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Abstract

Psora decipiens is a characteristic species of the terricolous lichen community Toninio-Psoretum
decipientis distributed mostly on calcareous or basic substrates. The community consists in various
modifications of lichens Placidium squamulosum, Toninia sedifolia, T. opuntioides, Fulgensia fulgens,
F. bracteata and others.

Photobionts of the lichen Psora decipiens were determined. Psora decipiens shared with Placidium sp.
the single photobiont species, a common terrestrial alga Myrmecia israeliensis. Cloning of ITS rDNA
revealed high intrathalline variability in M. israeliensis within a single lichen thallus. Several genotypes
were often found in a thallus, uncovering either a high mutation rate of the algae or constant
relichenization processes.

Saxicolous Psora species (P. testacea, P. himalayana, P. valesiaca and P. rubiformis) had
M. biatorellae as a photobiont, indicating a possible photobiont influence on substrate specifity of Psora
lichens.

Finally, the proper methodology used for identification of lichen photobionts is discussed. For a correct
photobiont identification, morphological investigations of intrathaline diversity combined with coherent
molecular techniques are needed. Such procedure was not applied in the former studies of Psora
decipiens, resulting in a poor characterization of photobiont inventory.

Key words: lichen, photobiont, ITS rDNA, cloning, genetic diversity, Psora, Placidium, Myrmecia.



Abstrakt

Psora decipiens je charakteristickym druhem spolecenstva terikolnich liSejnikii Toninio-Psoretum
decipientis rostoucim na vapenitych nebo bazickych substratech. SpoleCenstvo sestdva v rdznych
modifikacich z lisejnika Placidium squamulosum, Toninia sedifolia, T. opuntioides, Fulgensia fulgens,
F. bracteata a dalsich.

Fototobionti liSejniku Psora decipiens byli determinovani. Psora decipiens a Placidium sp. spole¢né
sdili jeden druh fotobionta, béznou terestrickou fasu Myrmecia israeliensis. Klonovani ITS rDNA
odhalilo velkou variabilitu M. israeliensis v ramci jedné lisejnikové stélky. Ve stélce bylo ¢asto nalezeno
nekolik genotypti ve stélce, coz odhaluje bud’ vysokou mutacni rychlost fasy nebo neustdlou
relichenizaci.

Saxikolni druhy Psora (P. testacea, P. himalayana, P. valesiaca a P. rubiformis) maji na rozdil od
terikolniho druhu P. decipiens jako fotobionta M. biatorellae, coz naznac¢uje mozny vliv fotobiontli na
substratovou specifitu lisejnika rodu Psora .

Prace se mimo jiné zamysli nad vhodnou metodikou pouZzivanou pro identifikaci fotobiontti. Neni mozné
popsat pravého fotobionta bez morfologické determinace fasy pfimo ve stélce nebo kultuie
kombinované s jasnymi molekularnimi metodami. Postup identifikace fotobiontdi byl diiv podcenén

v ptipadé lisejniku Psora decipiens.

Klic¢ova slova: liSejnik, fotobiont, ITS rDNA, klonovani, geneticka diverzita, Psora, Placidium,

Myrmecia.
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1. UVOD

Stélka lisejniku je ve skutecnosti komplikované spoleenstvi houby (mykobionta), autotrofniho
partnera (fotobionta) a ziejmé i dalsich organismu jako kvasinek (Spribille et al. 2016) a bakterii (Grube
& Berg 2009). Tento kiehky vztah je pro né nejspis prospésny, fotobiont dodava mykobiontu organické
latky, zatimco ten obstarava piijem vody a anorganickych latek (Honegger 1992) a oba vytvafi pro
bakterie vhodné zazemi. Mozna je spole¢né souziti fasy a houby spise fizenym parazitismem ze strany
mykobionta (Ahmadjian 1993), ktery stimuluje rlst a rozmnozovani fotobionta (Chapman & Waters
2004). K parazitismu mozna dochazi za nestandartnich podminek, naptiklad pti zvySeném piisunu zivin
se fotobiontim dafi vyrazné 1épe na ukor houbové slozky lisejniku (Dahlman et al. 2003).

Piestoze miizeme péstovat in vitro fotobionta a mykobionta zvlast, jeding spolu vytvati jedine¢nou
stélku lisejniku a mykobiont produkuje sekundarni metabolity (Brunauer et al. 2006), které poskytuji
ochranu pfed nadmérnym zafenim, herbivorim, velkému piijmu té€zkych kovli a maji antimikrobialni a
antioxidaéni uéinky (Molnar & Farkas 2010). Soucasti liSejniku jsou bionti odoInéjsi nez samostatni a
chranéni pouze slizovou vrstvou (de Vera et al. 2008), vydrzi i extrémni a stresové podminky (Kranner
et al. 2005, Catala et al. 2010). Mykobiont tvoti vétsinu liSejniku, dava mu jeho védecky nazev a strhava
na sebe vétsinu pozornosti lichenologa.

Lichenizované houby patii zhruba z 98 % do vieckovytrusnych (Ascomycota), zbytek jsou
stopkovytrusné houby (Basidiomycota; Feuerer & Hawksworth 2007). Rasy v lisejniku nazyvame
fykobionty a sinice cyanobionty. Dalsi variantou souZiti jsou tripartitni lisejniky, kde nalézame vSechny
fykobionty Trebouxia, Trentepohlia a cyanobionta Nostoc. O deset let pozdé&ji bylo evidovano pies 40
roda (De Priest 2004) a toto ¢islo se stale zvétSuje.

Lisejnik je z vetsi Casti tvoien pravé mykobiontem a pravé jemu byla v minulosti vénovana nejveétsi
a tak jsou zkoumani i fotobionti a objevuji se nové poznatky o jejich fyziologii (Henskens et al. 2012,
Nash et al. 1990, Sadowsky & Ott 2016), ekologii (Yahr et al. 2006, Dal Grande et al. 2012,
Voytsekhovich et al. 2014) a taxonomii (Vandurova et al. 2015, Moya et al. 2015, Skaloud & Peksa
2010). Navic mnoho liSejnikovych hub nemutze zit bez tasy, zatimco lichenizované fasy se nejspis
muzou vyskytovat i jako voln¢ zijici (Ahmadjian 1988, Mukhtar et al. 1994).

Mechanismy kospeciace u symbiotickych organismi neni jednoduché vysledovat. Specia¢ni faktory
pusobi jak na kazdého partnera zvlast' nezavisle na ostatnich, tak na vSechny dohromady jako na
holobionta (Rosenberg & Zilber-Rosenberg 2011).

Drive se predpokladalo, ze dlouhodoby uzky vztah mezi dvéma symbionty vede k jejich koevoluci
(Ahmadjian 1987). Rada studii napf. u rodu Physconia (Wornik & Grube 2010), Caloplaca (Castillo &



Beck 2012), siroce rozsifenych dutohlavek Cladonia (Piercey-Normore & DePriest 2001) i u praSenek
Lepraria (Nelsen & Gargas 2008) zavrhuje spole¢ny vyvoj fotobionta a mykobionta na zakladé¢ jejich
odli$né speciacni/mutacni rychlosti.

Lisejnik potiebuje zachovat kompatibilitu mezi symbionty a optimalizovat produktivitu obou
symbiontt (Beiggi & Piercey-Normore 2007). Mykobiont si vybira svého fotobionta nenahodné a my
muzeme nahlizet na vybér optimalniho symbionta jako na urcity zptsob koevoluce (De Priest 2004).
Zcela jist¢ mezi nimi existuje n&jakd genetickd zavislost, jak potvrzuji napiiklad experimenty
s resyntézou (Schaper & Ott 2003). Fotobionti by mohli byt potencialnimi indikatory fylogenetickych
vztahti mezi mykobionty (Rambold et al. 1998). Zakladnim ptehledem vztahli mezi mykobionty a
fotobionty jsou souhrnné studie jako Tschermak-Woess (1988), Miadlikowska et al. (2014).

Pro taxonomické rozpéti vhodnych symbiotickych partnerd se pouziva termin specifita (Smith &
Douglas 1987), zato ¢etnost vyskytu symbiotického spojeni nazyvame selektivitou (Galun & Bubrick
1988). Pojmy selektivita a specifita jsou klicové pii definovani vztahu mezi lisejnikovou fasou a houbou
(Leavitt et al. 2015). Casto byly uchopovany riizné, napiiklad jak z pohledu mykobionta tak i fotobionta,
shrnuti najdeme v pracich Honegger (1998) a Yahr et al. (2004).

Ve vétSiné pfipadl miizeme pozorovat spojeni se zastupci pouze jedné skupiny (Rambold et al.
1998). Generalisté nebo také malo specificti mykobionti jsou schopni asociovat s Sirokou skalou
pribuznych fas, zatimco specialisté jsou vysoce specificti a pifijimaji pouze jediného partnera (Muggia
etal. 2013).

Nizkou specifiénost mizeme pozorovat u velmi hojnych liSejniki napt. u urbanniho druhu
Protoparmeliopsis muralis (Guzow-Krzeminska 2006). Snad nejkomatibilnéjsim mykobiontem je
Verrucaria sp., ktery roste spole¢né se zelenymi fasami Dilabifilum, Elliptochloris, Diplosphaera a
Heterococcus (Thiis et al. 2011). Spousta jinych studii ukazuje vysokou specifitu, kdy existuje pouze
jedina dvojice symbiotickych partnerd, jsou to napi. Omphalina-Coccomyxa (Zoller & Lutzoni 2003),
Lobaria-Dictyochloropsis (Dal Grande et al. 2014), a Graphis-Trentepohlia (Hametner et al. 2014).

V jednom druhu liSejniku nejcastéji nalézame genotypy fas pattici do stejného rodu (del Campo et
al. 2013, Piercey-Normore 2006). Ve vétsiné piipadd jsou fasy ve stélce monokulturou (Piercey-
Normore & Deduke 2011), jen obcas se v symbidze s jednim mykobiontem naléza vice fotobiontu. Jiz
zminénym piikladem jsou tripartitni liSejniky jako je Peltigera aphthosa se zelenou fasou Coccomyxa a
sinici Nostoc ve specializovanych utvarech na lupenité stélce, takzvanych cephalodiich (Héallbom &
Bergman, 1983). Vzacnéjsi piipad je sdileni vice zelenych fas v jedné stélce liSejniku. Riizné linie
Trebouxia v Ramalina farinacea (Casano et al. 2011, del Campo et al. 2013), Rinodina (Helms et al.
2001) a Evernia (Piercey-Normore 2006) a dokonce u rodu Stereocaulon byly dolozeny druhy
Asterochloris sp. a souc¢asné¢ Chloroidium ellipsoideum (Vancéurova 2012). Zname ptipady, kdy jeden

druh houby je schopen vytvofit s odliSnymi fotobionty dva rizné morfotypy liSejnikl s riznou zivotni



strategii, tzv. chiméry (Brodo & Richardson 1978). Napiiklad mykobiont Peltigera mize vytvaret

odlisné stélky podle toho, zda roste se sinici nebo se zelenou fasou (Goffinet & Bayer 1997).

Samotné mechanismy selekce partnerti jsou ziejmeé komplexni a podstatna ¢ast diverzity fotobionti
nam zUstava skryta. Presto ve vybéru fotobionta a mykobionta nachazime urcité zakonitosti. Pozorované
vztahy jsou vysledkem vnitinich (fylogenetické zdbrany a izka genetickd kompatibilita) a vnéjsich

faktorl (dostupnost partnert a jejich fitness na lokalite) (Yahr et al. 2006).

1.1.  Vybér partnert pro liSejnikovou symbidzu

Abychom pochopili taxonomické vztahy mezi symbionty, je potiecba znat také zivotni cyklus
lisejniku.

V pribéhu vyvoje lisejnikové stélky spolu podstupuji slozitou sérii fyziologickych, biochemickych
a morfologickych zmén.

Lisejniky jsou schopni se rozsifovat a kolonizovat nova mista pomoci rhizomorf, coz jsou komplexni,
ale jemna houbova vlakna ukotvujici liSejnik k podkladu (Malone 1977). Kontakt houbového prothallu
(hypothallu) s fasami probiha neustale a je nezbytnou soucasti pii zahajeni tvorby stélky nebo jejiho
rastu (Sanders & Rico 1992). Uvedeni do symbiotického stavu vyZzaduje dramatické zmény v genové
expresi obou organismu, které¢ pak muzou byt impulsem pro mnoho morfologickych zmén (Trembley
et al. 2002), ale mechanismy rozpoznavani odpovidajicich biontli nejsou zcela prozkoumany.

Pfi rozpoznavani spravné fasy mykobiontem mutize hrat roli ribitol (MeeBen et al. 2013), lektin
(Schaper & Ott 2003) nebo rizné enzymy (Bubrick & Galun 1980). Usp&sné zahajeni metabolické
interakce mezi symbionty muzeme detekovat pii zjisténi sekundarnich metabolitli, napt. antrachinonu v
ter¢ovniku Xanthoria parietina (Honegger 1990).

Pfi kontaktu s potenciondlnim fotobiontem se zaCina organizovat paraplektenchymaticka kira a
vznika ,,prethallus®, u kterého miizeme rozpoznat jeho polaritu (Honegger 1993). Piekvapive vSak muize
vzniknout i po kontaktu s méné kompatibilni fasou (Ahmadjian & Jacobs 1981, Ott 1987a). Takto muize
mykobiont docasné spolupracovat s méné vhodnou fasou a piezit po vykliceni spor do doby nez objevi
vhodného partnera (Beck et al. 1998).

PIn¢ funkéni stélka se vytvari pouze pii nalezeni vhodného fotobionta, kterého si mykobiont ptinese
na nové misto sam Vv ptipadé nepohlavniho rozmnozovani anebo ji musi odnékud rekrutovat (Beck et al.
1998). Vykli¢ena askospora miize socializovat s volné Zijicimi fasami, které se tam uz dlouho vyskytuji
nebo byly na misto pfineseny vétrem, vodou a zivoCichy. Stejné tak muze zaCinat sviij zivot jako
lichenikolni liSejnik, ktery svého fotobionta piebira ptimo z cizi stélky, zejména z mladych nebo naopak
starych poSkozenych stélek. Takové parazitni chovani bylo popsano u ter¢ovniku Xanthoria parietina,

ktery nékdy roste piimo na stélkdch misni¢ky Lecidella elaeochroma (Ott 1987b), u blyskavky



Fulgensia fulgida prertstajici stélku Toninia sedifolia (Beck et al. 2002) nebo u Chaenothecopsis
consociata, ktery zpocatku piebira fasu Trebouxia od svého hostitele Chaenotheca chrysocephala
(Tschermak-Woess 1980). Friedl (1987) pozoroval vyménu fotobionti u dzbanovky Diploschistes
muscorum, ktera zaéina rast jako parazit na riznych druzich dutohlavky Cladonia. Pozdéji se D.
muscorum se osamostatiuje, ale miize prerustat okolni lisejniky a fotobionty v pribéhu zivotniho cyklu
vyménit. Prinik hyf mykobionta Parmotrema tinctorum do jiné stélky a jeho naslednou asociaci
pozoroval napiiklad Ohmura et al. (2006). Vyména fotobiontli mezi stélkami sousednich liSejnikd
(photobiont switching) je mechanismem pro optimalizaci symbiotického slozeni v lokalnich
podminkach (Piercey-Normore & DePriest 2001).

U pohlavné se rozmnozujicich druht lisejnikil se $ifi pouze mykobiont, a proto relichenizace, kdy
vykli¢ena spora riskuje a musi najit na nového kompatibilniho partnera, je nezbytnou soucasti zivotniho
cyklu (Beck et al. 2002). Fotobiont podstupuje horizontalni ptenos a mykobiont ma tedy vétsi moznost
chytit si jiného (Honegger & Scherrer 2008). Bylo by pro né&j zajisté vyhodné, umét asociovat se $irsi
Skalou fas nebo béznou vsudypiitomnou fasou (Rikkinen 2003) a nebyt tak omezen ¢ekanim na nahodu,
7e k nému doputuje optimalni fasa.

Zato u liSejnikti s nepohlavnim zptisobem rozmnozovani probiha tzv. vertikalni pfenos fotobionti.
Rasa se rozptyli spolené s houbou jako sou¢ast vegetativni propagule. Mezi tyto propagule fadime
praskovité izidie s nékolika bunikami fotobionta obalené hyfami, vétsi vyrastky na stélce lisejniku
s diferencovanymi vrstvami nazyvané sorédie a konecné blastidie, coz jsou stélkové fragmenty uréené
k rozmnozovani zpravidla vétsi nez 1 mm. Ziskani jinych voln¢ Zijicich fas nez s kterymi se mykobionti
sami §ifi je v tomto pripadé mén¢ pravdépodobné nez u pohlavné se rozmnozujicich (Werth et al. 2006,
Cassie & Piercey-Normore 2008). Teoreticky by tyto lisejniky méli byt specifictéjsi ve svém vybéru a
my bychom méli pozorovat tésnéjsi genetické vazby a symbiotické vzory, dokonce klonalni genetickou
strukturu (Walser et al. 2004). Klonalita zarucuje, ze na misté budou oba partnefi v jiz vyzkousené a
uspésné varianté. Piesto spole¢né se Sifici symbidzy mizou vykazovat negativni znaky klonalnich
organism, tj. nemohou se jednoduse adaptovat na nové podminky, obsazovat nové niky a uspés$né
odolavat novym selekénim tlakiim (Scheidegger & Werth 2009). T u zcela sterilnich lisejnik® nebo téch
s malo Castym sexualnim rozmnozovanim mize probihat vyména fotobiontd (photobiont switching)
(Helms et al. 2001, Ohmura et al. 2006, Nelsen & Gargas 2009, Dal Grande et al. 2012, Magain &
Sérusiaux 2014).

Vyvstava tedy otazka, jestli zde opravdu existuje néjaky vztah mezi zptisobem rozmnozovani a
pritomnosti linie fotobionta. Pokud je tedy liSejnik schopny $ifit se obéma zplsoby, v optimalnim
prostiedi by mél preferovat vegetativni Sifeni a udrzovat si svého fotobionta. Naopak v suboptimalnim
prostiedi by mélo byt vyhodnéjsi sexualni rozmnozovani, kdy houba podstupuje vlastni genetickou
rekombinaci a mize si najit vhodnéjsiho, 1épe prizpisobeného fotobionta na mistni podminky. Castillo

& Beck (2012) tuto myslenku dokladaji na krasnici Caloplaca — kdyz je ve stresu kvtili malé dostupnosti



vody tvofi mensi stélky a vice apothecii, zatimco pii dostate¢ném piisunu vody roste do vétsich rozméra
a zakladani novych liSejnikl je podpotené produkci konidii a fragmentaci stélky.

Mutizeme predpokladat, ze na ur¢itém métitku se odehrava vertikalni pfenos a vyména fotobiontl;
schopnost spojit se s riznymi mistné prizpiisobenymi fasami by méla pomoci pfi kolonizaci novych a
tieba i odlisnych habitat (Beck 1999, Beck et al. 2002, Piercey-Normore 2004, 2006, 2009, Yahr et al.
2006, Del Campo et al. 2013).

Situaci, kdy se jeden liSejnik $ifi disperzné s obéma symbionty, zatimco u druhého se $ifi pouze
samotny mykobiont meiotickymi sporami, zkoumali také Wornik a Grube (2010) u rodu Physconia
s Sirokym geografickym rozsifenim. Nenasli spojitost mezi genotypem fotobionta a typem §ifeni, sterilni

druhy nevykazovali vyssi specificitu nez sexualné se $ifici lisejniky.

1.2.  VIiv podminek prosttedi na vybér fotobiontii

Ekologické podminky jako teplota, mnoZstvi svétla, dostupnost vody, typ substratu a
geograficka distribuce jsou ziejmé kli¢ovymi pro vybér fotobionta. Dne$nim fenoménem je sledovat,
jak environmentalni podminky ovliviiuji morfologii, reprodukéni strategii lisejniku, celou lisejnikovou
komunitu a pfedevsim fotobionta a vzadjemnou symbidzu.

Dostatek srazek v kombinaci se stabilnimi podminkami substratu preferuji lisejniky se zelenou
fasou, cyanoliSejniky jsou nejhojnéjsi na destivych oblastech a liSejnikiim s druhy rodu Trentepohlia
nejvice vyhovuji teplé a destivé podminky s pfimofskym klimatem (Marini et al. 2011).

Piilis teplé klima v nizinach Stfedomofi, nevhodné pro rozmnozovani fotobiontt Trebouxia simplex
vyskytujicich se spiSe na studenych stanovistich, by mohlo zptisobovat, ze malo specificka Lecanora
rupicola v takovych oblastech s fasou T. simplex neasociuje (Blaha et al. 2006). Podobn¢ krustozni
lisejnik Tephromela atra roste v chladnych horskych podminkach Alp a Peru nejvice s komplexem T.
simplex/ jamesii, i kdyz jinde je schopny asociovat az s 12 liniemi Trebouxia (Muggia et al. 2014).

Cordeiro et al. (2005) poukazali na existenci linie Trebouxia z lisejniki Ramalina, ktera se
preferenéné vyskytuje v tropickych oblastech. Castillo a Beck (2012) pozorovali odlisné haplotypy
Trebouxia v krasnici Caloplaca a interpretovali vyssi selektivitu jako dusledek mistni adaptace, kdy s
rostouci nadmoiskou vyskou a zvétSujici se mlhou je liSejnik stresovan nadbytkem vody. Potiebuje si
tedy vybrat genotyp Trebouxia, ktery je na tyto podminky dobie piizplisoben a vyhovuje mu vyssi
vzdusna vlhkost. Nékteré genotypy jsou lépe prizpusobené k zivotu pti nadbytku vody a vyskytuji se
Vv riiznych nadmoftskych vyskach. Zasadni pro nékteré fotobionty bude prave jejich expozice k pfimému
desti a svétlu, stejné linie rodu Asterochloris se vyskytuji v taxonomicky odlisnych ale ekologicky
podobnych lisejnicich roda Lepraria a Stereocaulon (Peksa & Skaloud 2011). Fernandez-Mendoza et
al. (2011) dokonce rozdélili fotobionty z Cetraria aculeata na populace mirného a polarniho

podnebného pasu.



Diverzitu fotobionti ve stélkach Protoparmeliopsis muralis mize ovliviiovat typ substratu, protoZe
na betonu mély tyto lisejniky vétsi spektrum druhti Trebouxia nez na zule nebo vapenci (Guzow-
Krzemiriska 2006).

Také genotypy fotobiontd v rozdovce Ramalina menzesii se zdaji mit silnou substratovou specifitu,
protoze rostou na riznych druzich dubu Quercus (Werth & Sork 2010). Jako klicovy faktor je ale
Ne&které linie rodu Trebouxia rostou pouze na stale zastinénych kmenech a jinym se naopak dafi 1épe na
dubech, které v zimé opadavaji (Werth & Sork 2010).

1.3. LiSejnikové gildy

Pokud fylogeneticky piibuzné druhy sdili podobné environmentalni podminky, pak by lisejniky
rostouci na stejném mist¢ mohly mit spoleény fond fotobiontl. Pojem lisejnikové gildy, kdy je
vykazovana specifita na urovni spoleCenstva, popsali Rikkinen et al. (2002) pro cyanoliSejniky
s ekologicky podobnymi pozadavky a blizce piibuznymi fotobionty. Autofi vymezili dvé podskupiny
cyanoliSejniki se sinici Nostoc, pficemz prvni podskupina, gilda s rodem Peltigera, zahrnuje pouze
cyanobionty epifytickych liSejnikd. Druha gilda Nephroma zahrnuje sinice Nostoc z terikolnich
liSejnikd, symbiontd cykast a volné Zijicich kmenti; pokud né€které druhy z této gildy rostou epifyticky,
jsou omezené spiSe na baze kmenli pokryté mechem. Spoleény fond fotobiontd umoziuje rozliSeni
lisejnik® na core species (jadrové druhy), které produkuji hodné vegetativnich propaguli obsahujici oba
dva bionty a fringe species (okrajové druhy), u kterych se $ifi pouze spory mykobionta a musi Si najit
volného fotobionta z mistnich zdroju (Rikkinen et al. 2002).

Vegetativné se rozmnozujici liSejniky jsou schopni pfinést fotobionta na nové uzemi. Propagule
lisejniktt Physcia adscendens a Phaeophyscia orbicularis by mohly slouzit jako zdroj fotobiontt pro
kli¢ici askospory Xanthoria parietina (Beck et al. 1998). Pokud misni¢ka Lecanora rupicola rostla
v blizkosti lisejnikt Lecidella a Protoparmelia, pak spole¢né sdilely fond fotobionti (Blaha et al. 2006).

Velkym zdrojem pro fadu lisejniki s rodem Asterochloris by mohly byt dutohlavky Cladonia, které
rostou v Sirokém spektru habitatu a na riznych substratech (Backor et al. 2010). S touto hypotézou
nesouhlasi Piercey-Normore a DePriest (2001), které vypozorovaly, Ze dutohlavky rostou jen s nékolika

malo genotypy rodu Asterochloris.



1.4. Dalsi faktory ovliviiujici vybér fotobiontl

Geneticka variabilita druhti je odrazem mnoha faktort,, mezi které patii pfirozeny vybér a geneticky
drift, demograficka historie véetné zakladajicich udalosti, prostorového rozmisténi a izolaci populaci, ¢i
nahoda (Nei et al. 1975). Existuji tedy situace, ve kterych by mohly byt ekologické faktory méné
dulezité.

Napriiklad Domaschke et al. (2012) popisuji, ze diverzita fotobiontii Trebouxia v puklétce Cetraria
aculeata je nejvetsi v mirném pasmu a smérem k Antarktidé klesa vyraznéji nez smérem k Arktidé.
Vyvozuji ztoho, ze prvni diverzifikace fotobiontd probéhla na severni polokouli a poté se
pravdépodobn¢ fotobionti §ifili pfes Andy do Antarktidy, kde pravé efekt kolonizace snizuje jejich
genetickou variabilitu.

Romeike et al. (2002) popisuji piipad antarktické pupkovky Umbilicaria, ktera kooperuje
s 5 genotypy fas, pficemz jeden z nich je nejéastéjsi. Pfitomnost jednotlivych genotypii na studovanych
mistech vysvétluji jako velmi nedavnou Kkolonizaci nebo naopak pozistatek kolonizaci z davnych
teplejSich obdobi. Dalsi piiklad efektu uzkého hrdla kombinovaného s efektem zakladatele zjistili
Ohmura et al. (2006). Ti wvysledovali, ze diverzita fotobionti Trebouxia corticola
Vv teréovce Parmotrema tinctorum je v méstskych ¢astech velmi chuda v porovnani s predméstim. Tento
rozdil je vysvétlen silnym znecisténim SO2. Podle autort je navic v limitujicich podminkach nutna

Muize to vSak byt i naopak a na misté se muze vyskytovat pouze omezeny vybér fas a lisejnik se musi
spokojit se suboptimalnim partnerem. LiSejniky rostouci na extrémnich stanovistich maji omezeny
pocet dostupnych druhti fas, ze kterych si mykobiont mize vybirat a zakomponovat je do své stélky,
proto je pro né vyhodngjsi byt geneticky kompatibilni s mnoha riznymi fasami (Doering & Piercey-
Normore 2009). Nizka specifita byla popsana u antarktickych cyanoli$ejnikti spolupracujicich s volné
zijicimi liniemi sinice Nostoc, kterych je v takovém limitujicim prostfedi méné (Wirtz et al. 2003).
Podobné Engelen et al. (2010) zjistil, Ze prasenka Lepraria borealis rostouci na Antarktidé je schopna
asociovat s fotobionty Trebouxia nebo Asterochloris, které se nachazi v okolnich lisejnicich. V tomto
ptipadé autorim neni jasné, jak dochazi k pifedavani fotobiontt, protoze interakce mezi L. borealis a
asociovanymi liSejniky neni pevna a jeji hyfy ziejme hloubégji do jinych stélek viibec nepronikaji.

K odlisnému fasovému spolecentvu a specifité liSejniku pfispiva i riznd mira kontinentality a
vzajemna geograficka izolovanost. Model ostrovni evoluce s vysokou geografickou izolovanosti
otevira novy prostor pro vétsi genetickou diverzitu a specializaci mladych populaci. Naptiklad Ramalina
farinacea, schopna symbiotického vztahu se dvémi liniemi fas, si na Kanarskych ostrovech vybira pouze
linii Trebouxia T9, ktera je zde hojna a spojovana s nékolika dalsimi lisejniky (del Campo et al. 2013).

Casto vsak nenalézame zadné zietelné vzory v geografickém rozmisténi fotobiontd, naptiklad u

cyanobiontt Nostoc (Elvebakk et al. 2008) nebo fykobiontt v liSejnicich Flavocetraria nivalis



(Opanowicz & Grube 2004). Také Leavitt et al. (2013) nenasli zadny geograficky vzor u Trebouxia
arboricola a T. gigantea nachazejici se v lisejniku Xanthoparmelia, piesto ukazuji lokalné specifické
rozdily v rozmanitosti fotobionti zfejmé diky nizké selektivité mykobionta a rozdilné fitness fas na
lokalitach.

Dulezitym faktorem pro uspésné Sifeni a kolonizaci novych odlehlych mist je mimo jiné zavislé na
velikosti rozmnoZovacich propaguli. Mensi propagule Sobéma bionty je schopna kolonizovat
vzdalengjsi oblasti (Armstrong 1990) s odlisnymi podminkami, ve kterych mize mit ptivodni fotobiont
snizenou fitness. V takovém piipadé by pro mykobionta bylo vyhodné&jsi asociovat s jinou fasou
adaptovanou na lokalni podminky.

Rozsifeni lisejniku ovlivituje zivostaschopnost fasy, ktera je vnimana jako citlivéjsi symbiont. Stres
zpusobeny znecisténim pii t€Zbé médi nijak neovlivnil produkce spor u sexualni Tuckermanopsis
sepincola, ale mél velky vliv na vegetativné se mnozZici populaci ter¢ovky Hypogymnia physodes, ktery
se staval méné sorediatni az esorediatni s mensi stélkou, a to zfejmé kvili Spatnému deéleni bunek

fotobiontil (Mikhailova 2007).

1.5. Spolecenstvo fas na lokalité

Vybér fotobiontld miize byt omezen jednoduse pritomnosti dané fasy na ur¢itém misté, tedy lokalnim
dostupnym fasovym fondem (Beck 1999, Fernandez-Mendoza et al. 2011, Muggia et al. 2014). Pro
dlouhodobéjsi pretrvavani druhu na urcitém misté musi byt dostatecné velkd zasoba symbionti
(Scheidegger & Werth 2009). Teoreticky by se Spatna dostupnost fotobionti mohla vyiesit tfeba
spole¢nym §ifenim, které je vhodné&jsi pro rychlou kolonizaci, ale zuzuje vybér vhodné niky (Wornik &
Grube 2010). Mnozstvim dostupnych fas si napt. Blaha et al. (2006) vysvétluji situaci, kdy na jedné
lokalit¢ v misni¢ce Lecanora rupicola nalezli vice linii rodu Trebouxia nez na ostatnich lokalitach
se stejnymi environmentalnimi podminkami.

Piedpokladame, Ze tytéz fasy mizou byt samostatné aeroterestricky Zijici a zaroven jsou schopné
lichenizovat (Bubrick et al. 1984, Ahmadjian 1988, Mukhtar et al. 1994). Pokud by fotobionti byli
striktné€ vazani na souziti s mykobiontem v ptirodé, k jejich Sifeni by mohlo dojit pfi poskozeni stélky
liSejniku nebo pfi vhodnych podminkach diky tvorbé zoospor (Friedl & Biidel 2008). Omezena
existence pouze ve stélce liSejniku (a pfipadném kratkodobém uvolnéni) by teoreticky mohla
zpusobovat velkou genetickou diferenciaci fotobionta, ale protoZe jsou nejspise schopni zit také volné
a voln¢ se §ifit, tak bychom méli zaznamenavat mensi genetickou variabilitu mezi lokalitami (Werth &

Sork 2014).



2. DIVERZITA FOTOBIONTU V LISEJNIKU PSORA DECIPIENS

K vytvofeni uspésné symbiozy je potfeba najit Si optimalniho partnera. Vybér fotobionti je
nendhodny a pozorujeme v ném urcité zakonitosti, které zavisi na kombinaci biotickych a abiotickych
podminek. Tato prace se zaméfuje na ptipad, ktery je atypicky a nezapada do naSich dosavadnich
znalosti. Je jim lisejnik Psora decipiens, u kterého se identifikace fotobiontd ukazala jako diskutabilni.

Ruprecht et al. (2014) urcili jako jeho fotobionty tasy rodu Asterochloris a Trebouxia, a blize
nespecifikovanou linii ozna¢enou jako Chlorophyta spp. Autofi poukazali na dosud nevidanou diverzitu
fas, ktera by se mohla skryvat v ramci jednoho druhu a dokonce v jedné jeho stélce.

Hypotéza formulovana Ramboldem et al. (1998) tvrdi, ze podiad Cladoniineae tvoii symbiozu
s rodem Asterochloris, zatimco zastupci podiadu Lecanorineae davaji prednost rodu Trebouxia. Kdyz
zatadime stroupku (Psora sp.) do fylogenetického systému, tak patii mezi bazalni skupiny Lecanorales
(Miadlikowska et al. 2014). Psora by tak s obéma rody fas Asterochloris i Trebouxia mohla tvofit
zakladni vyvojovy stupen pro korunni skupiny Cladoniineae-Lecanorineae. Asociace s témito dvéma
fasovymi rody by mohla byt plesiomorfnim znakem Lecanorineae, ktery zustal v liSejniku Psora
zachovany, zatimco zastupci skupin Cladoniineae a Lecanorineae jsou uz schopni asociovat pouze s
jednim rodem. Zcela jist¢ by bylo zajimavé zjistit, zda stejnou vlastnost sdili vice ¢lend celede
Psoraceae.

Piedtim Schaper a Ott (2003), kteti sledovali selektivitu a interakce mykobionta Fulgensia s jinymi
fasami, se zminili o fotobiontovi P. decipiens jako o Asterochloris sp.

Zcela odlisné identifikoval fotobionta P. decipiens Geitler (1963) jako Myrmecia biatorellae
pozorovanim ve stélce a kultufe a Galun et al. (1971) pomoci elektronové mikroskopie jako Myrmecia
sp. Také Tschermak-Woess (1988) se zmituje o M. biatorellae v souvislosti s lisejniky Psora decipiens
a P. globifera.

Nedavno Williams et al. (2017) ur¢ili jako jediného fotobionta rod Myrmecia sp., coz je prekvapivé
nizka diverzita v porovnani s diivejsi literaturou (Ruprecht et al. 2014). Pomoci transplantacnich pokusi
Williams et al. (2017) navic zjistili, Ze fasova vrstva liSejniku P. decipiens neni schopna piezit na novém
misté, pokud se klimatické podminky zfetelné 1isi od mista ptivodniho. P. decipiens tedy ziejmé
obsahuje rizné genotypy fas, které se neumi dobfe aklimatizovat.

Psora decipiens je druhem vyskytujici se ve spoleenstvu lisejnikt Toninio — Psoretum decipientis
(= Thalloedema-caeruleonigricans—Lecidea—decipiens association, tab. 1) rostouci na bazickych,
vapenitych  substratech. V néméiné je toto spoleCenstvo oznaCovano jako “Bunte
Erdflechtengesellschaft”, tedy jako ,,spoleCenstvo barevnych zemnich liSejnikt* snad kvuli rtizné
barevnym stélkam jednotlivych lisejnikil. Cerveno-riizové squamuly stroupky P. decipiens (obr. 1) se

velmi Casto nachazi v ptitomnosti nitroplodky Placidium nebo Claviscidium s hnédymi squamuly, coz



barevné dopliiuje oranzovo-zluta az krémova stélka blyskavky Fulgensia a modro-zelené squamuly

lisejniku Toninia (obr. 2)

Seznam druhii spolecenstva Toninio-Psoretum decipientis a jemu podobnych spole¢enstev
Stodiek Gams Llimona Scholz Beck et
(1937) (1938) (1982) (1995) al.(2002)
Catapyrenium michelii (A. Massal.) R. Sant. + +
Catapyrenium squamulosum (Ach.) O. Breuss +
Collema fuscovirens (With.) J. R. Laudoun vzéacné
Collema cristatum (L.) Wigg. +
Diploschistes ocellatus (Vill.) Norman +
Endocarpon pusillum Hedw.
Fulgensia bracteata (Hoffm.) Risénen +
Fulgensia fulgens (Sw.) Elenkin +
Fulgensia fulgida (Nyl.) Szatala + +
Psora decipiens (Ehrh.) Hoffm. + +
Psora saviczii (Tommin) Follm. & Crespo
Squamarina cartilaginea (With.) P. James in Hawksw.
Squamarina lentigera (Weber) Poelt + +
Toninia sedifolia (Scop.) Timdal + + + + +

tab. 1: Charakteristické druhy spolecenstva Toninio-Psoretum decipientis (Beck et al. 2002, upraveno)

obr.1: Lisejnik Psora decipiens (Hedw.) Hoffm. (1794)
(Lecidea d. (Hedw.) Ach.), vyzn. méfitko ma 1 cm.
Squamuly az priméru 3-4 mm, okrouhlé, roztrousené
nebo blizko u sebe az prekryvajici se, od rtuzové,
cervené az do hnédé, mizou byt misty pokryté bilou
pruinou. Okraje jsou obvykle bilé, celistvé, nékdy
zoubkované.

Apothecia do 2 mm v praméru, ptisedlé, s okraji, ¢erné

a ne¢kdy s bilo- Zlutou pruinou.

Askospory 11-18 x 6-8 um. Konidie 6-7 x 1um.

(podle Smith et al. 2009)
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obr. 2: Priklad dalsich lisejnikd spolecenstva Toninio-Psoretum decipientis: a) hnédé squamuly
nitroplodky Supinaté Placidium squamulosum (Ach.) Breuss (= Catapyrenium squamulosum (Ach.)
Breuss); b) zluta korovita stélka s oranzovymi apotheciemi blyskavky zluté Fulgensia fulgens (Sw.)
Elenkin a ¢) modro-zelené squamuly promichané s ¢ernymi apotheciemi toninie bublinaté Toninia

sedifolia (Scop.) Timdal; vyznacené méfitko ma 1 cm.

2.1. LiSejniky rodu Psora

Rod Psora (tab. 2) zahrnuje asi 40 druhu a je
kosmopolitni, typicky roste na bazickych nebo
vapenitych substratech. V této praci popisuji a
porovnavam fotobionty ziskané ze Sesti druht Psora,
v tabulce (tab. 3) jsou uvedeny spole¢né se svymi
sekundarnimi metabolity. U druhu P. decipiens
nebyla zjisténa zadnd korelace mezi morfologii a
produkovanymi sekundarnimi metabolity
(Timdal 1984). V Ceské republice jsou znamé pouze
lokality stroupek P. decipiens a P. testacea (obr. 3).

obr.3: LiSejnik Psora testacea s Sedivymi
squamulami a vyraznymi oranzovo-hnédymi

apothecii, vyznacené méfitko ma 1 cm.

11



Piehled zakladnich morfologickych znaku definujicich rod Psora sp.

Stélka je squamulozni matna i leskla v barvach od Zluté, Sedé, jasné cervené po cervenohnédou,
bez, ¢aste¢né nebo zcela pokryté pruinou, se squamulami nepravidelné oblymi pievazné 2-6 mm
Sirokymi, rostouci blizko vedle sebe nebo i rozptylené, okraje mizou byt lehce rozpraskané az
krenulatni ve stejné barvé kortexu nebo bilé. Stélka je heteromericka, vrchni kiira a medula (I-)
jsou dobfe vyvinuté, medula obsahuje krystaly Stavelanu vapenatého, nékdy dalsi sekundarni
metabolity (depsidy, depsidony, antrachinony, aliphaticka, pulvinickd a usnic kyselina,
triterpeny). Rasova vrstva je kontinudlni. Spodni kiira je malo vyvinuta od bilé az po svétle
hnédou nebo chybi.

Apothecia jsou ptisedla, marginalni nebo laminarni, hnéda az ¢erna do 2 mm, v ranych stadiich
plocha nebo slabé konvexni, starsi konvexni, zakulacené. Pruina na apotheciich bila do Zluta nebo
chybi. Bezbarvé, elipsoidni askospory. Viecka klavatni, osmisporicka, typu Porpidia. Casta
konidiomata, zanofena ve squamulach, konidie jednoduché, bezbarvé, elongatni.

Stélkovy okraj nepfitomen, pravy okraj bezbarvy do svétle hnédé s radialnimi hyfami,
epithecium Cerveno hnédé az hnédé, obsahuje antrachinony (pfedevsim parietin), K+ Cervena az
fialovo-Gervend, N-. Hypothecium svétle hnédé az bezbarvé s Castymi krystaly Stavelanu
vapenatého. Hamathecium tvofené parafyzami jednoduchymi nebo malo vétvenymi, silné drzici

u sebe, vrchni bunika trochu zbytnéla.

tab. 2: Zakladni morfologické znaky definujici rod Psora (Smith et al. 2009)
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liSejnik

sekundarni metabolity

primarni real rozsiteni

nejcastejsi v Evropg, jediny ve

kmen | zadné Skanidnavii
Psora decipiens (Hedw.) | kmen I1 kys. norsticticova nejcastéjsi ve sttedomoti
Hoffm. kys. hyposalazinova a
kmen Il | kys. hypostictikova Rakousko, Mad’arsko, Spanélsko
kmen IV | kys. hypoprotocetrarova | Australie
) kmen | zadné Evropa, Gronsko, S Amerika
Psora globifera (Ach.)
kys. gyropova,
Massal. ) o
kmeni antrachinonové latky Kalifornie
Psora himalayana
(Church. Bab.) Timdal zadné
Psora rubiformis (Ach.) | kmen I Ky. usnova a gyropova
Hooker kmen 11 pouze kys. usnova

Psora testacea Hoffm.

atranorin

Psora vallesiaca
(Schaerer) Timdal

kys. norstiktova

tab. 3: Soupis zkoumanych druhti Psora v této praci spolené se svymi sekundarnimi metabolity.

Lisejniky jsou zatazeny do kmenti podle sekundarnich metaboliti véetné primarniho arealu rozsifeni,

na kterém byl také ur¢en sekundarni metabolit lisejniku (Timdal 1984, 1986).
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3. CILE PRACE

Tato prace se zamétuje se predevsim na diverzitu fotobiontl v liSejniku Psora decipiens. Klade si za cil

odpoveédet na nasledujici otazky:

1. Jaka je geneticka variabilita fotobionta P. decipiens? Mizeme tyto fotobionty rozlisit i
morfologicky?

2. Jsou populace fotobiontd P. decipiens od sebe geneticky izolovany? Jsou v rodé Psora odlisné
preference ve vybéru fotobionta?

3. Pozorujeme n&jakou vyménu fotobiont mezi P. decipiens a dal§imi ¢leny spolecentva Toninio-
Psoretum?

4. Jaky postup je nejoptimalnéjsi pro zjisStovani diverzity fotobionti?
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4. METODIKA

4.1. Sbér a ziskavani materialu

Podafilo se mi shromazdit material celkem ze 41 lokalit z Ceské republiky, Slovenska, Némecka,
Francie, Portugalska, Albanie, Chorvatska, Kypru, Turecka a Ruska (obr. 4). Nékteré polozky byly

zapujceny z herbait soukromych lichenologickych sbirek.

obr. 4: Lokality studovanych lisejnikt (https://www.google.cz/maps/).

Studované spolecenstvo Toninio-Psoretum decipientis sestava v riznych modifikacich z lisejnikt
P. decipiens, Placidium squamulosum, PI. rufescens, PI. pilloselum, Toninia sedifolia, T. opuntioides,
Fulgensia fulgens, F. bracteata a dalsi. Typické jsou pro n&j vapenité a bazické substraty biologickych
puadnich krust (,,biological soil crust®, BSC). Nachazeji se ¢asto na xerotermnich lokalitach (obr. 5),
ktera nejsou disturbovana. BSC je slozity ekosystém plnici mnoho funkci - zvySuje stabilitu a tirodnost
pudy, hraje roli ve fixaci dusiku a uhliku, akumulaci Zivin a Vv jejich kolob¢hu, snizuje erozi a zadrzuje
vodu v krajin¢ (Belnap et al. 2001). Nebezpecim pro terikolni lisejniky je acidifikace, eutrofizace a
nasledné zardstani lokality cévnatymi rostlinami, eroze a také antropogenni ¢innosti, jako je napiiklad
stavba komunikaci, budov nebo té€Zba (spoleenstvo Toninio-Psoretum decipientis byva na okrajich

vapencovych lomu).
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obr. 5: Typicka stanovisté spolecenstva Toninio-Psoretum decipientis ve stfedni Evropé: a) vapencové

skalky, Komjatna—Studniéna, SR; b) xerotermni svah s dominantnim Juniperus communis, Nitrica, SR.

4.2. Kultivace a pozorovani fotobionti

Fotobionty jsem izolovala pievazné z Cerstvé nasbiranych stélek, abych zajistila vysokou
Zivotaschopnost fas. Prvné je nutné peclivé o€istit vybrany kousek stélky pod binokularni lupou pomoci
ostré ziletky a zbavit ho vSech kontaminaci. Poté jsem cilené vybirala fasovou vrstvu idealné s malym
mnozstvim mykobionta. Fragment jsem umistila na agarové médium stejné jako Ahmadjian (1993).
Fotobionti rostli na agarovém modifikovaném BBM médiu (Bold’s Basal Medium) na Petriho miskach
nebo zkumavkéach se Sikmym agarem. Kultury byly uchovavany pii pokojové teploté¢ 20 °C pfi
24 hodinovém osvétleni. Dale jsem je pravidelné kontrolovala, pii pfipadné houbové kontaminaci
pteockovala. Po Sesti tydnech jsem fotobionty pfemistila na nové médium. Kultivované fasy byly
morfologicky identifikovany pomoci svételného mikroskopu Olympus BX 51 (Olympus Corporation)
a vyfoceny kamerou Olympus DP72 (Olympus Corporation).

Pro dalsi analyzy jsem potfebovala kolonie narostlé zjedné buinky. N&kolik bunék kultury
z fragmentu lisejniku jsem dikladné zvortexovala v 0,5 ml tekutého BBM média, nakapala na agarové
médium na Petriho misky, kterymi jsem zatiasla tak, aby se vortexovana suspenze rovnomeérng
rozprostiela po misce. Kazda vyrostla kolonie by méla byt z jediné butiky. Podobny zptsob je ¢asto
uplatiovany v mikrobiologickych pracich, kde je potieba prace s jednou buiikou (single-cell mechanical
micromanipulation; Frohlich & Koénig 1999).

Dilezitym bodem pro studium fotobiontt je determinace fasy piimo ve stélce lisejniku. Tento bod
jsem naplnila pozorovanim fotobiontt pomoci fluorescenéniho mikroskopu (Olympus CX21 camera
with LED Fluorescent Illuminator) a konfokalniho mikroskopu (Leica TCS SP2 with AOBS system).
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Fotografie byly zpracovavany v programu ImageJ (Schneider et al. 2012) nebo Adobe Photoshop
CC 2015.

4.3. Izolace DNA, PCR a ptecistovani PCR produktt

DNA z axenickych tasovych kultur jsem ziskavala pouzitim kitu InstaGene matrix (Bio-Rad) a
zZ pe€live ocisténé lisejnikové stélky pod binolupou pomoci protokolu CTAB (Doyle & Doyle 1987)
S drobnymi Gpravami. Pfi pfipravé materidlu ze stélky jedince jsem pouzila jednu az Ctyfi squamuly.

Pro PCR amplifikaci jsem vybrala tsek ITS (Internal Transcribed Spacer) rDNA, ktery je ¢asto
pouzivanym molekularnim markerem pro fylogenetickou analyzu fas a fotobiontl na rodové a nizsi
arovni.

Jednim z dulezitych bodu je vybér spravnych primert. Idealné by mély fungovat na velkou $kalu fas,
abychom se vyhnuli biasu zplsobenému pftili§ specifickymi primery a nepichlédli tak skrytou
genetickou variabilitu. Vytvofenim dostate¢né specifického primeru, ktery pii PCR amplifikuje pouze
fotobionty a vyhyba se ostatnim organismtim, bychom mohli zjistovat diverzitu fas pomoci jaderného
markeru pfimo z pidy, a tak popsat celé fasové spoleCenstvo na lokalité. Jeho vycet by mél byt
kompletnéjsi a presné€js$i nezZ pomoci kultivace fas ze vzorku substratu. Na jakémkoli médiu totiz vyroste
pouze zlomek realné diverzity terestrickych fas. Bylo navrzeno nékolik novych primeru (tab. 4), které
by mély idealn¢ amplifikovat pouze fasovou DNA bez jakychkoli houbovych kontaminaci.

Sekvence primert byly sestaveny podle alignmentu vytvoreného ze stazenych znamych sekvenci
hub (od kterych se primer mél co nejvic lisit) a vSech dulezitych linii fas ze téid Trebouxiophyceae a
Chlorophyceae dostupnych v databazi GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Abych mohla vytadit
siroké spektrum hub nejbéznéji se vyskytujicich v ptdé, tak byl seznam houbovych sekvenci inspirovan
studiemi Wang et al. (2009), Viaud et al. (2000) a doplnén sekvencemi mykobiontii. Pomocny alignment
obsahoval 130 sekvenci riiznych druhil zelenych fas spole¢né s ne¢kolika nejcastéjsimi rody fotobiontli

a 100 sekvenci riznych druhii hub.

Sekvence navrZenych primeri

GreenF1 5’-ATC AAG AAC GAA AGT TG-3’
GreenF2 5'-AAA CTT SCC AGG TCC AGA CA-3’
GreenF3 5’-AGG AAG GAG AAG ZCG TAA CAA-3”
zelenyF1 5-TGT TGG TCT GTR GGA CCG GA-3’

zelenyF2 5-TTCTTAGTT GGT GGG TTG CC-3°

tab. 4: Nové navrzené primery schopné amplifikovat Siroké spektrum fas. Primer, ktery byl nakonec

vybran, je vyznacen tucné.
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Znamé fasové primery totiz nebyly vyhovujici, protoze nespliiovaly dalezitou podminku a tou je
nasedat na templaty $irokého spektra moznych fotobionti. Takovym primerem je napiiklad
nr SSU -1780-5" (5'-CTG CGG AAG GAT CAT TGA TTC-3"; Piercey-Normore & DePriest 2001),
ktery neamplifikuje ITS rDNA u fotobiontt Asterochloris sp. a Myrmecia sp.

Jiné pouZivané fasové primery ¢asto nasedaji na mista, kde se fasy od hub 1isi pouze né€kolika malo
bazemi. V praxi se ukazala tato zména jako nedostate¢na a zjistovala jsem se sekvence mykobiontd,
kterych je v lisejnikové stélce vice. Jako piiklad mizu uvést primer Klebs-ITS-F (5'-GGA AGG AGA
AGT CGT AAC AAG G-3¢; Skaloud & Rindi 2013) vytvofeny ptivodné pro rod Klebsormidum, ktery
je dobfe konzervovany téméf ve vSech vybranych fasovych sekvencich. Houbové sekvence se vSak lisi
pouze jednou az dvémi bazemi na paté a Sesté pozici primeru, které mize byt CT pripadné GT
(nachazime v nich tedy velmi ¢asto 5°-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3° nebo
5‘-GGA ACT AAA AGT CGT AAC AAG G-39).

Avsak i nekteré nove navrhnuté primery amplifikovaly dohromady houbovy i fasovy tsek. A to i pii

vysSich teplotach annealingu, pfi kterém by primery mély byt specifictéjsi (obr. 6).

Obr. 6: Elektoforeticky agar6zovy gel s teplotnim gradientem (zleva 52°C az 57°C) malo specifickych
primert. Kazdy vzorek mél 2 prouzky - je vidét oddélenou naamplifikovanou DNA mykobionta a

fotobionta (zebticek GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Biogene).

Jako nejlepsi se ukazal primer zelenyF2 (5°-TTC TTA GTT GGT GGG TTG CC-3¢) v kombinaci
s univerzalnim reverznim primerem ITS4 (5°- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3°; White et al.
1990). Polymeraze chain reaction jsem piipravovala v reakénim objemu 20 ul na vzorek: 14,2 ul rH,0O,
4 pl MyTagq reakéni pufr (Bioline), 0,3 pl reverse a forward primer (25 nM), 0,2 uL. MyTaq™ HS DNA
polymerazy (Bioline) a 1 pl DNA.

Reakce probihala v termocykleru (Mastercycler gradient, Eppendrorf) s inicialni denaturaci 94 °C
4 min; a 35 cykly denaturace 94 °C 1 min, annealing 55 °C 1 min, elongace 72 °C 2 min; zakon¢enych

extensi 72 °C 10 min.
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Ziskané PCR produkty byly zkontrolovany na 0,8% agarozovém gelu s ethidiumbromidem a
precistény pomoci MagJET Magnetic Bead-Based Nucleic Acid Purification (ThermoFischer

Scientific). Koncentrace jiz precisténé DNA byly premétfeny na spektrofotometru NanoDrop 1000.

4.4. Klonovani

Klonovéani je bézné pouzivané k vytvoteni kopii ur¢itého genu pro dalsi ticely, jako jsou sekvenovani,
mutageneze, genotypovani nebo exprese proteini (Brown 2016). Hlavnim principem je pieneseni
zajmové oblasti DNA do bakteridlniho plasmidu, ktery je schopny se namnozit.

Dutvody, pro¢ bylo zapotiebi provést klonovani u nékterych vzorku, jsou rozvedeny v kapitole
Vysledky/Fylogenetické analyzy/ITS rDNA. Klonovala jsem DNA ziskanou pfimo ze stélek liejniki a
také kolonie narostlé zjedné buiiky, abych zjistila moznou intragenomickou variabilitu fotobiontl
(Thornhill et al. 2007).

Pted klonovanim je potieba ptipravit tekuté médium, které slouzi jako potrava pro bunky. Pouzila
jsem tedy 12,5 g Luria — Bertani (LB) broth powder medium doplnéné do 250 ml rrH,O. Nutné je také
ptipravit misky, na kterych bakterie E. coli rostou. Smichala jsem 12,5 g LB broth powder medium a
10 g Agar bacteriological a doplnila do 500 ml redestilovanou vodou. Ob¢ média je zapotiebi vyklavovat
(autoclave 3150EL Tuttnauer) 20 min pti 120°C. Pii ochlazeni na 65 °C se do pevného média piida
0,025 g ampicilinu rozpusténého v 5 ml rrH,0O a rozlije se na Petriho misky.

V priibéhu celého procesu je potieba dodrzovat striktni sterilitu, nastroje musi byt ocistény
ethanolem, navic je vhodné pracovat ve flowboxu (Telstar FlowBox J1001) a box i nastroje vysvitit UV
svétlem.

K zabudovani precisténého PCR produktu do plasmidu bakterii dochazi béhem ligace. Ligacni
reakce byla pfipravena v poloviénim objemu, nez je uvedeno Vv originalnim navodu u kitu (Promega
Corporation). Na jeden vzorek tedy bylo pouzito 2,5 ul klonovaciho pufru, 0,5 pul pGEM (R)-T Easy
Vector System II, 0,5 pl T4 DNA ligase (5U/ul) a konecné 1,5 pl precisténého PCR produktu (idealné
o koncentraci 20ng/ml a vyssi). Ligace poté probihala 2 hodiny pfi 22°C v termocykleru (Mastercycler
gradient, Eppendrorf).

Dalsim krokem je transformace, kdy dochazi k zaneseni plasmidu do kompetentnich bunék.

Pripravovala jsem 12 vzorki z jedné davky 200 ul kompetentnich bun¢k, tj. promichala jsem 1 pl
liga¢ni smési s 16,6 ul kompetentnich bun€k a inkubovala je 20 min na ledu.

Poté bakterie podstupuji teplotni Sok, kdy jsou inkubovany v termomixeru (Thermomixer® Comfort,
Eppendorf) 50 s pti 42 °C, praskne jim membrana a vektor s amplifikovanym zkoumanym usekem DNA
pronikne do bunky. Aby se membrana zpatky zacelila, tak se vzorky vlozi na 2 min na led a ke kazdému

se prida 475 pl tekutého LB média. Smés jsem inkubovala 90 min pii 37 °C a 150 otackach za min
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(RPM) na tiepacce (311DS Shaking Incubator, Labnet International), aby bunky mély optimalni
podminky a dostate¢ny styk se vzduchem. V bunikach jsou exprimovany rezisten¢ni geny proti
antibiotikiim a buniky jsou poté schopné ptezit na agarovém médiu s ampicilinem. V pfipadé, ze bakterie
nebyly transformovany spravné, obsahuji pouze plasmidové vektory a jsou schopné syntetizovat
B- galaktosidazu. Tento enzym pomaha odbouravat laktosovy analog X-gal, coz zplsobuje zbarveni
neuspeésn¢ transformovanych kolonii namodro. Na kazdou agarovou misku jsem pied zacatkem
klonovani nanesla 50 pl X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranose, Bioline) a 50 ul jeho
induktoru IPTG (isopropylthiogalactoside, Bioline).

Pfed nanesenim bakterii na Petriho misky jsem provedla jesté krok pro zahusténi, vzorky jsem stocila
na centrifuze (Centrifuge 5415D, Eppendorf) 3 min pii 3 500 RPM, tekuté LB médium jsem opatrné
odstranila a nahradila novym o objemu 100 pl. Bakterie jsem péstovala 16 hod v susic¢ce pii 37 °C.

Poté jsem misky dala na 30 min do lednicky (cca 5 °C) pro zvyraznéni modrobilé selekce a nasledné
pracovala pouze sbilymi bakterialnimi koloniemi. Kazda kolonie V sob& nese zakomponovanou

odliSnou molekulu DNA.

4.5. PCR apfeciStovani PCR produktl po klonovani

Bilé kolonie bakterii jsem pienesla paratkem piimo do reakéni smési PCR, kterou jsem napipetovala
o objemu 19 pl pro jeden vzorek: 14,2 ul rH20, 4 ul MyTaq reakéni pufr (Bioline), 0,3 pl reverse a
forward primer (25 nM), 0,2 uL MyTaq™ HS DNA polymerazy (Bioline). Pro amplifikaci jsem
pouzivala univerzalni bakterialni primery, jako forward primer M13F (5‘- GTA AAA CGA CGG CCA
GT-3°) a jako reverse primer M13R (5°- GCG GAT AAC AAT TTC ACA CAG G -39).

Reakce probihala s po¢ate¢ni denaturaci 95 °C po dobu 1 min; a 35 cykly denaturace 95 °C 20 s,
annealing 60 °C 30 s, elongace 72 °C 90 s; a finalni extenzi 72°C 10 min v termocykleru (Mastercycler
gradient, Eppendrorf).

Délka amplifikovanych PCR produkti byla zkontrolovana na 0,8% agarozovém TAE gelu
s ethidiumbromidem, obrazek (obr. 7) ukazuje rozliseni PCR produkiu na Spatné a 0spé$né

transformovanych bakterii.
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Obr.7:  Elektroforetickd separace na agarosovém gelu. Amplifikovany usek netaspésné
transformovanych bakterii (oznacen zlutymi trojuhelni¢ky) je zfetelné krat§i v porovnani s Gspésné

zaklonovanymi vzorky. (zebficek GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Biogene)

Pro precisténi vzorku jsem vybrala metodu ethanolového ptesrazeni.

K PCR produktu jsem ptidala 2 pl octanu sodného a 50 ul 96 % etanolu, promichala a zcentrifugovala
(Centrifuge 5415D, Eppendorf) 1 min pii 490 RPM. Smés se inkubovala 10 min pfi pokojové teploté a
poté byla centrifugovana 30 min pti 13 200 RPM. Supernatant jsem slila a k precipitatu jsem ptidala
100 pl 70 % etanolu. Nasledovala 10-ti minutova centrifugace pfi 13 200 rpm. Supernatant jsem znovu
odsala a zkumavky dala do termobloku (Thermomixer Comfort, Eppendorf) na 10 min pfti 65 °C, aby
se vSechen zbytkovy ethanol odpafil. Precipitat jsem rozpustila v 20 pl ddH>O nahtaté na 65°C.

4.6. Sekvenovani

S

Precisténé PCR produkty jsem poslala na sekvenaci do firmy Macrogen Inc. (Soul, Korea;

Amsterodam, Holandsko).

4.7. Fylogenetické analyzy

Ziskané sekvence jsem prohlizela v programu SegAssem ver. 09/2004 (Hepperle 2004) nebo
MEGA7 (Kumar et al. 2016). Podobnost a identitu sekvenci jsem zkontrolovala pomoci algoritmu
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Piavodni alignment byl vytvofen pomoci online programu
MAFFT ver. 7 (http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) s automatickym vybérem strategie.

Sekvence ziskané klonovanim byly zkontrolovany pomoci programi RDP2 (Recombination
detection program, Martin et al. 2004), UCHIME (Edgar et al. 2011). Tyto programy jsou schopné
odhalit chimerické sekvence, které miiZzou nejen pii klonovani vzniknout spojenim nepfibuznych
sekvenci a je potfeba je vyfadit z jakychkoli analyz.

Bayesianska analyza dat probéhla v programu MrBayes 3.2.2 (Ronquist et al. 2012) pomoci

evoluéniho modelu GTR+ I' (General time reversible model s rozdélenim gamma). Byly pouzity dva
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paralelni béhy Monte Carlo Markovovych fetézci (MCMC), analyza u kazdého b&hu trvala 3 miliony
generaci. Fylogeneticky strom byl zaznamenavan kazdych sto generaci, prvnich 25 % stromt bylo
odstranéno jako ,burn-in. Stejny dataset jsem analyzovala také metodou Maximum Likelihood
v programu MEGA7 (Kumar et al. 2016) s pouzitim modelu GTR s rozdélenim gamma a invariantnimi
pozicemi. Fylogenetické stromy byly zobrazeny v programu FigTree
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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5. VYSLEDKY

Do analyz byly take zafazeny lisejniky Placidium squamulosum, PI. rufescens a Placidium sp. Casto

rostou v tésné blizkosti lisejniku Psora decipiens a predbézna Setfeni (viz Kkapitola Interakce

ve spolecenstvu Toninio-Psoretum decipientis) upozoriovala na jejich bliz§i provazanost.

5.1.

Mikroskopicka pozorovani

5.1.1. Svételna mikroskopie

Stélky Psora decipiens a Placidium spp. jsou heteromerické (obr. 8) a pro kultivaci in vitro je mozné

preferenéné vytiznout kousek stélky s fasovou vrstvou. Minimalni doba kultivace z fragmentu stélky

pro jakoukoli dalsi praci s kulturou se ukazala byt dlouha 4-6 tydnd. Fotobionti se zpravidla vyznacuji

pomalym rustem, a tak jsou Casto prerustani kontaminacemi. Makromorfologie fotobiontl vyrostlych

na pevném médiu maji typickou kopeckovitou strukturu, zatimco kontaminace vétSinou sinicemi jsou

slizkého charakteru. Usp&$né jsem vykultivovala fotobionty z 27 liseniki. Celkem 26 Kultur

M. israeliensis pochazelo ze stélek P. decipiens/ Placidium. VSechny kultury se vyznacovaly stejnou

morfologii (obr. 9). Jednu kulturu s M. biatorellae jsem vypéstovala z lisejniku P. testacea (obr. 10).

Pozorované druhy fas netvofi slizové obaly v liSejniku ani v kultufe.

obr. 8: LiSejnik Psora decipiens je tvofeny
separatnimi squamulami pfipojenymi k substratu
hyfovymi vlakny. Na obrazku je ftez jeho
heteromerickou stélkou s vysokym stupném
diferenciace. Vrchni kortex je zbarveny do
oranzova, pod nim se nachazi zietelna fasova vrstva
zespod pokryta medulou.

Vyznac¢ené métitko ma 100 um.
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obr. 9: Myrmecia israeliensis je kokalni, ma kulovité az mirné elipsoidni/ hruskovité bunky veliké 12 —
24 um; roste jednotlive, nékdy v tetradach nebo skupinach. Jadro se nachazi uprostied, chloroplast je
parietalni s dvéma az étyimi laloky, bez pyrenoidu. Aplanospory (f) jsou v aplanosporangiich po 16-32-
64, maji jeden nasténny chloroplast a jsou uvoliované trhlinou v matefské sténé. Autospory mizou
zustavat po uvolnéni z matefské bunky ve shlucich (c). Zoospory (nezobrazeny) maji dva dlouhé bi¢iky,

jsou bez stigmatu a bez pyrenoidu. Vyznacené métitko ma 20 pm.
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obr. 10: Myrmecia biatorellae. Kokalni buiiky jsou zamlada kulovité, postupné elipsoidni az hruskovité,
13-30 um velké. Bunécna sténa nékdy tloustne, pfedev§im v misté hlavniho vrcholu (a). Chloroplast je
parietalni, lalo¢naty, nema pyrenoid. Uprostied buniky se nachazi vyrazné jadro. Aplanosporangium (b)
obsahuje 16-32-64 aplanospor s jednim chloroplastem. Vyznaéené méfitko ma 20 pm.

5.1.2. Fluorescen¢ni mikroskopie

Morfologicka identifikace fotobionttl pfimo ve stélce je dulezita, abychom potvrdili, ze vyizolované
fasy jsou opravdu uvniti stélky a nejedna se o kontaminace. V lichenizovaném stavu fasy Myrmecia
dorustaji do mensi velikosti, frekvence rozmnozovani je nizsi. Pfestoze identifikace fotobionta muize byt
ztizena pozménénou morfologii, ve stélkach zkoumanych lisejnikli miizeme pozorovat veelku typicky
parietalni dvojlalo¢ny chloroplast pro rod Myrmecia (obr. 11, 12). Vétsina fas ve stélkach P. decipiens
byla ve své morfologii chloroplastu uniformni. Zadny chloroplast nikdy nemél rysy rodia Asterochloris

a Trebouxia.
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obr. 11: Rez stélkou P. decipiens ve fluorescenénim mikroskopu. Rasy Myrmecia israeliensis

pozorované autofluorescenci sviti Cervene.

obr. 12: Autofluorescence fas ve stélkach lisejniku: a) Myrmecia israeliensis v nitroplodce Placidium je
skoro dvojnasobné vétsi nez b) M. biatorellae v saxikolni stroupce Psora testacea. Vyznacené méfitko

ma 20 um.
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5.1.3. Konfokalni mikroskopie

Pro Gplnost uvadim také fotky vyfocené pomoci konfokalniho mikroskopu (obr. 13).

obr. 13: Prufez stélkou lisejniku Psora decipiens s fasou M. israeliensis (a, b, c) a lisejniku Psora
testacea s fasou M. biatorellae (d). Na fotce s mensim zvétsenim je vidét jednotna morfologie plastidi
(@). S veétsim ptiblizenim je zietelny parietalni lalokovity chloroplast s hladkym povrchem

M. israeliensis (C). Vyznacené métitko ma 20 pm.
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5.2.  Fylogenetické analyzy

Topologie podpotenych linii v analyzach 18S rRNA i ITS rDNA vysla pomoci programi MrBayes
3.2.2 (Ronquist et al. 2012) i MEGA7 (Kumar et al. 2016) stejné.

5.2.1. 18SrDNA

Analyza malé ribosomalni podjednotky zobrazuje sekvence fas ziskanych z liSejnikd Psora a
Placidium v ramci znamych zastupcu téidy Trebouxiophyceae. Alignment byl dlouhy 1 758 bazi a
obsahoval celkem 81 unikatnich sekvenci, jak vlastnich, tak stazenych z GenBanku.

Fylogenetickd analyza 18S rDNA jasn¢ potvrdila identitu zkoumanych fotobiontli a prifadila je

k druhtim Myrmecia israeliensis a M. biatorellae (obr. 14)
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Hewveochlorella sp, ITBB_A3 8 JN0OO3601
Chiorelia luteoviridis ABO0S0435
Heveochlorella hainangensis EFS95524
Heterochlorella iuteoviridis X73938
Chiorella sp. MBIC10057_AB058305

Kalinella bambusicola
Chioroidium eliipsoideum AMS46012 EU346910
Chloroidium engadinensis AM245011
Chloroidium saccharophilum FM846000
Parachioroidium laureanum CAUFPHE301
FParachloroidium lobatum CAUPHB502
Phyllosiphon arisari JF304470
Watanabea reniformis FMS58480
Watanabea sp. ELI080185
Viridiella fridericiana AJ439401
Dictyochloropsis irregularis GUQO1T7659
Leptosira erumpens Z68696
Fleurastrum erumpens Z68696
Chloropyrula uraliensis JX070625
Apatococcus lobatus FRE93368
Leptochlorella corticola HES84579
—— Characium perforatum M52999
— wicrothamnion kuetzingianum Z28874

Watanabea
clade

:| Microthamniales

99 |: Parietochioris alveolaris ELUB78373 :| Parietochloris
Farietochloris pseudoalveoclaris ME3002
a7r Lobosphaera incisa AYT62602 T
_‘i Farietochloris ovoidea ELIB78374 Lobosphaera

Myrmecia bisecta Z47209
Closteriopsis acicularis ABO37085
Parachiorelia kessleri X56105
Dicloster acuatus ABO37083
Muriella terrestris AB012845
Chiorella vulgaris AB488575
Micractinium pusilium AF364101
Chlorelia protothecoides acidi AJ439399 Chlorellales
Nannochloris sp, AY195983

Ficochlorum oculatum AY422073
Chlorelia minutissima X56102
Prototheca wickerhamii X:56099
Radiofilum conjuctiviem AF387155
Docystis solitaria AF228686
Ooplanctella planoconvecta FMS81777
Eremosphaera wiridis AF387154
Flanctonema sp, AF387148 i
Frasiola calophylla EF200521 7
Frasiolopsis ramosa AYT62600
Stichococcus baciliaris AJ311637
Diplosphaera sp. JNS73897
Stichococeus jenerensis DQ275461 Prasiola
Stichococcus mirabilis AJ311638 clade
FPseudochiorella pringsheimii X63520
Pseudochlorella subsphaerica ABO0S0S0
Koliella sempervirens AF278743
Gloeocystis polydermatica FRB65740
Chlorella mirabilis X74000 i

98 Geminella minor AF387131
_|— Xylochloris irregularis ELM05208

56 Coccomyxa glaronensis AM1G67525 b

Pseudococcomyxa simplex FM548514
Elliptochloris bilobata AM422984
Elliptochloris marina FJ217385 Ellgt drg““c”s
Botryococcws braunii AJS81912
Botryococcus sp. AY197640
Choricystis minor AY782605 i
Myrmecia israeliensis M52995
Myrmecia israeliensis Psora decipiens
Myrmecia astigmatica Z47208
Myrmecia biatoreflae Psora testacea
Myrmecia biatorellas 228971
Asterochloris magna Z21552
Trebouxia aggregata EUM23942
Trebouxia jamesii 268700 e

Chloromonas rosae AF317090 :|
—| . outgroup
Chlamydomonas bilatus AFS17098

0.03

Trebouxiales

obr.14: Fylogeneticky strom vybranych zastupcti v tfidé Trebouxiophyceae (Chlorophyta) zaloZeny na 18S rDNA.
Tucné jsou vyznacené sekvence zastupcu fotobionttt Myrmecia israeliensis a M. biatorellae ziskanych ze stélek
zkoumanych lidejnikd. Jako outgroup byly vybrany sekvence z tiidy Chlorophyceae. Ciselné jsou zobrazeny
bayesianské posteriorni pravdépodobnosti (BPP) vétsi nez 95 %. Silné vyznaéené vétve maji 100% BPP.
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5.2.2. ITSrDNA

Analyza zaloZena na ITS rDNA markeru byla dulezitd zejména kvli srovnani s ostatnimi studiemi,
které pracuji s fotobionty liSejnikli. Ke konstrukci fylogenetického stromu jsem pouzila sekvence
ziskané z fasovych kultur, ptimo ze stélek lisejnikd, tak i z klonovani.

Ruprecht et al. (2014) pfinesli podezieni, Ze i v jedné stélce Psora decipiens se vyskytuje vice rodu
fas. V této praci jsem pfistoupila k metodé¢ klonovani DNA ze stélek liSejnikd, abych zvySila
pravdépodobnost nasekvenovani v§ech fas a vyhnula se tak situaci, kdy PCR naamplifuje pouze jednoho
a nejcastejSiho fotobionta. Ke zjisténi redlné diverzity by byla nejvhodnéjsi NGS (Next generation
sequencing), ale klonovani s malo specifickym primerem je dostupnéjsi a uspokojujici variantou.

Navic nekteré sekvence ziskané z DNA stélek a nekdy i kultur byly pfes vSechnu snahu omezit

kontaminace necitelné, coz naznacovalo, ze se ve vzorku opravdu vyskytuje vice variant ITS/ genotypt
(obr. 15).

a) b)
SGTTCCTTGCCCATT AGGGTTGGCTGCTTT GCGACAATGETGCG(

o) LT LAV

obr. 15: Ptiklad problematickych sekvenci zobrazenych v programu SeqAssem ver. 09/2004 (Hepperle

2004): a) zluté vyznacené necitelné baze, tzv. doublepeak; b) indel a posunuti sekvence.

Fylogeneticky strom ITS rDNA jsem vytvofila ze 141 vlastnich sekvenci, pocet a zplsob jejich
ziskani je shrnut v nasledujici tabulce (tab. 5). Celkovy alignment byl o délce 750 bazi.
Bohuzel v GenBanku nejsou zadné ITS rDNA tas Myrmecia a sekvence Trebouxia a Asterochloris

jsou pfili§ odlisné, aby byly vhodné ke srovnani.

o o, pocet ziskanych sekvenci
liSejnik
Z Fasové kultury ze stélky z klonovani

Placidium spp. 3 8 22

Psora decipiens 20 11 68
Psora globifera - 1 -
Psora himalayana - 1 -
Psora rubiformis - 1 -
Psora testacea - 5 -
Psora vallesiaca - 1 -

celkem 23 28 90

tab. 5: Zptsob ziskanych sekvenci vyuzitych ve fylogenetickych stromech pro ITS rDNA.
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V jedné stélce se mize vyskytovat i nékolik genotypd fasy. Pfi porovnani sekvenci ziskanych
z kultury a pfimo ze stélky jsem napt. u liSejniku ¢. 13 ziskala rizné genotypy. Klonovani vzorkt
potvrdilo, Ze je tato situace u liSejniki s fotobiontem M. isrealiensis bézna. Sekvence fas ziskané
Z jednoho lisejniku jsou oznaceny stejnym c¢islem a zvyraznény barevnym spektrem (obr. 16). Kazda
sekvence ziskana klonovanim je navic popsana pismenem (napi. oznaceni vzorku 2AB Psora
decipiens_CzechRepublic2 znamena, ze dvé identické sekvence fasy ziskané klonovanim pochazi
z lisejniku Psora decipiens sebraném na lokalité¢ CzechRepublic2) .

Data poukazuji na vysokou vnitrodruhovou variabilitu druhu M. israeliensis - mezi vzorky z 61
liSejnikd jsem nasla 24 unikatnich sekvenci. Pivod fasy, tedy jestli pochazi z lisejniku P. decipiens a
Placidium sp., nijak neodrazi jeji identitu.

Abychom vyloucili pfitomnost intragenomové variability kopii ITS rDNA, byly zaklonovany
kolonie narostlé z jedné bunky (vzorky €. 44, 47 a 52). Bez tohoto pokusu bychom mohli vahat, jestli
neni naamplifikovand a zjisténd pouze ta nejcastéjsi varianta ITS jedné fasy. VSechny opakovani
z kolonie z jediné tasy vSak mély identickou sekvenci, a proto si miZeme byt jisti, ze M. israeliensis
neni intragenomicky variabilni, a obsahuje pouze jednu kopii ITS rDNA.

Druhou hlavni vétev fylogenetického stromu tvofi jasné vymezena linie M. biatorellae, ktera tvofi
asociace s dalsimi druhy rodu Psora. M. biatorellae byla nalezena pouze v jediném vzorku P. decipiens
(€. 12).

Po vyznaceni lokalit, odkud pochazi jednotlivé vzorky, nevidime zadnou zékonitost mezi

jednotlivymi genotypy a jejich geografickym pozadim, ktera by zobrazenou topologii vysvétlila.
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18B Placidium_Slovakia?
27ACD Placidium_Slovakia11
28 Placidium_Slovakia12
13 Psora decipiens_Slovakia5
21BCDEF Psora decipiens_Slovakia9
23C Psora decipiens_Slovakia10
29B Psora decipiens_Slovakial12
- 18D Placidium_Slovakia7
44AC Psora decipiens_Croatia3
14 Psora decipiens_Turkey
41 Psora decipiens_Croatial
42 Placidium_Croatia1

96 2B Psora decipiens_CzechRepublic2
_*{ 6 Psora decipiens_CzechRepublic3

1 Psora decipiens_CzechRepublic1
2AD Psora decipiens_CzechRepublic2
21A Psora decipiens_Slovakia9

30B Psora decipiens_CzechRepublic4
33G Psora decipiens_Cyprus3

44E Psora decipiens_Croatia3

7 Psora decipiens_CzechRepublic3
8 Psora decipiens_France
30ACD Psora decipiens_CzechRepublic4
43 Psora decipiens_Croatia2
47 Psora decipiens_Germany
51 Psora decipiens_CzechRepublic6
—— 33ACF Psora decipiens_Cyprus3
4 Placidium_Slovakia1
9 Placidium_Slovakia2
10 Psora decipiens_Slovakia2
15 Psora decipiens_Slovakia6
15B Psora decipiens_Slovakiab
18ACEFG Placidium_Slovakia9
— 19 Psora decipiens_Slovakia8
24 Placidium_Slovakia10
25 Psora decipiens_Slovakia8
26 Psora decipiens_Slovakial1
rl 27B Placidium_Slovakiall
29A Psora decipiens_Slovakial2
37G Placidium_Cyprus5
44BD Psora decipiens_Croatia3
45 Psora decipiens_Germany
45ABCDEF Psora decipiens_Germany
46 Psora decipiens_Germany
L | 48 Psora decipiens_Germany
50 Psora decipiens_Germany
52 Psora decipiens_CzechRepublic6
52ABCDEF Psora decipiens_CzechRepublic6
94 11 Psora decipiens_Slovakia3
13 Psora decipiens_Slovakia5 kuit
20 Placidium_Slovakia8
22AB Placidium_Slovakia9
29 Psora decipiens_Slovakia12
29CD Psora decipiens_Slovakia12
36G Psora decipiens_Cyprus5

36ABEF Psora decipiens_Cyprus5

37AB Placidium_Cyprus5

22CD Placidium_Slovakia10
4‘ 31 Placidium_Cyprus1
37CDEF Placidium_Cyprus5

3 Psora decipiens_Slovakia1
17 Psora decipiens_Slovakia7
23ACDE Psora decipiens_Slovakia10
91 32 Psora decipiens_Cyprus2
33BE Psora decipiens_Cyprus3
34 Placidium_Cyprus3
38 Psora decipiens_Cyprus6
Myrmecia isrealiensis 39 Placidium_Cyprus6
w 49 Psora decipiens_Germany
)Y 96 30E Psora decipiens_CzechRepublic4
33D Psora decipiens_Cyprus3
15AC Psora decipiens_Slovakia6
16 Placidium_Slovakia6
40 Psora decipiens_Cyprus7
47ABCEFG Psora decipiens_Germany
—— 2C Psora decipiens_CzechRepublic2

36C Psora decipiens_Cyprus5
- L‘_—Esm Placidium_Cyprus5
5 Placidium_Portugal
56 Psora himalayana_Russia
53 Psora testacea_CzechRepublic7
54 Psora testacea_CzechRepublic8
55 Psora testacea_CzechRepublic9

Myrmecia biatorellae 12 Psora decipiens_Slovakia4
“w 57 Psora testacea_Slovakia13

W 60 Psora testacea_Slovakial4
61 Psora valesiaca_Slovakia15
58 Psora testacea_CzechRepublic10
59 Psora rubiformis_Albania

97

0.01

obr. 16: Fylogeneticky strom zalozeny na ITS rDNA fotobiontll zkoumanych lisejnikil. Sekvence fas ziskané
z jedné stélky jsou uvedené pod jednim ¢islem a oznacené stejnou barvou. Tuéné zobrazené jsou sekvence ziskané
pfimo z lisejniku nebo kultury. Ciselné jsou zobrazeny posteriorni pravdépodobnosti vétsi nez 90 %. Silng
vyznacené vétve maji 100% bayesianskou posteriorni pravdépodobnost.
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6. DISKUZE

6.1. Geneticka variabilita fotobiontt v liSejniku Psora decipiens

Pouze mikroskopickym pozorovanim fas ptimo ve stélce lisejniku kombinovanym s molekularnimi
metodami mtizeme S jistotou urcit pravé fotobionty. Nasekvenovanim jaderného ITS markeru, ktery je
¢asto pouzivan pro identifikaci fotobiontii a zaroven diky fluorescen¢ni a konfokalni mikroskopii fas
piimo ve stélkach je mozné spolehlivé determinovat fotobionty vybranych lisejnikti a eliminovat chybné
urceni zptisobené kontaminaci volné Zijicich fas z okoli.

Zkoumané lisejnikové polozky se ukazaly byt ve svém vybéru fotobionta specifické. VSechny
fotobionty lisejnikit Psora decipiens a Placidium squamulosum, PI. rufescens a Placidium sp. jsem
zatradila do systému jako Myrmecia israeliensis. Fotobionty P. decipiens popsali na zakladé 26S rDNA
a rbcL jako Myrmecia israeliensis ale i M. biatorellae uz Williams et al. (2017). Ob¢ prace (tato a
Williams et al. 2017) dokladaji jasné mensi diverzitu fas ve stélkach Psora decipiens nez Ruprecht et
al. (2014).

Fotobionty nitroplodky Placidium squamulosum v ramci rodiny Verrucariaceae ur¢ili pomoci rbcL
a SSU rRNA jiz dfive Thiis et al. (2011) také s vysledkem M. israeliensis.

Ovétovala jsem také fotobionty nékterych sesterskych druht liSejnika Psora decipiens jako je
P. testacea, P. globifera, P. valesiaca, P. himalayana. V téchto polozkach jsem nasla fasu Myrmecia

biatorellae. Stejné tak Geitler (1963) oznacil fotobionta P. globifera jako M. biatorellae.

Culberson et al. (1985) podotkli, Ze fasa by mohla ovliviiovat chemotyp liSejniku. AvSak fotobiont
M. biatorellae na typ sekundarnich metabolitt u riznych liejnikt rodu Psora ziejmé nebude mit vliv.
P. testacea, P. globifera, P. valesiaca i P. himalayana obsahuji rizné sekundarni metabolity (viz kap.
Lisejniky rodu Psora.), ale pouze jednu linii fasy. Podobné& Blaha et al. (2006) nepotvrdili korelaci mezi
chemotypem a linii fotobionta Trebouxia v misni¢ce Lecanora rupicola

LiSejniky Psora s M. biatorellae rostou vSechny saxikolné, zatimco P. decipiens s M. israeliensis je
terikolni. Z toho Ize vyvozovat, Ze Psora decipiens vyskytujici se v biologickych ptadnich krustach
potfebuje jiny druh fotobionta nez jeji ptibuzni okupujici jiné substraty, nejcastéji vapencové skaly a
kameny. Prekvapivé jsem objevila vyjimku, kdy polozka P. decipiens z vysokych hor (vzorek 12)
s jistotou obsahovala jeden genotyp M. biatorellae. Predpokladejme, ze lokalni spoleCenstvo fas
M. israeliensis neobsahuje kvuli nepfiznivym podminkam hor, kde je Vv porovnani s ostatnimi
xerotermnimi lokalitami chladno a ¢asto destivo. P. decipiens se v tomto ptipadé dokazala ptizpusobit
a rust s jindy neoptimalni fasou M. biatorellae.

Mizeme tedy formulovat hypotézu, ze M. israeliensis preferenéné asociuje s liSejniky na

biologickych pudnich krustach, zatimco M. biatorellae je typicka pro lisejniky rostouci na kameni.
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Takovou hypotézu by podporovaly i informace o terikolnim liSejniku Psora saviczii rostoucim na
biologickych puidnich krustach, u kterého byla zjisténa fasa M. israeliensis (Moya et al. in prep).
Hypotéza substratové specifity lichenizovaného rodu Myrmecia formulovana pro liSejniky Psoraceae
ziejmé neplati pro rod Placidium a Heteroplacidium — oba jsou squamulézni z jedné linie
Verrucariaceae. V této praci sice maji polozky Placidium sp. rostouci na biologickych pidnich krustach
vzdy M. israeliensis, ale zastupci zkoumani v praci Thiis et al. (2011) maji fotobionta Myrmecia
israeliensis nebo M. biatorellae nezavisle na typu substratu (tab. 6). Také napf. Flechtner et al (2008)
uvadi, Zze M. biatorellae se nachazi v biologickych puidnich krustach. Spise nez druh rodu Myrmecia

bude mykobiont ovliviiovat substratovou specifitu lisejnik Psora.

ocekavany substrat podle realny
liSejnikova polozka fotobiont druhu fotobionta substrat
Heteroplacidium contumescens M. israeliensis puda pada
Heteroplacidium imbricatum M. israeliensis pada kédmen
Placidium arboreum M. biatorellae kéamen kmen stromu
Placidium lachneum M. biatorellae kamen puda
Placidium squamulosum M. israeliensis puda puda
Placidium umbrinum M. israeliensis puda puda

tab. 6: Porovnani realného typu substratu, na kterém rostli zkoumani zastupci tiidy Verrucariaceae
ve studii Thiis et al. (2011) a substratu, kde bysme mohli druh lisejniku o¢ekavat na zakladé hypotézy

oooooo

hypotéze odporuji.

Vysoka heterogenita genotypt fas ve stélkach P. decipiens a Placidium podporuje hypotézu
navrhnutou studiemi Ekman (2001), Wornik a Grube (2010), Ze korovité/krustdzni liSejniky jsou
schopni ménit fotobionty Castéji nez ty s ketfickovitou stélkou.

M. israeliensis je béznou pudni fasou (Friedl 1995), a proto jsou liSejniky Psora decipiens a
Placidium rozsifeni kosmopolitné. Vice nalezenych genotypti jednoho druhu odpovida hypotéze, ze
liSejniky s Sirokou ekologickou amplitudou jsou méné specificti (Wornik & Grube 2010, Muggia et al.
2013). Zarovei se P. decipiens v Ceské republice vyskytuje pouze na nékolika mistech. Realizovanou
niku liSejniku jako celku uréuji ekologické naroky fotobionta i mykobionta.

Cely rod Myrmecia podobné jako sinice preferuje vyssi pH nezavisle na dalSich chemickych nebo
fyzikalnich vlastnostech pudy (Flechtner et al. 1998). Lisejnik Psora decipiens se proto vyskytuje na
vapenitych nebo bazickych substratech.

Psora decipiens a Placidium jsou terikolni liSejniky se squamul6zni stélkou a moje vysledky ukazuji,

ze asociuji pouze s jednim druhem fasy, prestoze maji ve své stélce vice jeho genotypu. Velkou
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genetickou heterogenitu vysvétluje bud’ vysoka mutaéni rychlost ITS rDNA fasy Myrmecia v lisejniku
a Casté relicheniza¢ni udalosti. Jak Psora, tak Placidium se rozmnozuji pouze sexualné, tudiz se o¢ekava
horizontalni pfenos fas a veétsi diverzita fotobiontti. Hyfy mykobionta, ze kterych vyroste jedna
squamula, miiZou chytit a asociovat s odlisSnymi genotypy fas.

Zname 1 jiné piipady, kdy se vyskytuje vice genotypu tas V liSejniku najednou. Dva genotypy
Trebouxia se nachazely v jedné stélce liSejniku Tephromela atra rostoucim ve stfedomoti (Muggia et
al. 2008), vpupkovce Umbilicaria na Antarktidé (Romeike et al. 2002), v epifytickém
vétviéniku Evernia mesomorpha (Piercey-Normore 2006) i v malo selektivnich liSejnicich Rinodina
atrocinerea, R. tunicata a Rinodinella controversa (Physciaceae) Helms et al. (2001). Tyto liSejniky
jsou ziejme tripartitni nebo se druha linie dostala do vzorku proristanim a spojenim s jinym liSejnikem,
podobné jak popisuji Ohmura et al. (2006). Dva druhy Trebouxia byly nalezeny v pribéhu Zivota
ve dZbanovce Diploschistes muscorum (Friedl 1987). Podobné vice genotypt Nostoc bylo ve stélce
malo selektivnich dilkatct Lobaria pulmonaria (Myllys et al. 2007). Del Campo et al. (2013) zachytili,
ze ve stélkach epifytd Ramalina farinacea koexistuji dvé linie Trebouxia, které se 1i8i ve své fyziologii.
Modelovanim sekundarni struktury ITS2 RNA ukazali citlivost na zvySenou teplotu u rozsiteng;si linie
T1, zatimco druha linie T9 byla schopna ustat relativné vysoké teploty. Autofi navrhuji model, kdy pied
ekologickou diverzifikaci lisejnik prochazi vyhodnou fazi s vice genotypy fotobionta.

Koneéné Park et al. (2015) odhalili pomoci NGS pyrosekvenovani vice fasovych genotypi v kazdém
zkoumaném antarktickém liSejniku.

Pti zpracovavani vzorki v této praci jsem pouzivala malé¢ mnozstvi piivodniho materialu, a presto se
mi podafilo nasekvenovat spolehliva data vétSinou az po kultivaci fas nebo pomoci klonovani. Proto se
domnivam, ze v jedné stélce je zcela bézné vice genotypl fasy M. israeliensis, ktera je geneticky
variabilnéjsi nez M. biatorellae.

Stélku P. decipiens zcela béZzné tvoii nékolik genotypt fotobiontl a mozna nema smysl uvazovat ani
o blizce rostoucich squamulach lisejniku jako o jedinci, spi§ popisujeme fond fotobiontd asociujici
s mykobiontem Psora, ktery se vyskytuje na jedné lokalité. Samoziejmée souhlasim s vySe uvedenymi
studiemi, které navrhuji, Ze schopnost asociovat s riznymi genotypy a ménit fotobionty je vyhodnou

vvvvvv

jsme si dosud mysleli a kone¢né odhadujeme realnou diverzitu fotobiontd v lisejniku.

6.2. Interakce ve spolecenstvu Toninio-Psoretum decipientis

Toninio-Psoretum decipientis je soucasti biologickych ptdnich krust (,,biological soil crust®, BCS),
slozitého ekosystému ptidniho povrchu tésné provazaného interakcemi s Zivou slozkou, jako jsou
naptiklad mechy, liSejniky, fasy, sinice, houby, protista ale i mikro a makrofauna (Belnap et al. 2001).
Tyto organismy schopné tolerovat extrémni podminky jsou Casto ve stejném slozeni na celém svéte,

piestoze se jednotlivé lokality lisi klimatem i typem stanovisté. Jsou vzajemné propojeny, a proto jsou
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idealni ke zkoumani rtiznych interakci a existenci lisejnikovych gild, ve kterych i odli$né taxony ve
spole¢ném prostiedi mtizou sdilet jednoho fotobionta (viz kap. Lisejnikové gildy).

Pravé Psora decipiens patii mezi druhy liSejnikti rostouci snad na vSech kontinentech spole¢né
s lisejniky Microcoleus vaginatus, Collema tenax, Collema coccophorum a Placidium squamulosum
(Belnap 2003).

Stanovisté upravuje napiiklad cyanolisejnik Collema, ktery mize byt vyuzivan dalsimi druhy jako
potencionalni zdroj dusiku a zadrzované vody (Beck et al. 2002). Vhodnym substratem pro lisejniky
jsou mechové polstare, které vodu zadrzuji a ochranuji mladé stélky pied vysokou intenzitou svétla a
erozi. Pro liSejnik Toninia je vyhodné mit squamuly ponofené v mechu vice nez je schopna blyskavka
Fulgensia se svoji celistvou stélkou (Ott et al. 1995). Vyhodna Zivotni strategie blyskavky je kolonizace
mist s rostoucimi lisejniky Toninia. Fulgensia umi piijmout fotobionta lisejniku Toninia, nasledné jeho
stélku prerastat a dale aktivné neparazitovat, jen pouzivat jako vhodny substrat (Ott et al. 1995, Beck et
al. 2002). Piipad pocate¢niho parazitického rustu, kdy askospory Fulgensia bracteata vnikaji do stélky
Toninia sedifolia (= T. caeruleonigricans) podrobné popsali a indikovali Ott et al. (1995), a to jak
vizualng€, tak chemicky pfitomnosti sekundarnich metaboliti parietinu nebo emodinu ve stélce T.
sedifolia. Podobné Beck et al. (2002) zjistili provazanost mezi vysoce selektivni Fulgensia fulgida
a Toninia sedifolia a ur¢ili jejich spole¢ného fotobionta jako Trebouxia asymetrica. U pouze sexualné
se $ifici F. fulgida muze T. sedifolia byt vyznamnym zdrojem vhodnych fas nezbytnych pro lichenizaci
ve svém Zzivotnim cyklu. Jiné druhy blyskavky jako F. bracteata se rozmnozuji taky vegetativné a
nemusely by parazitovat, protoZe jsou schopné si vlastniho fotobionta pfinést s sebou.

Rasa Trebouxia asymetrica je nespis hojna na lokalitach studovanych Beckem et al. (2002), protoze
ji kromé lisejnikti Toninia a Fulgensia mél také Diploschistes diacapsis. Autofi vSak nepopsali Zadnou
vetsi interakci mezi témito tfemi lisejniky. Dzbanovka Diploschistes je vSak znama svym parazitnim
chovanim. D. muscorum zpocatku parazituje na riznych druzich dutohlavky Cladonia a zatimco se
stélka dutohlavky postupné rozpada, lisejnik D. muscorum se osamostatiuje, je schopny prertstat okolni
liSejniky nebo mechy a své fotobionty v prabéhu zivotniho cyklu vyménit (Friedl 1987).

Schaper a Ott (2003) navic podrobili blyskavku F. bracteata testim, kdy ji zkouseli vypéstovat
s fotobionty bézné se vyskytujicimi na mistech spole¢enstva Toninio- Psoretum decipientis. F.bracteata
byla schopna vytvaret primarni stadia se v§emi testovanymi fotobionty, ale zplsob a Cetnost kontaktu
mezi bionty se lisil a neéktefi by zjevn€ nebyli schopni vytvotit plnohodnotnou stélku.

Mezi lisejniky Fulgensia a P. decipiens nenastava hlubsi paraziticky kontakt. Pfestoze Ruprecht et
al. (2014) urcuji fotobionty P. decipiens jako Asterochloris sp., Trebouxia sp. nebo Chlorophyta spp.,
které by mohly slouzit jako rozmanity zdroj fotobionti pro Fulgensia a dalsi lisejniky, ja jsem
nepozorovala viditelny parazitismus, ani prerustani P. decipiens blyskavkou Fulgensia. Toto tvrzeni
souhlasi s popisem Otta et al. (1995), ktefi nezjistili z&dné sekundarni metabolity vylucované
blyskavkou F. bracteata, i kdyz P. decipiens prertstala. Také Schaper a Ott (2003) pii syntéze lisejniku

popisuji velmi pomaly a celkem netispé$ny kontakt mykobionta F. bracteata a fotobionta izolovaného
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z P. decipiens nebo Lecidea lurida (= Psora lurida) in vitro. Pozorovali, ze hyfy blyskavky F. bracteata
penetrovaly a ziejmé parazitovaly na bunikach fotobionta L. lurida.

P. decipiens se Casto vyskytuje v tésné blizkosti lisejnikti Placidium, nékdy jsou jejich squamuly
promichané nebo spiSe jen okrajové rostou pies sebe, presto jsem nepozorovala vyslovené paraziticky
kontakt, ktery je bézny mezi dvojici Fulgensia - Toninia.

Placidium a P. decipiens maji stejného fotobionta M. israeliensis, a proto je velmi pravdépodobné,

Ze si mizou navzajem slouZit jako pfipadny novy zdroj fotobiontt, ktery oba rody jako strikiné sexualné
se rozmnozujici potfebuji nutn€ najit.
M. israeliensis ma mnohem vétsi ekologickou niku nez mykobiont, ktery mize za omezené rozsifeni
lisejniku. Mykobiont P. decipiens tedy miZe ve svém mladi ziskavat fotobionty od na nitroplodky
Placidium, ale spiSe je rekrutuje z volné Zijicich fas, protoze rod Myrmecia roste bézné na bazickych
substratech (Flechtner et al. 1998), které jsou pro spolecenstvo Toninio-Psoretum decipientis typické.

Podobny vztah jako maji liSejniky Placidium a Psora decipiens je nejspi$ i mezi P. decipiens a
Claviscidium sp. (Moya et al. in prep.).

Nasledujici tabulka (tab. 7) pfitazuje fotobionty k lisejnikim, které byvaji soucasti spolecenstvi

Toninio-Psoretum decipientis.

liSejnik fotobiont studie
Collema Nostoc Oksanen et al. (2002)
Endocarpon Diplosphaera Thiis et al. (2011)
Squamarina Asterochloris Beck et al. (2002), Voytsekhovich & Beck (2016)
Cladonia Asterochloris Piercey-Normore a DePriest (2001)
Diploschistes Trebouxia Friedl (1987)
Fulgensia Trebouxia Beck et al. (2002), Ott et al. (1995)
Toninia Trebouxia Beck et al. (2002), Ott et al. (1995)
Claviscidium Myrmecia Moya et al. (in prep.)
Placidium Myrmecia tato prace
Psora Myrmecia tato prace

tab. 7: Souhrnny piehled terikolnich liSejnikovych rodi, které byvaji soucasti spoleGenstva Toninio-

Psoretum decipientis, spole¢né s jejich fotobionty. Stejnou barvou jsou vyznaéeny liSejniky, u nichz

byla zaznamenana néjaka interakce.
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6.3. Rasy rodu Myrmecia

Myrmecia Printz (1921) spada do tidy Trebouxiophyceae spoleéné s rody Trebouxia Puymaly
(1924), Asterochloris Tschermak-Woess (1980), Coccomyxa Schmidle (1901). Tyto fasy jsou
nejcastéj$imi fykobionty lisejnikl (Friedl & Biidel 2008).

Z tohoto rodu byla poprvé popsana aeroterestricka fasa Myrmecia globosa (Printz 1921). Rasa ma
charakteristické znaky rodu - kulovité, mirn¢ ovalné az hruskovité bunky, je kokalni, nékdy roste ve
shlucich. Obsahuje parietalni chloroplast s hladkym povrchem bez pyrenoidu, ktery je rozdélen do dvou
az ctyt lalokti. Nékdy je chloroplast popisovany jako $alkovity, hrncovity nebo dokonce miskovity.
Bunéénd sténa byva na jednom misté ztloustld. RozmnoZuje se zoosporami, autosporami i
aplanosporami.

Prestoze jsem zjistila vysokou genetickou variabilitu ITS u M. israeliensis, tak jsem nepozorovala
zadné meénici se morfologické znaky. Pozorovana stadia Zivotniho cyklu odpovidaji tomu, co jiz

podrobné popisuje Rehakova (1968) (tab. 8).

Autospory se tvofi v matetské buiice v poctu 4-16, jsou velké 7,5-15,5 pm kulovité nebo zaoblené
a obsahuji jeden nasténny chloroplast ve tvaru dvou vrchlikli spojenych mtistkem. Po prasknuti

matetské bunééné stény se uvoliiuji samostatné, ale také zustavaji ve shlucich.

Zoospory se formuji v poctu 16-32-64 a jsou variabilniho tvaru, mensi nez autospory, 2,5-6,5 X
1,5-4 um. Maji jeden nasténny chloroplast bez stigmatu, pulsujici vakuolu a dva bi¢iky delsi nez
jejich vlastni buiika. Po prasknuti matefské bunécné st€ny v miste apikalni ztlustliny se uvoliuji

V jemném slizovém obalu, ktery se poté rozplyne.

Aplanospory se vyviji v poctu 16-32-64 s jednim nasténnym chloroplastem v jedné matefské
burice. Jednotlivé aplanospory jsou riizné velikosti - od 2,5 do 6,5 um. Od zoospory se lisi tim, Ze
nemaji bic¢iky ani pulsujici vakuolu a pfi uvolnéni nejsou ve slizovém obalu. Na rozdil od autospor

netvoii kolonie, ale rostou samostatng.

tab. 8: Zivotni cyklus rodu Myrmecia (Rehdkova 1968, upraveno).

Drive byl rod Myrmecia povazovan za ptibuzny rodu Dictyochloropsis, do kterého byl pozdéji zahrnut
casty fotobiont M. reticulata Tsch.-Woess (Friedl 1995). Postupné byl rod upravovan a dnes zahrnuje
jedenact intraspecifickych druhovych jmen, z nichz devét je obecné akceptovano — patii mezi né
Myrmecia aquatica G. M. Smith, Myrmecia astigmatica Vinatzer, Myrmecia biatorellae J. B. Petersen,
Myrmecia bisecta Reisigl, Myrmecia globosa Printz, Myrmecia irregularis (J. B. Petersen) Ettl &

Gartner, Myrmecia israeliensis (S. Chantanachat & H. Bold) T. Friedl, Myrmecia macronucleata
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(Deason) V. M. Andreeva, Myrmecia pyriformis J. B. Petersen (Guiry & Guiry 2014). Rod nebyl
Vv poslednich letech jiz podrobnéji studovan pomoci molekularnich metod.

Rod Myrmecia se vyskytuje jako voln¢ zijici (Geitler 1962, Friedl & Bhattacharya 2001, Fucikova et al.
2014), nalezneme ho rostouci epifyticky na borkach strom, terestricky a pro zajimavost také v srsti
lenochod zijicich v latinské Americe (Suutari et al. 2010). Myrmecia je kosmopolitni, existuji zdznamy
o0 jejim vyskytu mimo jiné jak v Bangladési (Islam et al. 2001), tak i na Antarktidé (Worland & Lukesova
2000). Byva soudasti biologickych ptdnich krust. Castou terikolni fasou je M. astigmatica (Flechtner et
al. 1998) a M. biatorellae (Flechtner et al. 2008). Také M. israeliensis byla prvné popsana jako
terestricka Friedmannia israeliensis v Negevské pousti (Chantanachat & Bold 1962).

Poprvé zjistily Tschermak-Woess a Plessl (1948) lichenizaci u M. pyriformis. Z rodu Myrmecia jsou

schopné lichenizovat také fasy M. biatorellae (tab. 9) a M. israeliensis (Thiis et al. 2011, Moya et al. in
prep.).

lisejnik s Fasou M. biatorellae/ navrh jiného  liSejnik

Myrmecia sp. fotobionta

Catapyreneum rufescens Diplosphaera  Catapyreneum daedaleum, C. cinereum
(Tschermak-Woess 1988) (Thiis et al. 2011)

Dermatocarpon hepaticum, D. tuckermanii, Diplosphaera  Dermatocarpon luridum, D. miniatum

D. velebiticum (Tschermak-Woess 1988) (Thiis et al. 2011, Fontaine et al. 2012)
Lecidea berengeriana Trebouxia Lecidea cancriformis (Ruprecht et al. 2012)
(Tschermak-Woess 1988) L. silacea, L. lapicida (Beck 1999)
Baeomyces rufus (Honegger & Brunner 1981) [ Elliptochloris ~ Baeomyces rufus (Trembley et al. 2002)
Sarcogyne privigna var calcicola, Trebouxia Sarcogyne privigna (Hestmark et al. 2016)
Polysporina simplex (Tschermak-Woess 1988)

Pannaria hypnorum (Tschermak-Woess 1988)
P. leproloma (Elvebakk & Fritt-Rasmussen 2007)

Verrucaria submersella/submersa (Tschermak-Woess 1988)
Lobaria linita (Tschermak-Woess 1988, Cordeiro et al. 2013)

tab. 9: Prehled liSejnikd, u kterych byla nékdy zjisténa fasa M. biatorellae. Ve zlaté oznacenych fadcich
jsou lisejniky, ve kterych byla pozdéji nalezena jina fasa (viz prava ¢ast tabulky) - tyto liSejnikové rody
ziejme s M. biatorellae neasociuji. V tabulce nejsou zaznamenany liSejniky fesené v této praci (Psora,

Placidium).
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6.4. Optimalni metodika pro studium fotobiontt

Cilem prace neni podat kompletni ptehled vsech moznych modernich metod pouzivanych na studie
tykajici se liSejnikii a jeho slozek, ale zamyslet se nad klicovymi momenty, které jsou pro vyzkum
fotobiontd zasadni.

Tato kapitola rozvadi nasledujici zasadni body pro spravné urCeni fotobiontil, diky kterym v této
praci uspésné fesim kontroverzni otazku fasové diverzity v stroupce P. decipiens

a) urceni fotobionta ptimo ve stélce lisejniku - je nutné si uvédomit, Ze morfologie fotobionta mize
byt symbidzou zna¢né pozménéna, proto mize byt vhodna kultivace tas
b) zafazeni fotobionta do systému pomoci DNA informace (pfip. proteint)) — V ptipadé pouziti
sekvenace je nutné uziti spravnych primert atd.
Vzdycky musime mit na paméti, ze se pfi determinaci omezujeme pouze na urcitou cast liSejniku, a

prestoze stélka na prvni pohled vypada homogenné¢, mtize byt tvofena vétSim poctem bionti.

6.4.1. OdliSnosti lichenizovanych a volné Zijicich ras

Tradi¢ni morfologické urcovani fotobiontti je pon€kud problematické. Mykobiont chrani svého
partnera pfed UV zafenim, vysuSovanim a dal§imi nepfiznivymi podminkami, a proto maji fotobionti
ve stélkach lisejnikd ve srovnani s voln¢ Zijicimi fasami pozménéné nékteré dulezité poznavaci znaky
(Tschermak-Woess 1995).

Zmény morfologie sinic a fas pfi pfechodu do lichenizovaného stavu jsou jiz dlouho zndmy a shrnuty
v praci Bubricka (1988). U nékterych rodti fykobionti je zjednodusen tvar chloroplastu (Skaloud &
Peksa 2008), zvétsuje se jim prumér buiiky (Ahmadjian 1973) a néktefi jsou jednobunééni, piestoze se
jako volné€ zijici vyznacuji vétvenou vldknitou stélkou (Friedl & Biidel 2008). U fas z liSejniki
S pigmentovanym kortexem byl prokazan zna¢ny pokles rychlosti fotosyntézy pii vysokém osvétleni,
zatimco fasy z nepigmentovanych lisejnikd K nému byly tolerantngjsi (Showman 1972).

Donedavna vladlo piesvédceni, ze fotobionti podstupuji pouze vegetativni bunécné déleni a
aplanosporogenezi a to mén¢ ¢asto nez v kulturach, kde navic u né€kterych druhti mizeme pozorovat
zoosporogenezi. Poté bylo pozorovano izogamni rozmnozovani s tvorbou zygoty u fotobiontd
Trebouxia (Ahmadjian 1960) a bylo potvrzeno u rodu Asterochloris (Skaloud et al. 2015).

Fykobionti se od svych voln€ Zijicich pribuznych lisi velikosti, po¢tem i rozmisténim organel jako
jsou pyrenoidy, thylakoidy, strukturou chloroplastu a poétem diktyosomt (Galun 1988). Nékteré
ultrastrukturni znaky (pfitomnost Skrobu, pocet a pozice pyrenoglobul) jsou ovlivnény vné&j$imi
podminkami, naptiklad stavem vodniho rezimu (Ascaso et al. 1986). Prifez bunkou a popis

ultrastruktury fasy Myrmecia sp. poskytuje Galun et al. (1970) a fasy M. isrealiensis pak Moya et al. (in
prep.).
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Typicky parietalni dvojlalo¢ny tvar chloroplastu jako hlavni ur¢ovaci znak M. israeliensis zistava i
Vv lichenizovaném stavu zachovan. Buniky Myrmecia biatorellae jsou znatelné mensi a tvar chloroplastu
jiz neni tak napadn¢ dvojlalo¢ny nebo salkovity.

Mezi tfasou a mykobiontem musi byt indukovan export Zivin, a tak mtzeme pozorovat zménu
Vv bunééné stén¢ fotobiontd (Honegger & Brunner 1981), stejné jako ztratu tvorby slizovych obali
(Ko6nig & Peveling 1984). Na rozdil od kultury mizeme ve stélce pozorovat haustoria, coz jsou houbova
vlakna pronikajici pfimo do fasovych bunék. Haustoria maji funkci absorpéni, komunikaéni, strukturalni
a mechanickou, kdy pomahaji drzet oba bionty pohromadé¢ a organizovat lisejnikovou stélku; Ssoucasné
s haustorii se mohou vyskytovat také apresoria, kdy zplo§télé houbové hyfy fasové buriky pouze
obklopuji (Sanders et al. 2004). Rod Myrmecia ma sporopolenin ve svych bunéénych sténach, a proto

ve stélce hyfy fasu obepinaji, ale dovnitt nijak nepronikaji (Honegger & Brunner 1981).

6.4.2. Kultivace fotobionti in vitro

Determinaci fas pomoci molekularnich metod by kvili vyse popsanym morfologickym zménam pii
lichenizaci méla doprovazet kultivace fotobionti (Ahmadjian 1987, Yoshimura et al. 2002). Fotobionti
péstovani in vitro obnovi svoji morfologii a jsou Iépe srovnatelni s volné Zijicimi fasami a tedy i 1épe
urCitelni (Ahmadjian 1982). Kultivace je mize mit také vyznam pro ziskani ¢istého referen¢niho vzorku
(kultury z jedné buiiky) dulezitého napiiklad pfi popisu nového druhu fasy.

Idealni izolace fas ze stélky ma byt rychla, snadna a ziskani fotobionti by méli byt bez kontaminace,
neposkozeni a stale fotosynteticky aktivni. Je spousta riznych zpiisobti pievedeni fotobionta do kultury
a jsou zalozeny na chemickych, fyzikalnich i molekularnich pfistupech. Hlavni nevyhodou kultivace je
jeji velka ¢asova naro¢nost a nachylnost na houbové a bakterialni kontaminace. Izolace je dobie popsana
jiz v "Handbook of Lichenology" (Galun 1988).

Jednou z piivodnich metod jak ziskat jedinou buiiku fotobionta z lisejnikového homogenatu je
pouziti mikropipety (Waren 1918-1919). Pro dalsi praci s kulturou je potieba vétsi biomasy, a tak se
zbavit kontaminace. Jinou moznosti je kultivovat fragmenty stélky. Uz Ahmadjian (1958) navrhuje
vybrat Cistou ¢ast stélky, ptipadné ji jesté ocCistit a oplachnout proudem vody, pak ji rozdrtit mezi dvéma
podloznimi sklicky a drt’ kultivovat. Pro jednoduchost a nizké riziko kontaminace v porovnani s nize
popsanymi postupy jsem touto metodou zpracovavala své vzorky s drobnou upravou. Fragment hlavné
fasové vrstvy jsem fezala dostatecné maly, a proto ho jiz nebylo zapotiebi vice drtit.

Jina, zdanlivé rychla metoda ziskani fotobiontt je pomoci diferen¢ni centrifugace. Princip spoc¢iva
v nadrceni liSejniku s izotonickym pufrem v tieci misce, smés se prefiltruje pfes jemnou tkaninu a
zcentrifuguje. Peleta se dale zpracovava, resupenduje se v malém mnozstvi pufru a pred dalsi
centrifugaci se na ni nanese roztok umoziujici piesné rozdéleni latky podle hustoty. Ascaso (1980)

vyuziva roztok chloridu cesného (CsCl) nebo jodidu draselného (KI). Pérez et al. (1985) doporucuji
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metodu gelové filtrace, Calatayud et al. (2001) zase tzv. Percoll gradient, jenz se zaklada na roztoku
koloidnich ¢astic oxidu kfemicitého potazenych polyvinylpyrrolidonem (PVP). Tyto metody vSak
vyZzaduji velké mnozstvi lisejniku, ktery neni epifyticky porostly jinymi fasami.

Zakladem péstovani v kultute je tekuté nebo pevné médium. I zde je vSak potfeba mit se na pozoru.
Hametner et al. (2014) prokazali, Ze pouziti odlisného kultivaéniho média ma vliv na latkovou vyménu
a morfogenezi fotobiontd Trentepohliaceae. Odlisna morfologie mtize vést k chybnému urceni, a proto
autofi doporucuji pouzivat rizné druhy média. Pfedpokladam, ze u kultur fas Myrmecia jsou podobné
obavy zbyte¢né. Také vzhled narostlych makrokolonii fotobiontli na pevném médiu se méni v zavislosti

na kultivacnich podminkach (Ahmadjian 1967).

6.4.3. Nejcastéjsi problémy molekularnich metod

DePriest (2004) udava jako klicovy rok 1995, od kterého se zacal pocet praci zabyvajici se
fylogenetikou zna¢né navysovat a to predev$im vétsi dostupnosti molekularnich metod.

Fotobionti jsou studovani pfedev§im pomoci Sangerova sekvenovani, ale vysledky, které nam tento
postup pfinasi, mohou byt chybné. Na snizovani zjist€né diverzity se podili maly pocet vzorkd,
zpracovani pouze cCasti stélky, protoze rlizné fasové genotypy ziejmé nejsou v lisejniku rozmistény
rovnomérné a my zkoumame jenom jeji ¢ast. Helms et al. (2001) popisuji, Ze pokud pouzili velmi maly
(jediné apothecium) vzorek, pak detekovali pouze jednu linii ze dvou, které se bézn¢ nachazeli
v lisejnicich Physciaceae.

Pro uspésné analyzy je zapotfebi DNA podrobit urcitym ptipravnym krokim. Naptiklad pted stale
oblibenym Sangerovym sekvenovanim je nutné nechat zkoumany tisek naamplifikovat polymerazovou
fetézovou reakci (PCR). Hlavni problém vetSiny molekularnich metod je extrakce kvalitni a Cisté DNA,
protoze PCR reakce je ¢asto inhibovana sekundarnimi metabolity. Samotna extrakce by proto méla
obsahovat krok jejich odstranéni. Tato tématika je rozpracovand ve spousté studii (napt. Martin & Winka
2000).

Vyznamnym problémem je odd€leni houbové, fasové slozky DNA a kontaminaci. Nutnost spravného
ocisténi povrchu lisejniku zdlraznuji Muggia et al. (2014) a ukazuji velkou diverzitu tas, které se
vyskytuji na povrchu stélek. Abychom zabranili jakékoli vnéjs$i kontaminaci jako je ptda, epifytické
rasy, fragmenty okolnich hub a rostlin, tak by lisejnik mél byt prohlédnut pod binolupou a omyt
naptiklad proudem destilované vody, 1 M roztokem HCI (Armaleo & Clerc 1995) nebo 96% ethanolem
(10 s), nasledovanym 0.5% NaOC]1 (2 min) a 70% ethanolem (2 min) (Arnold et al. 2009).

Pokud se chceme vyhnout naamplifikovani obou hlavnich symbiontti, musi izolaci ptedchazet jejich
oddéleni nebo musi byt zkoumany tsek ze smési DNA vybrany pouzitim selektivnich primerd. Pokud
si nejsme jisti specifi¢nosti primerti — jestli je zkoumany DNA usek ve skute¢nosti fasy nebo houby, tak

mizou byt vysledky mylné interpretovany. Tuto otazku fesi napt. Widmer et al. (2010).
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V této praci jsem se nejvice potykala pravé s problémem, kdy primery vybiraji preferenéné
mykobionta. MiiZze vSak nastat i situace, kdy primery budou sice specifické pro fasy, ale budou natolik
selektivni, Ze nebudou amplifikovat v§echny fotobionty ze stélky. Dalsi odlisné sekvence fas miizou byt
zakryty v prubéhu PCR exponencidlni amplifikaci té nejbéznéjsi sekvence (Grube & Muggia 2010).
Dulezita je volba primerd, které z celkové smési DNA vyberou pouze komplementarni useky a odlisné
genotypy nam zistanou utajeny. MuZzeme detekovat pouze jednoho fotobionta ve stélce a to pravé kvili
neoptimalnim primertm (U’Ren et al. 2014). Casano et al. (2011) stejné jako del Campo et al. (2013)
popisuji situaci, kdy pfi pouziti obecnych nebo univerzalnich primeri ze stélky vzdy vyizolovali pouze
jednu linii, kterd ve stélce prevazovala, a fasu, ktera byla v menSim mnozstvi, vyizolovali az po
amplifikaci se specifickymi primery.

Ruprecht et al. (2014), ktefi zaznamenali pfitomnost rodia Asterochloris, Trebouxia a/ nebo
Chlorophyta spp. v P. decipiens, nejspise vybrali ptilis specificky fasovy primer neamplifikujici marker
fasy Myrmecia. Popsali spise kontaminace - fasy, které rostou epifyticky na povrchu lisejniku a jsou
zjevné Casté na mistech vyskytu Toninio-Psoretum decipientis a ze kterych si mykobiont peclivé vybira

svého partnera.
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7. ZAVER

Lisejniky Psora decipiens, Placidium squamulosum a PI. rufescens byvaji soucasti spoleenstva
Toninio — Psoretum decipientis.

Psora decipiens a Placidium ¢asto rostou v tésné blizkosti a sdili jediny druh fotobionta Myrmecia
israeliensis. Je proto pravdépodobné, Zze si miizou navzajem slouzit jako piipadny zdroj fotobiontt, ktery
oba rody jako strikin¢ sexualné se rozmnozujici liejniky potiebuji. Nejspise ale nové fotobionty
rekrutuji z voln¢ Zijicich fas, protoze rod Myrmecia bézné roste na bazickych substratech, které jsou pro
spolecenstvo Toninio-Psoretum decipientis typické. Znalosti liSejnikové specifity mizou pomoci
pochopeni rozsiteni liSejnikd a jejich ekologickych narokd.

Klonovani odhalilo, Ze ackoli lisejniky Psora decipiens a Placidium asociuji pouze s jednim druhem
rasy, tak maji ve své stélce vice jeho genotypt. Velkou genetickou heterogenitu fas v jedné stélce
vysvétluje vysoka mutaéni rychlost ITS rDNA fasy Myrmecia a casté relicheniza¢ni udalosti, kdy
lisejnik v pribéhu svého zivota kontinualné pfijima nové fotobionty. Schopnost mykobionta
P. decipiens vytvaret lisejnikovou symbidzu s nékolika fasovymi genotypy miZe byt vyhodna pro Zivot
v ménicich se podminkach prostfedi a také pii kolonizaci novych lokalit. Nejlepsi fitness liSejnik
dosahne, pokud asociuje s fasou adaptovanou na lokalni podminky a pfitom je udrZzovand dobra
kompatibilita mezi symbionty. Rizné genotypy M. israeliensis nalezené ve stélkach liSejniku
P. decipiens mohou byt evolu¢né mladymi druhy nebo geneticky diferenciovanymi populacemi
adaptovanymi na lokalni podminky.

Ostatni saxikolni lisejniky rodu Psora (P.testacea, P. globifera, P. valesiaca, P. himalayana)
asociuji s fasou M. biatorellae. Zda se, ze M. israeliensis preferenéné asociuje s lisejniky rodu Psora
Z biologickych pidnich krust, zatimco M. biatorellae je typicka pro rod Psora rostouci na kameni. Spise
v8ak nez druh rodu Myrmecia bude mykobiont ovliviiovat substratovou specifitu lisejnikii Psora.
Realizovanou niku lisejniku jako celku urcuji ekologické naroky fotobionta i mykobionta.

V této praci vyuzivam kombinaci mikroskopickych a molekularnich metod k prozkoumani fasové
diverzity lisejniku P. decipiens. Cast ziskanych dat byla pouzita do publikace sepsané s kolegy
ve Valencii (viz Ptiloha 2), ktera urCuje fasu M. israeliensis, neobvyklého fotobionta asociujiciho
S terikolnimi squamuloznimi liSejniky.

Determinace fasy se vSak vzdy omezuje na urcitou Cast liSejniku a je mozné, ze teprve
sofistikovanéjsi molekularni metody (jako Next Generation Sequencing) ndm odhali vice dosud
prehlizenych ptipadi, kdy se v jedné stélce lisejniku nachazi vice genotypi, linii nebo druhd. Nové
informace by mély byt interpretovany s rozmyslem a nejlépe podpoieny pozorovanim fasy primo

ve stélce, aby byla vylou¢ena moznost kontaminace.
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9. PRILOHA

Piiloha 1.: Seznam polozek pouzitych pro molekularni analyzy vcetné informaci o lokalité sbéru (a
pfipadné sbératele). Pfifazena Cisla odpovidaji polozkdm ve fylogenetickém stromu. Je zaznamenan i

zpusob ziskani sekvence, tj. sekvenace DNA ptimo ze stélky liSejniku/ z narostlé kultury/ po klonovani.
P¥iloha 2. Cast dat ziskanych v této diplomové préci byla pouzita pro manuskript s ndzvem

,,Myrmecia israeliensis as the primary symbiotic microalga in squamulose lichens growing in European

and Canary Island terricolous communities*
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Ptiloha 1.: Seznam polozek pouzitych pro molekularni analyzy vcetné informaci o lokalité sbéru (a
pripadné sbératele). Ptifazena Cisla odpovidaji polozkam ve fylogenetickém stromu. Je zaznamenan i

zpusob ziskani sekvence, tj. sekvenace DNA piimo ze stélky liSejniku/ z narostlé kultury/ po klonovani.

no. lokalita/ souiadnice/ nadm. vy$ka/ expozice svahu/ sbér s ;)va‘:e(;](:;e
1 Psora decipiens E:ngfrll/}[?;?:gl(:l’ Sbrsko, NPR Karlstejn/ N49°55'56" E14°08'11" / 230-250 kultura
2 Psora decipiens  CzechRepublic2, PR Cepiéna// Peksa klonovani
3 Psora decipiens Iile(l)(\;ealll(ial, Tematin, Povazsky Inovec/ N48°40'03" E17°54'57" / 350/ JZ/ kultura
4 Placidium sp. Iile(l)(\;aallkial, Tematin, Povazsky Inovec/ N48°40'03" E17°54'57" / 350/ JZ/ kultura
5 Placidium sp. Portugal, Sintra/ N38°47'32" W9°23'21"/410-430/ Peksa kultura
6 Psora decipiens ~ CzechRepublic3, Nové Dobrkovice/ N48°49'09" E14°17'32" /521/ J kultura
7 Psora decipiens ~ CzechRepublic3, Nové Dobrkovice/ N48°49'09" E14°17'32" /521/ ) kultura
8 Psora decipiens Fraqcfe, Alpes-Maritimes, La Brigue/ N44°04'02" E7°38'17"/800-820/ kultura
Malicek
9 sqifr?]iudlicl:srl?m Slovakia2, Luka 1, Povazsky Inovec/ N48°39'43" E17°53'37" / 221/ JZ kultura
10 Psora decipiens  Slovakia2, Lika 1, Povazsky Inovec/ N48°39'43" E17°53'37" / 221/ JZ kultura
11 Psora decipiens  Slovakia3, Luka 2, Povazsky Inovec/ N48°40'03" E17°54'54" / 337/ Z ze stélky
12 Psora decipiens  Slovakia4, Pod Tane¢nicou/ N49°14'35" E19°6'18" / 1175/ V ze stélky
13 Psora decipiens  Slovakia5, Za Sipem, Stankovany/ N49°09'54" E19°1023" / 1092/ k“gglrl‘?’yze
14 Psora decipiens  Turkey, Akseki/ N37°08'11 E1" 31°47'51" / 1228/ ze stélky
15 Psora decipiens  Slovakia6, Racice, Nitrica/ N48°42'22" E18°27'39" / 269/ J kll‘(’ﬁﬁﬁ;‘
16 Placidium sp. Slovakia6, Racice, Nitrica/ N48°42'22" E18°27'39" / 269/ ] ze stélky
17 Psora decipiens  Slovakia7, Turniansky hradny vrch/ N48°36'35" E20°52'34" / 319/ JV ze stélky
18 Placidium sp. Slovakia7, Turniansky hradny vrch/ N48°36'35" E20°52'34" / 319/ JV klonovéani
19 Psora decipiens  Slovakia8, Lanc¢ar/ N48°35'58" E17°38'49" / 247/ Z ze stélky
20 Placidium Slovakia8, Lancar/ N48°35'58" E17°38'49" / 247/ Z ze stélky
rufescens i
21 Psora decipiens ;lovakia9, Cachticky hradni vrch, Visnové/ N48°43'24" E17°45'37"/ 320/ Klonovani
29 Placidium sp. ;lovakia9, Cachticky hradni vrch, Vigiové/ N48°43'24" E17°45'37"/ 320/ Klonovani
23 Psora decipiens  SlovakialO, Pusta Ves/ N48°38'28" E17°36'48" / 295/ JZ klonovani
24 Placidium sp. Slovakial0, Pusta Ves/ N48°38'28" E17°36'48" / 295/ JZ ze stélky
25 Psora decipiens  SlovakialO, Pusta Ves/ N48°38'28" E17°36'48" / 295/ JJZ ze stélky
26 Psora decipiens  Slovakiall, Velky Plesivec/ N48°42'5" E17°44'12" / 465/ JZ ze stélky
27 Placidium sp. Slovakiall, Velky Plesivec/ N48°42'5" E17°44'12" / 465/ JZ klonovani
28 Placidium sp. Slovakial2, Dolny LopaSov/ N48°35'18" E17°38'02" / 250/ JZ ze stélky
29 Psora decipiens  Slovakial2, Dolny Lopasov/ N48°35'18" E17°38'02" / 250/ JZ klonovani
30 Psora decipiens ~ CzechRepublic4, Srbsko, Na Chlumu/ N49°56'48" E14°8'3"E /330/J klonovani
31 Placidium sp. Cyprusl, Dipotamos Reservoir/ N34°51'09" E33°21'05" / 195 /3JZ ze stélky
32 Psora decipiens  Cyprus2, Avkas gorge/ N34°55'26" E32°20'32" / 85/ ze stélky
33 Psora decipiens  Cyprus3, Akamas peninsula, Neo Chorio/ N35°03'02" E32°21'16" / 12/ klonovani
34 Placidium sp. Cyprus3, poloostrov Akamas, Neo Chorio/ N35°03'02" E32°21'16" / 12/ ze stélky




35 Psora decipiens  Cyprus4, Alaminos/ N34°48'43" E33°25'32"/ 75/ ze stélky
36 Psora decipiens  Cyprus5, Paphos/ N34°51'26" E32°21'14"/5/ klonovani
37 Placidium sp. Cyprus5, Paphos/ N34°5126" E32°21'14"/5/ klonovani
38 Psora decipiens  Cyprus6, Akrotiri/ N34°36'03" E32°58'15" / 1/ ze stélky
39 Placidium . 156, Akrotiri/ N34°36'03" E32°58'15" / 1/ ze stélky
rufescens
40 Psora decipiens  Cyprus7, Akrotiri/ N34°36'01" E32°58'21" / 1/ kultura
M Psora decipiens ﬁsl?g:kl, Mts Velebit, Starigrad Paklenica/ N44°17'34" E15°2724" / 30// kultura
Placidium Croatial, Mts Velebit, Starigrad Paklenica/ N44°17'34" E15°27'24" / 30// ,
42 i ze stélky
squamulosum Maliéek
- Croatia2, Mts Velebit, Starigrad Paklenica/ N44°20'49" E15°28'58" / 540/
43 Psora decipiens i« kultura
J/ Maliéek
44 Psora decipiens CrOE,iEIaB, Mts Velebit, Starigrad Paklenica/ N44°20'04" E15°28'33"" / 390/ Klonovani
Malicek
45 Psora decipiens  Germany, ruine Homburg/ N50°01'38" E09°47'58" / 300/ JV klﬁﬂﬁ;’fgl
46 Psora decipiens  Germany, ruine Homburg/ N50°01'38" E09°47'58" / 300/ IV kultura
47 Psora decipiens  Germany, ruine Homburg/ N50°01'38" E09°47'58" / 300/ JV kll‘(’ﬂﬁﬁ;‘
48 Psora decipiens  Germany, ruine Homburg/ N50°01'38" E09°47'58" / 300/ IV kultura
49 Psora decipiens  Germany, ruine Homburg/ N50°01'38" E09°47'58" / 300/ JV kultura
50 Psora decipiens ~ Germany, ruine Homburg/ N50°01'38" E09°47'58" / 300/ IV kultura
51 Psora decipiens Czech Republic6, Beroun, Merhoutoutova skala/ N49°5726" E14°05'50" / kultura
P 250-260 / JZ
.- Czech Republic6, Beroun, Merhoutoutova skala/ N49°5726" E14°05'50" / klonovani,
52 Psoradecipiens 50 560 /37 kultura
53 Psora testacea  Czech Republic7, Tetin/ N49°56'11" E14°05'12" / 407/ JZ/ Peksa kultura
54 Psora testacea Cz§ch R’epubllc& Kacak, rock Pupek/ N49°56'52" E14°7'41"/ 235/ Z/ 76 stélky
Vaiglova
Czech Republic9, Srbsko, Na Zavérce/ N49°55'52" E14°8'21"/ 235/ )/ .
55 Psora testacea . . ze stélky
Viaglova
56 Psora himalayana Russia, Mts Ural, river valley Chusovaya, Pjat' brat'ev// 180// Palice ze stélky
57 Psora testacea  Slovakial3, Sulovské skaly / N49°1026" E18°34'56"/565/11Z ze stélky
58 Psora testacea Czech Republic10, NPR Karlstejn, Beroun/ N49°57'20" E14°07'20"/ 280- se stélk
300/ JZ/ Maligek y
59 Psora rubiformis Albania, Kombétar Bredhi i Drenovés Korga County/ N40°35'25" se stélk
E20°50'53"/ 1490//Malic¢ek Y
60 Psora testacea  Slovakial4, §ip, Stankovany/ N49°9'51" E19°10'44" / 1130/V ze stélky
61 Psora valesiaca  Slovakial5, Liptovska Lazna/ N48°56'29" E19°17'54"E /695/J1Z ze stélky







