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ANOTACE

HAVLOVA, K. 2022: Izolace DNA z plodnic lisejnikii rodu Lecidea pomoci riiznych
izolacnich technik a analyza sekvenci ITS regionu pomoci primerti ITS1 and ITS4. Hradec

Kralové, 2022. Diplomova prace na Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec Kralové.

Ve své diplomové praci se zabyvam izolaci DNA a zjiSténim mezidruhovych genetickych
oblastech Ceské republiky. Teoreticka ¢ast obsahuje charakteristiku druhu a lisejnikd
obecné. Déle se zde vénuji principiim vybranych izolacnich postupti a bliZze popisuji ITS
region a primery ITS 1, ITS 4. V priibéhu prace jsem se také rozhodla vyuzit i region
mtSSU s primery mrSSU1, mrSSU3R. Prakticka ¢ast obsahuje metodiku odbéru a
zpracovani vzorki dle jednotlivych izola¢nich postupi, jednotlivé vysledky sekvenace

DNA a souhrnné vysledky vyznacené v kladogramu.
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ANNOTATION

HAVLOVA, K.,2022: DNA isolation from lichen ascomata of the genus Lecidea using various
isolation kits and a sequence analysis of the ITS region using primers ITS1 and ITS4. Hradec

Kralové, 2022. Diplomat heses at Faculty of Science University of Hradec Kralové.

My diploma thesis is focusing on DNA isolation and discribing interspecific genetic
relationships of lichen species of the genus Lecidea from samples collected in the
mountain areas of the Czech Republic. The theoretical part contains characteristics of
the species and lichens in general. Furthermore, I dealt with the principles of the chosen
isolation procedures and described in more detail the ITS and mtSSU region and primers
ITS 1, ITS 4. During the work, I also decided to use the mtSSU region with primers
mrSSU1, mrSSU3R. The practical part contains the methodology of sampling and
processing according to individual isolation procedures, individual results of DNA

sequencing and summary results marked in the cladogram.
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1 Uvod

Rod Lecidea s. lat. ($alecka) patii mezi liSejniky k druhové nejpocetnéj$Sim rodiim (1200
druhti, SCHMULL et al, 2011). Vsoufasném systematickém pojeti (HERTEL, 1995)
obsahuje rod Lecidea mnoho druhti obtiZné determinovatelnych tradicnimi metodami.
Tyto metody jsou zaloZené na rozdilech anatomickych a morfologickych znaka (HERTEL,
2009) ajsou pro zacate¢nika v oboru lichenologie malo pouZitelné. Proto jsem se rozhodla
k determinaci vzorki lisejnikl r. Lecidea pouZit metodu DNA barcoding (HALICI &
KAHRAMAN, 2021). Metoda se vsoucCasné dobé pouzZivd nejen v mykologii, ale i
v botanice (VERE et al,, 2015) a zoologii (PURTY et CHATTERJEE, 2016) v ptripadech, kdy

je systematické zatazeni taxonl obtiZzné nebo nemozné za pomoci béznych metod.



1.1 Cile prace

Hlavnim cilem mé diplomové prace je zjistit mezidruhové genetické vztahy morfologicky
nasbiranych v horskych oblastech CR analyzou DNA sekvenci ITS regionu pomoci
primerd ITS1 a ITS4. Pomoci kladogramu sestaveného ze ziskanych sekvenci pribliZit
vzdjemné vztahy jednotlivych druhii rodu Lecidea. V neposledni radé si osvojit postup

izolace DNA rGznymi izola¢nimi technikami.
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2 Teoreticka cast

2.1 Charakteristika liSejniki

LiSejniky se fadi k nejstar$im organismiim na Zemi. Jejich fosilni poziistatky jsou staré az
400 milionu let (BEIMFORDE etal.,, 2014) a podilely se také na tvorbé kyslikaté atmosféry.
Jedna se spiSe o dlouhovéké organismy, jejichZ stélky mohou dosahovat véku az tisic let
(MATTHEWS et TRENBIRTH, 2011). V tomto piipadé jde predevsim o skalni liSejniky
Zijici v nevlidnych podminkach. Existuji ovSem i druhy s rychlym Zivotnim cyklem, kdy
cely cyklus probéhne béhem jednoho roku a poté zanikaji (HALDA & KUCERA, 2016). Jsou
to symbiotické organismy, které se sklddaji ze slozky obsahujici houbu (tzv. mykobiont)
a slozky obsahujici nejcastéji zelenou ftasu Ci sinici (tzv. fotobiont, fykobiont Cci
cyanobiont). MlZeme se ovSem setkat i s liSejniky, které obsahuji dva a vice fotobionti.
Souziti téchto dvou sloZek je oznacovano pojmem symbidza, ovSem povaha symbidzy
lisejniki je stale velmi nejasna. Nékteii autori oznacuji tento vztah jako mutualisticky, kdy
oba partnefi maji ze svého souziti uzitek (NASH, 2008). Fotobiont zajistuje diky
fotosyntéze pro organismus organické latky, zatimco mykobiont dodava vodu a latky
anorganické (KALINA & VANA, 2005). Nékdy je tento vztah uvadén jako typ
kontrolovaného parasitismu, jelikoZ mykobiont dobte profituje, zatimco u fotobionta
miiZe dochazet k pomalejSimu ristu v lichenizované podobé, nez kdyby rostl separované.
V poslednim pripadé mize jit o komenzalismus, kdy mykobiont cerpa z fotosyntézy
organické latky a ma tak z koexistence vétsi prospéch, avSak zaroven fotobionta nijak
neposkozuje (NASH, 2008). Ve vétSiné pripadi liSejnikové stélky previada mykobiont a
obvykle urcuje i jeji morfologicky tvar. Vyjimecné pak dochazi k rovnovaze obou slozZek ¢i
je vzhled stélky dan fotobiontem (KALINA & VANA, 2005). Védecké nazvy lisejniki jsou
poté odvozeny od houbové slozky, zatimco Fasova slozka ma svilij samostatny nazev.
Klasifikace je celkové zaloZena na mykobiontech a vytvoreny liSejnik nema specificky
nazev (SMITH et al., 2009). V soucasné dobé se pocet zaznamenanych druht liSejniki
pohybuje kolem 13 az 17 tisic a setkat s nimi mizeme od moiskych pobtezi az po hory

(NASH, 2008).

2.1.1 Mykobiont
Mykobiontem byva vétSinou zastupce z vieckovytrusnych hub (Ascomycetes), méné
potom stopkovytrusna houba (Basidiomycetes) (KREMER & MUHLE, 1998). Houba byva

vice dominantni a urcuje morfologii stélky. Navic také vytvari plodnice, které jsou velmi
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dilezitym determinac¢nim znakem (AHMADJIAN, 1993). Drive se uvadélo, Ze kazdy
liSejnik je tvofen mykobiontem, ktery je vazany pouze na jednoho fotobionta. V soucasné
dobé vsak vime, Ze nékteré mykobionty jsou schopné tvorit liSejnikové stélky, které se od
sebe morfologicky liS§i (morfotypy) (ARMALEO et CLERCK, 1991) nebo obsahuji rtizné
fotobionty. Existuji i liSejniky, kdy u morfologicky nerozliSené stélky je pritomno vice

fotobionti a neni zde mykobiont, ktery by urcoval jeji tvar (KALINA & VANA, 2005).

2.1.2 Fotobiont

Existuje priblizné 40 rodi ras a sinic, které se vyskytuji jako fotobionti u liSejniki (NASH,
2008). Nejvice zastupci spada do zelenych fas a asi v 8 % jde o sinice (KALINA & VANA,
2005). Nejcastéji se vyskytuji rody Trebouxia (zelené tasy), Trentepohlia (zelené rasy)
a Nostoc (sinice) (NASH, 2008). Zatimco mykobionti jsou jen ve vyjimecnych piipadech
schopni samostatné existovat, fotobionti patfi k fasam a sinicim, které se vyskytuji
i nezavisle. Vzhledem k tomu, Ze pocet fotobiontt je daleko niz$i nez pocet mykobiontti,
dochazi k tvorbé symbiodzy s vétsSim mnozstvim druha hub a vytvari se tak odlisné druhy

liSejnikd (KOSECKA et al., 2021).

2.1.3 Chemismus liSejnikii

VétSina liSejnik produkuje specifické chemické slouceniny. Tyto slouc¢eniny mutzeme
délit do dvou skupin: primarni metabolity (intracelularni slouceniny) a sekundarni
metabolity (extracelularni slouceniny). Mezi béZné vyskytujici se intercelularni produkty
patii proteiny, aminokyseliny, karotenoidy, polysacharidy a vitaminy, které jsou vazané
vbunéfné sténé a protoplastu (ORANGE et al, 20001). Nékteré produkty jsou
syntetizované houbou a nékteré rasovou slozkou. VétSina intracelularnich produktt
izolovanych z liSejnik je nespecificka a vyskytuji se také ve volné Zijicich houbach, rasach
a vyssich rostlindch. OvSem vétSina organickych sloucenin nalezenych v lisejnicich jsou
sekundarni metabolity, které jsou spiSe uloZeny na povrchu hyf neZ v bunécné sténé.
VesSkeré sekundarni metabolity jsou produkované houbou. Patfi mezi né napriklad
orcinol, chromony, depsidy, dibenzofurany, xanthony nebo antrachinony (NASH, 2008).
Tyto metabolity mohou zbarvovat liSejniky a napomahat pri determinaci obtizné
odliSitelnych druhii pti kontaktu s Cinidlem. Dale mohou slouZzit jako ochrana pred
okusem, proti pfimému slune¢nimu zateni nebo za jejich pomoci mtze liSejnikova stélka

ovlivnit riist okolnich organism@ (HALDA & KUCERA, 2016).
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2.1.4 Anatomie stélky

Anatomicky rozliSujeme dva stavebni typy stélky lisSejniki. U prvniho z nich je ve stélce
houbova i rasova slozka stejnomérné rozloZena. V takovém piipadé se jedna o stélku
homeomerickou (KREMER & MUHLE, 1998). Homeomerické liSejniky tvori tenké
krustozni, vlaknité ¢i houbovité stélky (NASH, 2008). V druhém pripadé jde o stélku
vrstevnatou neboli heteromerickou. Zde se fotobiont vyskytuje v tzv. Fasové vrstvé a je
tak oddélen od mykobionta (KALINA & VANA, 2005). U téchto stélek dochazi
k morfologickému rozdéleni na korovitou, Kkerickovitou a lupenitou stélku.
Heteromericka stélka je rozdélena do nékolika vrstev. Na svrchni strané (nékdy i na
spodni) byva ohranic¢ena korovitou vrstvou, kterd je tvorena z houbovych hyf. Dale
prechazi v fasovou vrstvu, kde je fotobiont opleten burikami mykobionta. Houbova slozka
tak vytvari intercelularni haustoria, které mohou naruSovat bunéc¢nou sténu fotobionta.
Patro s fasou navazuje na difefiovou vrstvu oznacovanou jako medulla a tvofi ji dlouhé

hyfy hub, které jsou navzajem propletené (WIRTH et al., 2013).

Obr.c.1: Stavba heteromerické stélky (Xanthoria parietina): a - korovd vrstva, b -

dreriovd vrstva (medulla), ¢ - Fasovd vrstva (SMITH, 1975).

2.1.5 Morfologie stélky

LiSejniky se bézZné rozliSuji do tfech hlavnich morfologickych skupin: korovité
(krust6zni), lupenité (foliozni) a kerickovité (frutikézni) lisSejniky. Existuje rada dalSich
specialnich typi jako jsou rosolovité ¢i vlaknité liSejniky. OvSem vétSina z nich miize byt
fazena do jedné z hlavnich tf{ skupin (NASH, 2008; KALINA & VANA, 2005).

Korovité stélky jsou velmi pevné srostlé s podkladem a byva velmi téZké je od sebe oddélit
(KREMER & MUHLE, 1998). MiZeme je rozdélit na epilitické, které se vyskytuji na
skalnich plochach a poristaji jejich povrch a endolitické, kde hyfy pronikaji do substratu

13



¢i pudy. Nékdy jsou endolitické stélky celé Ci z Casti ponofeny do substratu, nejcastéji jde
o vapenec (SMITH, 1975). Lupenité stélky byvaji zaokrouhlené a skladaji se z lupenitych
lalokt (lobus). Strany lalokti jsou rozliSeny na rubovou a licovou stranu. K substratu jsou
na rubové strané prichyceny rhizinami. Do této skupiny miizeme radit napiiklad jiz
zminéné vlaknité liSejniky, jejichZz stélku tvori vlakno fotobionta opletené burikami
houbové slozky (KREMER & MUHLE, 1998; SMITH, 1975). Kerickovita stélka prirtista
k podkladu jen malou ¢asti. Je hojné rozvétvena a vzhledem pripomina kerik. U nékterych
liSejnikli tohoto typu jsou rozliSeny nalevkovité utvary, které na svém vrcholu maji
plodni¢ky. Spodni ¢ast byva Supinatd (HALDA & KUCERA, 2016; KREMER & MUHLE,
1998).

2.1.6 Rozmnozovani

U liSejnikti dochazi knepohlavnimu i pohlavnimu rozmnozovani. K nepohlavnimu
rozmnoZzovani dochazi pii rozpadu stélky, kdy regeneraci odlomené ¢asti poté vznikaji
novi jedinci. Nepohlavni rozmnoZovani probiha také pomoci soredii. Jednd se o
mikroskopické diaspory, které jsou tvorené burikami ras a houbovymi hyfami. Uvoliiuji se
z mist zvanych soraly. DalSim typem nepohlavnich struktur jsou izidie. Maji ovalny tvar a
na rozdil od soredii je pfitomna korova vrstva. U korovitych liSejnikii se vytvareji
schizidie, které se ve formé Supinek odlupuji ze stélky (PERLMUTTER, 2009; Nash 2008).
K pohlavnimu rozmnoZovani dochazi u liSejnikii pouze u houbové slozky. U Ascomycet se
vytvari dva typy plodnic (ascomat). Apothecia maji tvar misky, otevirenou plodnici a je
odhalena vytrusoroda vrstva (hymenium), ktera obsahuje virecka (ascus). Uvnitt kazdého
virecka potom pohlavnim rozmnoZovanim vznikaji vytrusy (askospory). Perithecia maji
lahvovity tvar a na vrchu jsou oteviena otvorem, ktery se nazyva ostiolum. Uvnitf
perithecia jsou v hymeniu také uloZena viecka (AHMADJIAN & HALE 1973; NASH, 2008).
U Basidiomycet jsou plodnice rozliSeny na ten a klobouk nebo maji kyjovity tvar. Plodnice
a jejich vytrusy jsou velmi diilezitym determina¢nim znakem pri urcovani liSejniki

(AHMADIJAN & HALE, 1973).

2.1.7 Vyskyt a vyznam lisejnikii

Vyskyt lisejniki je velmi rozmanity. Mnoho z nich je kosmopolitné rozsireno, ale mtizeme
najit i mnoho endemickych druht. Vyskytuji se predevsim na extrémnich stanovistich,
kde je konkurence ostatnich organismii velmi mala (pousté, polarni oblasti) (ANDERSON
et RUSHFORTH, 1977; BLISS et al, 1984). Distribuce liSejniki{ zavisi na dvou faktorech,
tim je klima a substrat. Mizeme je naleznout na skalach a kamenech ¢i stromové borce.
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V tropickych oblastech to jsou i listy. Mohou se vyskytovat na velmi atypickych mistech
jako jsou industrialni materidly; sklo, plast, guma nebo na Zivocisich (krunyte Zelv, krovky
hmyzu). Jako pomalu se vyvijejici organismy vyZaduji neménny substrat a jako organismy,
které ziskavaji Ziviny diky slunci, se vyhybaji hluboko zastinénym lesiim: jejich vyskyt tak
do znac¢né miry zavisi na konfiguraci a celkové vegetaci zemé (KALINA & VANA, 2005;
SMITH, 1975; NASH, 2008). Uspésné kli¢eni tedy nezavisi pouze na vhodném substratu -
na jeho struktute, pH, stavu Zivin, ale také na faktorech prostiedi jako je naptiklad teplota
nebo vlhkost. Kromé toho miize byt vyskyt liSejniku ovlivnén konkurenci o svétlo, Ziviny,
¢i miiZe byt liSejnik alelopatickymi ¢i toxickymi latkami jinych organismt (WIRTH et al,,
2013). Nékteré liSejniky jsou s podkladem spojeny pouze slabé, zatimco jiné prorustaji
celé do substratu. Existuji i druhy, které jsou schopné rozpoustét nékteré horniny
v disledku uvoliiovani kyselin ze stélky a dochazi tak kjejimu naruseni a zvétravani
(AHMADIJAN & HALE 1973). LiSejniky jsou diilezité predevsim v severskych oblastech,
kde slouZi jako potrava byloZravym zivoc¢ichtim vyskytujicich se v tundrach. Jsou soucasti
potravy drobného hmyzu ¢i jako ukryt pro roztoce. Diky obsahu pigmentl byly drive
pouzivany jako barviva. Z pupkovky puchyrkaté (Lasallia pustulata) byla napiiklad
ziskavana purpurova barva, z pukléiky islandské (Cetraria islandica) poté barva
Zlutohnéda. Jiné liSejniky jsou vyuZivany pro své léc¢ivé ucinky. Puklérka islandska
(Cetraria islandica) slouzi pti 1écbé respirac¢nich obtizi. Nékteré lupenité liSejniky jsou
v asijskych zemich vyuZivany jako potrava. Dalsi duhy se vyuzivaly napriklad
v kozeluZstvi, pti vyrobé piva ¢i destilaci alkoholu. Dilkatec plicni (Lobaria pulmonaria)
byl vyuzivan v kozZeluZzstvi pti ¢inéni kazi nebo jako nahrada chmele pti vareni piva. Pro
ptipravu alkoholu se vyuZivala dutohlavka sobi (Cladonia rangiferina) nebo pukléika

islandska (Cetraria islandica) (HALDA & KUCERA, 2016; SMITH, 1975).

2.2 Rod Sale¢ka (Lecidea)
Rise: Fungi

Kmen: Ascomycota

Trida: Lecanoromycetes

Rad: Lecanorales (Lecideales)

Celed’: Lecanoraceae (Lecideaceae) WIJAYAWARDENE et al., 2018)
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Druhové rozsahly rod Lecidea (1200 druht, po revizi - 427 Lecidea s.1., 100 Lecidea s.s.
SCHMULL et al.,, 2011) patii mezi mikroliSejniky. Stélka je heteromericka korovita, ziidka
lupenitd, povrchova nebo miize byt zanorena. Tloustka stélky se pohybuje od 0,2 mm do
0,6 mm. Je diferencovana na vrstvu korovou a dierniovou, obsahujici buniky fotobionta.
Hyfy v korové vrstvé jsou usporddany kolmo a tésné na sebe navazuji. Vrstva ras je
jednotna a dien (medula) svou strukturou pripomina korovou vrstvu, hyfy jsou vsak
uspoi-adany volnéji a dal od sebe. Dale je stélka perforovana areolami (policky), které jsou
ploché, vice ¢i méné konvexni s kolmymi nebo Sikmymi okraji (INOUE, 1982).
Fotobiontem je zpravidla zelena fasa nejcastéji z rodu Trebouxia. Lecidea vytvari plodnice
(askomata) typu apothecium, ktera jsou vétSinou prisedla ke stélce a zbarvena
cervenohnédé, tmavé hnédé az Cerné. Velikost apothecii se pohybuje od 0,15 mm do
2,5mm. Okrajova cast apothecia se nazyva excipulum. U rodu Lecidea je excipulum
sloZeno z dvou vrstev, které oznaCujeme jako parathecium a amphitecium; parathecium
pochazi ze spodni ¢asti hypothecia a byva s nim rovnobézné, amphitecium je odvozeno od
parathecia, které sméruje k povrchu apothecia. Excipulum byva bezbarvé, bledé nékdy
tmavé zbarvené. Zminéné hypothecium predstavuje vrstvu hyf pod subhymeniem. Jeho
vyska se lisi podle druhu a staii apothecia a proto tento znak pii determinaci neni prili$
vyznamny. Subhymenium je tkan, ze které vyrlstaji parafyzy a viecka. Na
mikroskopickém fezu neni tato vrstva prili§ napadna, vrstva se vSak napadné zbarvi pii
pouziti ¢inidla laktofenol (cotton blue). Hymenium se sklada z parafyz, podptrnych
vlaknitych hyf obklopujicich viecka. Byva bezbarvé ¢i vbarvé epithecia. Pro rad
Lecanorales je epithecium typické, jde o vrstvu na povrchu apothecia, ktera je tvorena
koncovymi bunikkami parafyz. U rodu Salecka je epithecium zbarveno olivové, hnédé az
cerné. Viecka obsahuji osm spor a maji kyjovity tvar. Askospory jsou jednoduché,
hyalinni, konidie poté filiformni. Pouze jeden druh z rodu Lecidea vytvari soredie, a to
Lecidea leucosoralis (SMITH et al.., 2009; INOUE, 1982). Vytvari také radu chemickych
substanci jako je naptiklad atranorin (Lecidea elabens), kyselina fumarprotocetrarova
(Lecidea elabens), kyselina glomelliferova (Lecidea auriculata), kyselina planatova
(Lecidea lithophila). Jsou velmi odolné viici extrémnim piirodnim podminkam a vyskytuji

se nejcastéji na kamenech, borce ¢i na jinych liSejnicich (INOUE, 1982).
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Obr ¢&.2: Rez apotheciem rodu Lecidea: a - excipulum, b - epithecium c -
hymenium, d — subhymenium, e — hypothecium, f - parathecium, g - medulla, h -

vi‘ecko (INOUE, 1982 upraveno).

2.2.1 Studované druhy r. Lecidea
2.2.1.1 Lecidea lithophila

Stélka popelavé bila, obcas s okrovym odstinem. Jsou pritomné areoly, které jsou ploché
¢i mirné konvexni s drsnym povrchem. Apothecia jsou ptisedla a dosahuji okolo 2,5 mm,
nejcastéji maji tmavé hnédou aZ Cernohnédou barvu. Excipulum je uvnitf bezbarveé,
zatimco vnéjsi ¢ast smérujici k epitheciu se zbarvuje. Epithecium je svétlehnédé az
zelenohnédé. Hymenium je vysoké 40-60 um, subhymenium poté 50-70 pm.
Subhymenium a hypothecium je bezbarvé. Viecka maji kyovity tvar. Nachazi se na
nevapenatych horninach predevSim valpinském stupni. Tento druh je dobre
rozpoznatelny podle bezbarvého subhymenia a hypothecia a bledé hnédé aZ zelenohnédé

barvy epithecia. Druh je blizce piibuzny s Lecidea plana. (INOUE, 1982)

2.2.1.2 Lecidea lapicida

Stélka je perforovana areolami, zbarvena popelavé Sedé. Hymenium je bezbarvé a je
vysoké 90-120 pm. Subhymenium je také bezbarvé. Apothecia jsou prilehla na bazi mirné
zuZend. Excipulum dosahuje tloustky 100-120 um, byva bezbarvé, modrozelené ¢i svétle
hnédé. Epithecium je modrozelené aZ cernozelené. Hypothecium je svétle az tmavé hnédé,
dosahuje vysky okolo 200 um. MiiZze byt bezbarvé, svétle Sedé, Zlutavé az hnédé
pigmentované. Viecka jsou kyjovita, vytrusy poté elipsového tvaru. MiiZzeme ji najit
nejcastéji na nevapenatych horninach (vyjimecné vapenatych). Lecidea lapicida ma obcas
bezbarvou, Sedavou az nazloutlou barvu hypothecia a miize tak byt zaménéna s druhem

Lecidea plana, kterd ma bezbarvé hypothecium (INOUE, 1982; UPRETI et al., 2006).

2.2.1.3 Lecidea fuscoatra

Stélka je bélavé Sed3, zlutohnéda az Sedohnéda, opét perforovana areolami. Apothecia

méri 0,5 - 3 mm a jsou prisedla. Epithecium je olivové zelené az olivové hnédé. Hymenium
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je vysoké 40-60 um. Hypothecium ma tmavé hnédou aZ cernou barvu. Askospory jsou
opét elipsovitého tvaru. Vyskytuje se na hladkych, ¢asto Zivinami bohatych kiremicitych

horninach (HERTEL, 1995; SMITH et al., 2009).

2.2.1.4 Lecidea confluens

Stélka obsahujici areoly. Apothecia jsou prisedl3, jejich velikost je 0,5 - 1,2 mm a vytvari
se mezi areolami. Epithecium je olivové zelené az zelené. Hymenium je bezbarvé a méri
70-100 um. Hypothecium je tmavé cervenohnédé aZz tmavé hnédé. Excipulum je na
vnéjSim okraji nacernalé, uvniti bezbarvé. Viecka maji Kkyjovity tvar, askospory jsou
elipsovité. Nejcastéji tento druh miiZeme nalézt na kiemicitych horninach a preferuje

vlh¢i stanovisté (HERTEL, 1995; UPRETI et al., 2006).

2.2.1.5 Lecidea plana

Stélka je nepravidelné perforovana areolami. Areoly jsou ploché, cockovité a maji drsny
povrch. Apothecia jsou prisedla, na bazi mirné zizena a jejich velikost se pohybuje od 0,4
do 1,2 mm. Excipulum dosahuje vySky 50-80 um, na okraji ma syté zelenou aZ
modrozelenou barvu, smérem K vnitini strané postupné bledne. Epithecium je tmavé
zelené azZ modrozelené. Hymenium dosahuje vysky okolo 40-50 um, subhymenium okolo
60-80 um. Hypothecium a subhymenium nezietelné odliSeno, bezbarvé. Viecka maji
kyjovity tvar. Je blizce pribuzna s druhem Lecidea lithophila. L. plana se odliSuje mensSimi
asposporami, nazelenalym epitheciem, niz§im hymeniem a tmavé ¢ernymi plodnicemi

(INOUE, 1982; UPRETI et al., 2006).

2.3 Identifikace rodu Lecidea pomoci DNA

Taxonomie rodu Lecidea je velice slozita, predevsim kviili velké morfologické variaci
v ramci druhti a mezi nimi (HERTEL, 2009). V 19. stoleti se do tohoto rodu radily obecné
liSejniky s korovitou stélkou a fotobiontem ze skupiny zelenych tas, které v okraji plodnic
(excipulu) neobsahovaly buriky fotobionta a ve vireckach vyristaly hyalinni jednobunécné
askospory. Tento rod ¢ital az 1600 druhi. Az ve druhé poloviné minulého stoleti zapocala
snaha o revizi této skupiny na zakladé morfologickych, chemickych, ekologickych a
biogeografickych dat. V soucasné dobé tento rod obsahuje okolo 100 druhi (Lecidea sensu
stricto) na zakladé podobnosti a charakteristik, kterym jsem se vénovala v kapitole 2.2.
V minulosti bylo obtizné vétSinu taxoni této skupiny presné systematicky zaradit a

vyresit fylogenetické vztahy mezi pribuznymi rody. Tento problém vyreSil prichod
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modernich metod molekuldrni genetiky. V soucasnosti se dari tyto fylogenetické vztahy
odhalit (BASARAN etal., 2015). Ve své praci jsem se pokusila prekonat obtiZe determinace
lecidoidnich liSejniki za pouZiti molekularnich markerii pouZivanych k testovani
ptribuznosti mezidruhovych vztahli rodu Lecidea. Molekularni identifikace pomoci
specifickych sekvenci DNA se béhem poslednich 15-20 let stalo nedilnou soucasti
vyzkumu taxonomie lichenizovanych hub a jejich genetickych vztahl. Tato metoda
zjednodusila reSeni studia problematiky diverzity a identifikace jednotlivych taxont
(BELLEMAIN, 2010). Vétsina fylogenetickych studii pouZiva regiony Internal transcribed
spacer (ITS) a External trancribed spacer (ETS) (BASARAN et al., 2015). Ve své diplomové

praci tuto techniku vyuZzivam také.

2.3.1 DNA-barcoding

Identifikace, Kklasifikace a nazvoslovi zZivych organismid na drovni druhi je zdkladem
vesSkeré biologie a stalo se jednim z nepostradatelnych kritérii v analyze a klasifikaci
biodiverzity. Identifikace na zakladé vyhradné morfologickych znaklti neni vzdy
proveditelna. Ve vétSiné pripadu je spojena s dalsimi metodami, které mohou pomoci
presné taxonomické charakterizaci organismi. Tyto metody zahrnuji chemické a
genetické analyzy, kterym je v souCasné dobé vénovana zvlastni pozornost diky své
presnosti. Geneticka analyza je vyhradné zaloZena na DNA daného organismu a oznacuje
se jako DNA-barcoding. Tato diagnosticka technika pouziva kratké sekvence DNA pro
identifikaci druhii ve skupiné organismu. Pti procesu je sekvenovan kratky segment DNA
ziskany ze zkoumaného biologického materialu, ktery je nasledné porovnan s drive
dostupnymi sekvencemi v databazich k identifikaci druht (MONDAL & SINGH, 2021).
Tyto sekvence jsou druhové specifické, a proto funguji jako ,nukleotidovy“ nebo
»~molekularni podpis“ pro konkrétni druh, od kterého je vhodné jej identifikovat. Tento
druhové specificky nukleotidovy podpis je Casto oznacovany jako biologicky barcode,
ktery otevrel cestu nejen k identifikaci riznych druht, ale také k podpoie odhadu
genetické variability mezi druhy a vnitrodruhové variability. DNA barcoding je povaZovan
za silny nastroj v oblasti molekularni taxonomie pro taxonomy a biology po celém svété,
ktery pomaha objevovat nové druhy za pomoci analyzy sekvenci DNA. Sekvence jsou
porovnavany se zaznamy DNA-barcode databazi, ktera je spojuje s jiZ znamymi klicovymi

morfologickymi znaky (ANKOLA et al,, 2021).
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2.3.2 Metody pouzivané pro ziskani DNA-barcode

Uspéch DNA-barcodingu zavisi na kvalité a ¢istoté izolované DNA. Proces izolace bohuZel
Casto predstavuje zpracovani a homogenizaci velkého mnoZstvi materialu pred zapocetim
samotné extrakce DNA. Problém predstavuji vzorky, které obsahuji mensi mnozstvi DNA.
Pro extrakci DNA existuje mnoho metod (KRESS & ERICKSON, 2012). Ve své praci jsem
pouzila predevsim metodu CTAB, ale vyzkousela jsem také izolaci pomoci QIAamp DNA
KITu.

K identifikaci konkrétnich druht se vyuzivaji markery. Markery nebo DNA-barcody s
konzervovanymi prilehlymi useky (flanking sites) jsou zasadni pro vyvoj specifickych
primerl pouzivanych u Siroké Skaly taxont. V ptipadé, Ze maji DNA-barcody nizkou
intraspecifickou a vysokou mezidruhovou variabilitu, jsou vhodné pro klasifikaci druhti
urcité skupiny. Proto se rtizné barcody pouzivaji pro rizné skupiny organismti (HEBERT
et al., 2003). Pro houby se vyuZivaji markery ITS, TEF1a, RPB1 (LSU), RPB2 (LSU), 18S
(SSU). Lokus obsahujici DNA-barcode purifikovaného vzorku DNA je amplifikovan
pomoci polymerazové retézové reakce (PCR) spolecné se specifickou sadou primerd,
které mohou prii urcité teploté nasedat na cilovou DNA. Citlivost PCR a ucinnost
amplifikace barcode oblasti zavisi vyhradné na paru primert pouzitém pro amplifikaci. Je
tedy nezbytné pouZit nejvhodnéjsi sadu primerl. Ve svém pripadé jsem pouzivala
primery ITS1F a ITS4 (KRESS & ERICKSON, 2012).

Molekularni nebo nukleotidovy podpis je unikatni sekvence nukleotid{, kterou lze vyuzit
k determinaci a odliSeni organismu od vSech ostatnich druht stejné, jako funguje otisk
prstu ¢lovéka. Nazev ,DNA barcoding” je odvozen od identifika¢nich ¢arovych kédi EAN
(European Article Number). Carovy kéd se sklada z 10 &islic na 11 pozicich s 1011
moZnymi kombinacemi. Geneticky kdd tvofi jen 4 znaky na jedné pozici, celkovy retézec
znakil je vSak mnohonasobné delsi (sekvence 15 nukleotidii odpovida matematicky 415
riznym kombinacim, jaderna DNA lidského genomu se skladd v haploidnim stavu
z priblizné 3,2 miliardy para bazi - takovy pocet unikatnich kombinaci daleko presahuje
predstavy poctu biologickych druhti na Zemi).

Kratky segment amplifikované DNA ziskany pomoci PCR v délce od 400 do 800 bp je
sekvenovan pomoci Sangerova sekvenovani (tj. sekvenovani pomoci fluorescencné
znacenych ddNTP). Spociva v zaclenéni specifického terminatoru syntézy DNA, ktery
umoznuje vznik fragmentd DNA riGzné délky. Modifikované baze, dideoxynukleotidy

(ddNTP) po zaclenéni do nové vnikajicitho retézce DNA polymerazou ukonci syntézu.
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Metoda je vyhodna pro ziskani delSich souvislych sekvenci DNA (azZ 1000 bp) a je vysoce
ucinna pri sekvenovani DNA-barcodii mensich mnozstvi vzorkl (SINGH et. al., 2021).

K sekvenovani carovych kédi DNA v laboratofich jsou vyvinuty pokrocilé stolni
sekvenacni stroje jako je Roche 454 GS Junior System, lonProton System, Illumina MiSeq
a MiniSeq (ANKOLA etal., 2021).

Referencni knihovny a databaze jsou online verejna uloZisté hostujici sekvence odvozené
z riznych barcode regionli a obsahujici vhodny pocitacovy software pro ziskani
poZadovanych dat pro analyzu. Data a bioinformacni software dostupné v téchto
knihovnach hraji zdsadni roli pro ptfesnou identifikaci organismi na zakladé srovnavaci
analyzy vloZené sekvence se sekvencemi uloZenymi v databazi. Nejvyuzivanéjsi a
nejznameéjsi jsou v soucasné dobé napr.: GenBank, Barcode of Life Data System (BOLD),
Medicinal Materials. Databdze DNA-barcodi - DNA (MMDBD), International Nucleotide
Sequence Database Collaboration (INSDC) a Barcode Systém indexovych cisel (BIN)
umoziuji vyzkumnikiim ulozit novou sekvenci. Pocet sekvenci pritomnych v téchto
databazich se muze lisit a je aktualizovan (RATNASINGHAM & HEBERT, 2007). Sekvence
DNA-barcodii odvozenych z ITS jsou uloZeny v INSDC databazi a databaze UNITE
spusténa v roce 2003 je urcena vyhradné pro data hub generovana na zakladé ITS.
Sekven¢ni analyza barcodi je jednim z klicovych krokii v presné identifikaci organismu,
ktera je provadéna s pomoci riiznych online a offline bioinformatickych nastrojt. Hlavnim
cilem sekvencni analyzy je porovnat nové sekvence generované ze studii DNA s fadou
sekvenci uloZenych v databazi pro presnou identifikaci taxonu. Pro hledani podobnosti
slouzi Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) a jedna se o jeden z nejlepsSich
algoritmt, ktery paruje dotazované sekvence, které chceme porovnat s jiz existujicimi
v databazi. Podobnost je hodnocena pomoci skére podobnosti generovanym na zakladé
casti dotazované sekvence zarovnané s referencnimi sekvencemi. Na podobné bazi
funguje model Kimura 2 parametr (K2P), jedna z nejlepSich metod pro analyzu na zakladé
vzdalenosti. K2P dokaZe vypocitat vnitrodruhové a mezidruhové genetické vzdalenosti
mezi sekvencemi, které jsou zasadni pfi hodnoceni mezer v DNA-barcodech pro vymezeni
druhii. Kromé toho, fylogeneticky vztah dotazované sekvence s referen¢nimi sekvencemi,
miiZe byt analyzovan pomoci stromovych metod. Zde lze sestavit fylogeneticky strom
zaloZeny na barcodech na zakladé dotazované sekvence s referencni sekvenci na zakladé
sekvenc¢ni podobnosti. Existuje také nékolik bioinformatickych nastroji, véetné MEGA,

PHYLIP a PAUP, které usnadnuji konstrukci a vizualizaci fylogenetického stromu.
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Technologie DNA-barcodingu se nepochybné ukazala jako jedinecny a slibny nastroj,
ktery je pro molekularni taxonomii diilezity nejen pro pirekonani problémil spojenych
s taxonomickou identifikaci organismi, ale je také prospésny v nékolika dalSich
biologickych a komer¢nich aspektech s tim spojenych. Jedna se o vyhodnou techniku,
ktera dokaZe doplnit stavajici taxonomické nastroje, kde se nejedna pouze o rozsireni uz
existujicich skupin o nové objevené taxony, ale poskytuje ndam i pohled na drobné
nejasnosti u jiZznamych druh a jejich mezidruhové vztahy. V neposledni fadé podporuji
vyvoj novéjsich hypotéz tykajicich se taxonomickych pozic druhti a pomahaji nam vytesit
taxonomické nesnaze (ANKOLA et al., 2021)

2.3.3 RegionITS

Internal transcribed spacer (ITS) ribozomalni DNA (rDNA) je nejvice preferovanym DNA
markerem pii kédovani DNA sekvenci za ucelem urceni genetické pribuznosti liSejniki
na nizs$ich taxonomickych drovnich. Jedna se o oficidlni primarni marker, ktery je
vyuzivan pri sekvenaci DNA v celé houbové riSi. ITS region eukaryot je rozdélen na
regiony ITS1 a ITS2, které jsou oddéleny genem 5.8 S a nachazi se mezi geny
18 S oznacovany jako mala jadernd podjednotka (SSU) a 28 Sneboli velka jaderna
podjednotka (LSU) v rDNA. Velky pocet kopii ITS regionu v genomu burnky (aZ 250) ¢ini
z tohoto regionu atraktivni cil pro sekvenovani biologického materialu i v pripadé, zZe je
koncentrace DNA nizka. Dalsi diileZitou vlastnosti je velikost regionu, ktera se pohybuje
od 450 do 700 bp. Pritomnost vysoce konzervovanych sekvenci obklopujicich kazdy ze
dvou spaceri prispivad k snadnéjsi PCR amplifikaci i pri pouziti herbarovych poloZek
(BELLEMAIN, 2010; BALDWIN et al., 1995). Oblast ITS hraje také roli pfi vzniku ribozom1
a stavbé malé a velké podjednotky rDNA. Evolu¢ni piivod ITS je povazovan za strukturu
podobnou intronu ohrani¢enou vysoce konzervovanou oblasti, zkteré lze ziskat
univerzalni primery. Pro amplifikaci ¢asti ¢i celého ITS regionu slouzi specifické primery,
kratké, specifické sekvence o velikosti 20-25 bp (BELLEMAIN, 2010). Pro svou praci jsem
pouzivala primery ITS1 (ITS1F) (forward) a ITS4 (reverse) vyskytujici se v druhé
podmnoZiné ITS. Primer ITS1F byl navrZen specidlné pro sekvence hub (5'-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3") pro 3’ konec 18S rDNA a ITS4 byl popsan jako
univerzalni primer (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"), pro 5' konec 28S rDNA (BASARAN
etal,, 2015). Primer ITS1 a ITS4 patii mezi nejdéle pouZivané PCR primery urcené k praci
s houbovymi vzorky. Primer ITS1F byl pozdéji navrzen predevSim pro Basidiomycety.

Vzhledem k tomu, Ze prevazujici slozkou v liSejnicich je houba, jsou tyto primery jasnou
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volbou pro vSechny lichenology (MARTIN & RYGIEWICZ, 2005). Pro urcité skupiny
liejniki se viak pouzivaji i dalsf specifické primery (DORING et al., 2000).
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Obr.¢.3: Relativni poloha primert, ndvrh podmnoZiny a pocet

sekvenci v kazdé podmnoziné (BELLEMAIN et al., 2010).
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3 Metodika

3.1 Odbér lisejnikovych polozek

Pro svou praci jsem pouZzila herbarové polozky dostupné od RNDr. Josefa Haldy, PhD a

také nékolik vzorki ¢erstvého materialu, ktery jsem odebirala osobné v terénu. Vzorky

pochazeji pirevazné zhorskych oblasti Ceské republiky. Odbér byl provadén pomoci

geologického kladivka a kamenického dlata ze substratu, ktery byl tvoren prevaziné

horninou (Zula). U kazdého sbéru byla zaznamendna data, kterd jsou vypsana niZe.

Nasledujici tabulka tak zobrazuje jednotlivé tidaje o nalezenych lisejnicich rodu Lecidea,

u kterych se sekvenace podatila a s kterymi jsem mohla pracovat.

ID
1

10

11

12

13

ID Sample

21716

21717

21728

21743

21744

21752

21763

21871

21882

21885

21911

21922

22142

Druh
Lecidea
lithophila
Lecidea
lapicida
Lecidea
fuscoatra
Lecidea
lapicida
Lecidea
lapicida

Lecidea
confluens
Lecidea
lithophila

Lecidea
plana

Lecidea
lapicida

Lecidea
lapicida

Lecidea
confluens

Lecidea
lapicida

Lecidea
fuscoatra

Lokalita
Zd'arské vrchy, Tistivka,
789 m, rulova skala
Zd'arské vrchy, Tistivka,
789 m, rulova skala
7d’arské vrchy, BroZova
skala, 787 m, rulova skala
Zd'arské vrchy, Brozova
skala, 778 m, rulova skala
Zd'arské vrchy, Brozova
skala, 778 m, rulova skala
Kralicky Snéznik, U
Sestihanu, 1240 m, rulovy
balvan
Kralicky Snéznik, Milit,
1285 m, rulovy balvan
Krkonose, Mala Kotelni
jama, 1340 m, Zulovy
balvan
Krkonose, Mala Kotelni
jama, 1378 m, Zulovy
balvan
Krkonose, Mala Kotelni
jama, 1352 m, Zulovy
balvan
Krkonose, Mala Kotelni
jama, 1390 m, Zulovy
balvan
Krkonose, Mala Kotelni
jama, 1378 m, Zulovy
balvan
Kokorinsko, Husa, 444 m,
piskovec
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GPS
N49.651887
E015.949326
N49.651887
E015.949326
N49.624471
E016.011047
N49.625126
E016.009504
N49.625126
E016.009504

N50.169253
E016.848748

N50.169052
E016.855650

N50.750168
E015.529919

N50.750546
E015.529305

N50.750401
E015.529700

N50.750775
E015.529233

N50.750546
E015.529305

N50.588198
E014.452120

Datum
3.8.
2021
3.8.
2021
4. 8.
2021
4. 8.
2021
4. 8.
2021

7.8.
2021
7.8.
2021
4.9,
2021
4.9,
2021
4.9,
2021
4.9,
2021
4.9,
2021
22.9.
2021



Lecidea Jeseniky, Franz-Franz, N49.978879 27.9.

14 | 22156 fuscoatra 761 m, rulovy balvan E017.283852 2021

15 22741 L_ecidea_ KrkonoSe, Labska bouda, @ N50.775411 29. 10.
lithophila 1394 m, Zulovy balvan E015.550275 2021

16 22742 Lecidea KrkonosSe, Labska bouda, @ N50.774692 29.10.

plana 1358 m, Zulovy balvan E015.545909 2021

Tab. ¢.1.: Chrakteristika nalezenych liSejnikovych poloZek rodu Lecidea.

3.2 Metody

3.2.1 Izolace DNA metodou CTAB

Tato metoda slouZi k extrakci vétSiho mnozstvi ¢isté DNA a nejcastéji se pouziva pro ALFP
analyzy a PCR metody nasledované sekvenaci DNA (CURN et al, 2019). Vyuziva
detergentu, ktery se nazyva cetyltrimetylamonium bromid - CTAB. Ten je schopny
vytvorit nerozpustny komplex s nukleovymi kyselinami. V pripadé, Ze do mechanicky
rozmélnénych plodnic liSejniku priddme CTAB dojde k vysrazeni komplexu nukleovych
kyselin a CTAB. Proteiny, polysacharidy a dalsi latky, které roztok kontaminuji, zlistanou
v supernatantu. DNA ve formé sraZeniny je poté oddélena centrifugaci a nasledné
rozpusténa roztokem chloridu sodného (BROWN, 2007).

DNA byla ziskavana z plodnic liSejniku rodu Lecidea, kdy byly plodnice nejdiive oddéleny
od podkladu pomoci Ziletky a pinzety pod binolupou. Plodnice (0,1 g) byly nasledné
vloZeny do 1,5 ml zkumavky a oznaceny prislusnym cislem vzorku. Do zkumavek bylo
dale napipetovano 50ul zasobniho roztoku 2 % CTAB a k materidlu s roztokem byly
vloZeny tii nerezové homogenizacni kulicky o priiméru 2 mm. Nasledné byly zkumavky
vloZeny do mixovaciho mlynu Mixer Mill MM 400 (Retsch), kde byl ¢as nastaven na dvé
minuty s vykonem 30 000 kmitt za minutu. V tomto kroku musi dojit k rozdrceni plodnic
a homogenizaci roztoku. Po uplynulém case byly zkumavky vyjmuty a k rozdrcenému
materialu bylo ptiddno 650ul zasobniho roztoku CTAB a 10ul 1 % 2-merkaptoethanolu.
Pri manipulaci s toxickym 2-merkaptoetanolem je nutné pracovat v laboratorni digestori.
Dobre uzaviené zkumavky je vhodné promichat proklepanim. Nasledovala inkubace
vzorkd, kdy byl pro praci pouZzit Thermo-Shaker TS-100C (Biosan). Pristroj byl nastaven
na 60 °C po dobu patnacti minut a vykonu 1200 rpm. Nasledné bylo pridano 500ul smési
chloroformu a isoamylakoholu vpoméru 24:1, tedy 480ul chloroformu a 20ul
isoamylalkoholu. Tento krok opét vyZaduje praci v laboratorni digestori. Dobre uzaviené

zkumavky byly poté promichany prevracenim a umistény do centrifugy. Centrifuga
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MiniSpin od znacky Eppendorf byla nastavena na dvé minuty s vykonem 10 000 rpm. Po
vyjmuti vzorkill z centrifugy se roztok rozdélil na dvé faze, horni vodnou fazi je nutné
prepipetovat do novych 1,5ml zkumavek oznacenych prislusnym cislem vzorku. PouZité
Spicky je tfeba vyhazovat do nadob na nebezpetny odpad. Z dolni odpadni faze byly
vyjmuty kulicky uré¢ené k homogenizaci roztoku a faze obsahujici chloroform byla slita do
prislusné lahve na nebezpecny odpad. Do nové zkumavky obsahujici pouze horni fazi bylo
dale ptidano 500ul isopropanolu vychlazeného z mrazaku. Dobie uzaviené zkumavky
byly nékolikrat promichany prevracenim a minimalné na patndct minut ponechany
v mrazaku. Nasledovala dalsi centrifugace roztoku, tentokrat dvé minuty pti 13 000 rpm.
Po vyjmuti vzorki z centrifugy by se mél na dné zkumavky objevit drobny matné bily
pelet DNA. Supernatant byl odpipetovan do kadinky na odpad a nasledné do prislusné
lahve na nebezpetny odpad. V nasledujicim kroku bylo k peletu ptidano 400ul 70 %
ethanolu vychlazeného z mrazaku. Obsah zkumavky byl promichan proklepnutim a
ziskany pelet se tak oddélil od stény zkumavky. Nasledovala centrifugace jednu minutu
pti 13 000 rpm. Supernatant byl opét odpipetovan a znovu bylo ptfidano 400ul 70 %
ethanolu a byla zopakovana centrifugace jednu minutu pri 13 000 rpm. Supernatant byl
naposledy odpipetovan a zkumavky obsahujici pouze pelet byly nechany otevirené a susily
se minimalné patnact minut. V ptipadé, Ze byly stény zkumavek suché a bez viditelnych
kapek ethanolu bylo pridano 20ul TE pufru. Takto pripravené vzorky byly uloZeny do
lednice a pozdéji skladovany v mrazaku (PARK et al., 2014).

3.2.2 Izolace DNA pomoci QIAamp DNA KITu

DNA z plodnic liSejnikd jsem izolovala také za pouziti QIAmp DNA mini KIT. Tento kit
kombinuje selektivni vazebné vlastnosti membrany na bazi oxidu kremicitého
s flexibilnimi elu¢nimi objemy mezi 20 a 100 pl. QIAamp DNA mini KIT poskytuje
genomickou a mitochondridlni DNA z malych vzorkt pripravenych k pouziti v PCR. Dale
tato metoda zjednodusSuje izolaci DNA ze vzorkul tkané pomoci rychlych rota¢nich nebo
vakuovych postupii. Béhem postupu cisténi se DNA specificky vaze na silikagelovou
membranu, zatimco kontaminanty prochazeji skrz. Neni nutnda Z7Zadna extrakce
chloroformem. Inhibitory PCR, jako jsou dvojmocné kationty a proteiny, jsou zcela
odstranény ve dvou uc¢innych promyvacich krocich, pricemz cista DNA je eluovana bud’
ve vodé nebo v pufru dodavaném se soupravou.

Nejprve byl opét proveden odbér plodnic liSejniku z podkladu (25 mg) a dale nasledovala

samotna izolace. K biologickému materialu bylo ptfiddno 50ul pufru ATL a nasledné byla
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provedena homogenizace pomoci homogenizacnich kulicek a mixovaciho mlynu Mixer
Mill MM 400 (Retsch) po dobu dvou minut a vykonu 30 000 kmitd za minutu. Dale bylo
do zkumavky priddno 130ul pufr ATL a 20ul proteinazy K. Cely obsah byl kratce
vortexovan za pouziti Vortex Mixeru ZX4 (Velp Scientifica). Nasledné byly zkumavky
vloZeny na Sedesat minut do Thermo-Shakeru TS-100C vytemperovaného na 56°C, dokud
vzorky dokonale nezlyzuji. V desetiminutovych intervalech je potieba vzorky kratce
protiepat vortexem. Po uplynulém case byly vzorky dany do centrifugy MiniSpin pro
odstranéni kapek z vnitini strany vicka zkumavky po dobu jedné minuty za vykonu
10 000 rpm. Poté bylo pridano 200pl pufru AL a vzorky byly kratce vortexovany po dobu
patnacti vterin a vloZeny do Termo-Shakeru (Biosan) vytemperovaného na 70 °C po dobu
deseti minut. Posléze je opét vhodné zkumavky vlozit do centrifugy na jednu minutu pri
vykonu 10 000 rpm. V dalS$im kroku bylo do zkumavky pridano 200ul 70 % ethanolu a
cely vzorek byl vortexovan po dobu patnacti vterin s naslednou centrifugaci (1 min/10
000 rpm). Cely obsah zkumavky byl nasledné prepipetovan do filtracni kolonky QlAamp
Mini Spin vloZené do sbérné mikrozkumavky 2 ml. Je nutné dbat na to, aby okraj kolonky
nebyl kontaminovan. Dobfe uzaviené zkumavky byly vloZeny do centrifugy na jednu
minutu pri vykonu 8 000 rpm. Nasledné probéhla kontrola, zda vesSkery vzorek prosel
membranou filtra¢ni kolonky. Pokud ne, centrifugace byla zopakovana. Filtra¢ni kolonka
byla dale vloZzena do nové sbérné mikrozkumavky o objemu 2 ml a pouzita
mikrozkumavka s filtrdtem byla vyhozena do odpadu. Filtra¢ni kolonka byla opatrné
otevirena, aby nedoslo ke kontaminaci okraje kolonky a bylo do ni priddno 500ul pufru
AW1. Vzorek byl sto¢en na centrifuze jednu minutu pi#i 8 000 rpm. Filtra¢ni kolonka byla
opét vloZzena do nové sbérné zkumavky 2 ml a pouzitd zkumavka s filtratem byla
vyhozena do odpadu. Zkumavka byla nasledné oteviena a bylo priddno 500ul pufru AW?2
(nesmi byt kontaminovan okraj kolonky). Dobfe uzaviené zkumavky byly vloZeny do
centrifugy na tfi minuty a vykon ¢inil 14 000 rpm. Filtra¢ni kolonka byla vloZena do nové
zkumavky 2 ml a pouzitd zkumavka s filtrdtem byla vyhozena do odpadu. Do vzorku
s filtra¢ni kolonkou bylo pridano 50ul pufru AE a oteviena zkumavka byla ponechana
jednu minutu v klidu s naslednou centrifugaci po jednu minutu na 8 000 rpm, aby doslo
byla filtracni kolonka vyhozena do odpadu a na dné zkumavky zbyla DNA liSejniku, ktera

byla oznacena prisluSnym cislem vzorku a skladovana v mrazaku (QIAGEN, 2014).
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3.2.3 Polymerazova retézova reakce (PCR) s naslednou elektroforézou

Po izolaci DNA z biologického materidlu byla ziskand DNA amplifikovana pomoci PCR
reakce a pritomnost DNA ovérena elektroforézou. V piipadé potvrzeni DNA byl ziskany
templat odeslan do Stfediska sekvenace Mikrobiologického tistavu AV CR v. v. i. na
sekvenovani.

Pied vlastni praci byl nejdrive vysvicen UV lampou dekontaminac¢ni box Aura PCR (Bioair)
po dobu 30 minut s naslednou dezinfekci boxu, aby veskera prace probihala ve sterilnim
prostiedi. VSechny zkumavky obsahujici reagencie pro PCR byly otvirany pouze uvnitr
dekontaminac¢niho flowboxu. Potfebné reagencie byly po vyjmuti z mrazaku ponechany
pti pokojové teploté do jejich aplného rozmrznuti a nasledné kratce stoceny na stolni
centrifuze. Zkumavky, které byly v nasledujicich krocich pouZity jsem oznacily ¢isly dle
prislusnych vzorka s ¢istou odizolovanou DNA pro jejich spravnou identifikaci a zamezeni
zamény vzorku. Do sterilni mikrozkumavky 1,5 ml byla pripravena PCR smés pro
prislusny pocet vzorkil spolecné s negativni kontrolou a rezervou pro pipetovaci chybu
(tedy o dva vzorky navic). Kazdy vzorek byl piipraven do mikrozkumavky s objemem 250
pl: 5,1ul PCR Ultra H20, 0,9ul primery (ITS1F + ITS4 ¢i mrSSU1 + mrSSU3R v koncentraci
5 pmol/ul), 7,5ul Plain PP Master Mix a 0,6ul vyizolované DNA z plodnic lisejniku.
Jednotlivé slozky byly pipetovany v poradi PCR Ultra H20, primery, Plain PP Master Mix,
DNA. Negativni kontroly DNA neobsahovaly. Cela smés byla promichana a kratce sto¢ena
na MyFuge™ Mini centrifuze (Benchmark Scientific). Takto ptripravené vzorky bylo mozné
vlozit do Thermal Cycleru (Analytik Jena). Pfed zapocetim PCR je nutné se ujistit, zda jsou
vicka mikrozkumavek radné uzaviena, aby se zkumavky pti plisobeni vysokych teplot
neotevriely a nedoslo tak k odparu vzorku. Teplotni profil byl v Thermal Cycleru nastaven
nasledujici:

1x94 °C/ 3 minuty (pocatecni denaturace)

45 x 94 °C/ 0,5 minut (cyklova denaturace)

55 °C/ 1 minuta (nasedani primert; specifické pro dany primerovy par

72 °C/ 1 minuta (cyklova elongace)

1x 72 °C/ 10 minut (finalni elongace)

1x 15 °C/ hold (ochlazeni smési pro probéhnuti PCR)

Priblizné hodinu pred dokonCenim programu byl pripraven gel pro elektroforézu. Pri
celém procesu je tfeba pracovat v rukavicich a snazit se zabranit jakékoli kontaminaci

vzorki. Gel tvotil 40 ml 1,5 % agarézového gelu. Bylo tedy pouZito 0,6g agar6zy a 40 ml
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TAE pufru. Do zahiatého gelu bylo napipetovano 5ul Invitrogen SYBR Safe DNA gel stain.
Gel byl nalit do vany na elektroforézu a byly do néj vloZeny hirebinky pro vytvoreni jamek.
Po zatuhnuti gelu byl do vany nalit TAE pufr dosahujici 3 mm nad povrch gelu. Do prvni
jamky bylo aplikovano 6é6ul Invitrogen TrackIT 100bp DNA Ladder, ktery slouZi ke
stanoveni velikosti a pribliznou kvantifikaci dvouretézcové DNA v rozsahu 100 bp az 2
000 bp. Do ostatnich jamek byl napipetovan cely obsah jednotlivych zkumavek hotovych
PCR produktl za pouZiti Spicek s filtrem. Do produktii PCR byly zaroven pridany 2ul
nanaseciho pufru Invitorgen Tracklt Cyan/Orange loading buffer. Nejprve byl do vSech
zkumavek nanaSeci pufr napipetovan a jednotlivé pouzité Spicky byly ponechany ve
zkumavkach pro zabranéni kontaminace. Pri praci s DNA a PCR produkty je nutné
pracovat v dekontamina¢nim boxu. Poté se smés promichala propipetovanim a nasledné
byl obsah umistén do kolonek vytvorenych v agar6zovém gelu. DoSlo k zapnuti zdroje
napéti ENDURO™ Mini 300 V (Labnet) a proud byl nastaven na 200 mA po dobu dvaceti
minut. Po uplynulém cCase byl gel opatrné vyjmut a presunut na UV stolek UVISave (Uvitec
Cambridge) s komorou obsahujici kameru. Byla zapnuta UV lampa a ziskané fotky byly
uloZeny na flash disk pro pripadnou kontrolu a uchovani vysledku elektroforézy. Gel byl
vyhozen do kontejneru na nebezpelny odpad spolecné srukavicemi a veSkerym
odpadovym materidlem zbylym po PCR a elektroforéze. Pristroj UVISave byl oSetien

lihem (ARUP, 2002).

3.2.4 Sekvenovani

Vzorky, u kterych byla pomoci PCR metody zjiSténa pritomnost DNA bylo mozné nasledné
pouzit v dalSich krocich a zaslat na sekvenaci, kde byla potvrzena pritomnost DNA a
vytvoreny jednotlivé sekvence mnou zaslanych vzorkli odizolované DNA vybranych
druhii liSejnikGi rodu Lecidea. Vzorky byly zaslany do Stifediska sekvenace
Mikrobiologického ustavu AV CRv. v. i (Videniska 1083, 142 20, Praha 4 - Kr¢). Zaslané
vzorky obsahovaly cisty PCR produkt s poZadavkem na konkrétni primery pomoci

kterych se budou sekvenovat.

3.2.5 Tvorba alignmenti s naslednym vytvoi'enim kladogramu

Sekvencni alignment je zakladnim kontrolnim krokem pred provedenim analyzy
genomovych sekvenci a strukturni analyzy proteini. Parové zarovnani sekvenci a
vicendsobné zarovnani sekvenci se provadi pomoci riiznych algoritmi a programt. Jedna

se o usporadani sekvence proteinu ¢i DNA do obdélnikového pole s cilem, Ze zbytky
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v daném sloupci jsou homologni (odvozené od jedné pozice v posloupnosti predkil),
identické (v pevném lokalnim strukturdlnim alignmentu) nebo maji podobnou funkéni
roli. Ackoli jsou tato tfi kritéria v podstaté ekvivalentni pro blizce pribuzné proteiny a
sekvence, struktura a funkce se v pribéhu evoluce lisi a rlizna Kkritéria mohou vést
k riznym alignmentiim. Sekvence jsou zarovnany tak, aby pod sebou byly odpovidajici si
baze nukleotidii ¢i aminokyselinové zbytky. Pro kratS$i sekvence jsou alignmenty
vytvareny rucné, slozitéjsi sekvence jsou poté vytvareny za pomoci pocitacovych
programi. Vytvorené alignmenty ndm poté pomohou zjistit, zda se v sekvencich nachazi
podobné useky a tim zjistit jejich pribuznost (PHILLIPS et al., 2000). Z hotovych sekvenci,
které mi byly zaslany z Mikrobiologického tstavu AV CR v. v. i jsem vytvotila sekvenéni
alignmenty za pomoci programu MEGA 11. Takto pripravené sekvence ve formé
sekvenc¢nich alignmenti bylo dale mozné pouzit pro tvorbu kladogramu. Kladogramy byly

vytvareny opét v programu MEGA 11.
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4 Vysledky

4.1 PCR a elektroforéza

Soucasti mé prace bylo také vyzkousSet efektivitu a vytéZnost dvou vybranych izola¢nich
metod (metoda CTAB a pomoci QlAamp DNA KITu) a zjistit pomoci které z nich bude
vhodnéjsi vyhotovit kvalitni izolaty, které budou nadale zpracovany ve vybrané
laboratofi. Vysledky PCR bylo moZné zjistit pomoci gelové elektroforézy. Pokud vzorek
DNA obsahoval bylo mozné ji spatrit pod UV svétlem. Prazdné kolonky naznacuji, Ze
mnozstvi vyizolované DNA bylo velmi malé aZ Zadné. Pokud by izolaty DNA obsahovaly,
PCR metoda by to odhalila. Diky PCR a nasledné gelové elektroforéze se zjistilo, u jakych
vzorkil byla izolace zdarila a bude je mozné poslat na analyzu. JiZ po prvni srovnavaci
gelové elektroforéze bylo jasné, Ze DNA ziskand za pomoci kitu nejspiSe nebude
obsahovat dostate¢cné mnozstvi cisté DNA pro nasledné pouziti. Srovnani vysledki
elektroforézy je vidét na obrazku ¢. 4. Zarover je na obrazku ¢. 4 ukazka vysledki gelové
elektroforézy. JelikoZ vytéZnost DNA u metody vyuZivajici kit nebyla dostatec¢nd, rozhodla
jsem se pokracovat v izolaci pouze pomoci metody CTAB a vytvorit tak dostatecné kvalitni
izolaty z kterych by bylo mozné ziskat jednotlivé sekvence. Z priblizné 100 vyhotovenych
izolatli (nékteré polozky jsem izolovala opakované) obsahovalo pouze 24 znich
dostatecné cistou DNA, jejiZ pritomnost byla potvrzena pti gelové elektroforéze. Téchto
24 vzorkil bylo nasledné odeslano do Stirediska sekvenace Mikrobiologického tustavu AV
CR v. v. i.,, kde bylo moZzné ziskat sekvence celkem u 16 vzorkd. Tyto vzorky jsou vypsany

v kapitole 3.1.

Obr.¢.4: Vlevo nahore: gel obsahujici vzorky DNA vyhotovené pomoci QIAamp DNA KITu
Vlevo dole: gel obsahujici vzorky DNA vyhotovené metodou CTAB
Vpravo: ukdzka vysledkii elektroforézy
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4.2 Molekularni analyzy a navazujici rekonstrukce kladogramii

Kromé jiz zminiovaného useku ITS jsem se rozhodla pro analyzu dal$iho iseku houbové
DNA, a to useku mtSSU pomoci primerd mrSSU1  (forward) (5'-
AGCAGTGAGGAATATTGGTC-3") amrSSU3R (reverse) (5'-ATGTGGCACGTCTATAGCCC-3")
(ZOLLER et al. 1999). Jedna se o usek malé mitochondrialni podjednotky (SSU). Zatimco
ITS oblast se vyuziva pro vymezeni na urovni druhti, mtSSU rDNA sekvence je vice
konzervativni genovy lokus a umoZiiuje zkoumdani vztahi mezi rody. Kombinovana
geneticka analyza vyuzivajici ITS i mtSSU je poté hodnotnéjsi pii rozliSovani rodi nebo
skupin druhii (NADYEINA et al,, 2010). Tento krok mi tedy umoznil s vétsi jistotou odkryt
a posoudit mezidruhové vztahy rodu Lecidea a ptipadné odkryt mezirodové vztahy,
pokud by doslo k zdméné pri determinaci vzorku a velkou mirou ptispél ke zkvalitnéni
vysledkl mé prace. Pracuji tedy se sekvencemi z 16 vzorkli mnou zaslanych a nasledné
vyhotovenych v Mikrobiologickém tistavu AV CR v. v. i. na dvou tsecich DNA. Pro doplnéni
fylogenetickych stromi jsem kromé vlastnich pouzila také podobné sekvence dostupné
v databazi BLAST, kterda umoznuje vyhledavat a porovnavat sekvence v GenBank. Tento
krok umoznil presné urceni studovanych taxoni. K tvorbé kladogrami jsem vyuzila

aplikaci MEGA 11. Prehled pouZitych primert mizete vidét v tabulce ¢.2.

Region Primer Pozice Sekvence
ITS1F forward (5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3")
s ITS4 reverse (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
mrSSU1 forward (5'-AGCAGTGAGGAATATTGGTC-3")
messy mrSSU3R reverse (5'-ATGTGGCACGTCTATAGCCC-3")

Tab. ¢. 2: Primery pouZité pro amplifikaci DNA (BASARAN et al.,, 2015; ZOLLER
etal, 1999).

4.2.1 Sekvence ITS useku

Pracovala jsem celkem s35 sekvencemi regionu ITS (16 sekvenci pochazejicich
z herbatovych a Cerstvych poloZek dostupnych od RNDr. Josefa Haldy, Ph.D.) zbylych 19
pochazelo z databaze BLAST. Téchto Sestnact vzorkd bylo amplifikovano za pouziti
primerd ITS1F (forward) a ITS4 (reverse) pomoci PCR a sekvenovano genetickym
analyzatorem k odhaleni genetické podobnosti a variace mezi vzorky. Vlastni vzorky jsou
na kladogramu vyznaceny pod konkrétnim cislem vzorku (seznam vzorkl viz vyse),

vzorky pouZité z databaze GenBank jsou poté oznaceny cislem, pod kterym jsou
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v databazi vedeny. VSechny pouzité sekvence z databaze BLAST (GenBank) jsou vypsany
v tabulce ¢. 3. Analyza byla provedena v programu MEGA 11 pomoci statistické metody
Neighbor-Joining Tree, ktery je béZné vyuZivany pri tvorbé fylogenetickych stromd.
Fylogeneticky test bootstraping byl proveden na zakladé 1000 replikatd. Jako substitu¢ni
model byl pouzit Maximum Composit Likelihood. Pocet nukleotidli u sekvenci se
pohyboval od 576 po 624. Dle rozboru je druh Lecidea lapicida nejvice vzdalen druhu
Lecidea fuscoatra. Naopak nejvice pribuznymi druhy jsou Lecidea plana a Lecidea
lithophila. Na kladogramu dale miizeme vidét, Ze druhy Lecidea lapicida, Lecidea confluens,
Lecidea auriculata, Lecidea lihophila a Lecidea plana jsou nejpribuznéjsi (stejna vétev),
zatimco Lecidea fuscoatra se nachazi na samostatné vétvi a prokazala se tak odliSnost od
ostatnich druhti. Vétve jednotlivych druhii jsou dobi'e podpoiené, heterogenni je pouze
skupina L.lapicida, L.plana, L.confluens. Nejvétsi variabilitu mazeme vidét u druhu Lecidea

lapicida a Lecidea fuscoatra.

Druh GenBank ID
Lecidea auriculata KY266956.1
Lecidea auriculata GU074428.1
Lecidea auriculata MK620196.1
Lecidea confluens EU263921.1
Lecidea fuscoatra HQ650662.1
Lecidea fuscoatra OL396651.1
Lecidea fuscoatra EU263922.1
Lecidea fuscoatra MZ159592.1
Lecidea lapicida HQ650665.1
Lecidea lapicida var. lapicida KJ162333.1
Lecidea lapicida var. pantherina MK595456.1
Lecidea lapicida var. pantherina AF332118.1
Lecidea lapicida var. pantherina AF332120.1
Lecidea lithophila MK620247.1
Lecidea lithophila MK620090.1
Lecidea plana EU259904.1
Lecidea plana EU259903.1
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Porpidia macrocarpa KJ162270.1
Porpidia macrocarpa KJ162267.1

Tab. ¢ 3: Seznam druhii pro doplnéni kladogramu

nalezenych v databdzi GenBank pro region ITS.

4.2.2 Chybné urcené druhy dle anatomickych a morfologickych znaki odhalené
analyzou ITS
Ziskani sekvenci také odhalilo nepresné urceni polozky 21871, ktera byla podle
morfologickych a anatomickych znakl nejdiive determinovana jako Lecidea plana. Po
provedeném srovnani ziskané sekvence vzorku 21871 s databazi GenBank byla nalezena
sekvence se 100 % shodou v ITS regionu u vzorku KY266956.1 a 99% shoda u vzorki
GU074428.1 a MK620196.1 a jde tedy s velkou pravdépodobnosti o druh Lecidea
auriculata. Tento druh se v letech 1950-2009 nachazel pouze v NRP Kralicky Snéznik a
po roce 2010 byly u¢inény dva nalezy na iizemi NPR Bila strZ a PR Certova strari. Jedna se
tedy o vzacny druh zatazeny do Cerveného seznamu CR (www.portal.nature.cz). Stejné
tak v piipadé vzorku 21743, kdy byla polozka determinovana jako Lecidea lapicida. Po
porovnani s databazi se vzorek shodoval v 99 % se sekvenci vzorku EU259904.1 a 97 %
shoda byla také u vzorku EU259903.1. a jedna se tak o druh Lecidea plana. Mezi dalsimi
chybné ur¢enymi polozkami byl vzorek 21763, ktery byl oznacen jako Lecidea lithophila,
z databaze GenBank vSak vyplyvd, Ze se jedna o druh Porpidia macrocarpa. Shoda se
vzorky KJ162270.1 a KJ162267.1 Cinila 95 %. Stejné tak u vzorku 21716, ktery byl urcen
jako L. lithophila. Opét se dle databaze GenBank jednalo o druh Porpidia macrocarpa. O
dal$i chybné urceny druh Slo v pripadé vzorku 21716, ktery byl dle anatomickych a
morfologickych znaki také urcen jako Lecidea lithophila. Dle GenBank jde ovSem o taxon
Porpidia macrocarpa. Dalsim vzorkem, ktery byl dle GenBank urcen jako Porpidia
macrocarpa je vzorek 21744, ktery byl nespravné urcen jako Lecidea lapicida. Shoda
v databazi GenBank byla se vzorkem KJ162270.1 96 % a s K]162267.1 také 96 %. Rod
Porpidia patii do radu Lecideales, Celedi Porpidiaceae. Jedna se o taxon, ktery je rodu
Lecidea podobny nejen morfologicky, ale z analyzy také vyplyva, Ze jsou oba rody
geneticky velmi blizké. Velmi tésnou fylogenetickou piibuznost miizeme pozorovat u
druhu Lecidea fuscoatra. Dal$i nespravné urCeny vzorek se nachazi pod ¢islem 21717, kdy
byl na zakladé anatomické a morfologické stavby urcen jako Lecidea lapicida. Po kontrole

s databazi byl vzorek oznacen jako Lecidea plana, jelikoZ se jeho sekvence shodovala v 96
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% s EU259903.1 a v93 % s EU259904.1. Posledni nepiesné urceny byl vzorek 21752,
ktery byl zprvu determinovan jako Lecidea confluens. Diky porovnani sekvenci v regionu
ITS bylo pomoci GenBank zjiSténo, Ze se jedna o druh Lecidea lithophila. Shoda s databazi
byla v pripadé vzorkii MK620090.1 a MK620247.1 shodné 98 %. V ptipadé posledni
polozky (21752) byla sekvence porovnavana pouze v ITS regionu. Tato poloZka byla mezi
prvnimi, které se posilaly na sekvenaci do Mikrobiologického tstavu, kdy jesté nebylo
plné rozhodnuto, zda pro svou praci vyuZiji také marker mtSSU. Pro lepsi piehlednost
jsem v nasledujici tabulce (¢.4) vypsala veskeré nespravné determinované poloZky na
zakladé anatomickych a morfologickych znakii spole¢né svysledky sekvenaci a
porovnanim v databazi GenBank. Ve finadlnim kladogramu jsou polozky opraveny na

prislusny druh dle GenBank. Kladogram je uveden na obrazku ¢. 5.

Druh dle shody sekvenci
Druh dle anatomické a
ID Sample z GenBank (v
morfologické podobnosti

kladogramu)
21871 Lecidea plana Lecidea auriculata
21743 Lecidea lapicida Lecidea plana
21752 Lecidea confluens Lecidea lithophila
21763 Lecidea lithophila Porpidia macrocarpa
21716 Lecidea lithophila Porpidia macrocarpa
21744 Lecidea lapicida Porpidia macrocarpa.
21717 Lecidea lapicida Lecidea plana

Tab. C. 4: Vycet nesprdvné determinovanych poloZek a srovndni jejich sekvenci

s GenBank na useku ITS.

35



93
93
413
al
97

Lecidea lapicida var. lapicida (UK) KJ162333.1
Lecidea lapicida (DE) HQ650665.1
Lecidea lapicida var. pantherina (RU) AF332118.1
Lecidea lapicida var. pantherina (CN) MK595456.1
Lecidea lapicida (21885)
Lecidea lapicida var. pantherina (RU) AF332120.1
Lecidea lapicida (21922)
Lecidea lapicida (21882)
Lecidea confluens (21911)
Lecidea confluens (AUT) EU263921 .1
Lecidea plana (21717)
Lecidea lithophila (AUT) MK&20090_1
Lecidea lithophila (21752)
Lecidea lithophila (AUT) MKE20247 1
Lecidea lithophila (22741)
Lecidea plana (22742)
Lecidea plana (21743)
Lecidea plana (AUT) EU259904 1
Lecidea plana (AUT) EU259903 1
Lecidea auriculata (21871)
Lecidea auriculata (NO) KY266956.1
Lecidea auriculata (AUT) GUOT4428 1
Lecidea auriculata (AUT) MKE20196.1
Lecidea fuscoatra (DE) HQBE50662.1
Lecidea fuscoatra (USA) MZ159592 1
Lecidea fuscoatra (CZ) OL396651 1
Lecidea fuscoatra (AUT) EU263922 1
Lecidea fuscoatra (22156)
Lecidea fuscoatra (22142}
Lecidea fuscoatra (21728)
Porpidia macrocarpa (21744)
Porpidia macrocarpa (21763)
(21716)
Porpidia macrocarpa (UK) KJ162270.1
Faorpidia macrocarpa (UK) KJ162267 1

Forpidia macrocarpa

Obr.c. 5: Kladogram vzdjemnych vztahil rodu Lecidea ziskany

pomoci sekvenci DNA svyuZitim markeru ITS. (Vytvoreno

v programu MEGA 11)
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4.2.3 Sekvence mtSSU useku

Jak jsem jiZ zminila v kapitole 4.2., v priibéhu prace jsem se rozhodla ziskat sekvence také
z Useku mtSSU. Postup pii rekonstrukci kladogramu byl tedy témér totozny jako u useku
ITS. Vpripadé mtSSU jsem pracovala s 32 sekvencemi (15 sekvenci pochdazejicich
z herbatovych a Cerstvych poloZek dostupnych od RNDr. Josefa Haldy, PhD.) zbylych 17
pochazelo opét z databaze GenBank. Chybi zde vzorek 21752 u kterého byla provedena
analyza pouze na useku ITS. Vzorky byly amplifikovany s pouzitim primert mrSSU1
(forward) a mrSSU3R (reverse) pomoci PCR a nasledné byla provedena sekvenace, diky
které mohlo dojit k porovnani genetickych podobnosti na tomto useku. Vlastni vzorky
jsou na kladogramu také vyznacCeny pod konkrétnim cislem vzorku (viz vyse) a vzorky
pouzité z databaze GenBank jsou oznaceny vlastnim prislusnym ID ¢islem. Seznam vzorki
pochazejicich z GenBank je vypsan v tabulce ¢. 5. Analyza probéhla za stejnych podminek
jako u useku ITS, tedy v programu MEGA 11 pomoci statistické metody Neighbor-Joining
Tree, fylogeneticky test bootstraping byl proveden na zakladé 1000 replikat a jako
substitu¢ni model byl shodné pouzit Maximum Composit Likelihood. Pocet nukleotidli u
sekvenci se pohyboval od 406 do 435. Na kladogramu lze vidét, Ze nejméné shodné byli
sekvence liSejnikil Lecidea fuscoatra a Lecidea lapicida, coZ se prokazalo i u useku ITS. U
rodu Porpidia je na iiseku mtSSU vidét daleko vétsi shoda, nez tomu bylo v pripadé ITS a
druh Porpidia macrocarpa je nejvice shodny sdruhem Lecidea auriculata. Nejvétsi
variabilitu vidime u druhu Lecidea fuscoatra a Lecidea lapicida. Jednotlivé vétvé jsou
dobte podporené, heterogenni jsou pouze L.lapicida, L.lithophila a L.confluens. Nejvyssi
variabilitu vykazuji stejné jako u useku ITS Lecidea lapicida a Lecidea fuscoatra. Seznam
vzorkil pouzitych pro sestaveni kladogramu a porovnani sekvenci usekti mtSSU je uveden

v tabulce ¢. 4

Druh GenBank ID
Lecidea auriculata MK684686.1
Lecidea auriculata MK684586.1
Lecidea auriculata MK684726.1
Lecidea fuscoatra 0K465490.1
Lecidea fuscoatra OL396706.1
Lecidea fuscoatra AY756401.1
Lecidea fuscoatra DQ912275.1
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Lecidea lapicida MK684618.1

Lecidea lapicida MK684584.1
Lecidea lapicida MK684733.1
Lecidea lapicida MK684641.1
Lecidea lapicida MK684644.1
Lecidea plana 0K465596.1
Lecidea plana GU074497.1
Porpidia macrocarpa MK684604.1
Porpidia macrocarpa MK684702.1
Porpidia macrocarpa MK684730.1

Tab. ¢. 5: Seznam druhil pro doplnéni kladogramu

nalezenych v databadzi GenBank pro region mtSSU

4.2.4 Chybné urcené druhy dle anatomickych a morfologickych znaki odhalené
analyzou mtSSU
Co se tyce vzorku 21871, sekvence ziskané na tomto useku potvrdily vysledek analyzy jiz
ziskany na useku ITS. Nejedna se tedy o druh Lecidea plana, ale o vzacnéjsi druh Lecidea
auriculata. Pri porovnani s databazi GenBank byla nalezena 100 % shoda u vzorki
MK684686.1, MK684586.1 a MK684726.1. Stejné tak u polozky 21743, kdy byl liSejnik
mylné determinovan jako Lecidea lapicida. V databazi byla nalezena 100 % shoda
sekvenci se vzorky 0K465596.1 a GU074497.1 a je tak potvrzeno, Ze se jedna o druh
Lecidea plana. Dale i vzorek 21716 byl nejdiive determinovan jako L.lithophila, stejné jako
u useku ITS i zde bylo pomoci databaze GenBank prokazano, Ze se jedna o druh Porpidia
macrocarpa. Shoda z databaze nastala u vzorki MK684730.1 (99 %), MK684702.1 (98 %)
a MK684604.1 (98 %). To stejné nastalo u vzorku 21763. Porovnani sekvenci na tomto
useku s databazi GenBank potvrdilo, Ze se jedna o druh Porpidia macrocarpa. Shoda byla
99 % u vzorku MK684730.1 a 98 % u MK684702.1. Dal§$im mylné ur¢enym vzorkem byla
polozka cislo 21744, ktera byla podle anatomickych a morfologickych znaktl
determinovana jako Lecidea lapicida. Jednalo se vSak opét o druh Porpidia macrocarpa.
Posledni nespravné urc¢enou polozkou byl vzorek 21717, kdy byl oznacen jako Lecidea
lapicida. V GenBank ovSem dosSlo ke shodé na zakladé sekvenci u 0K465596.1 a
GU074497.1 shodné 100 %. BohuZel Zadna shoda v databazi GenBank se neobjevila

v pripadé vzorku 21911 (Lecidea confluens), je tedy pravdépodobné, Ze shodny usek zatim
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nebyl do databaze vloZen. Stejné tomu bylo i u vzorku 22741. V tomto piipadé se jednalo
o druh Lecidea lithophila a ani v tomto pripadé nebyla v databazi nalezena Zddna shoda.
Seznam chybné urcenych vzorkli je souhrnné sepsan v tabulce ¢ 6, vyhotoveny

kladogram je poté na obrazku ¢. 6.

Druh dle shody sekvenci
Druh dle anatomické a
ID Sample z GenBank (v
morfologické podobnosti

kladogramu)
21871 Lecidea plana Lecidea auriculata
21743 Lecidea lapicida Lecidea plana
21763 Lecidea lithophila Porpidia macrocarpa
21716 Lecidea lithophila Porpidia macrocarpa
21744 Lecidea lapicida Porpidia macrocarpa.
21717 Lecidea lapicida Lecidea plana

Tab. ¢. 6: Vycet nesprdvné determinovanych poloZek a srovndni jejich sekvenci

s GenBank na tiseku mtSSU
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Lecidea fuscoatra (22142)
Lecidea fuscoatra (22158)
Lecidea fuscoatra (21728)
Lecidea fuscoatra (USA) DQ912275 1
Lecidea fuscoatra (CZ) OK465490.1
Lecidea fuscoatra (CZ) OL396706 1
Lecidea fuscoatra (NO) AY756401 1
Lecidea plana (CZ) OK465596.1
Lecidea plana (AUT) GUO74497 .1
Lecidea plana (21717)
Lecidea plana (22742)
Lecidea plana (21743)
Lecidea auriculata (AUT) MKE84586.1
Lecidea auriculata (AUT) MKE84726.1
Lecidea auriculata (AUT) MKE84686.1
Lecidea auriculata (21871)
FPorpidia macrocarpa (AUT) MKE84702 1
FPorpidia macrocarpa (AUT) MKE84604 1
Porpidia macrocarpa (AUT) MKE847.30.1
(
(

Forpidia macrocarpa (21763)
Forpidia macrocarpa (21716)

Forpidia macrocarpa (21744)
Lecidea lapicida (21882)

[ Lecidea confluens (21911)
80 - Lecidea lithophila (22741)
— Lecidea lapicida (AUT) MKG684618.1
— Lecidea lapicida (AUT) MKG684584 1
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13 { Lecidea lapicida (21885)
Lecidea lapicida (AUT) MKE84644 1

(
(
28 (
— Lecidea lapicida (AUT) MK684641.1
(
(

a { Lecidea lapicida (21922)

27 - Lecidea lapicida (AUT) MKE84733.1

Obr.cC. 6: Kladogram vzdjemnych vztahi rodu Lecidea ziskany
pomoci sekvenci DNA svyuZzitim markeru mtSSU. (Vytvoreno

v programu MEGA 11)
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5 Diskuse

Fylogenetické zarazeni druhli spadajicich pod Lecideaceae v ramci Lecanoromycetidae
stale neni vyjasnéné. Lecideaceae je monofyleticka skupina a tvori nezavislou linii. VSichni
prislusnici rodu Lecidea s.s. (sensu stricto) jsou seskupeni vradu Lecideales, zatimco
vétSina ostatnich Clenl Lecidea s.l. (sensu lato) spada do riznych existujicich taxont v
ramci Lecanorales nebo reprezentuje neurCené rody v ramci Lecanoromycetidae.
sensu stricto. Do skupiny Lecidea s.l patii liSejniky, které jsou razeny do celedi
Lecanoraceae (Lecanorales). Ascus u této skupiny tvori amyloidni tholus (ztloustly vrchol
virecka) a patii sem napriklad Lecidea roseotincta, Lecidea nylanderi nebo Lecidea
polytrichina. Skupina Lecidea s.s. obsahuje taxony, které vykazuji podobné anatomické a
morfologické rysy a zaroven se jedna o vylu¢né saxikolni organismy celedi Lecideaceae
(Lecideales). PrestoZe je klasické Clenéni celedi Lecideaceae a Lecanoraceae zaloZeno
predevsim na morfologickych rozdilech stavby viecka, molekularni studie odhalily, Ze
struktura viecka neni konzistentnim systematickym znakem vramci skupin. Témér
vSechny taxonomické studie o rodu Lecidea jsou zaloZené vyhradné na srovnani
morfologickych znakli a sekundarnich metaboliti. OvSem s ndstupem molekuldrnich
metod v soucasné dobé dochazi k postupné revizi téchto obtizné rozlisitelnych druhi
liSejnikl a na zakladé podobnosti jejich DNA se zacinaji bliZe odkryvat jejich fylogenetické
vztahy. NejblizZ§im taxonem rodu Lecidea je rod Porpidia. Jejich ptibuznost je diskutovana
jiz od roku 1855, kdy byl rod Porpidia zatazen do podceledi Lecidinae. Jedna se o rod, ktery
také obsazuje skalni habitaty, vytvari sekundarni metabolity a fotobiontem je prevazné
rod Trebouxia. P¥ibuznost se potvrdila jak morfologickymi znaky, kdy bylo dokazano, Ze
viecka typu Lecidea a Porpidia jsou variabilni a mohou se objevovat i mezistadia mezi
témito typy viecek, tak blizkou genetickou piibuznosti (SCHMULL et al., 2011). V ramci
mé prace tento fakt mohu potvrdit. Neni snadné vzdy mikroskopicky presné rozlisit typ
viecka, a proto bylo nékolik vzorki na zakladé morfologickych znaki nepiesné zarazeno
do rodu Lecidea. Molekularni analyza potvrdila, Ze se jedna o rod Porpidia. Kladogram
znazornuje blizké vztahy téchto dvou geneticky ptibuznych rodd. Velmi pribuznym
taxonem je v ramci Lecideaceae i rod Xenolecia. Byl vymezen (X. spadicomma) Hertelem
(Hertel, 1984). Morfologicky je velmi obtiZné odliSitelny od rodu Lecidea. Monotypicky
rod se po case rozrostl o dalsi druh z Falklandskych ostrovli znamy nejprve jako Lecanora

falkladica. Po dal$im patrani byl potvrzen také v severni Patagonii (X Region de Los Lagos,
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Chile) a zarazen jako Xenolecia cataractarum. Dalsi aredl vyskytu tohoto druhu byl
objeven na Mt. Honey, Campbell Island na Novém Zélandu (FRYDAY & THUS, 2017).
Dal$im geneticky ptribuznym taxonem je rod Bryobilimbia, ktery byl nedavno oddélen od
rodu Lecidea (Lecidea ahlesii var. ahlesii, L. ahlesii var. nemoralis, L. diapensiae, L.
sanguineoatra) na zakladé fylogenetické odlisSnosti od ostatnich druhti rodu, nyni tvori
samostatnou vyvojovou vétev (FRYDAY et al., 2014). Jako dalsi pribuzné taxony tentokrat
spadajici do Lecanoraceae, kam se tadi druhy Lecidea s.l, 1ze zminit napriklad rody
Lecanora, Lecidella, Frutidella ¢i Bacidia (SCHMULL etal., 2011). Pro srovnani vztahii mezi
zminénymi taxony jsem za pomoci GenBank vytvorila kladogram, kde je naznacena
vzajemna pribuznost. V databazi GenBank se vSak nevyskytuje Zadna sekvence patrici
rodu Xenolecia. Z tohoto diivodu nemohu jeji zafazeni a vztah k ostatnim rodim potvrdit.
Kladogram byl vytvoren dle tseku ITS stejnou metodou jako ostatni kladogramy v této
praci za vyuziti programu MEGA 11 (Obr. ¢. 7). Rod Lecidea tedy piedstavuje krustdzni
liSejniky, u kterych se jejich fylogenetické vztahy stale vyviji, méni a jejich podobnost a
pribuznost s ostatnimi rody je velmi tésna. V soucasné dobé dochazi k objevovani stale
novych druhti v ramci rodu Lecidea. V nejblizsi dobé to byl naptiklad objev druhu Lecidea
aprooti v Pakistanu (Khyber Pakhtunkhwa Province, Swat district, Gabin Jabba valley)
z roku 2018 odpovidajici charakteristikam Lecidea s.s. Jedna se o druh nejvice podobny
stélkou druhu Lecidea fuscoatra. Stélka je polickovitd a vytvari cernd lecideoidni
apothecia. Lis{ se vSak del§imi asposporami, které dosahuji délky 8-10 pum (u druhu L.
fuscoatra 11-16 um). Fylogenetické analyzy dale odhalily, Ze se jedna o sestersky druh
pro L. grisella. Pro studii byl pouZit v molekularni analyze tsek ITS a nuLSU rDNA. Pro
zjisténi pribuznosti ostatnich druht byla vyuzita databaze GenBank (KHAL et al., 2018).
Dal8i novy druh byl popsan na Gzemi pohofti Sierra Nevada v Kalifornii v roce 2014. Druh
byl oznacen jako Lecidea oreophila a nejvice pripomina druh L. tessellata. Novy druh byl
popsan na zakladé rozdilt chemismu stélky (odlisné sekundarni metabolity) obou druhii
liSejniki za pomoci srovnani s herbarovymi polozkami Kalifornské Univerzity, Great
Zimbabwe Univerzity a s polozkami horskych druht z Ceské republiky (KNUDSEN &
KOCOURKOVA, 2014). Jako posledni bych chtéla zminit objev druhu Lecidea hoganii, ktery
byl roku 2015 nalezen v oblasti White Rocks Open Space, City of Boulder v Coloradu. Druh
je morfologicky velmi podobny druhu L. auriculata. I vtomto pripadé byly provedeny
molekularni analyzy pro vyjasnéni vzajemnych genetickych vztahia. Byl pouZzit isek ITS a

mtSSU a pro porovnani podobnych sekvenci byla vyuzita také databaze GenBank (TRIPP
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& LENDEMER, 2015). JiZ znamé druhy se také objevuji na novych arealech. V tomto
piipadé bych chtéla zminit naptiklad nalez druhu Lecidea fuscoatrina na tizemi Ceské
republiky. Nejen, Ze tento druh nebyl dosud nalezen na tizemi CR, jedna se také o druh,
ktery je nové objeven v Evropé. Priizkum v rdmci néhoZ byl nalezen druh L. fuscoatrina,
byl proveden na izemi NPR Tytov, kde na pouhych 10 km? bylo nalezeno celkem 675
druhti lisejnikd. U vétSiny nalezenych druhti byla také provedena molekuldrni analyza
(VONDRAK et al,, 2022). Zde bych chtéla zminit, Ze pti vyhledavani podobnych sekvenci
u mého vzorku 21922 (Lecidea lapicida) v databazi GenBank jsem narazila na nékolik
vzorkl druhu Lecidea medusula, které se s mou sekvenci shodovaly na 100 az 99 % jak na
useku ITS, tak na useku mtSSU. Tento druh ovSem na naSem uzemi nebyl dosud objeven
a na zakladé jednoho vyhotoveného izolatu by bylo predc¢asné vyskyt potvrdit. Nicméné
je to pro mé impuls do budoucna, kdy bych rada z mista nalezu odebrala dalsi vzorky a
pomoci analyzy DNA vyskyt tohoto druhu na izemi CR potvrdila ¢&i vyvratila. Rod Lecidea
je tedy velmi variabilnim rodem, ktery je morfologicky témér totoZzny s mnoha dalSimi
taxony a spolehlivé se odliSuje pouze znaky na molekularni drovni. Prokazany byly jak
anatomické a morfologické podobnosti, tak velmi podobna genetickd vybava u rtiznych
druhti. U mnoha druhti stdle neni jasné jejich taxonomické zarazeni pramenici pravé
z vysoké podobnosti jednotlivych taxonii. Studium tohoto rodu je stdle v pohybu a
postupné objevy a ndalezy stdle prispivaji kblizZSimu poznani mezidruhovych i

mezirodovych genetickych vztaha a odkryvaji nam jejich fylogeneticky vyvoj.
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%{ Lecidea plana(AUT)EU255904 1
39 Lecidea lithophila (AUT) MKE20090.1
— |ecidea fuscoatra (AUT) EU263922 1

— Porpidia irmigua (UK) KJ162301.

100 { Porpidia macrocarpa (UK) KJ162270.1

* L porpidia flavocruenta (UK) KJ162275 1
Bryobilimbia sanguineoatra (DE) HQE50664.
a7 | — Bryobilimbia hypnorum (DE) KF683093.1
97

— Bryobilimbia diapensiae (NO) MKB812681.1

oo Lecidella elaeochroma (USA) DQY8ET4T.

— Lecidella euphorea (USA) KT453795.

31 Frutidella caesioatra (NO) MK812346.1
Lecidella stigmatea (CN) KP314439.1
55 Lecanora semipallida (USA) JQ993757 1
99 Lecanora pruinosa (AUT) AFO70018.1

Lecanora dispersa (USA) JQY93733 .1

Bacidia arceutina (NO) AF282083 1
a5 |: Bacidia obtecta (DE) MW491459 1
*2L Bacidia albogranulosa (USA) NR 160644 1

Obr.Cc. 7: Kladogram mezirodovych vzdjemnych

vztahti pribuznych rodu Lecidea. (Vytvoreno pomoci

programu MEGA 11)
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6 Zavér

V zavéru bych chtéla zminit, Ze cile prace, které jsem si vytycila byly splnény. Celkem jsem
méla k dispozici 59 Cerstvych a herbarovych polozek, které byly nasbirany v priibéhu
roku 2021 na tzemi Ceské republiky. Jejich veskery piehled je uveden v ptiloze &.1.
Z téchto polozek jsem vyhotovila priblizné 100 izolatd, kdy jsem nékteré polozky
izolovala vicekrat. Z ptiblizné 100 izolatii DNA, které jsem pomoci metody CTAB a pomoci
QIAmp DNA mini KIT pouZila, se podarilo ziskat 24 vzorkd s dostatecné Cistou DNA
vhodnych pro molekularni analyzu. Ve Stredisku sekvenace Mikrobiologického tistavu AV
CR v. v. i. byly vzorky analyzovany a 16 sekvenci jsem nasledné porovnala s databazi
GenBank. Vytvorila jsem kladogramy vzajemnych genetickych vztahi na zakladé
podobnosti tsekl ITS a mtSSU. Molekularni analyzy odhalily nékolik nepiesné urcenych
polozek, které byly determinovany na zakladé anatomickych a morfologickych znaki pro
dany druh. V pribéhu prace jsem si potvrdila, Ze se jednd o velmi sloZitou skupinu
lisejnikd, u niz stale neni vyjasnéna cela taxonomie z diivodu jejich podobnosti na vSech
urovnich. Zaroven jsem si vyzkouSela laboratorni praci s mikroliSejniky, ktera neni vzdy
jednoducha vzhledem k jejich velikosti, a proto i mensimu obsahu genetické informace.
Soucasné s vyhotovenim mé prace vyvstalo nékolik otdzek spojenych s determinaci
nékolika taxond, na kterych je dale mozné pracovat a vyjasnit netplné informace k jejich

rozsireni v CR.

45



Literatura

AHMADIJIAN, V. & HALE, E. M. (1973): The Lichens. United States of America: Academic
Press, Inc. (London). ISBN 0-12-044950-1.

AHMADIJIAN, V. (1993): The Lichen Symbiosis. John Wiley & Sons. ISBN 978-0471578857.

ANDERSON, D. C. & RUSHFORTH, S. R. (1977): The cryptogam flora of desert crusts in
southern Utah, U.S.A. - Nova Hedwigia 28: 691-729.

ANKOLA K., MELICHAR, T., BOREGOWDA, M.H. & MAHADEVEGOWDA, L. (2021): Chapter
18 - DNA barcoding: nucleotide signature for identification and authentication of
livestock. In: MONDAL, S. & SINGH, R.L. ed. (2021): Advances in Animal Genomics. United
States: Academic Press, s. 299-308. ISBN 978-0-12-820595-2.

ARMALEQO, D. & CLERC, P. (1991): Lichen chimeras: DNA analysis suggests that one fungus
forms two morphotypes. - Experimental Mycology 15: 1-10.

ARUP U. (2002): PCR techniques and automated sequencing in lichens. - In: KRANNER I,
BECKETT R.P. & VARMA AK. (eds), Protocols in Lichenology. Culturing, Biochemistry,
Ecophysiology and Use in Biomonitoring, p. 392-411, Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg

BALDWIN, B. G.,, SANDERSON ].M., PORTER J. M., WOJCIECHOWSKI F. M., CAMPBELL S.
CH. & DONOGHUE J. M. (1995): The its Region of Nuclear Ribosomal DNA: A Valuable
Source of Evidence on Angiosperm Phylogeny. — Annals of the Missouri Botanical Garden

82(2).

BASARAN, E., CANSARAN - DUMAN, D., IBUYUK, I. & ARAS S. (2015): Identification of
some Lecidea, Porpidia and Lecidella species (lichen-forming ascomycetes) distributed in
Turkey by sequence analysis of rDNA ITS region. - Turkish Bulletin of Hygiene and
Experimental Biology, 72(1), 45-58. ISSN 0377-9777.

BEIMFORDE, C., FELDBERG, K., NYLINDER, S., RIKKINEN, ]., TUOVILA, H., DORFELT, H.,
GUBE, M., JACKSON, D. J., REITNER, ], SEYFULLAH, L. ]. & SCHMIDT, A. R. (2014):
Estimating the Phanerozoic history of the Ascomycota lineages: Combining fossil and

molecular data. Molecular Phylogenetics and Evolution 78: 386-398.

BELLEMAIN, E., CARLSEN T., BROCHMANN Ch., COISSAC E., TABERLET P. & KAUSERUD

H. (2010): ITS as an environmental DNA barcode for fungi: an in silico approach reveals

46



potential PCR biases. BMC Microbiology. 10(1) ISSN 1471-2180. Dostupné z:
doi:10.1186/1471-2180-10-189

BLISS, L. C., SVOBODA, J. & BLISS, D. L. (1984): Polar deserts, their plant cover and plant
production in the Canadian High Arctic. Holarctic Ecology 7(3): 305-324.

BROWN, T. A. (2007): Klonovani gend a analyza DNA: dvod. Olomouc: Univerzita
Palackého. ISBN 9788024417196.

CURN, V., TONKA T., KRIZOVA L. & JOZOVA E. (2019): Metodika izolace DNA a analyzy
molekularnich markert u hub. Ceské Bud&jovice: Katedra genetiky a specialni produkce

rostlinné, Zemédélska fakulta, Jihoceska univerzita. ISBN 978-80-7394-781-1.

de VERE N, RICH T.C.,, TRINDER S.A. & LONG C. (2015): DNA barcoding for plants.
Methods Mol Biol. 1245:101-18. doi: 10.1007/978-1-4939-1966-6_8. PMID: 25373752.

DORING, H., CLERC, P., GRUBE, M. & WEDIN, M. (2000): Mycobiont-specific PCR primers
for the amplification of nuclear ITS and LSU rDNA from lichenized ascomycetes.

Lichenologist 32(2): 200-204.

FRYDAY, M. A. & THUS H. (2017): The genus Xenolecia (Lecideaceae s. lat,
Lecanoromycetidae inc. sed.), including a second species in the genus from Campbell

I[sland, New Zealand. The Lichenologist, 49(4), 365-372.

FRYDAY, M. A, CH. PRINTZEN & EKMAN S. (2014): Bryobilimbia, a new generic name for
Lecidea hypnorum and closely related species. The Lichenologist, 46(1), 25-37.

HALDA, ]. & KUCERA J. (2016): Atlas krkono$skych mechorostt, lisejniké a hub. Vrchlabi:
Sprava Krkonosského narodniho parku. ISBN 978-80-7535-027-5.

HALICI, M. G. & KAHRAMAN, M. (2021): DNA barcoding and morphological observations
of three lichenized fungal species from James Ross Island (Antarctic Peninsula). Ukrainian

Antarctic Journal 1: 123-148.

HEBERT, P.D.N., CYWINSKA, A, BALL, S.L. & DEWAARD, J.R, (2003): Biological
identifications through DNA barcodes. Proc. R. Soc. Lond. B Biol. Sci. 270, 313-321

HERTEL, H. (1995): Schliissel fiir die Arten der Flechtenfamilie Lecideaceae in Europa.
Bibliotheca Lichenologica 58: 137-180.

47



HERTEL, H. (2009): A new key to cryptothalline species of the genus Lecidea
(Lecanorales). Bibliotheca Lichenologica 99: 185-204.

INOUE, M. (1982): The genera Lecidea, Lecidella and Huilia (Lichens) in Japan I. Lecidea.
J. Sci. Hiroshima Univ,, ser. B, Div. 2 (Bot.) 18: 1- 55.

KALINA, T. & VANA J. (2005): Sinice, fasy, houby, mechorosty a podobné organismy v
soucasné biologii. Praha: Karolinum. ISBN 80-246-1036-1.

KHAN, M., KHALID, A.N. & LUMBSCH, H.T. (2018): A new species of Lecidea (Lecanorales,
Ascomycota) from Pakistan. MycoKeys, 38, 25-34. ISSN 1314-4049

KNUDSEN, K. & KOCOURKOVA. J. (2014): A new species of Lecidea (Lecideaceae,
Lichenized Ascomycetes) from the mountains of California. Opuscula Philolichenum, 13,

80-83.

KOSECKA, M., GUZOW-KRZEMINSKA, B, CERNAJOVA, 1, SKALOUD, P., JABLONSKA, A. &
KUKWA, M. (2021): New lineages of photobionts in Bolivian lichens expand our
knowledge on habitat preferences and distribution of Asterochloris algae. Scientific

Reports 11: 8701 [12 p.].

KREMER, B.P. & MUHLE H. (1998): LiSejniky, mechorosty, kaprad’orosty: evropské druhy:
[spolehlivy a obsahly kapesni atlas pro milovniky pftirody]. Ilustroval Herbert
GRAMBIHLER. Praha: Ikar. Privodce prirodou (Ikar). ISBN 80-7202-356-x.

KRESS, W. ]. & ERICKSON D.L., ed. (2012): DNA Barcodes: Methods and Protocols. New
York, USA: Humana Press. ISBN 978-1-61779-590-9.

MARTIN, K.J. & RYGIEWICZ T. P. (2005): Fungal-specific PCR primers developed for
analysis of the ITS region of environmental DNA extracts. BMC Microbiolog. 1Dynamac
Corporation, National Health and Environmental Effects Research Laboratory, Corvallis,

OR USA, 5(1.). Dostupné z: doi:10.1186/1471-2180-5-28

MATTHEWS, ]J. A. & TRENBIRTH, H. E. (2011): Growth rate of a very large crustose lichen
(Rhizocarpon subgenus) and its implications for lichenometry. Geografiska Annaler

93A(1): 27-39.

MONDAL, S. & SINGH R. L., ed. (2021): Advances in Animal Genomics. United States:
Academic Press. ISBN 978-0-12-820595-2.

48



NADYEINA, 0., GRUBE M. & MAYRHOFER H. (2010): A contribution to the taxonomy of
the genus Rinodina (Physciaceae, lichenized Ascomycotina) using combined ITS and

mtSSU rDNA data. The Lichenologist, 42(5), 521-531.

NASH, H. (2008): Lichen biology. 2nd ed. New York: Cambridge University Press. ISBN
978-0-521-87162-4.

ORANGE, A., JAMES, P. W. & WHITE, F. ]J. (2001): Microchemical Methods for the
Identification of Lichens. British Lichen Society, 101 pp.

PARK S.-Y,, JANG S.-H., OH S.-0., KIM J.A. & HUR ].-S. (2014): An easy, rapid, and cost-
effective method for DNA extraction from various lichen taxa and specimens suitable

for analysis of fungal and algal strains. - Mycobiology, 42(4): 311-316

PERLMUTTER, G. B. (2009): Basic Lichenology 2: Reproduction. Bulletin of the California
Lichen Society 16(1): 7-11.

PHILLIPS, A, D. JANIES & WHEELER W. (2000): Multiple Sequence Alignment in
Phylogenetic Analysis. Molecular Phylogenetics and Evolution. 16(3), 317-330.

PURTY R.S. & CHATTERJEE S. (2016): DNA Barcoding: An Effective Technique in
Molecular Taxonomy. Austin | Biotechnol Bioeng. 3(1): 1059. ISSN: 2378-3036.

RATNASINGHAM, S. & HEBERT, P.D.N,, (2007): bold: the Barcode of Life Data Systém
(http://www.barcodinglife.org). Mol. Ecol. Notes 7 (3), 355-364

SCHMULL, M., MIADLIKOWSKA, ]., PELZER, M., STOCKER-WORGOTTER, E., HOFSTETTER,
V., FRAKER, E.,, HODKINSON, B. P., REEB, V., KUKWA, M., LUMBSCH, H. T., KAUFF, F. &
LUTZONI, F. (2011): Phylogenetic affiliations of members of the heterogeneous lichen-
forming fungi of the genus Lecidea sensu Zahlbruckner (Lecanoromycetes, Ascomycota).

Mycologia 103(5): 983-1003.

SINGH, P. K, SINGH, P., SINGH, R. P. & SINGH, R. L.: (2021): Chapter 2 - From gene to
genomics: tools for improvement of animals. In: MONDAL, S. & R. L. SINGH, ed. (2021):
Advances in Animal Genomics. Academic Press. p. 13-32. ISBN 9780128205952.

SMITH, A. L. (1975): Lichens. 1st reprinted ed, Richmond Publishing Co. ISBN
9780855461928.

49



SMITH, CW., A. APTROOT, B.J. COPPINS, A. FLETCHER, O.L. GILBERT, P.W. JAMES &
WOLSELEY P.A,, ed. (2009): The Lichen Flora of Great Britain and Ireland. 2nd ed. Great
Bitain: MPG Books Group, Bodmin and King's Lynn. ISBN 978 0 9540418 8 5

TRIPP, E.A. & LENDEMER, ].C. (2015): Candelariella clarkii and Lecidea hoganii: two lichen
species new to science from White Rocks Open Space, City of Boulder, Colorado. The

Bryologist. 118(2), 154-163.

UPRET]I, D.K,, NAYAKA S. & ANDREEV M.P. (2006): Notes on some species of the lichen
genus Lecidea from India. MYCOTAXON. 95, 323-330.

VONDRAK, J., S. SVOBODA, J. MALICEK, PALICE Z., KOCOURKOVA ], KNUDSEN K,
MAYRHOFER H., THUS H., SCHULTZ M., JIRI KOSNAR J. & HOFMEISTER J. (2022): From
Cinderella to Princess: an exceptional hotspot of lichen diversity in a long-inhabited

central-European landscape. Preslia, 94, 143-181

WIJAYAWARDENE, N. N, HYDE, K D, LUMBSCH, H. T, LIU ] K,
MAHARACHCHIKUMBURA, S. S. N.,, EKANAYAKA, A. H,, TIAN, Q. & PHOOKAMSAK, R.
(2018): Outline of Ascomycota: 2017. Fungal Diversity 88: 167-263.

WIRTH, V., HAUCK M. &SCHULTZ M. (2013): Die Flechten Deutschlands. Germany: Eugen

Ulmer.

ZOLLER, S., SCHEIDEGGER CH. & SPERISEN CH. (1999): PCR primers for the amplification
of mitochondrial small subunit ribosomal dna of lichen-forming ascomycetes.

Lichenologist., 31(5), 511-516.

50



Internetové zdroje

Agentura ochrany prirody a krajiny: Nalezova databaze ochrany prirody [online]. 2006-

2022 [cit. 2022-05-15]. Dostupné z: https://portal.nature.cz/nd/

QIAGEN (2014): QIAamp® DNA Micro Handbook [online]. [cit. 31. 3. 2022]. Dostupné
z WWW: https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-
research/dna-rna-purification/dna-purification/genomic-dna/qiaamp-dna-

kits/#orderinginformation/

51


https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/dna-purification/genomic-dna/qiaamp-dna-kits/#orderinginformation/
https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/dna-purification/genomic-dna/qiaamp-dna-kits/#orderinginformation/
https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/dna-purification/genomic-dna/qiaamp-dna-kits/#orderinginformation/

Prilohy

Priloha C. I - Seznam veskerych poloZek, které jsem méla k dispozici pro izolaci DNA

ID

10

11

12

13

ID Sample

15026

15065

19266

19269

20235

20309

20358

20359

20368

20388

20418

20680

20878

Druh

Lecidea

lithophila

Lecidea

lithophila

Lecidea
plana
Lecidea
confluens
Lecidea
lithophila
Lecidea
plana
Lecidea
confluens
Lecidea
plana
Lecidea
lithophila
Lecidea
plana
Lecidea
confluens
Lecidea

fuscoatra

Adelolecia

pilati

Lokalita
Krkonose, SnéZzka - uidoli
Rudného potoka, 1095 m,

Zulovy balvan
Krkonose, SnéZzka - udoli
Rudného potoka, 1049 m,

Zulovy balvan

Krkonose, Modry dul, Modry
potok, 1313 m, Zulovy balvan
KrkonoSe, Modry dil, Modry
potok, 1206 m, Zulovy balvan
AdrsSpassko-teplické skaly,
Bucina, 568 m, piskovec
Broumovské stény, Koruna,
747 m, piskovec
Krkonose, Lucni hora, 1519 m,
zulovy balvan
KrkonosSe, Lu¢ni hora, 1545 m,
Zulovy balvan
Krkonose, Velka Kotelni jama,
1360 m, Zulovy balvan
Krkonose, Velka Kotelni jama,
1174 m, Zulovy balvan
Krkonose, Mala Kotelni jama,
1391 m, Zulovy balvan
7d’arské vrchy, Pasecka skala,
801 m, rulova skala
Krkonose, Labsky diil,
Pancavska jama, 1246 m,

Zulovy balvan

Gps

N50.730175
E015.731611

N50.729483
E015.730650

N50.720761
E015.691997
N50.718342
E015.694708
N50.611150
E016.126475
N50.526218
E016.317744
N50.728537
E015.683648
N50.727587
E015.682360
N50.754250
E015.534393
N50.750481
E015.536041
N50.751755
E015.531688
N49.615300
E016.081172

N50.757392
E015.550325

Datum

28.10.
2015

28.10.
2015

4.0.
2019
4.9.
2019
19. 8.
2020
11.9.
2020
15.9.
2020
15.9.
2020
16. 9.
2020
16.9.
2020
17.9.
2020
10. 10.
2020

30.7.
2016



14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

20893

20919

20937

20946

20962

21008

21023

21101

21603

21705

21706

21713

21715

Lecidea

fuscoatra

Lecidea

Lecidea

Sp.

Lecidea

plana

Lecidea

lithophila

Lecidea

lithophila

Lecidea

confluens

Lecidea

lapicida

Lecidea
confluens
Lecidea
fuscoatra
Lecidea
fuscoatra
Lecidea
lithophila
Lecidea

lithophila

Krkonose, Labsky dil,
Pancavskajama, 1246 m,
Zulovy balvan
Krkonose, Labsky diil,
Pancavskajama, 1335 m,
Zulovy balvan
Krkonose, Labsky diil,
Pancavska jama, 1335 m,
Zulovy balvan
Krkonose, Labsky diil,
Pancavska jama, 1335 m,
Zulovy balvan
Krkonose, Labsky diil,
Pancavska jama, 1215 m,
Zulovy balvan
Krkonose, Labsky diil,
Pudlavsky vodopad, 1004 m,
Zulovy balvan
Krkonose, Labsky diil,
Pudlavsky vodopad, 1004 m,
Zulovy balvan
Krkonose, Labsky diil,
Harrachova jama, 1001 m,
Zulovy balvan
Orlické hory, Sfinga, 940 m,
rulovy balvan
Zd'arské vrchy, Tistivka, 789 m,
rulova skala
7d’arské vrchy, Tistivka, 789 m,
rulova skala
7d’arské vrchy, Tistivka, 789 m,
rulova skala
Zd'arské vrchy, Tistivka, 789 m,

rulové skala

N50.757392
E015.550325

N50.756902
E015.549703

N50.756902
E015.549703

N50.756902
E015.549703

N50.757481
E015.551225

N50.758486
E015.567647

N50.758372
E015.567700

N50.754439
E015.549728

N50.273751
E016.408606
N49.651887
E015.949326
N49.651887
E015.949326
N49.651887
E015.949326
N49.651887
E015.949326

30.7.
2016

30.7.
2016

30.7.
2016

30.7.
2016

30.7.
2016

1.7.
2015

1.7.
2015

30.7.
2012

12.7.
2021
3.8.
2021
3.8.
2021
3.8.
2021
3.8.
2021



27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

21716

21717

21728

21731

21743

21744

21750

21752

21753

21754

21756

21757

21758

21762

21763

21799

21819

Lecidea
lithophila
Lecidea
lapicida
Lecidea
fuscoatra
Lecidea
lapicida
Lecidea
lapicida
Lecidea
lapicida
Lecidea
plana
Lecidea
confluens
Lecidea
confluens
Lecidea
confluens
Lecidea
plana
Lecidea
plana
Lecidea
plana
Lecidea
lithophila
Lecidea
lithophila
Lecidea
lithophila
Lecidea

lithophila

7d’arské vrchy, Tistivka, 789 m,
rulova skala
7d’arské vrchy, Tistivka, 789 m,
rulova skala
7d’arské vrchy, BroZova skala,
787 m, rulova skala
7d’arské vrchy, BroZova skala,
787 m, rulova skala
7d’arské vrchy, BroZova skala,
778 m, rulova skala
Zd'arské vrchy, BroZova skala,
778 m, rulova skala
Kralicky Snéznik, U Sestihranu,
1240 m, rulovy balvan
Kralicky Snéznik, U Sestihranu,
1240 m, rulovy balvan
Kralicky Snéznik, U Sestihranu,
1240 m, rulovy balvan
Kralicky Snéznik, U Sestihranu,
1240 m, rulovy balvan
Kralicky Snéznik, U Sestihranu,
1240 m, rulovy balvan
Kralicky Snéznik, U Sestihranu,
1240 m, rulovy balvan
Kralicky Snéznik, U Sestihranu,
1240 m, rulovy balvan
Kralicky Snéznik, Milit, 1285 m,
rulovy balvan
Kralicky Snéznik, Milit, 1285 m,
rulovy balvan
Kralicky Snéznik, kar Moravy,
1100 m, rulovy balvan
Kralicky Snéznik, kar Moravy,
1085 m, rulovy balvan

N49.651887
E015.949326
N49.651887
E015.949326
N49.624471
E016.011047
N49.624471
E016.011047
N49.625126
E016.009504
N49.625126
E016.009504
N50.169253
E016.848748
N50.169253
E016.848748
N50.169253
E016.848748
N50.169253
E016.848748
N50.169253
E016.848748
N50.169253
E016.848748
N50.169253
E016.848748
N50.169052
E016.855650
N50.169052
E016.855650
N50.199769
E016.843144
N50.199404
E016.842878

3.8.
2021
3.8.
2021
4. 8.
2021
4.8.
2021
4.8.
2021
4.8.
2021
7.8.
2021
7.8.
2021
7.8.
2021
7.8.
2021
7.8.
2021
7.8.
2021
7.8.
2021
7.8.
2021
7.8.
2021
20.8.
2021
20.8.
2021



44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

21865

21871

21877

21882

21883

21885

21892

21911

21922

22093

22142

22152

22155

22156

22741

22742

Lecidea
plana
Lecidea
plana
Lecidea
plana
Lecidea
lapicida
Lecidea
lithophila
Lecidea
lapicida
Lecidea
confluens
Lecidea
confluens
Lecidea
lapicida
Lecidea
fuscoatra
Lecidea
fuscoatra
Lecidea
fuscoatra
Lecidea
fuscoatra
Lecidea
fuscoatra
Lecidea
lithophila
Lecidea

plana

Krkonose, Mala Kotelni jama,
1340 m, Zulovy balvan
Krkonose, Mala Kotelni jama,
1340 m, Zulovy balvan
Krkonose, Mala Kotelni jama,
1320 m, Zulovy balvan
Krkonose, Mala Kotelni jama,
1378 m, zZulovy balvan
Krkonose, Mala Kotelni jama,
1352 m, Zulovy balvan
Krkonose, Mala Kotelni jama,
1352 m, Zulovy balvan
Krkonose, Mala Kotelni jama,
1352 m, Zulovy balvan
Krkonose, Mala Kotelni jama,
1390 m, Zulovy balvan
Krkonose, Malad Kotelni jama,
1378 m, Zulovy balvan
Kokortinsko, Stiibrny vrch, 437
m, piskovec
Kokorinsko, Husa, 444 m,
piskovec
Jeseniky, Pasak, 735 m,
amfibolitova skala
Jeseniky, Franz-Franz, 761 m,
rulovy balvan
Jeseniky, Franz-Franz, 761 m,
rulovy balvan
Krkonose, Labska bouda, 1394
m, zulovy balvan
Krkonose, Labska bouda, 1358

m, zulovy balvan

N50.750168
E015.529919
N50.750168
E015.529919
N50.749625
E015.530001
N50.750546
E015.529305
N50.750401
E015.529700
N50.750401
E015.529700
N50.750401
E015.529700
N50.750775
E015.529233
N50.750546
E015.529305
N50.595734
E014.446763
N50.588198
E014.452120
N50.139081
E017.026319
N49.978879
E017.283852
N49.978879
E017.283852
N50.775411
E015.550275
N50.774692
E015.545909

4.9.
2021
4.9.
2021
4.9.
2021
4.9.
2021
4.9.
2021
4.0.
2021
4.9.
2021
4.0.
2021
4.0.
2021
22.9.
2021
22.9.
2021
26.9.
2021
27.9.
2021
27.9.
2021
29.10.
2021
29.10.
2021



