcodingu. A = P. aff. Arthropyreniae; B = Pseudendoclonium sp. a C = Pseudendoclonium-/ike.
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Tabulka 7: Pocty ziskanych sekvenci (read() volné Zijicich symbiotickych druhd ras (,pool” fas) z blizkosti danych
poloZek; tucné ohranicené buriky znaci, které rasy byly v poloZkdch detekovdny jako fotobionti.

1 2 7 8 11 14 16
P. submarinum 11180 27874 134717| 13892 17| 35014| 40623
& P.commune 75296 19011 131336 177304 121661 20533| 28538
Eg P. aff. arthropyreniae 0 0 0 2348 0 34331 56958
iN' P. arthropyreniae 0 9115 0 67 0 0 0
E Pseudendoclonium sp. 0 2919 2259 162 0 18 24
S Pseudendoclonium-like 0 11690 0 0 0 0 0

Urospora sp. 140464 0 17226116896 194746 16197[ 105141

H. aractina

Urospora sp. H. oceanica

Kornmannia2 V. ditmarsicat

V. ceuthocarpa

Kornmanniaceae sp.
P. aff arthropyreniae

V. ditmarsica?2

Verrucariaceae sp.

Obradzek 20: Sit vztah( mezi mykobionty (rGZové) a fotobionty (zelené); velikost kolecek je dand pocetnosti druhi
v datech a tloustka Car vyjadruje frekvenci vztahd.
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4.6 Diverzita symbiontl na gradientu salinity

Baltské a Severni mote bylo pro
ucely diplomové prace rozdéleno
na tfi ¢asti podle koncentrace soli
ve vod¢ (Obrazek 21), podobné
jako v jinych studiich (Geburzi et
al. 2021; Olofsson et al. 2020;
Paavola et al. 2005):

1. Baltské mote 5-8 PSU

2. Prostfedni ¢ast 8-26 PSU

3. Severni mote 26-35 PSU
Prostifedni ¢ast zahrnuje dénské
uziny Kattegat, Maly a Velky
Belt a Oresund, které tvofi
pfechod mezi Severnim mofem a
Baltem. Pfestoze nejvice vzorku
pochazi  z oblasti s nejnizsi

salinitou (Cast 1 — Baltské mote),

TO°N
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Obrdzek 21: Gradient salinity v Baltském a Severnim mofi; 1 PSU
(Practical Salinity Unit) = 1 g/kg; Schlitzer, R., Ocean Data View,
https://odv.awi.de, 2018.

je zde patrna velmi nizka druhova diverzita, a to jak mykobiontd, tak fotobiontl (Obrazek 23

a 24). S pribyvajici koncentraci soli (Prostifedni ¢ast 2 a Severni mote 3) druhova bohatost roste.

Lze tedy fict, Ze se vzrustajici salinitou roste celkova diverzita liSejnikli (Obrazek 22).

Vztahy mezi symbiotickymi partnery a Cetnost jejich vyskytu v jednotlivych oblastech

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

0,2

et druhl / pocet vzorka

poc
o
o =

1 2
salinita

«=@==mykobionti ==@==fotobionti

Obrdzek 22: Diverzita lisejniki v zdvislosti na

nejvyssi (3).

motského pobiezi s rozdilnou salinitou jsou
vyobrazeny na Obrazku 25. V oblasti s nejvyssi
koncentraci soli (Obrazek 25C) je viditelna
velmi vysoka specificita, kdy spolu tvofi
symbidzu jen urcité taxony. V této oblasti vSak
bylo k dispozici nejméné dat, proto je tfeba brat
vysledek s rezervou. Naopak v oblastech s nizsi
salinitou (Obrazek 25A a B) jsou mykobionti
schopni spoluprace s vétsim poctem fas. Jasné
preference vici urcitym partnerim vsak znaci

vysokou selektivitu téchto liSejnikda.
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Obrdzek 25: Sit vztaht mezi mykobionty (ruZové) a fotobionty (zelené) podle salinity (A — ¢dst 1, Baltské more;
B —Cdst 2, Prostredni ¢dst; C— cdst 3, Severni more). Velikost kolecek je dand pocetnosti druht v datech a tloustka
car vyjadruje frekvenci vztahd.
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5. Diskuse

5.1 Diverzita liSejnikl a jejich symbiotické vztahy

LiSejniky celedi Verrucariaceae patii mezi vyznamné organismy obyvajici litordlni zénu
motského pobiezi. Okraj litoralu zbarveny ¢erné diky dominantnimu liSejniku Hydropunctaria
maura 1ze vidét 1 z dalky a muze byt dokonce zaménén s ropnou havarii (Dobson 2014).
H. maura dominuje i na pobtezi Baltského moie a jen obcas ji doprovazi jiné druhy rodu
Hydropunctaria nebo Verrucaria (Obrazek 23). Je zvlastni, Ze zde nebyl zaznamenan zadny
lisSejnik rodu Wahlenbergiella, ktery je kosmopolitni a Casto tvoii soucast litoralniho
spolecenstvi (Smith et al. 2009). Pro svou tenkou nazelenalou stélku vSak mtize byt snadno
prehlédnut.

Mykobiont  Hydropunctaria maura zde tvoii liSejnik nejcastéji s fasou
Pseudendoclonium submarinum, ale nalezen byl i v asociaci s P. commune a se dvéma dalSimi
neznamymi druhy rodu Pseudendoclonium (Obrazek 20). Prvni dva druhy jiz byly z tohoto
liSejniku v minulosti zaznamenany (Darienko & Proschold 2017; Gasulla et al. 2019). Dalsi
zaznamy fotobiontl jako napt. Halofilum ramosum svéd¢i o nizké specificité tohoto lisejniku
(Darienko & Proschold 2017; Thiis et al. 2011), 1 kdyZ se jedna o piibuzné fasy patfici do ¢eledé
Kornmanniaceae (Obrazek 10 a 11). Pfestoze je liSejnik schopny navazat uzky kontakt
se Sirokou Skélou fas, Casté zaznamy fotobionta P. submarinum ukazuji, ze zde dochézi
k vysoké selektivité. Z pohledu tasy P. submarinum lze fici, ze tento fotobiont je také ochoten
spolupracovat s fadou mykobiontd (Obrazek 20). Oba symbionti jsou, soudé podle jejich
castého vyskytu, velmi Gspésni (Obrazek 23 a 24).

Hydropunctaria aractina a H. oceanica jsou snadno zaménitelné s H. maura (Ptiloha
8.2 Morfologie litoralnich liSejnikl). Lisi se slozenim pigmentti v pseudokortexu, tloustkou
stélky, ktera je vzdy tenci, nez u H. maura, a vyskytem, ktery neni tak Casty (Orange 2012,
2013). H. oceanica, zaznamenana zatim jen na Britskych ostrovech, byla nalezena i pomérné
daleko od motského pobiezi, a to na skale vzdalené 200 m od mote nebo dokonce azna 4,5 km
vzdalenych kamenech u sladkovodniho jezera (Orange 2013). Jejich fotobiont nebyl
molekularné popsan. V této praci byl molekuldrné identifikovan jako P. submarinum (Obrazek
6,10all).

Lisejnik Verrucaria ceuthocarpa je pomémeé vzacny (Smith et al. 2009), 1 kdyz mozna
jen piehlizeny. O jeho fotoautotrofnim partnerovi se nic nevi a molekuldrné nikdy urcen nebyl.
Zde byl nalezen v asociaci se dvéma fasami z rodli Urospora a Pseudendoclonium. Kazda byla

ziskana jinou metodou. Rod Urospora predstavuje makroskopické vlaknité fasy s pomérné
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komplexni stélkou a jako fotobiont byl objeven teprve neddvno. Sekvence tohoto fotobionta se
v§ak presné shoduji se vzorky z Chile (Obrazek 13) (Cernajova et al. 2022) a je tedy
pravdépodobné, ze se jedna o urCity druh rodu Urospora, ktery se naucil spolupracovat
s urcitymi houbami skupiny Wahlenbergiella (Verrucariaceae). Do této skupiny molekularné
patii 1 Mastodia tesselata se svym fotobiontem Prasiola (Obrazek 8). Jednd se tedy
pravdépodobné o velmi zajimavou skupinu liSejnikl s velmi neobvyklymi fotobionty. Pokusy
o kultivaci tfasy Urospora se bohuzel nezdatily, ale podafilo se vykultivovat zcela jiny,
neznamy druh rodu Pseudendoclonium, molekularn€ nejblizs§i fase Pseudendoclonium
arthropyreniae a fase ziskané rovnéz z Chile z lisejniku této Eeled& (Obrazek 11) (Cernajova et
al. 2022). P. arthropyreniae ma Sirokou skalu vyskytu od mote, sladkych vod az po jeskyné
i terestrické prostfedi a rovnéZ je znam jako fotobiont vodnich lisejnikii (Skaloud et al. 2018).

Verrucaria ditmarsica je béznym liSejnikem litordlni zony, vyskytujici se Castéji na
krytém pobiezi nebo u Usti fek do mote, kde miize byt zaménéna i se sladkovodnim liSejnikem
Verrucaria aquatilis (Orange 2013; Smith et al. 2009). Jedna se o polyfyleticky druh a bude
tteba jej taxonomicky revidovat (Obrazek 7). K urceni a rozliSeni raznych linii tohoto druhu by
mohla pomoci identifikace fotobionta. Zde objevené linie V. ditmarsical a V. ditmarsica2 maji
kazda jiného fotobionta. V. ditmarsical méla jako fotobionta nejéastéji Pseudendoclonium
commune a v jednom piipad¢ mela ve stélce fotobionty dva — P. commune a P. submarinum,
zatimco V. ditmarsica? mé pravdépodobné zcela jiny druh rodu Pseudendoclonium
(Obrazek 20). Bylo by vsak tfeba ziskat vice vzorkll téchto liSejnikd, molekularni studie
ohledné jejich fotobiontl opét zcela chybi. Je vSak otazkou, nakolik je ur€ovani lisejnikli podle
fotobionta spolehlivé. Jisté pokusy tu v minulosti byly (Ahmadjian 1993), ovSem hodi se
pravdépodobné spis na rozliSeni vyssich taxonomickych trovni, neZ jsou druhy (Rambold et al.
1998). Vyjimkou je ptipad tii fenotypoveé odlisnych lisejnikti rodu Cladonia, kde vymezenym
druhtim odpovidéa vice fotobiont nez mykobiont (Steinova et al. 2022), ale to je trochu jiny
piipad.

Ostatni nalezené liSejniky se morfologicky podobaji polyfyletickému rodu
V. ditmarsica (Ptiloha 8.2 Morfologie litoralnich liSejnikl), ale v GenBanku nemaji zadné
podobné sekvence. Pravdépodobné tedy piredstavuji kryptickou diverzitu tohoto morfotypu.
Linie pojmenovana pracovné jako VI je geneticky nejbliz ostatnim liniim V. ditmarsica
(Obrazek 7).

Skryta diverzita liSejnika celedi Verrucariaceae a jejich fotobiontl je patrnd i z recentni
studie Cernajové et al. (2022). Pravdépodobné je evoluénd vyhodné tvofit tento jednoduchy

fenotyp v prostfedi, jakym je moiské pobiezi, a proto k nému dospélo vice linii nezavisle na
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sobé. Je zajimavé, Ze s neznamymi mykobionty se objevuji ¢asto i geneticky nezndmé linie fas,

naznacujici vyznamnou specificitu a koevoluci téchto symbiotickych partnera (Obrazek 20).

5.2 Kde najit toho spravného partnera?

Metabarcoding je metoda, ktera umoznuje soucasnou identifikaci mnoha taxonomickych
skupin z jediného vzorku eDNA ¢i jiného komplexu obsahujiciho geneticky material (Deiner
etal. 2017; Ruppert et al. 2019). Pfestoze ma své limity, je v soucasnosti hojné vyuzivana napti¢
vSemi biologickymi obory (Lutz et al. 2015; Mitchell et al. 2022; Topstad et al. 2021; Vétrovsky
et al. 2020). V lichenologii ma obrovsky potencial odhalit celkovou diverzitu vSech symbionti,
ktefi se ve stélkach liSejnikii nachazeji. V posledni dob¢ je vyuzivana nejen pro odhaleni
diverzity fotobiontii (Chrismas et al. 2021; Dal Grande et al. 2018; Molins et al. 2021; Moya et
al. 2021), ale také celé komunity hub v liSejnicich, tzv. mykobiomu (Banchi et al. 2018;
Fernandez-Mendoza et al. 2017), a samoziejm¢ i mikrobiomu (Chrismas et al. 2021).

Kupodivu existuje jen jedna studie, kdy byl metabarcoding vyuzit jak k analyze
fotobionta ze stélky, tak ke zjiSténi diverzity volné zijicich fas v prostfedi (Vancurova et al.
2020). V této studii se zjistilo, Ze slozeni symbiotickych tas v pidé neodpovida plné obsahu
stélky. Mnoho linii symbiotickych fas sice bylo nalezeno jak v ptidé€, tak v liSejnicich, ale
naprosto v jinych abundancich. Haplotypy, které¢ se bézné vyskytovaly v liSejnicich, byly
v pidé€ vzacné a naopak. Nékteré pomérné abundantni druhy liSejnikovych symbiontli nebyly
nalezeny v pid¢ viibec.

Presto vSak vime, Ze volné v prostiedi bézné Ziji fasy, které jsou znamé jako symbionti
lisejnikt (Frey et al. 2013; Hedenas et al. 2007; Rippin et al. 2018) a bylo zdokumentovano,
jak si kli¢ici hyfa chytd svého fotobionta z prostiedi (Garty & Delarea 1988; Sanders 2014;
Sanders & Masumoto 2021).

Ptestoze potencidl metabarcodingu nebyl v této otazce jesté dostateCné vyuzit, jinymi
metodami bylo zjiStovano, zda se fotobionti shoduji s fasami vyskytujicimi se v okoli. VétSina
téchto studii byla provedena na cyanoliSejnicich. Zufiga et al. (2017) ve své studii zjistili, ze
voln¢ Zijici sinice Nostoc muze byt pro liSejniky potencionalnim zdrojem fotobiontii, avSak
diverzita v ramci stélky je jinad nez v substratu, podobné jako ve studii Vancurové et al. (2020).
V jiné studii zjistili, Ze lichenizovany a volné Zijici Nostoc se geneticky lisi (Oksanen et al.
2002) a dalsi studie dokonce naznacuji, ze v ramci lichenizovanych sinic a fas doslo v evoluci
k jisté specializaci a mohou tak tvofit dokonce vlastni vyvojovou linii, kterou mezi sebou
mykobionti sdileji (Dal Grande et al. 2014; Liicking et al. 2009). Fotobionti a voln¢ zijici fasy

se navic mohou liSit nejen v genetice, ale také v rychlosti ristu ¢i produkci polysacharidi
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a fotosyntetickych pigmenti (Elshobary et al. 2015). Sdileni fotobiontii horizontdlnim
pienosem mezi sebou se tak jevi jako velmi pravdépodobné (Beck et al. 2002; Cardos et al.
2019), vezmeme-li v uvahu i pritomnost gild (Peksa et al. 2022; Rikkinen 2003).

Existuji samoziejmé vyjimky: liSejniky z Antarktidy vykazuji velmi nizkou selektivitu
oproti lisejniktim z teplejSich oblasti a v jejich stélkéach se nasel ten samy kmen sinice Nostoc,
jako v okoli (Wirtz et al. 2003). Nizka selektivita mykobiontli v extrémnich podminkach, kde
pravdépodobné ani neni tak velika diverzita fas v prostiedi, se zda i¢innou evolucni strategii
lisejnikt pro pieziti (Romeike et al. 2002; Wirtz et al. 2003).

Podobné poznatky jsou zndmé i ze studii motskych korali, které povahou své symbiozy
piipominaji lisejniky. V jedné studii se symbiotické fasy v sedimentu a v koralech velmi lisily
(Quigley et al. 2017), jinde sediment piedstavoval vyznamny zdroj potencidlnich symbionta
(Ali et al. 2019).

V této praci vzorky z metabarcodingu potvrzuji ptfitomnost volné Zijicich fotobiontd
v prostiedi, a tudiZ potenciondlni zdroj fas pro symbiozu (Obrazek 18 a 19). Mykobionti si zde
studovanych polozek dominovala ttikrat Urospora sp., stejné tak P. submarinum a jednou
P. commune. Lisejnik H. maura, ktery byl pfitomen nejcastéji, vykazuje vysokou selektivitu a
drzi si svého fotobionta P. submarinum, 1 kdyz by mél k dispozici i jiné a moZzna mnohem snaz
dostupné fasy (minimalné ve tiech ptipadech). V. ditmarsica (linie V. ditmarsical) si také
nevybird ty nejhojnéjsi tasy, kterymi jsou Urospora sp. a P. aff. arthropyreniae, naopak
V. ceuthocarpa ano (Tabulka 7, vzorek 16), ale i zde je patrna jista selektivita (Obrazek 20).
LiSejniky si tedy své symbionty bud’to aktivné vybiraji, nebo je z daného mista vitbec nemayji.

Pokud si vSak liSejniky nevybiraji nejsnadnéji dostupné fasy z okoli, odkud je tedy
ziskavaji? Pokud se liSejnik nerozmnoZzuje spole¢né se svym fotobiontem nékterym z moznych
zpusobu vegetativniho rozmnozovani (pomoci sorédii, izidii, ¢i fragmentaci stélky) nebo nema
fasy pfitomné spole¢né s vytrusy ptimo v plodnici (Gueidan et al. 2007), must si obstarat svého
fotoautotrofniho partnera jinak. To je i pfipad motskych liSejniki celedi Verrucariaceae, které
se rozmnozuji pravdépodobné vyhradné sexudlné. Jejich stélky vzdy obsahuji zanotfené
plodnice typu perithecium (Gueidan et al. 2007).

Moznosti ziskani fotobiontli pro tyto liSejniky jsou rizné. Jejich zdrojem mohou byt
vegetativni propagule asexudlné se mnoZicich liSejnikd (Rikkinen 2003), ovSem takto
rozmnoZzujici se liSejniky se v litoralni zén€ nevyskytuji. Dalsi moznosti je ziskat jednotlivé

buiiky fotobiontl, které za riiznych okolnosti unikly ze stélky jinych liSejnikt (Peksa et al. 2022;
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Rikkinen et al. 2002; Slocum et al. 1980), ptipadné z fragmentl liSejnikd, ziskanych ¢innosti
herbivora (Boch et al. 2011).

Pro detailnéj$i porovnani diverzity v liSejnicich s diverzitou v okoli by bylo vhodné
provést metabarcoding i ze vzorki stélek liSejnikli. Mozné vSak ani metabarcoding nedokdze
pln€ zodpovédét naSe otazky. Priroda je velmi sloZity a dynamicky systém a spolecenstvo fas,
které je v okoli liSejnikti nyni, nemusi nutn¢ odpovidat tomu, které¢ tam bylo v dob¢, kdy si
mlada kli¢i hyfa mykobionta hledala svého partnera. Zmény spolecenstev v Case jsou Casté a
nejen vlivem klimatickych zmén (Cox et al. 2013; Marcias et al. 2017; Ortega 1987; Rouf et al.
2008).

5.3 Jak se méni diverzita liSejnikd na gradientu salinity?

Baltské mote je jednou z nejvétsich vodnich ploch s brakickou vodou na svété a spolu se
Severnim mofem piedstavuje vyznamny gradient salinity od téméf sladké vody (méné nez
2 PSU) na severu Botnického a Finského zalivu az po zcela oceanickou vodu severozépadné
od Dénska (35 PSU) (Janssen et al. 1999; Kautsky & Kautsky 2000). Je to pravé koncentrace
soli v prostfedi, ktera nejvice ovlivituje mistni biotu. Pocet motskych druhli se snizujici se
salinitou klesa, a naopak roste pocet sladkovodnich druhti (Ojaveer et al. 2010). Baltské mote
je ve srovnani s jinymi mofti druhové pomérné chudé, navic jde o velmi mlady (cca 12 000 let)
a dynamicky ekosystém, ktery vznikl tdnim ledovcl pii poslednim zalednéni (Kautsky &
Kautsky 2000). Populace organismi se vSak mezi sebou geneticky lisi a je zde zvySena
vnitrodruhové variabilita (Elmgren & Hill 1997; Geburzi et al. 2021; Kostamo et al. 2012;
Ojaveer et al. 2010). Speciace druhil zde tedy pravdépodobné stale probihd. Zaznamenan byl
takto vznik endemického druhu Baltského mote, Fucus radicans, ktery se vyvinul jako varianta
Fucus vesiculosus, tolerujici extrémné nizkou salinitu (Bergstrom et al. 2005; Pereyra et al.
2009). V takto mladém ekosystému jesteé nejsou plné vyuzity vSechny ekologické niky, ani tu
neni mnoho predatori (Kautsky & Kautsky 2000) a je tedy nachylny na invazivni druhy
(Paavola et al. 2005).

Drtive se zastaval ndzor, ze druhova bohatost se snizujici se salinitou klesa. Dnes se ale
ukazuje, ze to plati pouze pro makroorganismy a ze druhova bohatost planktonu naopak roste
salinitou byla opravdu druhové nejchudsi (Schubert et al. 2011), mimo Baltské moie miize byt
naopak druhové¢ bohatsi brakicka voda (Watson & Byrne 2009). Jisté je, Ze salinita vyznamné

ovliviiuje slozeni druhi, a to napt. i u hub (Rojas-Jimenez et al. 2019).
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Jak je to ale v litoralu, kde jsou organismy piimo adaptované na kolisani salinity? A jak
je to u lisejnikG? Ze vSech odebranych lisejnikli byly zaznamenany jen motské druhy, i kdyz
Verrucaria ditmarsica se ¢asto nachazi u Gsti fek, a tudiz v brakické vodé. Neda se ovSem fici,
ze by tento liSejnik byl Castéjsi v méné slané vode€, ba naopak (Obrazek 23). Stejné tak
H. oceanica je spi§ ve slan&j§i Casti Baltského mote (Obrazek 23), a¢ byla nalezena i u
sladkovodniho jezera, vzdaleného az 4,5 km od mote (Orange 2013). Sladkovodni lisejniky
nebyly v této praci zaznamendny, ale chybi zde sbéry z Botnického a Finského zélivu, kde je
voda nejmén¢ slana. Gilbert (2001) v laguné Fleet v jizni Anglii nezaznamenal zadné zmény
v distribuci liSejnikl podél gradientu salinity az na liSejnik Verrucaria halizoa, ktery preferoval
slan¢j$i Cast laguny. Salinita v této laguné zna¢né kolisa, ale mize byt srovnatelna s Baltskym
motem (Robinson 1983). Nikdo se vSak dopodrobna timto problémem nezabyval.

Diverzita liSejnikli na pobiezi Baltského a Severniho mofte se zvysuje spolu se salinitou
(Obrazek 22) a odpovida tak vzoru jinych makroorganismti (Ojaveer et al. 2010). Plati to jak
pro mykobionty (Obrazek 23), tak pro fotobionty (Obrazek 24). Je ale rostouci diverzita
fotobionti se salinitou dand prostfedim, anebo specificitou mykobionta? H. maura a
V. ditmarsica (linie V. ditmarsical) jsou jedinymi liSejniky, které se vykytuji ve vSech tfech
salinitnich zonach a vSude maji toho samého fotobionta. V oblastech s nizsi salinitou dokonce
spolupracuji s vice symbiotickymi fasami, nez v oblastech s nejvyssi salinitou (Obrazek 25).
Z oblasti s nejvyssi salinitou vSak neni ziskano tolik dat, jako z centra Baltu. Pravdépodobné
zde vSak nedochazi k rozSifovani ekologické niky pomoci vymény partnera jako jinde
(Rolshausen et al. 2018; Vandurova et al. 2018). Rasa P. submarinum je velikym generalistou,
ktery se vyskytuje vSude po svété (Guiry & Guiry 2022) a neni tedy ditvod ho ménit. Hlavni
roli v diverzité fotobiontl tak hraje s nejvetsi pravdépodobnosti pravé diverzita mykobiontd a
jejich specificita a selektivita, coz je obecné sledovany trend (Pino-Bodas & Stenroos 2021;
Vancurova et al. 2018).

Nizka diverzita liSejnikt na pobtezi Baltského mote vSak miZze mit jeste jiné vysvétleni
nez obecn¢ sledované trendy, napt. Ze Baltské mote je ptilis mladé a liSejniky jsou dlouhoveké
a pomalu rostouci organismy. Na pobfezi Baltského mote se tedy nemusely jest¢ dostat.
H. maura jako dominatni liSejnik na vétSiné moiskych pobiezi se pravdépodobné velmi
efektivné rozmnozuje a nema mnoho kompetitorti, proto obsadil i vétSinu Baltu. Naopak
liSejniky z oblasti s nejvyssi salinitou, které vykazuji silnou kryptickou diverzitu mykobiontt 1

fotobionti, zde mély dostatek ¢asu usidlit se a specializovat.
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6. Zaver

Studované lisejniky z €eledi Verrucariaceae, sesbirané z litoralu Baltského a Severniho mofte,
byly identifikovany pomoci ITS a 18S rDNA. Bylo nalezeno celkem devét linii mykobiont:
tt1 z rodu Hydropunctaria, pticemz nejcastéjSim mykobiontem je H. maura, tii linie liSejniku
Verrucaria ditmarsica, ktery se ukazal jako polyfyleticky, V. ceuthocarpa a dvé¢ linie, které
nebyly molekularné nikdy popsané a neshoduji se pfilis s nicim z GenBanku. Fotobionta bylo
také nalezeno devét, sedm linii bylo mozné zafadit do rodu a dvé€ z nich pifimo do druhu.
Nejcastéjsich rodem fotobiontl je Pseudendoclonium, druh P. submarinum. Pro liSejniky
H. aractina a H. oceanica je zde molekularné poprvé popsan jejich fotobiont jako
P. submarinum. Rasa Urospora sp. je zde teprve podruhé zaznamenand v asociaci s houbou a
poprvé s liSejnikem V. ceuthocarpa. Tento liSejnik mé4 pravdépodobné dva fotobionty, jeden
zrodu Urospora a druhy zrodu Pseudendoclonium. Kazda z linii V. ditmarsica mé jiného
fotobionta/fotobionty, vSechny vSak patii do rodu Pseudendoclonium. Dv¢ linie fotobiontd
nebyly dosud nikdy molekularné popsané a sekvencné jsou jen malo podobné jinym druhim
z GenBanku.

Pomoci metabarcodingu bylo ziskdno mnoho linii volné Zijicich fas z okoli liSejnikd,
z nichz nékteré byly objevené jako fotobionti lisejnikti a nékteré byly zcela neznamé. Porovnani
fotobiontl s volné Zijicimi symbiotickymi fasami ukazalo, Ze mykobiont si nevybird vzdy
H. maura a V. ditmarsical. Ostatni liSejniky nebyly nalezeny v takovém poctu, aby se mohla
zcela projevit jejich selektivita, jisté preference vSak znaci.

Ve studovanych oblastech Baltského a Severniho mofte se pohybuje obsah soli ve vodé
od cca 5 do 35 PSU. Na tomto gradientu salinity byla pozorovana zména v druhové bohatosti
mykobiontii a fotobiontd. V oblastech s nejnizsi salinitou byla pozorovana jen nizkd druhova
diverzita, zatimco v oblastech s vyssi koncentraci soli byla daleko vyssi. Bylo zjisténo, ze stejné
jako u jinych makroorganismi, s rostouci salinitou roste i druhova diverzita liSejniki.

LiSejniky litordlni zony z ¢eledi Verrucariaceae pfedstavuji velmi zajimavou skupinu
liSejniki s Casto skrytou diverzitou. Hosti celou fadu zajimavych symbiotickych fas, které
nejsou znamé z jinych lisejniki a mohou byt tak velikym piinosem pro pochopeni podstaty
lisejnikové symbiozy a vztahli mezi symbionty. Tyto liSejniky a jejich ulvophytni fotobionti
zcela jisté predstavuji jesté hodne neprobadanou oblast v rameci lichenologie. Jejich potencial

je obrovsky a nemély by tak zlistavat opomenuty.
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8. Pilohy

8.1 Lokality metabarcodingu

A —Bornholm, Nexo (1); B— Bornholm, Balka (2); C — Svédsko, Kullaberg, Ransvik (7); D — Svédsko, Kullaberg (8);
E — Svédsko, Laxvik (11); F — Svédsko, Barsebidckshamn (14 a 16).
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8.2 Morfologie litoralnich lisejnika

A —H. maura (112); B—H. aractina (91); C — H. oceanica (103); D — V. ceuthocarpa (16(2)); E— V. ditmarsical
(29); F—V. ditmarsica2 (135); G — V1 (15); H— V2 (137); méfitko = 1000 um.; foto: Ivana Cernajovd
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8.3 Fylogeneticky strom metabarcodovych sekvenci
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Fylogeneticky strom tridy Ulvophyceae a Trebouxiophyceae ziskany na zdkladé ITS2 rDNA metabarcodingem
pomoci metody Maximum Likelihood (ML). Hodnoty na vétvich uddvaji statistickou podporu vétveni: bootstrapy
ML jsou uvedeny jen od hodnot >60, zvyraznéné jsou vétve s plnou podporou. U sekvenci z GenBanku jsou
uvedeny kody oznacujici jednotlivé kmeny (pokud byly k dispozici) a v zdvorce je pristupové Cislo z GenBanku.
Barevné rozliseni linii je pro lepsi orientaci.

8.4 Prehledova tabulka
Fialové jsou oznacené polozky v jejichz bezprostiedni blizkosti byly odebirdny vzorky pro

metabarcoding; zelené fotobionti, které se podafilo vykultivovat.
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ké . . . P habitat; . . . legit;
09 stat region oblast lokalita ? S . abntaf mykobiont fotobiont salinita esit
polozky souradnice substrat datum
' 55°04'51 6"N svkajl'nat’e H. maur.a, ‘ Z. Skvoroyé,
1 Dansko Bornholm Nexo Nexo 15°09'21 5"E pobrezi, kamen H. aractina | P. submarinum 1 I. Jadrnd
) v bahné (B1-2) 06.09.2020
) 55°02'32.6"N mirnée svazu{|C| ' Z. SkvoroYé,
2 Dansko Bornholm Balka Balka 15°06'57.2"E se skalnaté H. maura P. submarinum 1 I. Jadrna
) pobrezi 07.09.2020
) ' 55°07'10.8"N 5ka|v|'13Vt’e ' Z SkvoroYé,
3 Dansko Bornholm Svaneke Grisby oman " pobfeZis H. maura P. submarinum 1 I. Jadrnd
15°08'49.7"E . .
travinami 07.09.2020
o 1 n 2 Z. §kvorové,
4 Dénsko Bornholm Arsdale Hammerknuden Sliilé'i}lz"ll\; SkaLrlaE(,a - P. submarinum 1 I. Jadrnd
: pobrezi 10.09.2020
u parkovisté;
' 55°17'29.0"N | Skalnaté . Z. Skvorova,
5 Dansko Bornholm Arsdale Osand Bugt ot we | VybéZky v mofi, H. maura P. submarinum 1 I. Jadrnd
14°46'40.1"E i
kamen v 10.09.2020
dostfiku
u parkovisté;
55°17'29 0"N skalnaté Pseudendo- Z. Skvorova,
6 Dansko Bornholm Arsdale Osand Bugt 14°46‘40. 1'E vybézky v mofi, H. maura clonium sp. 1 I. Jadrna
' kdmen pod (P1) 10.09.2020
vodou
I. Cernajova,
skaly na plazi; 1.
<. . . . . 56°17'27.9"N kfemicita , Schmidtova,
7 Svédsko Skane Hogands Kullaberg, Ransvik 12°28'34.7°E | hornina, erné H. maura P. submarinum 2 I, Jadrnd,
pa’smo P. Skaloud
31.05.2021
Utesy na malé L o
.z ey .Lernajova,
8 Svédsko Skane Hoganas Kullaber >6°17'58.6'N kar:;enr::sv:if;am, H. maura P. submarinum 2 "
& & 12°28'58.0" | | oTCE ' ' Schmidtova
ornina, cerne 31.05.2021
pasmo
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skalnaty

vybézek do . Cerr}ajové,
on " more na o,
11 Svédsko Halland Halmstad Laxvik, plaz ig"ii‘iézz"l\il pisevénéflé’ii; H. maura P. submarinum Sclhjn;:jdrtnoé\ia’
kremicita P. Skaloud
hornina, cerné 01.06.2021
pasmo
skala I. Cernajova,
. omor an, | Severozdpadné J )
12 Svédsko G\é:asgi q Lysekil Fiskeback 517103;?),392;,’; ovd plfé\vi'ei H. maura P. commune Sclhjrrandcll’tnoa’v’a,
kremicita p. Ekaloud
hornina 04.06.2021
skala I. Cernajova,
w omor wny | Severozdpadné J )
13 Svédsko G\é:;t;i q Lysekil Fiskeback 517103;23253,,’: ovd plf'é\vi.ei H. maura P. submarinum Sclhjrz;drtnoé\ta,
kifemicita P. Skaloud
hornina 04.06.2021
balvany na
plazi, blizko 1.
&y . - .. 55°45'11.2"N | domy a pfistav, . Schmidtova
14 Svédsko Skane Kavlinge Barsebackshamn 12°54'08.6"E | kameny naproti H. maura P. submarinum M. Maly
lavi¢ce, u Usti 06.11.2021
kanalu; zula
balvany na
plazi, blizko 1.
& . - . 55°45'11.2"N | domy a pfistav, | Verrucariaceae Schmidtova
15 Svédsko Skane Kavlinge Barsebackshamn 12°54'08.6"E | kameny naproti sp. (V1) P. commune M. Maly
lavi¢ce, u Usti 06.11.2021
kanalu; Zula
balvany na
plazi, blizko P. commune, P. 1.
& . . - . 55°45'11.2"N | domy a pfistav, . . commune + P. Schmidtova
16(1) Svédsko Skane Kavlinge Barsebackshamn 12°54'08.6"E | kameny naproti V. ditmarsical submarinum M. Maly
lavi€ce, u Usti (16(1)-4) 06.11.2021

kanalu; zula
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balvany na
plazi, blizko

Urospora sp.,

J.
Schmidtova

& . - . 55°45'11.2"N | domy a pfistav,
16(2) Svédsko Skane Kavlinge Barsebdackshamn 12°54'08.6"E | kameny naproti V. ceuthocarpa arthrl:). af{.eniae M. Maly
lavi¢ce, u Usti 4 06.11.2021
kanalu; Zula
balvany na
plazi, blizko Urospora sp 1.
17 Svédsko Skane Kavlinge Barsebackshamn iiéi,élgé,,': I(jaonr:gn?/ a!i)tfovtli V. ceuthocarpa - rF; a]?;niae Scl\r;lrﬁlllld;i;l i
laviéce, u Usti py 06.11.2021
kanalu; Zula
ostrov Riigen, Lauterbach, plsetnd plé? s
. Mecklenburg- | Vorpommern- lerelfS\lNaIder Bodden, 54°20'26.4"'"N | balvany, svisla . . . v. .
28 Némecko . pfirodni rezervace Goor- omat " . V. ditmarsical | P. commune Schiefelbein
Vorpommern Rigen . . , . v, | 13°31'33.1"E | sténa balvanu;
Muglitz, vychodni pobrezi . 11.04.2019
Zula
Lauterbachu
ostrov Riigen, Lauterbach, pisecnd plazs
ifswalder B |
Y Mecklenburg- | Vorpommern- lerel S\,Na der Bodden, 54°20'26.4"N ba vany,, ) . ) v. .
29 Némecko Vorpommern Riigen pfirodni rezervace Goor- 13°31'33.1"E vodorovny V. ditmarsical | P. commune Schiefelbein
P & Muglitz, vychodni pobfeZi ’ povrch balvanu; 11.04.2019
Lauterbachu zula
ostrov Riigen, Lauterbach, pisednd pla s
. Mecklenburg- | Vorpommern- VC:]relfsyvaIder Bodden, 54°20'26.3"N | balvany, svisla . . P. submarinum . U. )
30 Némecko . pfirodni rezervace Goor- omns " N V. ditmarsical Schiefelbein
Vorpommern Rugen . , , . v, | 13°31'23.8"E | sténa balvanu; + P. commune
Muglitz, vychodni pobrezi . 11.04.2019
Zula
Lauterbachu
pisecnd plazs
balvany,
_ ) . . 092" " vodorovny u.
31 Némecko l://lecklenburg Vorrl)qc.).mmern lo;trgv,Rugsvn,vllS:;z, i§°§'§i€1)"ll\£l povrch balvanu, H. maura P. submarinum Schiefelbein
orpommern dgen vychodni pobfeZi Binzu 2 . horni 11.04.2019
hydrolitoral;
Zula
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oblazkova plaz

s balvany,
ostrov Rigen, Lohme, ot " vodorovny u.
Y Mecklenburg- | Vorpommern- v v, Y 54°35'06.4"N . . )
32 Némecko Voroommern Rilgen pobfezi severné od 13°37'01.6"E povrch balvanu, H. maura P. submarinum Schiefelbein
P & Lohme . hornf 11.04.2019
hydrolitoral;
Zula
oblazkova plaz
. s balvany,
ostrov Riigen, Lohme ’
. Mecklenburg- | Vorpommern- N V,g ‘" | 54°35'06.4"N vodorovny . ) u. )
33 Némecko N pobfeii severné od omat " H. maura P. submarinum Schiefelbein
Vorpommern Rigen 13°37'01.6"E | povrch balvanu,
Lohme - Raivdil 11.04.2019
dolni geolitoral;
Zula
oblazkova plaz
s balvany,
ostrov Riigen, Lohme, g .
Y Mecklenburg- | Vorpommern- N v,g Y 54°35'06.4"'N vodorovny . v )
34 Némecko v Ri pobrezi severné od 13°37'01.6"E h bal H. maura - Schiefelbein
orpommern tgen Lohme . povrc ] a \{anu, 11.04.2019
stfedni
geolitordl; Zula
oblazkova plaz
s balvany,
vodorovny
ovrch balvanu
Y Mecklenburg- | Vorpommern-| ostrov Rigen, pobrezi | 54240'54.4"N P . - . .U' )
37 Némecko i . . , i hranice mezi H. maura P. submarinum Schiefelbein
Vorpommern Rugen severné od Varnkewitz | 13922'08.8"E ,
dolnim a 11.04.2019
stfednim
geolitordlem;
Zula
plaz s balvany,
vodorovny
povrch balvanu, y
Meckl -V - R rezi 4240'55.4"N | hranice hornih ’
38 Némecko ecklenburg orpo"mmern ostrovv vgen, pobre.Z| > 0,55 " ranlcg or'nl © H. maura P. submarinum Schiefelbein
Vorpommern Riigen severné od Varnkewitz | 139222'16.1"E | hydrolitoralu a 11.04.2019

spodniho
geolitoralu;
Zula
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ostrov Riigen, Lauterbach,
Greifswalder Bodden,

pisena plazs

u

39 Némecko Mecklenburg- Vorpgimmern- pfirodni rezervace Goor- 54020I26.7”N bavIvany, svisla V. ditmarsical | P. commune schiefelbein
Vorpommern Rigen . ) , . v, | 13°31'28.4"E | sténa balvanu;
Muglitz, vychodni pobrezi . 11.04.2019
Zula
Lauterbachu
. . onon " mor'ska hraz; .
40 Nizozemsko | Groningen Delfzijl Termunten, hraz zdpadné | 53"18'13.8"N kifemicitd H. maura W. Linders
& J od Temunterzil 07°01'10.2"E ' : 19.05.2019
hornina
Termunten, hraz zapadné | 53°18'13.8"N morska hraz; W. Lind
. . Linders
41 Ni ki i Delfzijl ! kfemicita - P. i
izozemsko Groningen elfzij od Temunterzijl 07°01'10.2"E reml.uta submarinum 19.05.2019
hornina
mirné se
svazujici
. ) . Helsinki, Hevossalmi, | o156 quy | Skalnate -
44 Finsko Uusimaa Helsinki pobreZi na zapad od 25°02'46.9"E pobrezis H. maura - Schiefelbein
silnice Lajaasalontie ' balvany; 11.06.2019
kremicita
hornina
mirné se
' . o Helsinlfl,’ Hev,ossalml, 60°09'33.9"N svazuuc,l . u. ‘
45 Finsko Uusimaa Helsinki pobreZi na zapad od ot " skalnaté H. maura - Schiefelbein
. . . 25°02'43.9"E Y oy
silnice Lajaasalontie pobfezis 11.06.2019
balvany; rula
mirné se
L , ostrov Kyrklandet . o u.
. h d , , v v, ' 160°09'59.1"N , . )
46 Finsko ) o.zapa n Pargas vychodni pobfezi, severné orat " svazunc,l H. maura P. submarinum Schiefelbein
Finsko o . ... | 21°41'29.5"E skalnaté
od pfistavu Retais-Parnas . . 12.06.2019
pobreZi; rula
mirné se
ostrov Mossala, severni svazujici U
h 7 , ’ 01711 . IIN k I A *
47 Finsko ) (;iznaspkaodnl Pargas pobtezi, vychodné od 23"26'22 ?l"E > :b?‘:;,e H. maura - Schiefelbein
pristavu Mossala-Inio ’ P ! 13.06.2019

nejnizsi cast
skalnata; Zula
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mirné se

svazujici
L , ostrov Mossala, severni or o N skalnaté u.
48 Finsko tho.zapadm Pargas pobfezi, vychodné od 60,,17,19'8,,N podlozi, ve H. aractina | P. submarinum Schiefelbein
Finsko . 21°26'23.1"E Yvr L wa
pristavu Mossala-Inio vyssich ¢astech 13.06.2019
pukliny s
mechy; zZula
L , ostrov Lillandet, severni , U
h d ! 60°13'16.0"'N kalnat ’
49 Finsko ! (I:iz:szi) n Pargas pobrezi, zapadné od 99°05'43.5"F ostae;i?iila H. maura P. submarinum Schiefelbein
pFistavu Prostvik-Lillmalé ’ P ! 12.06.2019
mirné se U
hoz4 , M lo iisni °32'03.4"N v o s .
50 Finsko ) o.zapadnl Kustavi OStvrov\,/ ussalo, Jiznl 60,,3 ,03 " svazupc'l H. maura P. submarinum Schiefelbein
Finsko pobrezi, kemp Mussalo | 21°32'16.2"E skalnaté 13.06.2019
pobtezi; rula
ostrivek mezi mirné se U
51 Finsko tho.zapadnl Naantali Luonnonmaa a Naantali, 60027,42'1,,N svaqu|c1| H. maura - Schiefelbein
Finsko . N S 22°01'05.9"E skalnaté
zapadné od silnice R 14.06.2019
pobrezi; zula
mirné se
, svazujici
ostrov Jumo, severni <kalnaté y
53 Finsko J|ho'zapadn| Pargas pciil:)rezu vychod!'\e o.d 60026,19'1,,’\] pobfei, H. maura - Schiefelbein
Finsko pfistavu Heponiemi- 21°23'37.9"E
R kameny v 13.06.2019
Kannvik .
zasolené
pastviné; zula?
54 Finsko Alandy Lemland Herro,dvgcho.f:lrll pobrezi 52?)05181%(;2,,’: plaz svb?lvany, H. maura - Schiefelbein
od Herrovagen . Zula 15.06.2019
mirné se Y
55 Finsko Alandy Lemland Herrd, J,I,Zm mys, z?padne 59058,10'0,,’\] svazuuc,l H. maura P. submarinum Schiefelbein
od Herroskatans fageltorn | 20°10'38.6"E skalnaté 15.06.2019
pobrezi; zula
mirné se Y
o . 60°22'29.0"'N Zujici o
57 Finsko Alandy Saltvik Hamnsundet, pfistav ompt " svazuuc,l H. maura - Schiefelbein
20°05'13.0"E skalnaté 16.06.2019

pobrezi; zula
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ostrov Jarso, jihozapadni - A u.
2 oovr , . | 60°00'41.5"N t d; . . .
59 Finsko Alandy Lemland pobtezi, pfistav zapadné or " prs ?Vm ze H. maura P. submarinum Schiefelbein
. 19°59'07.8"E Zula
od Langndsvagen 16.06.2019
Norrtélje Kapellskar, poloostrov | 59°42'39.6"N | plaZ s balvany; Pseudendo- U,
60 Svédsko Stockholm Munici JI' P . Z K 19°O3'02.9"E plazs | (L H. maura clonium sp. Schiefelbein
unicipality severné od kempu . Zula (P3) 17.06.2019
mirné se Y
v, . Nykopi T , ostrov Obolandet, | 58°52'16.2"N Zujici , o
64 Svédsko | Sédermanland y.o'pln.g ro's.? los rovvv, oande oAt " svazu1|c,| H. maura P. submarinum Schiefelbein
Municipality jizni pobrezi, kemp 17°34'35.3"E skalnaté 19.06.2019
pobtezi; rula
mirné se
L N&vekvarn, ostrov Skaret, onon N v . u.
65 Svédsko | Sodermanland Nylfo.pln.g jizné od Navekvarn, 58037,26'0,,'\] svazuuc,l H. maura P. submarinum Schiefelbein
Municipality . , Y v, 16°47'32.6"E skalnaté
zapadni pobrezi N 20.06.2019
pobtezi; rula
mirné se
. Navekvarn, ostrov Skaret v s U
& .. Nyk ey g ' | 58°37'23.6"N . . o
66 Svédsko Sédermanland y 'o'pln'g jizné od Navekvarn, o ron " svazuucll H. aractina | P. submarinum Schiefelbein
Municipality o , . v v 16°47'45.2"E skalnaté
jihovychodni pobrezi " v, 20.06.2019
pobtezi; rula
» mirné se
. Ostra Husby, Skenas, fjord oot " v s u.
67 Svédsko Ostergétland Norr'k.oplr?g Braviken, vychodné od 58037,43'0,,’\] svazuuc,l H. maura P. submarinum Schiefelbein
Municipality v .. 16°35'42.7"E skalnaté
pristavu, Skenasleden Y v 21.06.2019
pobtezi; rula
mirné se Y
69 védsko Ostergdtiand Valde-n'.lars.vlk “Grytt poloos:trov Ekon, 58010I19.5”N svazunc,l H. maura i schiefelbein
Municipality | jihovychodné od kempu | 16°51'15.4"E skalnaté 21.06.2019
pobtezi; rula
mirné se Y
70 Svédsko Ostergétland Valde-n'.lars.vlk Gryfc.,vpczoloostrov EkSn, 58,,10,16'3,,’\] svazujict H. maura P. submarinum Schiefelbein
Municipality jizné od kempu 16°50'55.4"E skalnaté 21.06.2019
pobtezi; rula
. Vastervik | Vastervik zatoka cca 10 ooogig3 sy | tinng kamenits U
71 Svédsko Kalmar Municipalit km severozapadné od 16°32'34.1"F 3% rula H. maura - Schiefelbein
pality Vasterviku ’ plaz; 22.06.2019
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Vastervik, poloostrov

. . . - . oAt " balvany ve u.
72 Svédsko Kalmar Vas_t(.ervﬂ_( Jud?n, k(?mp Vavsterwk, 57044 .02'6,,N slanych . maura P. submarinum Schiefelbein
Municipality jihovychodné od 16°40'30.0"E .
.. . pastvindach; rula 23.06.2019
Vasterviku
mirné se
svazujici
. . Bjornhuvudsfjarden, omon " . u.
73 Svédsko Kalmar M\fjis}::?r\;llli(t Slingsviken, cca 4,5 km iééi'iig"': ob;:;ilnlztlfalita . maura P. submarinum Schiefelbein
Py severné od Blankaholmu ’ P e 23.06.2019
zastinéna
rdkosem; rula
Vastervik, Verkeback
‘. Vastervik astervik, VErkeback, 1 £7043'34.5"N | stard morska . -
75 Svédsko Kalmar Municinalit severné od Gunnebo, 16°31'30.5"E Jed: Sula . maura P. submarinum Schiefelbein
paity Verkebdacksviken ' ! 23.06.2019
vapencové
.. o . | podloZi, pobrezi u.
<, Borghol trov Oland, Byxelkrok, |57°20'17.8"N . . )
76 Svédsko Kalmar ML?nrﬁ:i Oa:l o:e\rlc;\:néaor; B ):/:Iirc:l?u 17°00'52.3"E | S balvany na . maura P. submarinum Schiefelbein
pality Y : vapencovych 24.06.2019
deskach; rula
.. o " kamennitd u.
78 Svédsko Kalmar MBorgholTl OStrOV,OP:aEd’, Trotilvslic?gen, 51;?);.2222,,'; vdpencova pldz; . maura P. submarinum Schiefelbein
unicipality vychodni pobfezi . sula 24.06.2019
A H 2 o [ n 4 U
79 Svédsko Kalmar Borgholm ost,rov OIa?d, Vikegard, 57004 ,40'3 ,,N kalr:nenrla . maura P. submarinum Schiefelbein
Municipality vychodné od kempu 16°58'30.7"E | navazka; zula 25 06.2019
80 Svédsko Kalmar B°r,gh°"T‘ ostrov Ol?nd, S:c’ora Ror, 56045 ,26'3 ,,N plaz svbalvany, . maura P. submarinum Schiefelbein
Municipality severné od pfistavu 16°31'34.6"E Zula 25.06.2019
., Kalmar Kalmar,lostrO\,/ Stervwscv),, 56°38'52.2"N plsejcna,plaz > . ) v. .
81 Svédsko Kalmar Municipalit severozapadni pobreii, 16°19'07.7"E jednim . maura P. submarinum Schiefelbein
pality zapadné od kempu ’ balvanem 25.06.2019
ostrov Riigen, Jasmund, U
2 Némecko Mecklenburg- Vorpc?.mmern- pobreZi Baltského more, 54034I54.6”N plaz s balvany; - maura P submarinum schiefelbein
Vorpommern Rigen Hankenufer, cca 2 km na | 13°38'35.9"E rula 21.08.2019

vychod od Lohme
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u

. _ . " (s ) .
83 Svédsko Skane Skurup Abblekas, |v:)obre2| ccaol > 23,13'4,,N plaz s balvany; H. maura P. submarinum Schiefelbein
km zapadné od Abbekasu | 13234'30.5"E rula 06.09.2019
(y u.
< . - ., |55925'34.9"N | pl bal ; . ) )
84 Svédsko Skane Ystad Svarte, plaz pod vesnici , " plaz s balvany H. maura P. submarinum Schiefelbein
13242'42.2"E rula 06.09.2019
(v u.
g 1 n
87 Svédsko Skane Simrishamn Brantevik, plaz 2> 30,56'5,,N pla'z slbalvany ! H. maura P. submarinum Schiefelbein
14220'54.1"E Usti potoka 06.09.2019
e s sy Y stabilizace . u
&ox o _ Ahus, Y , pl 55248'37.6"N N A 7/ . o
88 Svédsko Skdne Kristianstad us nchjJ$ P az severne 14912'41.4"E pobreZi v Usti errucar\Zlceae P. submarinum Schiefelbein
0d Yngsjo ) : potoka sp- (V1) 06.09.2019
. 0Eq122 O - _ u.
90 Svédsko Skane Kristianstad Tc.)stebevrga,, na zva,pad od |55 59,48'9,.N plaz s balvany; - P. submarinum Schiefelbein
jachtarského pfistavu 14926'37.7"E pazourek 06.09.2019
balvany v
- . Kugebodda, poloostrov | geo7105 1uy | meiké vode; . . Y
91 Svédsko Blekinge Ronneby Lind6 Udde jizné od , " Y v H. aractina | P. submarinum Schiefelbein
15221'06.2"E kfremicita
Kuggeboda . 06.09.2019
hornina
balvany v u.
g 1 n
92 Svédsko Blekinge Karlskrona Torr.\.zimvn, Torhamns Udde | 56 04,40'6,,N mélké vodé; H. maura P. submarinum Schiefelbein
jizné od Torhamnu 15950'22.1"E
rula 06.09.2019
u.
- . - . 55245'11.6"N bal ) .
93 Svédsko Skane Kavlinge Barsebackshamn , " @ ,‘("?‘”Y na V. ceuthocarpa | Urospora sp. Schiefelbein
12954'08.7"E plazi; Zula 07.09.2019
Méolle, Kullaberg, severni 56018'00.6"N skalnaté u.
95 Svédsko Skane Hoganas strana, severné od 12;28’36'5"E pobfrezi; H. maura P. submarinum Schiefelbein
golfového hFisté ) ' piskovec 07.09.2019
Molle, Kullaberg, severni 56018'00.6"N skalnaté u.
96 Svédsko Skane Hoganas strana, severné od 12928'36'5"E pobrezi; H. maura P. submarinum Schiefelbein
golfového hristé ' piskovec 07.09.2019
Molle, Kullaberg, severni 010 " . u.
97 Svédsko Skane Hoganas strana, severné od ig;;i'ggg“ll\il SkaLrlaE(,a V. ditmarsical | P. commune Schiefelbein
golfového higté I pobrezi 07.09.2019
Molle, Kullaberg, severni , u.
&ox o .. - ’ - 56218'00.6"N kalnat . . . .
98 Svédsko Skane Hoganas strana, severné od , " >ka rlaf‘ V. ditmarsical | P. commune Schiefelbein
12928'36.5"E pobrezi 07.09.2019

golfového hristé
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Molle, Kullaberg, jizni , u.
&ox o .. . ’ . . 56917'27.7"N kalnat . . .
99 Svédsko Skane Hoganas strana, zdpadné od 12928'28.1"E osb;;;i?iila H. oceanica - Schiefelbein
Ransvik Havsveranda ) : P ’ 07.09.2019
. sV oeev v g 1 n U.
101 Svédsko Halland Halmstad TylBsand, pI'?\z Jizné od ?2302?1'?);?8’“'!\5‘ ba:llvvalny Ta H. maura P. submarinum Schiefelbein
vesnice 0 . plazi; rula 07.09.2019
102 Svédsko Halland Falkenberg Grlr'1.1vshvolmen, pgbre2| >6 50,23'7,,N skalni pobrez; H. maura P. submarinum Schiefelbein
jizné od vesnice 12933'14.5"E rula 08.09.2019
103 Svédsko Halland Falkenberg Grlrpvshvolmen, prreZ| 26 50,23'7,,N skalni pobreZi; H. oceanica | P. submarinum Schiefelbein
jizné od vesnice 12933'14.5"E rula 08.09.2019
104 Svédsko Halland Varberg Traslovslage, p.Iaz najin | 57202 ,52'0,,N plaz's balvany; H. maura P. submarinum Schiefelbein
od vesnice 12916'41.8"E piskovec
09.09.2019
106 Svédsko Halland Kungsbacka Aisa, pobrezi n.a vychod od i;g(z)l'giz"'; skaln plobre2|, H. maura - Schiefelbein
vesnice 0 . rula 09.09.2019
.. . Y vry skaly v u.
< Vast Hallsvik, pob d 242'01.0"
108 Svédsko "as e Goteborg alisvik, po r'e2| Jizneod |57 42,01 0,,N rakosovém H. maura - Schiefelbein
Gotaland vesnice 11244'11.3"E ,
pasmu; rula 09.09.2019
s . = . Y s o7 " Yy , u.
110 Svédsko Yastra Kungélv Kalrna, OYemr.‘.' po?reu S7247 ,33'1,,N pobreZi y solné H. maura P. submarinum Schiefelbein
Gotaland zapadné od Overdnu 11243'51.4"E | louky; piskovec 09.09.2019
. Tjuvkil, Kockholmen, oCaiaE AN ; u.
112 Svédsko G\'é?as;[;id Kungélv zapadné od silnice 168 do ii;iz,iié"'; oT:)I;aelgi?z(\a/or H. maura | P. submarinum Schiefelbein
Marstrandu et pobrezl; 09.09.2019
.. ostrov Kldadesholmen, , u.
% 956'41.4" . .
116 Svédsko G\'(;::It;:id Tjorn pobfrezi blizko iiég’?ﬁ ?)"'; ;:::;;,E_]tre la V. ditmarsical | P. commune Schiefelbein
tennisového kurtu R P b 10.09.2019
. ostrov Tjorn, Skarhamn " . U
& Vast Y, v ’ 1 58200'22.5"N b | . . o
117 Svédsko Gb?aslarid Tjorn pobrezi severné od 11933'05.7"E polorjlfl 'urzcrane V. ditmarsical | P. commune Schiefelbein
Smedjebergetu ) Y 10.09.2019
. s = . ey o7 " vy . u.
123 Svédsko Yastra Kungalv Ka/rna, OYerOr.‘.' po?reu >7%47 ,33'1,,N pobrezi usolne H. maura P. submarinum Schiefelbein
Gotaland zapadné od Overodnu 11943'51.4"E louky 09.09.2019
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Schleswig- Pellworm, Hooger Fahre, 54929'55"N pobrezni u.
129 Némecko . g Nordfriesland | hraz zapadné od pfistavu o ochrannd zed, H. maura P. submarinum Schiefelbein
Holstein . 8935'43"E , )
trajektu spodni okraj 19.10.2019
. . vy . . u.
. Schleswig- . Pellworm, hrdz na sever |54231'29.2"N pobrezni Verrucariaceae | Kornmaniaceae . )
Schiefelb
133 Némecko Holstein Nordfriesland od ulice Parlament 8235'16.2"E | ochranna zed sp. (133) sp. (133) 1C9 |1eoe20i|9n
. Hamburger Hallig, Yy . u.
- o 1 1II
134 Némecko SChIesw.lg Nordfriesland | pobfezni ochranna zed na Sf 3‘? 0 !\,l pobrez,m , Verrucariaceae Kornmannia2 Schiefelbein
Holstein . , . 08°48'38.9"E | ochranna zed sp. (V2)
zapadni strané 20.10.2019
. Hamburger Hallig, om At " Pseudendo- u.
135 Némecko Schlesvs{lg- Nordfriesland | pobfeZni ochranna zed na 54,, 3(? 01 !\,l pobrez,nl .| V. ditmarsica2 | clonium sp. Schiefelbein
Holstein . . - 08°48'38.9"E | ochrannd zed
zapadni strané (P2) 20.10.2019
. . , vy . u.
hl - H Hall 4°36'13.7"N Ve
137 Némecko 3¢ eswlg Nordfriesland amburger Hallig, severni | 5 ,,36, 3 " pobrez'nl , errucariaceae Kornmannia2 Schiefelbein
Holstein mys 08°48'31.5"E | ochranna zed sp. (V2) 20.10.2019
; : ; oqpt " — Pseudendo- u.
138 Némecko Silhlleiwlg_ Nordfriesland Hamburger Hallig, severni ?);igéi;“’; Eobrez,nl d V. ditmarsica2 | clonium sp. Schiefelbein
olstein mys . ochranna ze (P2) 20.10.2019
. . . v v, u.
- g 1 n
140 Némecko Schlesw|g Dithmarschen Fr|.edr|chskoog, >4 01, 25'5,, N pobrez,m . | V. ditmarsical | P. commune Schiefelbein
Holstein Trischendamm 8248'39.0"E | ochranna zed 20.10.2019
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