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Abstrakt

Skupina Acarospora fuscata zahrnuje pét lisejnikovych druhti rodu Acarospora — A.
fuscata, A. gallica, A. pseudofuscata, A. thamnina a A. umbilicata, sdruzenych na
zakladé podobnych morfologickych znakl, shodnych sekundarnich metabolitt a
ekologickych narokt. Jedna se o korovité saxikolni liSejniky s hnédou areolovitou az
Supinovitou stélkou, které obsahuji jako hlavni sekundarni metabolit kyselinu
gyroforovou a jejichz habitatem jsou exponovana stanovisté kyselych kiemicitych
skal. Morfologicka plasticita zastupct této skupiny zt€Zuje urcovani jednotlivych
druhli, pfiCemz mize snadno dochazet k jejich zaménam. Vzorky téchto péti
morfologicky stanovenych druht slouzily jako modelova skupina pro ovéfeni
vyuzitelnosti metod molekularniho fingerprintingu liSejnikového mykobionta. Izolaty
ziskané ze vzorkl byly amplifikovany a sekvenovany v lokusech ITS, mtSSU a genu
pro [B-tubulin. Jednotlivé sekvence byly vyhodnoceny v programu BLAST a
v analyzach Neighbor-joining, Maximum likelihood a Maximum parsimony. Na
zaklad¢ ziskanych vysledki byly zrevidovany herbaiové polozky, ur¢ené na zakladé
morfologickych znakl. Fylogenetické analyzy ukazaly, ze se v pfipadé vyse
zminénych druht jedna o parafyletickou skupinu a ,,druhy* A. gallica a A. umbilicata
jsou pravdépodobné jen morfotypy druhu A. fuscata. Molekularni markery byly
vyhodnoceny z pohledu jejich vyuzitelnosti pro urCovani vzorkll a taxonomické
ucely na druhové urovni. I pfes jistd uskali jsou tyto metody uZzitenym néstrojem,
ktery ve spojeni s morfologickymi znaky, mize objasnit vztahy uvniti taxonu, které

jsou klasickymi metodami jen tézko urcitelné.

Klicova slova

Acarospora fuscata, Acarospora gallica, Acarospora pseudofuscata, kyselina
gyroforova a lekanorova, saxikolni liSejniky, fylogeneticky strom.



Abstract

The Acarospora fuscata complex contains five lichen species of the genus
Acarospora — A. fuscata, A. gallica, A. pseudofuscata, A. thamnina and A.
umbilicata. The species are associated on the basis of the similar characters, the same
secondary metabolites and the same ecological requirements. They are crustose
saxicolous lichens with brown areolate to squamulose tallus. Their main secondary
metabolite is gyroforic acid. They occur on exposed sites of acidic rocks. The
morphological plasticity among the members of this complex complicates
identification and can lead to confusion. Specimens of these morphologically
determined species served as a model group for verification that the molecular
fingerprinting methods for distinguishing of lichens mycobionts are applicable.
Isolates from the specimens were amplificated and sequenated in the loci of ITS,
mtSSU and gene for B-tubulin. The sequences were evaluated in the program BLAST
and in analyses Neighbor-joining, Maximum likelihood and Maximum parsimony.
Based on the results obtained the herbarium items were revised. According to the
analyses the ,,species” Acarospora gallica and Acarospora umbilicata seem to be
morphotypes of the species A. fuscata. The molecular markers were evaluated from
the perspective of their usability for determination of specimens and taxonomic
works on the species level. Despite of some problems these methods are a useful
tool. Together with morphological characters they are able to clarify relationships

within taxons, that are difficult determinable using classical methods.

Kye words

Acarospora fuscata, Acarospora gallica, Acarospora pseudofuscata, gyrophoric
acid, lecanoric acid, saxicolous lichens, phylogenetic tree.
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1. UVOD

LiSejniky vSeobecné stoji na okraji védeckého zdjmu. Pfi¢inou je pravdépodobné
jejich nenapadnost, absence vyraznych estetickych struktur a omezena vyuzitelnost
pro lidskou spole¢nost. Nicmén¢ jejich vyznam jakozto spolehlivych bioindikatort a
ukazateld stavu ekosystémil a zivotniho prostiedi obecné je nepopiratelny. Rovnéz
vyuziti jejich sekundarnich metabolitii, pfedev§im ve farmakologii, ma velky

potencial.

Pro studium liSejnikd nejriznéj$iho zaméieni, bioindikace i pro inventarizace je
nezbytnd znalost taxonomie a spravné urcovani druhll. Pravé to vSak miize u
mnohych taxonomickych skupin liSejnikli plsobit potize. Taxonomie, stanovena
pouze na zakladé morfologickych znakd, je dnes jiz pfekonand a molekularni metody
vnasi nové svétlo do systému lichenizovanych hub. Stale snadngj$i dostupnost
spolehlivych molekularnich metod ukazuje jejich potencial i pro rutinni identifikaci

tézko urcitelnych exemplait.

1.1 Problematika taxonomie a fylogeneze u liSejniki

V minulosti byly liSejniky povaZzovany za samostatné individudlni organismy a jako
takové byly téz fazeny v taxonomickém systému. V poloviné 18. stoleti, kdy C. von
Linné zvefejnil svoje dilo Species Plantarum, byly liSejniky zafazeny do samostatné
systematické jednotky Lichen, oddélené od hub a fas. Pfevratny objev Schwenderera
(Schwenderer 1869), odhaluje lisejnik jako symbiotické spoleCenstvi pfinejmen$im
dvou zcela odliSnych organismi — heterotrofni houbové slozky (mykobionta) a
fotosynteticky aktivni slozky (fotobionta), kterou mize tvotit bud’ zelena fasa, nebo
sinice. V lisejniku, ktery se na prvni pohled jevi jako jediny organismus, se tak
vykazuje obrovské rozdily v mife lichenizace. Né&kteti zastupci obsahuji pouze
nemnoho nahodile rozmisténych bun¢k fotobionta a jejich asociace s mykobiontem
je nepfili§ intenzivni. Ve vétsiné piipadd jsou vSak buiiky fotobionta organizované
do vice méné souvislé vrstvy obklopené houbovou tkdni. Ve vétsin€ zdroju je

vzajemna koexistence obou slozek popisovana jako priklad mutualismu. Fotobiont



poskytuje mykobiontovi organické produkty fotosyntézy. Mykobiont pak zajiStuje
vhodné prostfedi zadrzovanim vody a ochranou fotobionta pied piili§ intenzivnim
slunenim zafenim. Takovato forma symbidzy umoziuje liSejnikiim osidlovat i
habitaty, ve kterych by jak houbova tak i fasovd slozka nemohly samostatné
existovat (Nash 2008). Nektefi autofi, jako napt. Ahmadjian (1993), popisuji
lichenizaci spise jako piiklad kontrolovaného parazitismu, nebot mykobiont
pravdépodobné profituje ze vzajemné koexistence vice a fotobiont roste i ve
vhodnych podminkach pomaleji, nez by mohl v samostatné zijici form¢. Myslenku
kontrolované¢ho parazitismu podporuje i1 Casty vyskyt haustorii, penetrujicich do
bun¢k ftasy (Ahmadjian 1993). Vzijemny vliv se projevuje i ve formovani
lisejnikové stélky. Lichenizované houby, péstované samostatné v kultute, ziistavaly
vice mén¢ amorfni. Jakmile vSak pfiSly do kontaktu s vhodnym fotobiontem,
zapocaly tvorbu typické liSejnikové stélky (Ahmadjian 1993). Ontogenetickou
kontrolu fotobionta podporuje rovnéz existence fotosymbiodéma — ptipadt, kdy
tentyz mykobiont asociuje jak s fasou, tak se sinici a v obou ptfipadech vytvarti zcela

rozdilné stélky (Armelo et Clerc 1990).

Jednotlivé slozky liSejniku jsou samostatnymi organismy, nikoli vSak liSejnik jako
celek. Ten je daleko spiSe mozné povazovat za miniaturni ekosystém ¢i mikrobiom
(Kocourkova, tust. sdél.). Ztoho vyplyvaji i specifika taxonomie liSejniki. Jesté
dlouho po Schwendenerové objevu v druhé poloviné 19. stol. pievazovala tendence
fadit vSechny liSejniky do jedné taxonomické jednotky. AZ na konci 20. stol. bylo
rozhodnuto v¢€lenit liSejniky do taxonomie hub. Pfes svoji vysokou dileZitost a
ontogeneticky vliv je slozka fotoboionta z hlediska taxonomie zcela opomijena, a to
hned ze dvou davodt. Za prvé s houbami asociuje pouze malé mnozstvi fas a sinic,
Z nichZ pouze nemnohé lze zatadit az na uroven druhu, nebot’ jejich systematika na
takto podrobné rovni je dosud nejasnd (Nash 2008). Za druhé je pravdépodobné, ze
lichenizace a delichenizace prob&hla béhem historického vyvoje hub nékolikrat a
neni tedy spole¢nym znakem urcujicim monofyletickou skupinu (Gargas et al. 1995,
Lutzoni et al. 2001). K této dedukci vede vysoka diverzita lichenizovanych hub a
vyskyt liSejnikd v riznych skupinach hub, pficemz v nékterych skupinach se mohou
vyskytovat jak houby lichenizované, tak i nelichenizované.

Zprvu byly pro klasifikaci lisejnikd vyuzivany vyhradné morfologické znaky.

Pozornost byla zaméfena pfedev§im na morfologii a ontogenezi viecek.
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Nejvyznamnéj$im znakem pro taxonomii liSejnikil na Grovni rodt byl apikalni aparat
viecka (Hafellner 1984). Wedin et al. (2005) vsak povazuje mnohé skupiny,
rozfazené na zakladé tohoto znaku, za polyfyletické. V soufasné genotypové
klasifikaci, zdlraziujici pfibuznost organismii, se jako nejvhodnéjsi pro stanoveni
monofyletickych skupin na zaklad¢ jejich fylogeneze jevi vyuziti kombinace
molekularnich a morfologickych znakd. Koncepty vymezeni druhi na zakladé
morfologie, sekundarnich metabolitii, zpiisobu rozmnozovani, vybéru fotobionta a
vyskytu v ur¢itém habitatu mohou slouzit jako pracovni hypotézy pro studie, které na
zakladé molekularnich dat ovétuji vymezeni druhli nebo pifibuznost druhli uvnitt

urcité skupiny (Grube et Kroken 2000).

1.2 Soucasny systém liSejniki

Téméf vSechny lichenizované houby nalezi do kmene Ascomycota. Pouhych asi 50
druhti se fadi mezi Basidiomycota. V ramci Ascomycetes se liSejniky nachazeji v
péti tiidach: Arthoniomycetes, Dothideomycetes, Eurotiomycetes, Lecanoromycetes
a Lichinomycetes. Ztoho tifida Lecanoromycetes obsahuje téméf vyhradné
lichenizované houby a naprostd vétSina vSech liSejnikd se tadi pravé do tohoto

taxonu (Printzen 2010).

1.3 Vymezeni studované skupiny

1.3.1 Charakteristika rodu Acarospora

Rod Acarospora (Ascomycota, Fungi) je jednou z nejméné prozkoumanych skupin
liSejnikdt na svété (Wedin et al. 2009). Vysokd morfologickd variabilita stélek
zastupcil této skupiny zplsobuje problémy pfi stanoveni taxonomie i pii urcovani
vzorkd (Westberg et al. 2011; Wedin et al. 2009). Nejvyssi plasticita morfologickych
znakd se vyskytuje napf. u druhti A. fuscata, A. glaucocarpa, A. nitrophila a A.
smaragdula (Westberg et al. 2011).

Typovym druhem rodu Acarospora je Acarospora schleicheri (Ach.) A. Massal.
(Knudsen et al. 2010).
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Zastupci rodu Acarospora jsou korovité lisejniky s krustovitou, areolovitou,
squamuldzni ¢i plakodiovitou stélkou. Charakteristické pro tento rod jsou polyspory
(vice nez 50 jednoduchych hyalinnich spdr ve viecku), aspicilioidni nebo pseudo-
lekanorovita apothecia, bitunikatni viecka s neamyloidni apikalni ¢asti. Fotobiontem
jsou chlorokokalni zelené tasy. Neformalné¢ se podle barvy rozd€luji na hnédou a
zlutou skupinu. Sekunddrni metabolity bud’ netvofi viibec, nebo obsahuji kyselinu
norstiktovou, gyroforovou, lekanorovou ¢ mastné kyseliny. Zluté druhy vytvafi

kyselinu rhizokarpovou, nékdy spolu s epanorinem (Knudsen 2007).

Magnusson (1929) popisuje rod Acarospora jako velmi homogenni. Jako zasadni
znaky, spojujici jeho zéstupce, uvadi apothecia lekanorovitého typu, polysporicka
viecka a jednotnou strukturu pyknid a konidii. Reeb et al. (2004) vsak na zakladé
genetickych analyz, navzdory morfologické jednotnosti, nepovazuje rod Acarospora

za monofyleticky.

Zastupci rodu jsou kosmopolitné rozsifeni, vyzaduji oteviena stanovisté. Jen na

tizemi Ceské republiky uvadi Vézda et Liska (1999) 24 druhti rodu Acarospora.

1.3.2 Historie vyzkumu rodu Acarospora

Rod Acarospora poprvé definoval Massalongo v roce 1852 a stanovil i typovy druh,
zluty lisejnik Acarospora schleicheri (Ach.) A. Massal. (Knudsen et al. 2010).

Vétsina studii tohoto rodu vychazi z prace $védského lichenologa A. H. Magnussona.
Jeho monografie z roku 1929 (Magnuson 1929), ve které¢ uvadi 199 druhti rodu
Acarospora, je stale stéZzejnim dilem a pilifem pro vyzkum tohoto rodu, a to i pro
soucasné prace vyuzivajici nejmodernéj$i metody molekularni analyzy. VétSina
druhti, kter¢é Magnusson v monografii uvadi, vSak v souCasné dob& neni mezi

lichenology pfili§ zndma.

Od dob Magnussona byl tento rod dlouhou dobu opomijen. Taxonomii této skupiny
na druhové urovni se v soucasné dob& podrobnéji vénuje K. Knudsen ve spolupraci
s J. Kocourkovou. Ve svych studiich popisuje jednotlivé zndmé i méné znamé druhy
jako Acarospora gallica (Knudsen et Kocourkova 2012), A. interjecta, A.

pyrenopsoides (Knudsen et Kocourkova 2010) nebo A. rosulata (Knudsen et al.
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2010). I v soucasné dobé dochazi k popisu novych druhti, napt. A. pseudofuscata
(Sipman et Raus 2002). Molekularni metody byly pro studium na druhové trovni
vyuzity pfi revizi skupiny A. smaragdula (Wedin et al. 2009) a druhu A. rosulata
(Knudsen et al. 2010). Holder et al. (2000) pouzili Ramanovu spektroskopii
s Fourierovou transformaci pro vytvofeni diagnostického spektra pigmentl a
Stavelanu vépenatého u dvou zéstupct zluté skupiny rodu Acarospora, A.
chlorophana a A. oxytona (v sou¢asnosti pojmenované Pleopsidium chlorophanum a
Pleopsidium flavum). Ve své praci piedpokladaji vyuzitelnost této metody pro

studium ekologie druhti i pro taxonomické ucely.

Rod Acarospora nalezi spolu srody Sarcogyne, Polysporina, Pleopsidium a
Timdalia do celedi Acarosporaceae (Wedin et al. 2005), Reeb et al. (2004) fadi do
této skupiny jest¢ rod Thelocarpella. Diive byly do této c&eledi fazeny rody
Acarospora, Biatorella, Thelocarpon, Maronea a Glypholecia (Zahlbriickner 1907).
Rozvoj molekularnich metod v taxonomii si v§ak vyzadal revizi celedi. Ve svétle
molekularni genetiky se samotny rod Acarospora ukazuje jako parafyleticky (Reeb
et al. 2004; Wedin et al. 2005). Vzijemné fylogenetické vztahy uvniti celedi
Acarosporaceae zkoumali Crewe et al. (2006) s vyuzitim sekvenci nulTS-LSU a
mtSSU. Ve vSech provedenych analyzach se objevoval monofyleticky klad
obsahujici druhy A. schleicheri, A. fuscata, A. nitrophila, A. rugulosa, A. bullata, A.
sinopica, A. molybdina a A. peliscypha. Druhy A. smaragdula a A. badiofusca staly
v analyzach mimo tento klad. Westberg et al. (2011) navrhli novy rod Silobia, do
kterého by spadaly druhy skupiny Acarospora smaragdula. Roux et Navarro-Rosinés
(2011) pozadovali uznani rodu Trimmatothelopsis, do kterého by byly druhy skupiny
A. smaragdula zatazeny. To vSak Westberg et Wedin (2011) vyvratili. Skupina byla
posléze vyclenéna do samostatného rodu Myriospora (Arcadia et Knudsen 2012), jak
diive ptedeslali Harris et Knudsen (2006).

Sama Celed’ Acarosporaceae se ukazuje jako monofyleticka (Reeb et al. 2004; Wedin

et al. 2005).

Nekolik studii se vénovalo zatazeni Celedi Acarosporaceae do taxonomického
systtmu hub. Celed” Acarosporaceae stanovil Zahlbriickner (1907) na zikladé
predpokladu, Ze rody s nepravidelnym apothecialnim diskem a polysporickymi

viecky si jsou fylogeneticky ptibuzné. Po dlouhou dobu byla zatazena, spolu
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s vétSinou ostatnich liSejnikli, do fddu Lecanorales (Lecanoromycetes). Hlavnim
diagnostickym znakem celedi byla polysporickd viecka produkujici vice nez 100
jednobunéénych spor (Golubkova 1988, Hafellner 1995). Polysporie vznika
mnohondsobnou mitdézou nasledujici po meidze (Reeb et al. 2004). Nicméné
morfologické odliSnosti jednotlivych zastupct této skupiny, jako napt. vyvoj stélky
(Golubkova 1988), struktura viecka (Hafellner 1995) nebo ontogeneze apothecia
(Vézda 1978), jsou az piili§ napadné. Reeb et al. (2004) usuzuji, ze prava polysporie
se béhem evoluce liSejnikti vyvinula nékolikrat nezavisle a neni tudiz vhodnym

diagnostickym znakem monofyletické skupiny.

Na zédkladé molekuldrnich dat byla celed Acarosporaceae v ramci tiidy
Lecanoromycetes vyclenéna jako samostatnd skupina mimo fad Lecanorales
(Lutzoni et al. 2001; Miadlikowska et Lutzoni 2004; Reeb et al. 2004; Stenroos et
DePriest 1998; Wedin et al. 2005). Byla zavedena novd podtiida
Acarosporomycetidae, obsahujici jedinou ¢eled” Acarosporaceae (Miadlikowska et
Lutzoni 2004; Reeb et al. 2004). Nasledné fylogenetické studie potvrdily
monofyletismus této nové vzniklé podtiidy (Hofstetter et al. 2007; Miadlikowska et
al. 2014).

1.3.3 Skupina Acarospora fuscata

Skupina Acarospora fuscata je neformalni taxon, ktery zahrnuje lisejniky s hnédou
korovitou az Supinovitou stélkou obsahujici jako sekundarni metabolit kyselinu

gyroforovou, ktera reaguje ¢ervené s chlorem (Knudsen 2014 pers. com.).

Do této skupiny se fadi pét druhti — A. fuscata, A. pseudofuscata, A. gallica, A.
thamnina a A. umbilicata. Vzhledem k vysoké morfologické plasticité skupiny A.
fuscata, ktera je bézna na skalnich substratech v oblasti mirného pasma severni
polokoule, dochazi k problémim pii uréovani vySe zminénych péti morfologicky
definovanych druht. Neni vyloucena ani domnénka, Ze nékolik morfologickych

,,druhti je ve skute¢nosti jednim taxonem na druhové trovni.
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Acarospora fuscata

Stélka zlutohnédd, matnd, tvofici rozpraskanou areolovitou krustu s viceméné
jednotnou morfologii (Knudsen 2007). Naproti tomu Wirth et al. (2013) a
Magnusson (1929) piipousti vétsi variabilitu ve tvaru stélky, od squamul6zni
(Supinovité), pies subsquamul6zni az po areolovitou, 1 $irsi Skalu barevnych variant —
hnéda, sedohnéda, cervenohnéda (Wirth et al. 2013) nebo svétle az tmaveé hnéda,
cervenohnéda ¢i svétle hnédozlutda (Magnusson 1929). Celkovy vzhled stélky
popisuje Magnusson (1929) jako spojitou nebo viceméné rozvolnénou krustu
pokryvajici vétsi plochu, pfipadné usporadanou podél trhlin ve skale. Laloky se
mohou prekryvat, okrajové laloky nékdy odstavaji od substratu, jinak byvaji areoly
vétsinou Siroce prisedlé k podkladu. Povrch stélky je podle Smitha (Smith et al.
2009) na rozdil od Knudsena (Knudsen 2007) vice ¢i mén¢ leskly. Nékdy muze byt
na povrchu piitomna pruina (Smith et al. 2009, Wirth et al. 2013). RozliSovacim
znakem je spodni strana stélky, ktera je u neojinénych forem hnédocerna az ¢erna
(Wirth et al. 2013). Medula je bila, tvofena husté propletenymi hyfami. Gonidiova

vrstva je souvisla a nepterusovana (Knudsen 2007).

Autofi se shoduji v popisu apothecii a mikroskopickych znakt. Apothecia se
vyskytuji vétSinou po jednom, ale n¢kdy i vice v areole, konkdvni nebo plocha,
zapuSténd nebo ve stejné roviné s povrchem stélky. Zpocatku jsou teckovita, pozdéji
od 0,2 do 1 mm. Disk je hladky nebo jemné drsny, nikoli zvrasnény. Barva
hnédocervena az Cernava, vzdy tmavsi nez stélka. Excipulum je vyrazné, hymenium
je hyalinni, vysoké 70—120 um, parafyzy jsou silné 1,5-2 um na bazi, apikalni konce
Magnusson (1929) uvadi hnédavou pigmentovou cEepicku. Viecka maji kyjovity
tvar, 60—80 x 10-17 um, obsahuji vice nezZ 100 spor. Spory jsou Uzce elipsoidni az
cylindrické, velké 4-6 x 1-1,5 um (Magnusson 1929, Knudsen 2007, Wirth et al.
2013, Smith et al. 2009).

Magnusson (1929) uvadi ptitomnost pyknid ampulovitého tvaru o hloubce 100 pm.
Podle Knudsena (Knudsen 2007) nebyly pyknidy na druhu Acarospora fuscata

pozorovana a ostatni autofi je t€Z nezminuji.
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Habitatem druhu Acarospora fuscata jsou kyselé kiemicité horniny na exponovanych
stanoviStich, intenzivné oslunénych a omyvanych destém. Pravdépodobné se
nevyskytuje na vapencich. VétSinou pokryva horizontdlni 1 Sikmé plochy ve
vrcholovych partiich skal. Vyskyt byl zaznamendn rovnéz na zdech, pomnicich,
nahrobcich a stfeSnich taSkach. Dava piednost stanoviStim obohacenym Zivinami,

obzvlasté dusikem. (Magnusson 1929, Smith et al. 2009, Wirth et al. 2013).

Nazory autort se rozchazeji v rozsifeni druhu. Zatimco Smith et al. (2009) povazuje
A. fuscata za kosmopolitni druh vyskytujici se v Evropé, Makaronézii, Severni i Jizni
Americe, Asii, Africe 1 Australii, Magnusson (1929) omezuje oblast rozSifeni na
severni temperatni zonu a Knudsen (2007) uvadi jeji vyskyt jen v Evropé a Severni

Americe.

Acarospora gallica

Acarospora gallica je celkoveé drobné&jsi nez Acarospora fuscata. Podle Magnussona

(Magnusson 1929) prameér stélky dosahuje asi 1 cm.

Stélka Zlutohnéda, neojinénd, sestavajici z plochych areol seskupenych dohromady
nebo roztrousenych. Svrchni kiira je silna 15-35 pum. Velikost areol se pohybuje
mezi 0,4-1,4 mm (Wirth et al. 2013). Magnusson (1929) uvadi rozmezi velikosti
areol 0,8-1 mm, tloustku 0,2-0,5 mm. Sousedici areoly jsou oddéleny uzkymi
Stérbinami. Velmi tésné pfiléhaji k substratu. Svrchni kiira je silnd 15-35 um,
neprithlednd a Sedava, se zietelnou C+ reakci. 6-15 pm velké gonidie tvoii souvislou
vrstvu s nerovnym povrchem o tloustce 50-100 um. Medula je vétSinou prihledna,
silnd do 120 um. Casto byva tmavé zabarvena &asticemi substratu. Tlustosténné
medularni hyfy byvaji slozité¢ propletené. Spodni kira chybi a medularni hyfy tak

penetruji pfimo do substratu. Spodni strana je bélava az svétle hnéda.

Podle Magnussona (Magnusson 1929) druh Acarospora gallica netvoii sterilni
areoly. Apothecia se vyskytuji nejcastéji po 3—6 V areole, piicemz zabyraji vétSinu
jejiho povrchu. Velmi vzacné se mohou objevovat i soliterné. Disk je vice méné
okrouhly, Siroky 0,1-0,3 mm. Excipulum je nezfetelné, pokud je ptitomné, byva

v rozmezi 1015 pm. Sedavé hypothecium dosahuje vysky 30-65 um. Hymenium
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(vyska 80-100 pum) vykazuje pozitivni reakci s jodem (I+), projevujici se tmave
modrym az Spinavé zelenohnédym zbarvenim. Parafyzy jsou Siroké 1,5-1,7 um,
viecka maji rozméry 55-80 X 15-27 pum. Drobné spory (36,5 x 1,7-1,9 um) jsou

uzce eliptické. Jejich pocet ve viecku se pohybuje okolo 200.

Acarospora gallica se vyskytuje na granitovych kiemicitych substratech,
vulkanickych horninach 1 piskovci, kde roste spolecné se zastupci ostatnich

nitrofilnich druhtt (Magnusson 1929).

Druh Acarospora gallica byl zrevidovan K. Knudsenem a J. Kocourkovou v ramci
jejich studie &eledi Acarosporaceae v Ceské republice (Knudsen et Kocourkova
2012). Na rozdil od Magnussona (Magnusson 1929) povazuji druh Acarospora
gallica za variabilngjs$i co se makroskopickych morfologickych znaku tyce. Stélka
muize byt tvofena jak areolami, tak laloky. Stupeni vyvinutosti stélky zavisi na
podminkach stanovisté. Vyskyt tohoto druhu zaznamenal Z. Palice (Palice et Soldan
2004, Knudsen et Kocourkova 2012) dokonce i na siln¢ toxickém substratu ve
starych sedimenta¢nich nadrzich v aredlech Chvaletice a Bukovina ve vychodnich
Cechéch. V takovychto podminkach byla stélka jen slab& vyvinuta, tvofena nékolika
malymi areolami s jednim apotheciem. V normdlnich podminkéch s dostatkem Zivin

jsou areoly vétsi, ¢asto lalocnaté ¢i Supinovité a apothecia byvaji po€etnéjsi.

Dv¢ variety tohoto druhu, které zmifiuje Magnusson (1929), A. gallica var. vinealis
H. Magn. a A. gallica var. devastata (Eitner) H. Magn., povazuji Knudsen a

Kocourkova (2012) za typologické odchylky ptivodniho druhu.

Acarospora gallica je morfologicky velmi podobna druhu Acaropora fuscata, se
kterym je pravdépodobné casto zaménovana. Knudsen a Kocourkovd (2012)
stanovili nékolik morfologickych znakti, kterymi se tyto dva druhy odliSuji. A.
gallica ma na rozdil od A. fuscata Supinovité laloky se svétlou spodni stranou a v jeji
stélce prevazuji malé areoly s jednim apotheciem. V ptipadech, kdy je spodni strana
stélky zbarvena tmavé z diivodu interakce se substratem, je dalSim odliSovacim

znakem dobfe vyvinutd baze mycelia, pipadné se stopkou a lalo¢naty okraj stélky.
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Acarospora thamnina

Magnusson (1929) popisuje stélku tohoto druhu jako malé husté shluky o velikosti
8-15, vyjimecné az 25 mm V priméru. Nepravidelné zaobleny az kopulovity povrch
stéelky je tvofen mnozstvim miniaturnich, tésné k sobé nahloucenych Supinek
nepravidelného tvaru, které se rtizn¢ prekryvaji a skladaji do zédhybt. Naspodu
ptechazeji do stopek, které splyvaji a vytvaii ploché, kofenim podobné utvary. U
dobfe vyvinutych jedinci mohou tyto shluky dosahovat vysky 10-15 mm. Knudsen
(2007) uvadi velikost shluka okolo 2 cm a tloustku v priméru 1,5 cm. Celkovy tvar
stéelky pak popisuje jako linie kopirujici praskliny na skalach a kamenech, cCasto
prertstajici 1 jiné liSejniky. Co se zbarveni stélky tyce, Ize u tohoto druhu pozorovat
Sirokou $kélu odstini hnédé. Magnusson (1929) zminuje casty vyskyt Sedé az
modro$ed¢ pruiny na povrchu stélky, zatimco Knudsen (2007) popisuje povrch

stélky jako leskly, hladky, s ¢etnymi trhlinami a neojinény.

Svrchni kiira tvofend pomérné tlustosténnymi buitkami mize dosahovat tloustky 30—
80 um. Jeji horni tfetina aZ polovina je hnédoZlutd a nepriihlednd, vykazuje velmi
vyraznou C+ reakci, charakteristickou cervenym zbarvenim. Gonidiova vrstva je
souvisld, primérné¢ 100 pm silna, s rovnym povrchem (Magnusson 1929). Podle
Knudsena (Knudsen 2007) se svékem ztenCuje. Autofi se rozchazeji v popisu
meduly. Zatimco Knudsen (2007) ji popisuje jako bilou az Spinavé hnédou a
neptuhlednou, Magnusson (1929) zminuje 150-300 pm silnou, prithlednou vrstvu

tvotfenou volné propletenymi hyfami o tloustce 2—3,5 pm.

Apothecia se vyskytuji vzacné. Jsou velmi drobna, asi jen 0,2-0,8 mm Vv priméru,
zanotfend. VétSinou je jen jedno v areole. Jejich povrch je drsny az rozbrazdény.
Okraj apothecia je pomérné silny a vyrazn€ tmavsi nez stélka. Epithecium je Zluté,
hypothecium bledé, parafyzy jednoduché a rovné, jejich vrcholky se nerozSituji.
Viecka maji cylindricky tvar, jsou Siroka 13—18 um a 48-55 um dlouha. Pti kontaktu
S jodem se zbarvuji nejprve modfe, nasledn¢ vinové Cervené a nakonec zlutohnéde¢.
Spory jsou elipsoidni, o rozméru 0,75-1,25 pm na §itku a 3,3-4,5 um na délku
(Magnusson 1929). Knudsen (2007) popisuje apothecia jako okrouhla az velmi
nepravidelna, dosahujici Sitky do 0,5 mm, s cernym drsnym aZ rozbrazdénym
diskem. Od Magnussona (Magnusson 1929) se li§i v popisu parafyz. Uvadi Sitku

1,5-2 pm u béaze a rozsifujici se vrcholky na 3—4 um. Dale zminuje sekundérni
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metabolity. Hlavnim sekundarnim metabolitem je kyselina gyroforova, v mensi miie

je pritomna kyselina lekanorova.

Acarospora thamnina se vyskytuje na nevapenatych horninach ve velmi slunnych
podminkach pousti (Magnusson 1929). Knudsen (2007) popisuje habitat druhu
podobné. Jedna se o kyselé, plné oslunéné skaly v podminkach kontinentalniho
Klimatu. Acarospora thamnina se na stanovisti chova pomérné kompetitivné a ¢asto

pfertsta stélky jinych saxikolnich lisejniku.

Acarospora umbilicata

Tento druh vytvaii souvislou stélku o priméru 5 c¢cm i vice, tvoifenou areolami ¢i
Supinami, vzajemné od sebe vice ¢i méné vzdalenymi ¢i tésné k sobé ptiléhajicimi.
Povrch byva Casto pokryty pruinou. Jeji vrstva miiZze byt velmi silna a popelavé Seda,
jindy mize tvofit jen slaby poprasek a barva stélky se pak jevi Sedavé hnéda nebo
svétle kaStanova, za vlhka mize mit az Cervenavé hnédé odstiny. Areoly a laloky
jsou v pruméru 0,5-1,5 mm Siroké a 0,2-0,4 mm silné. Areoly jsou oddélené
tenkymi trhlinami. Laloky maji hlavné na obvodu zna¢né nepravidelny tvar. Povrch
stélky je viceméné rovny. Stélka je bud’ Siroce pfimknuta k substratu, nebo vytvari
»pupek® (umbilicum), kterym se ptipojuje k substratu v jednom misté a hnéda spodni
kara je pak dobfe viditelna. Svrchni ktira je 25-50 um silnd, do dvou tfetin od
povrchu Sedavé bild a neprihlednd, spodni tietina je bezbarvd, amorfni vrstva je
tenkd a nepravidelnd (5-15 pm). Hyfy jsou vyrazné svislé, se slabé nahnédlymi
konci. Gonidie o velikosti 6-20 pm tvofi hustou souvislou vrstvu s rovnym
povrchem o mocnosti 50-135 um. Medula je dobie vyvinuta, do 100 pum silna,
prihledna, tvofena tenkosténnymi, sloZitymi nebo svisle orientovanymi a t&sné

spojenymi hyfami. Spodni kiira je 8-14 pum silnd, vétSinou vyrazné tmaveé hnéda.

Apothecia se vyskytuji hojné. VétSinou jsou po 2-3 V areole, vyjimeéné muize byt
jejich pocet az 6 na jednu areolu. Ve stélce se objevuji jak fertilni tak sterilni areoly.
Disk apothecia je 0,2-0,4 mm $iroky, vmacknuty nebo ve stejné roviné se stélkou.
Jeho tvar je okrouhly nebo hranaty, barva tmavé hnéda az Cernohnédd, za vlhka
s nacervenalym odstinem, vyjime¢né mize byt i lehce pruinézni. Okraj apothecia

chybi. Excipulum je vyrazné, 8-15 pum silné, ohraniCuje hymenium zietelnou
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nazloutlou linii. Hypothecium je vysoké 20-35 pm, neprtihledné. Hymenium
dosahuje vysky 85-135 pum, jeho horni vrstva je zlutavé hnéda a nepravidelna.
Reakce sjodem se projevuje zelenomodrym nebo S$pinavé Cervenym zbarvenim.
Parafyzy jsou silné 1,5-1,7 um, jejich vrcholky se rozsifuji az na 3 um. Kyjovita
viecka o rozmérech 70-100 x 12-17 pm nesou 100-200 spér cilindrického tvaru a
velikosti 4-6,f x 1,5-2 um (Magnusson 1929).

Habitatem druhu Acarospora umbilicata jsou granitové skaly, bfidlice nebo
piskovce, Casto v blizkosti komunikaci a dalsich civilizovanych oblasti (Magnusson
1929). Wirth (1995) uvadi vyskyt druhu v teplych oblastech bohatych na srazky, na
vapenatych nebo bazickych kiemicitych horninach nebo na horninach
impregnovanych uhli¢itanem véapenatym. Vyskytuje se casto predev§im na
piskovcich, ale i synantropné€ na zdech, na oslunénych a prasnych mistech. Jedna se o

nitrofilni druh.

Magnusson (1929) zminuje vysokou variabilitu ve vzhledu stélky, zptisobenou
pfitomnosti pruiny, a rovnéz velkou morfologickou podobnost a snadnou
zaménitelnost s druhy Acarospora fuscata a Acarospora versicolor. Méné pruindzni
druhy jsou napadné podobné druhu A. fuscata. Od té se vsak odliSuje mén¢ zietelnou
dutinou (lumen) v bunikach cortexu a méné lalo¢natymi areolami. Od druhu A.
versicolor je odliSitelna rovnéz méné napadnou dutinou v korovych bunkach a
pfedevS§im pozitivni C reakci. Sipman et Raus (2002) vSak uvadéji, Ze jimi
pozorované vzorky mély velmi Casto negativni C reakci pii aplikaci CaCl202 na
kortex a medulu. Pfi chromatografii na tenké vrstvé (TLC) vSak byla u vSech vzorkl
prokézéna ptitomnost kyseliny gyroforové a ve stopovém mnoZstvi 1 kyseliny

lekanorové.

Acarospora pseudofuscata

Acarospora pseudofuscata je asi nejméné¢ znamym druhem skupiny Acarospora
fuscata. Sipman et Raus (2002) popisuji tento druh jako korovity lisejnik formujici
tmaveé hnédé kompaktni plosky o Sifce 10 cm 1 vice. Velikost areol se pohybuje od
0,2 do 1 mm, tloustka je vétSinou do 0,5 mm. Tvar areol je hranaty, lehce konkavni,

vetSinou se zvySenym stejnobarevnym, piipadné o néco tmavsim okrajem. Spodni
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strana je ¢erna. Areoly k sob¢ tésné priléhaji, ale neptekryvaji se. Povrch stélky je
leskly, v jejim stfedu se Casto objevuje bild pruina. Okrajové areoly jsou lehce

protazené (cca 1,5 mm), se zaoblenym vnéjSim krajem.

Svrchni kira je Sirokd 50-100 um. Je tvofena bunikami s 2 um silnou bunécnou
sténou a 2—4 pm Sirokou dutinou. Gonidiova vrstva je rovnomérnd, dosahuje Sitky
100 um. Bunky fotobionta jsou velké 5-10 um. Medulu tvofi rozvolnéné, asi 3 um
Siroké hyfy, které mohou byt pokryté silnou vrstvou krystalli o velikosti 1-5 um
VvV priumeéru. 20-50 pm silnd spodni ktira je tvofena tlustosténnymi, 0,3 um Sirokymi,

hust€ usporddanymi hyfami. Jeji horni vrstva je tmavé hnéda.

Apothecia se vyskytuji nejéastéji po jednom v areole. Jsou zanofena a bez okraje.
Zpocatku jsou okrouhla a drobnd, pozdé&ji zrala apothecia vypliuji téméf celou areolu
a ziskavaji hranaty tvar. Disk je tmavé hnédy, lehce smacknuty. Hymenium je
vysoké 90-100 pm. Parafyzy jsou §iroké 1,5-2 um. Pocet spor (46 X 2-2,5 um) ve

viecku muze dosahovat nékolika stovek.

Sekunddrnim metabolitem je pfedevSim kyselina gyroforova. Pfi TLC byly

zaznamenany i stopy kyseliny lekanorové.

Podle Sipmana a Rause (Sipman et Raus 2002) je nejblize piibuznym a také
nepodobné&j$im druhem Acarospora fuscata. Snadno muize dochazet k jejich zaméné.
Odlisnosti v morfologii jsou velmi drobné. A. fuscata na rozdil od A. pseudofuscata
tvofi mens$i plosky. Povrch stélky je zvinény az rozbrdzdény. Areoly jsou vice
Supinovité a Casto se prekryvaji. Jejich barva je svétleji hnédd nez u druhu A.
pseudofuscata. Rozdilna je i C+ reakce na povrchu stélky, ktera je u druhu A. fuscata

velmi intenzivni, zatimco u druhu A. pseudofuscata je jen velmi malo zfetelna.

1.4 Molekularni markery v lichenologii a metoda sekvenovani DNA

Molekularni metody se vyuZivaji pfi studiu liSejnikd zhruba v poslednich ttech
desetiletich. Po nesmélych zacatcich nastal v roce 1995 boom v jejich vyuziti.
Zpocatku poméhaly molekularni techniky feSit zejména otdzky taxonomie na vyssich

hierarchickych trovnich. Postupné byly s jejich pomoci revidovany i niz§i taxony.
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1.4.1 Typy molekulirnich DNA markeru

Molekuldrni DNA markery jsou vyuzivany v taxonomii, evolu¢ni biologii, ekologii,
Slechtitelstvi, pi1 studiu biodiverzity a v dalSich oborech. Jsou zaloZzeny na
polymorfismu sekvenci DNA, kjehoz detekci se pouzivd celd tada riznych

molekularnich technik. Obecné je 1ze rozdélit na:

1. Techniky zalozené na restrikénim S$tépeni a hybridizaci (piikladem je
technika RFLP — Restriction Fragment Lenght Polymorfism — Polymorfismus
délky restrikénich fragmenti), (Smarda et al. 2010).

2. Techniky zalozené na metodé¢ PCR (napi. AFLP — Amplified Fragment
Lenght Polymorphism — délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmentd;
RAPD — Randomly Amplified Polymorphic DNA — polymorfismus nahodné
amplfikované DNA), (Zima et al. 2004).

3. Techniky zaloZzené na sekvenovani (napi. SNP — Single Nucleotide

Polymorphism — Jednonukleotidovy polymorfismus), (Smarda 2010).

1.4.2 Sekvenovani DNA a nejcastéji pouzivané lokusy liSejnikové
DNA

Nejcéastéji pouzivanou metodou pro studium lichenikolnich hub je sekvenovani
ur¢itych useki DNA. Lokusy DNA s ptedpokladanym polymorfismem sekvenci
nukleotidii jsou testovany pro pouZiti v molekuldrnich analyzach nejriznéjSiho

zaméfeni.

Ribozomalni jaderna DNA

Pro potieby fylogenetickych analyz v botanice a mykologii se pozornost soustiedila
nejprve na ribozomalni DNA (rDNA), u které se pifedpokladala dostate¢na variabilita
pro studie na druhové urovni (Bridge et Hawksworth 1998). Byly vybrany
nukleotidové sekvence ze Ctyt oblasti rTDNA pro studie na riznych taxonomickych
urovnich: a) nuSSU rDNA pro fylogenezi na urovni oddéleni az eledi, b) nuLSU
rDNA na trovni fadl az druhi a ¢) nu rDNA ITS pro vymezeni druht a rozliSeni

populaci (DePriest 2004).
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Obecné nejpouzivanéjSim markerem pro molekularni studie hub je sekvence ITS.
Internal transcribed spacer (ITS) je oblasti ribozomalni DNA, ktera byla formalné
zvolena jako univerzalni DNA kod pro molekularni identifikaci hub (Schoch et al.
2012). U hub je tato oblast vysoce variabilni, jeji délka se pohybuje mezi 450 a 750
bp. Naopak oblasti primert jsou stabilni. Diky témto vlastnostem se oblast ITS jevi
jako idealni geneticky marker pro molekuldrni analyzy nejriiznéjSiho zameéteni
(Blaalid et al. 2013). Pro amplifikaci této oblasti byly pavodné navrZeny
,univerzalni* houbové primery ITS 1F (Gardes et Bruns 1993) a ITS 4 (White et al.
1990). Tyto primery jsou pouzivany dodnes, kromé nich vSak jiz byla vyvynuta celd

fada vice specifickych primert.

Z pozdg¢jsich vyzkumt vyplynulo, Ze jednolokusové studie nemohou s jistotou odlisit
jednotlivé druhy (Grube et Kroken 2000). Vhodné je kombinovat alespon dva,

nejlépe tii lokusy.
Struktura oblasti ITS

Oblast ITS se nachazi uvniti jadernych genl ribozomalni RNA (strukturdlni RNA
formujici ribozom, t.j. nekddujici bilkovinu), jejichz sekvence se mnohonasobné
opakuji. Kazda opakujici se jednotka (obr. 1) sestava ze sekvenci ribozomalnich
podjednotek 18S, 5.8S a 25S. Tyto geny jsou konzervativni a mezi blizce ptibuznymi
druhy se 1isi jen velmi malo. Jsou vsak oddé€leny oblastmi ITS (obr. 2), nekodujicimi
useky s rychlou evoluci, které vykazuji mnohem vétsi diverzitu. Oblast mezi geny
18S a 5.8S je oznacovéna jako ITS1, geny 5.8S a 25S oddé&luje oblast ITS2. ITS1 a
ITS2, spoleéné sgenem 5.8S, tvoii celou podjednotku ITS (Ritland 1993).
Podjednotky ITS (ITS1 a ITS2) jsou variabilni na tirovni rodu, ale i na vnitrodruhové
urovni. Pfitom ITS1 je v priméru variabilngjsi nez ITS2 (Nilsson et al. 2008).
Piedpoklada se vSak, Ze obé podjednotky se vyvijeji zavisle na sobé (Ryberg et al
2008; Mullineux et Hausner 2009). Monard et al. (2013) Doporucuje se analyzovat
soucasn¢ ob¢ oblasti, nebot’ poskytuji odlisSné informace, zarovenn jsou ale

komplementarni (Monard et al. 2013, Bazzicalupo et al. 2013).
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Obréazek 1: Struktura zakladni repetitivni jednotky jaderné ribozomalni RNA
Zdroj: Duke University (http://biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm)
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Obrazek 2: Oblast ITS jaderné rRNA (Carol 1993)

Zdroj: Duke University (http://biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm)

Mitochondrialni DNA

DNA Vv mitochondriich tvofi tzv. mimochromozomdlni DNA. U hub mé cirkularni
tvar a pocet jejich molekul v jedné mitochondrii je v fadech jednotek az desitek.
Mitochondrialni DNA koduje rRNA a tRNA a nckteré mitochondrialni bilkoviny.
Evoluce mitochondridlni rDNA probihd jinym zpisobem a jinou rychlosti nez
jadernd rDNA. Jako molekularni marker tedy rozSifuje rozsah informaci pro
fylogenetické analyzy (Bruns et Szaro 1992, Zoller et al. 1999). Mitochondrialni
genom u hub vykazuje znacnou délkovou variabilitu diky riznému poctu opakujicich
se identickych moduli DNA a velké mnozstvi substituci je vazano predevSim na
introny uvnitf strukturalnich geni mtDNA s vysokou mutacni rychlosti (Hafez et
Hausner 2011). Gonzalez et al. (1997) zminuje vyuziti mitochondridlnich markert

jako Uc€inného nastroje pro fingerprinting jedinci. Pro molekuldrni analyzy se
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nejcastéji vyuzivaji oblasti kodujici RNA pro malou podjednotku (mtSSU) a velkou
podjednotku (mtLSU) ribozomu. Pro fylogenetické analyzy Hibbett et Donoghue
(1995) doporucuji malou podjednotku (mtSSU) pro jeji vyssi variabilitu.

Kodujici oblasti DNA

Kodujici oblasti DNA (geny) jsou pod selekénim tlakem, coz vedlo k piedpokladu,
Ze jsou tyto oblasti vysoce konzervativni a invariabilni. Obsahuji vSak variabilni
introny a variabilita se vyskytuje i na tietich, neutralnich pozicich kodonti. Begerow
et al. (2004) suspéchem pouzili sekvence genu pro P-tubulin v rozsahlé studii
Basidiomycet a Ascomycet a Walker et al. (2012) uvadi srovnatelné vysledky
fylogenetickych analyz na druhové trovni pro kodujici useky FG1093 a MS204 jako
pro klasicky pouzivané markery ITS a B-tubulin. Casto pouzivanymi markery jsou i
nejveétsi podjednotky RNA polymerazy I1 (RPB1 a RPB2) (Lutzoni et al. 2004; Reeb
et al. 2004; Hofstetter et al. 2007). Jak uvadi Froslev et al. (2005), vysoce variabilni
oblast intronti v genech kodujicich podjednotky RNA polymerazy II (RPB1 a RPB2)
poskytovaly lepsi vysledky pro taxonomické studie komplikované skupiny

Basidiomycet nez marker ITS.

Na vysSich taxonomickych Urovnich se €asto analyzuji sekvence aminokyselin na

misto DNA, kviili jejich vyssi konzervovanosti (Aguileta et al. 2008).

Geny mohou byt v genomu piitomny v jediné kopii (single-copy) nebo se jejich

sekvence v genomu opakuji (low-copy a multicopy).

1.4.3 Postup metody sekvenovani DNA

1.4.3.1 lzolace DNA

Pro izolaci nukleovych kyselin z bunck existuje Sirokéd skala metod. Vybér vhodné
metody zélezi na pozadovaném mnoZzstvi a Cistoté produktu a na typu buné€k, z nichz
bude DNA izolovana. Neopomenutelnymi kritérii volby metody je rovnéz jeji Casova

a ekonomické naroc¢nost.
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Vzhledem k nestabilit¢ nukleovych kyselin musi izolace prob&hnout Setrné a
podminky by se mély co nejvice podobat fyziologickému prostfedi bunék (pH,
teplota, rozpoustédla). Podstatou vSech metod je rozpusténi komplexu DNA-protein
a nasledné odstranéni piimeési RNA a bilkovin. K rozruSeni membran a uvolnéni
bunééného obsahu se pouzivaji detergenty. Pletiva rostlin a hub diky pfitomnosti
bunééné stény vyzaduji predchozi manuélni rozdrceni. To se provadi napft.
protfepavanim na vortexu se sklenénymi kulickami nebo drcenim vzorku pletiva at’
uz Cerstvého nebo zmrazeného tekutym dusikem v tieci misce apod. K takto
rozruSenému materidlu se ptidava pufrovany roztok, do kterého se z lyzovanych
bun¢k uvolni bunéény obsah vcetné nukleovych kyselin. V uvolnéném bunééném
obsahu jsou vSak pfitomny rovnéz DNA nukledzy, které by mohly rozstépenim DNA
vzorek znehodnotit. Tomuto procesu zabrafiuje etylendiaminotetraoctovd kyselina
(EDTA), obsazena v pufrovaném roztoku, kterd chelatuje ionty vapniku, pisobici
jako kofaktor nukleaz. Nuklazy bez véapniku nepracuji, takze jeho vysrazenim ze
smési je zabranéno nezddoucimu Stépeni DNA. Rovnéz nckteré detergenty, napft.
laurylsiran sodny nebo N-laurylsarkosin, mohou byt pouzity jako inhibitory nukleaz.
Lyzacni roztok mize byt jest¢ preCiStén piidanim enzymu protindaza K, jehoz
pusobenim jsou rozstépeny bilkoviny vcetné histont, tvoticich sekundarni strukturu
DNA.

Metoda izolace rozhoduje rovnéZ o mnoZstvi DNA v lyza¢nim roztoku. Pokud je
nasledn¢ aplikovana polymerdzova ftetézova reakce (PCR), staci 1 velmi malé
mnozstvi DNA. Amplifikace zvoleného tiseku DNA v pribéhu PCR vsak muize byt
ovlivnéna kvalitou roztoku. Pfipadné necistoty mohou plisobit jako inhibitory
polymerazy nebo se mohou sami vazat na templatovou DNA a tim ji znepfistupiiovat

pro nukleotidy (Aras et Cansaran 2006).

Izolace DNA vazbou na silikatovou kolonku

Casto pouzivanou metodou je izolace DNA pomoci adsorpce na silikat. Vyuziva
afinity nukleové kyseliny k silikatovym casticim, na jejichz povrch adheruje
Vv prostiedi s vysokou koncentraci chaotropnich soli. Na této metod¢ je zaloZena
vétSina komeréné vyrabénych souprav (kitl) pro rutinni izolace DNA. Ptikladem
takové soupravy je DNeasy Plant Mini Kit, uréeny pro extrakce z malych vzorki

rostlin a hub. Izolace probih4 ve specidlnich mikrokolonach. V prvni kolon¢ dochazi
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k zachyceni proteintl, polysacharidd, detergentu a dal$ich necistot, na druhé koloné je
zachycena DNA a nésledné je vymyvéna eluénim roztokem. Kazdy kit je dodavan
s kompletnim protokolem. Biologicky materidl je nejprve mechanicky rozrusen a
poté je k nému piidan lyza¢ni pufr. B€hem inkubace pfi teploté 65 °C dojde k lyze
bunck a degradaci RNA. Poté jsou vysrazeny proteiny a polysacharidy pomoci soli.
Srazeniny a zbytky bunék jsou odfiltrovany ze supernatantu. Vzniklad smés je
prenesena do nové kolonky. K ni je pfidan elu¢ni pufr a ethanol. V této fazi se DNA
navaze na DNeasy membranu. Proces je urychlen stoCenim v centrifuze. Posledni
zbytky proteinti a polysacharidii jsou odstranény ve dvou naslednych krocich
promyvani smési. Uvolnéni DNA z membrany probiha v pufru s nizkym obsahem

soli nebo ve vodé (QIAGEN 2012).

Metoda je pohodlnd, vznikla DNA ma dobrou kvalitu. Jeji nevyhodou je ekonomicka

narocnost.

Fenol — chloroformova metoda izolace DNA

Podstatou metody je odstranéni proteinii a dalSich pfimési z lyzatu pomoci smési
fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu. Nukleové kyseliny ziistavaji rozpusténé ve
vodném roztoku, se kterym se organické rozpoustédlo chloroform nemisi. Lyzat se
tak rozdéli na dv€ faze — horni vodnou a spodni fenol-chloroformovou. Pii
intenzivnim protfepavani se faze misi, pfiCemZ dochazi ke srdzeni bilkovin
pusobenim fenolu. Srazenina se usazuje na rozhrani fazi. Odstiedénim se od sebe obé
faze jest¢ dokonaleji oddéli. Horni vodnd faze srozpuSténymi nukleovymi
kyselinami je pfenesena do nové zkumavky. Postup se opakuje tak dlouho, dokud se
na rozhrani fazi nepfestane vytvafet sraZenina. Izoamylalkohol rovnéZ usnadiiuje
oddé€lovani fazi, krom toho zabraiiuje pénéni roztoku a soucasné zvySuje rozpustnost
fenolu v chloroformu. Fenol tak zlstava jen v chloroformové fazi a nekontaminuje
vodny roztok s nukleovymi kyselinami. Jeho pfitomnost ve vodné fazi by mohla jiz
pfi stopovém mnozZstvi inhibovat PCR. Z vodného roztoku se DNA vysraZi pomoci
vhodnych soli (chlorid sodny, octan sodny apod.) a pfidanim malo polarnich latek
jako je napf. etanol nebo izopropanol. 1zolovanda DNA se rozpousti v alkalickém

pufru (Raclavsky 2003).
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Nékteti autofi zduraziuji nutnost Upravy protokolu specidlné pro potieby izolace
DNA z hub a lisejnikt. Jako hlavni divod uvadi ptfitomnost vysokého mnozstvi
polysacharidua, ptipadné téZ polyfenoli ¢i tanint v téchto organismech, které by
mohly inhibovat nasledné analyzy, zaloZené na pusobeni enzymi (Armaleo et Clerc
1995; Bruns et al. 1990; Crespo et al. 1997; Cubero et al. 1999; Grube et al. 1995;
Landvik et al. 1996; Lee et al. 1988; Lee et Taylor 1990). Jini autofi nutnost
specialnich protokolii pro houby a liSejniky popiraji (Martin et Winka 2000).

Vyhodou této metody je jeji nizka cena. Je vSak pomérné Casoveé narocna a vyzaduje
uréitou zkuSenost, nebot’ ziskané vysledky jsou zavislé na presnosti provedeni.
Uplatnéni najde spiSe u analyz, u kterych neni nutné pracovat s vysokomolekulovou
DNA. VétSinou lze jeji pomoci ziskat pouze kratSi fragmenty. Jeji nevyhodou je

rovnéz prace se zapachajicimi a toxickymi latkami.

I1zolace DNA pomoci NaOH

Velmi levnd a jednoduchd metoda zalozend na schopnosti NaOH naruSovat
bunécnou sténu a denaturovat fetézec DNA. K rozdrcenému biologickému materialu
se pridava 0,5M NaOH. Po centrifugaci se supernatant piepipetuje do nové
mikrozkumavky a muze se dale fedit Tris-HCI pufrem nebo vodou (Herbstova et al.
2008).

Vyse uvedené prednosti metody jsou na druhé stran¢€ vyvazeny nizsi kvalitou DNA a
jeji pomérné rychlou degradaci. Lze ji skladovat pfi teploté¢ - 20 °C maximalné 1
mésic. Kvalita extrahované DNA je dostate¢nd pro metody zaloZzené na PCR

(Herbstova et al. 2008).

CTAB metoda izolace DNA

Tato metoda je zaloZena na stejnych principech a postupech jako fenol —
chloroformovd  metoda  izolace DNA. Navic  vyuzivdA  schopnosti
cetyltrimetylamoniumbromidu (CTAB) tvofit komplex s nukleovymi kyselinami.
Tento komplex reaguje rizné na vysoké ¢i nizké koncentrace soli v roztoku. Pfi
vysoké koncentraci soli (0,7M NaCl) je rozpustny, pii nizké koncentraci (0,45M

NaCl) tvofi srazeninu. Ma detergentni Ginky, coZ se vyuziva pro uvolnéni DNA
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zmembran a proteinti. Zaroven ho lze od DNA snadno oddélit diky rozdilné

rozpustnosti. Tato metoda poskytuje dostatecné mnozstvi kvalitni DNA.

1.4.3.2 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Pfi molekularnich analyzich je vétSinou nutné pracovat s pomérné velkym
mnozstvim urCité casti DNA. Malokdy je vSak mozné ziskat dostatecné mnozstvi
nukleové kyseliny pfimo, pouhou izolaci z biologického materidlu. Pro namnozeni
zvoleného useku DNA slouzi metoda polymerazové fetézové reakce. Jeji produkt je
vyuzivan pro fadu naslednych analyz jako je napt. metoda RFLP — S§tépeni DNA
pomoci restrikénich enzym a nésledné porovnavani vzniklych fragmentd,
hybridizace se znacenou sondou nebo stanoveni potadi nukleotidli v daném tseku

DNA — sekvenovani.

Metoda PCR znamenala prilomovy objev v molekularni biologii. U vétSiny
molekularnich analyz nahradila dosud jedinou moznou metodu amplifikace DNA,
ktera spocivala ve vneseni zvolené¢ho useku DNA do bakteridlniho plasmidu a jeho
klonovani. Tato metoda poskytuje velmi kvalitni produkt, proto je stile jesté
pouzivéna. Je vSak pomérné slozita a ¢asove ndrocnd a pro vétSinu analyz neni nutny
produkt v tak vysoké kvalité. Naproti tomu metoda PCR umoziuje ziskat potiebny
usek DNA ve velmi kratkém case. Jeji autor, Kary Mullis, ziskal za sviij objev z roku

1983 Nobelovu cenu.

Metoda PCR je zaloZena na opakované¢ fizené denaturaci DNA a nésledné renaturaci
rozvolnénych vladken, ovlivnéné oligonukleotidy, které slouzi jako primery pro
syntézu nového fetézce. Béhem opakovani cykld stfidani teplot, které probiha
Vv termocycleru, dochazi k exponencidlnimu mnoZzeni daného tiseku DNA. V kazdém
cyklu slouzi denaturovana vldkna plvodniho fetézce jako templat pro syntézu
novych fetézcl. Béhem jedné PCR reakce se zopakuje 25-35 cykld. Na jejim konci
ma kazdy usek pivodni templatové DNA 225-240 kopii — amplikond (Zima et al.
2004).
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Jeden cyklus amplifikace DNA ma tfi ndsledujici kroky:
1. Denaturace

DNA je zahtivana na teplotu kolem 94-95 °C. Ptsobenim vysoké teploty dochazi
k rozpadu vodikovych miustkid, pojicich nukleotidy obou vlaken fetézce DNA.
Vlédkna se od sebe oddéli.

2. Hybridizace (annealing)

Féze nasedani primerd. Teplota je snizena na 50-60 °C. Kratké oligonukleotidy
nasedaji na komplementarni oblasti templatové DNA rychleji, nezli staci renaturovat
dlouhd vldkna. Podminkou spravného pribchu této fize je dostatecné mnozstvi
oligonukleotidi, které musi byt ve smési v nadbytku, a optimalné zvolena teplota pro
dany par primerti. Pokud by byla teplota pfili§ nizka, mohlo by dochazet k nasedani
primert 1 na useky, které¢ jsou komplementarni jen z Casti, a tim by se vytvarel
nespecificky produkt. Naopak pfili§ vysokd teplota by mohla branit nasedani

primert.
3. Syntéza (elongace)

Pti teploté¢ 65-75 °C je aktivni enzym DNA-polymeraza. Oligonukleotidy, které
nasedly na templatovou DNA v ptfedchozi fazi, slouzi jako primery, od jejichz 3'-
konce zadina polymeraza syntetizovat novy fetézec. Cas, potfebny pro tvorbu 1 000
bazi, je cca 1 min. Pokud je zndmé délka amplifikovaného useku, je mozné snadno

odhadnout dobu trvani této faze.

Nasledovat mizZe jest¢ findlni elongace, pfi které dojde k dokonceni syntézy

¢asteénych produktt (Zima et al. 2004).
Reakéni smés:

Templatova DNA

PoZzadavky na mnoZstvi templatové DNA, vyizolované z biologického materialu
pomoci nékteré zizolacnich technik, nejsou vysoké. V podstaté by mohlo stacit
nekolik malo molekul. VéEtsi diraz je kladen na Ccistotu vychoziho materidlu.

Kontaminujici latky, jako jsou proteiny, polysacharidy, cizorodd DNA nebo rezidua
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reagencii, pouzivanych pfi izolaci, by mohly vést k inhibici DNA-polymerazy nebo

tvorb¢ nespecifickych produktii.

Primery

Jedna se o kratké useky DNA (oligonukleotidy) o délce 17-28 bazi, které jsou
specifické pro pozadovanou oblast DNA a jsou zcela komplementarni k usekim,
které tuto oblast ohrani¢uji. Pro amplifikaci ¢asti DNA jsou zapotiebi dva primery.
Od tzv. forward primeru zacind elongace ve sméru transkripce. Opakem je tzv.
reverse primer, kterym za¢ina elongace proti sméru transkripce. Tyto dva primery
nesmé&ji byt navzdjem komplementarni, aby nedochazelo k tvorbé dimera. Dalsi

podminkou je piiblizné stejna teplota nasedani na templatovou DNA.
DNA — polymeriaza

Enzym, ktery na =zakladé komplementarity bazi ptifazuje volné nukleotidy
k templatovému vlaknu rozvolnéné DNA. Optimaln¢ pracuje pii teploté kolem 72
°C, musi v8ak byt dostate¢né termostabilni, t.j. schopny odolat i teploté 98 °C.

Nejcastéji pouzivand a ekonomicky nejdostupnéjsi je Taq polymeraza, izolovana
z termofilni bakterie Thermus aquaticus. Jeji nevyhodou je pomérné €astd chybovost
(priblizné 1 chyba na 20 000 bazi) a neschopnost chyby opravovat. Kvalitnéjsi
polymerazy, pfipravované metodami rekombinantni genetické manipulace, jsou vsak

zatim finan¢né pfili§ narocné.

Nukleotidy (dNTP)
Zakladni stavebni prvky nukleové kyseliny. Ve smési musi byt pfitomny vSechny
¢tyfi deoxynukleosid trifosfaty (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) zhruba ve stejném

mnozstvi.

PCR pufr
UdrZzuje optimalni pH a vytvaii idedlni prosttedi pro aktivitu DNA-polymerazy.

Soli

Nejcastéji se pouziva MgCl2. Hofecnaté ionty (Mg+) pusobi ve smési jako

vvvvvv
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1.4.3.3 Ovéreni vysledku PCR

Zda probéhla PCR spravné, lze ovétit detekci na gelu. Vzorek smési z PCR je
nanesen na start agar6zového nebo polyakrylamidového gelu a vystaven pusobeni
elektrické energie. Béhem elektroforézy putuji amplifikované ¢asti DNA v gelu od
zaporného ke kladnému polu. Useky stejné velikosti se pohybuji v gelu stejnou
rychlosti a doputuji do stejné¢ho mista. To je patrné po nadsledném obarveni gelu a
ozafeni v UV-transluminatoru. O spravném priabehu reakce vypovida jeden zietelny
prouzek v draze na gelu. Pokud se Zadny prouzek neobjevi, PCR neprobé¢hla. Pokud
se objevi dva a vice prouzkd v jedné draze, naamplifikovaly se kromé zddaného

useku i nespecifické produkty nebo useky cizorodé DNA.

1.4.4 Fylogenetické analyzy

Fylogenetické analyzy poskytuji hypotetické odhady pribéhu evoluce pro urcitou
zvolenou skupinu organismu na zékladé omezenych dat.

Podle pfistupu se analyzy rozdéluji do dvou skupin, na algoritmické metody, které
pomoci jediného algoritmu dospivaji k jedinému vyslednému fylogenetickému
stromu, a metody zalozené na stanoveni kritéria optimélnosti, jez pracuji ve dvou
krocich. Nejprve jsou porovnavany stromy na zdklad¢ ptifazeného skore a poté se
pomoci specifického algoritmu pro vypocet hodnoty funkce, znadzornujici kritérium
optimalnosti, vyhledava strom s nejlepsi hodnotou této funkce.

Pfi vybéru metody je vhodné posoudit jeji vykonnost, neboli rychlost, s jakou je
schopna ze zadanych dat vypocitat vysledny strom; silu, kterd udava, jak velké
mnozstvi dat je tieba pouzit pro ziskani spravného vysledku; konvergenci, jez
informuje o pravdépodobnosti, s jakou je s piibyvajicimi daty dosazeno spravného
vysledku; robustnost, kterd posuzuje odchylky od vstupnich pfedpokladi a jejich vliv
na spravnost vysledki a falzifikovatelnost, ktera informuje o tom, jaka odchylka je
Jiz natolik zavazna, Ze metodu neni vhodné pouzit (Macholan 2014).

V praci budou pouzZity metody Maximum parsimony, Maximum likelihood a

Neighbor-joining.
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Maximalni aspornost (Maximum Parsimony, MP)

Zastupce metod zalozenych na stanoveni kritéria optimalnosti. Vychazi
Z ptedpokladu minimalniho poc¢tu evolucnich kroki, spole¢ny piivod je odvozovan
na zakladé¢ spolecné sdilenych stavii znakli. Metoda je relativné vypocetné
jednoduchd a tim padem i rychld. Nevyhodou je pravdépodobnost chybného

vysledku pfi zpracovani vét§iho mnozstvi dat (Macholan 2014).

Maximalni vérohodnost (Maximum Likelihood, ML)
Metoda zalozena na stanoveni kritéria optimdlnosti. Analyzuje data podle
ptedpokladané hypotézy, jejimz jednotlivym parametrim jsou pfifazeny konkrétni

hodnoty. Metoda pracuje pomérné piesné a i pro velké mnozstvi dat poskytuje

24

Neghbor-joining

Algoritmické distancni metoda, jejiz algoritmus vychézi z hvézdicového stromu. Je
méné presnd, dochazi ke ztrat¢ informaci pii pfevodu vychozich dat na matici
parovych distanci. Délky vétvi stromu nezobrazuji skutecnou evoluci. Ma vsak
vysokou rychlost a je uzite¢na pro analyzy velkych datovych souborti (Macholan

2014) a pro rychly orientacni ptehled vztahii mezi studovanymi daty.
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2. CILE PRACE

e Ziskat sekvence zvolenych useki DNA u vybranych zastupci skupiny
Acarospora fuscata

e Provést fylogenetické analyzy ziskanych markera.

e Porovnat pouzitelnost jednotlivych markeri a analyz pro DNA-fingerprinting

obtizné urcitelnych vzorki liSejnika.
Nulové hypotézy

e Skupina Acarospora fuscata tvoii pfirozeny monofyleticky taxon.
e Morfologicky definované druhy uvniti skupiny Acarospora fuscata jsou

pfirozenymi monofyletickymi taxony.
Prinosy prace

e Zatazeni ziskanych markert dosud mdlo prozkoumaného taxonu liSejnikii do
databaze Gen Bank pro pouziti k budoucim analyzam.
e Ujasnéni miry ptibuznosti zastupct skupiny Acarospora fuscata v ramci rodu

Acarospora.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Terénni prace

Sbér vzorku lisejnikd druhu Acarospora fuscata (ptipadné A. gallica) probihal v roce
2013 na ptedem vytipovanych lokalitach s vhodnymi ekologickymi podminkami pro
vyskyt tohoto druhu. Jednalo se o pln¢ exponované kyselé kiemicité skaly nebo
skalni vychozy. Bylo navstiveno 26 lokalit, na kterych bylo sebrano celkem 36
polozek, viechny sbéry jsou ulozeny v herbaii fakulty Zivotniho prostiedi CZU
v Praze (Hb. Kryptogamicum Universitatis Bohemiae Agriculturae Scientatis

Environmentalis).

Ptehled polozek:
Ceska republika: HI. mésto Praha: A. fuscata, Praha, PR Zamky, 50°8'43"N, 14°24'11"E, 230 m n.

m., bfidlicova skala, 8. 5. 2013, I. Sommerova, IS/1; A. fuscata, hl. m. Praha, PR Podhofi, 50°7'52" N,
14°24'8" E, 266 m n. m., biidlicova skala, 29. 8. 2013, I. Sommerovd, IS/17; Acarospora sp., hl. m.
Praha, Praha —Troja, PR Podhofi, 50°7'52" N, 14°24'8" E, 266 m n. m., skalni vychozy na pravém
bfehu Vltavy, 29. 8. 2013, I. Sommerova, IS/29; Acarospora sp., hl. m. Praha, PR Divoka Sarka,
50°5'45.701"N, 14°19'26.349"E, 360 m n. m., 29. 9. 2013, I. Sommerova, IS/36.

Zéapadni Cechy: A. fuscata, kraj Plzensky, okr. Rokycany, bfidlicové skalni vychozy v obci Kamenec,
49°52'51.813"N, 13°35'46.426"E, 5. 5. 2013, I. Sommerova, 1S/2; A. fuscata, kraj Plzensky, okr.
Plzen — sever, PR Zabéla, 49°46'58.497"N, 13°27'3.331"E, btidlicovy skalni vychoz nad Berounkou,
28. 4. 2013, 1. Sommerova, IS/3; A. fuscata, kraj Plzeiisky, okr. Plzeni — sever, u obce Ceska Biiza, u
koupalisté, 49°50'5.901"N, 13°2520.947"E, 4. 5. 2014, I. Sommerova, IS/4; A. fuscata, kraj Plzenisky,
okr. Plzen — sever, PR Kozelka, u obce Doubravice, 49°59'38"N, 13°9'48"E, 15. 6. 2013, I.
Sommerova, IS/5; A. fuscata, kraj Plzenisky, okr. Sokolov, PP Dominova skalka, 50°4'17" N, 12°47'5"
E, hadcova skala, 15. 6. 2013, I. Sommerova, 1S/6; A. fuscata, kraj Plzeiisky, okr. Karlovy Vary, u
obce Hlinky, 50°7'13.862"N, 12°53'52.967"E, 15. 6. 2013, 1. Sommerova, 1S/7; A. fuscata, kraj
Plzensky, okr. Plzen — sever, zficenina hradu u obce Nectiny, 49°58'19.530"N, 13°10'5.113"E, 15. 6.
2013, I. Sommerova, 1S/8; A. fuscata, kraj Plzensky, okr. Plzefi — sever, zficenina hradu u obce
Nectiny, 49°58'19.530"N, 13°10'5.113"E, 15. 6. 2013, 1. Sommerova, I1S/9; A. fuscata, kraj Plzetisky,
okr. Klatovy, PP Loupensko, u obce Nezdice, 49°31'11" N, 13°20'27" E, 22. 6. 2013, I. Sommerova,
1S/10; A. fuscata, kraj Plzefisky, okr. Klatovy, PP Loupensko, u obce Nezdice, 49°31'11" N, 13°20'27"
E, 542 m n. m., 22. 6. 2013, I. Sommerova, IS/11; A. fuscata, kraj Plzensky, okr. Rokycany, CHKO
Kfivoklatsko, PP Lipa, 49°56'15" N, 13°44'31" E, 490 m n. m., 23. 6. 2013, I. Sommerova, IS/12; A.
fuscata, kraj Plzefisky, okr. Rokycany, CHKO Kiivoklatsko, Babi skala u obce Jable¢no, 1. 9. 2013, I.
Sommerové, 1S/13; A. fuscata, kraj Plzefisky, okr. Rokycany, CHKO Kfivoklatsko, Cerna skala u
obce Li§na, 49°53'38.828"N, 13°47'12.791"E, 1. 9. 2013, 1. Sommerova, 1S/14; A. fuscata, kraj
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Plzefisky, okr. Rokycany, CHKO Kiivoklatsko, Cernd skila u obce Lisna, 49°53'38.828"N,
13°47'12.791"E, 1. 9. 2013, 1. Sommerova, IS/15; A. fuscata, kraj Plzeiisky, okr. Rokycany, CHKO
Kiivoklatsko, Cerna skala u obce Lisna, 49°53'38.828"N, 13°47'12.791"E, 1. 9. 2013, I. Sommerova,
IS/16; A. fuscata, kraj Plzefisky, okr. Plzeii — sever, u obce Sedlecko, 100 m od Kore¢nického mlyna,
skala nad Berounkou, 49°48'53.723"N, 13°31'52.732"E, 15. 9. 2013, I. Sommerova, 1S/22; A.
fuscata, kraj Plzensky, okr. Plzeti — sever, u obce Sedlecko, 100 m od Kore¢nického mlyna, skalni
utvar nad Berounkou, 49°48'53.723"N, 13°31'52.732"E, 15. 9. 2013, 1. Sommerova, IS/23; A. fuscata,
kraj Plzensky, okr. Plzen — jih, u obce Zdemyslice, 150 m od mlyna, skalni utvar Na babg,
49°36"24.288"N, 13°31'43.494"E, 14. 9. 2013, 1. Sommerova, 1S/24; Acarospora sp., kraj Plzensky,
okr. Klatovy, PP Loupensko, u obce Nezdice, 49°31'11" N, 13°2027" E, 22. 6. 2013, 1. Sommerova,
IS/27; Acarospora sp., kraj Plzefisky, okr. Rokycany, CHKO Kiivoklatsko, PR Lipa, 49°56'15" N,
13°44'31" E, 490 m n. m., 23. 6. 2013, I. Sommerova, 1S/28; Acarospora sp., kraj Plzefisky, okr.
Domazlice, PP Chodovské skaly, 49°24'49" N, 12°51'74" E, 500 m n. m., 31. 8. 2013, 1. Sommerova,
I1S/30; Acarospora sp., kraj Plzefisky, okr. Plzen — jih, u obce Zdemyslice, skalni Gtvar Na Babg,
49°36'24.288"N, 13°31'43.494"E, 14. 9. 2013, 1. Sommerova, 1S/33;

Severni Cechy: A. fuscata, kraj Liberecky, okr. Semily, CHKO Cesky raj, PP Trosky, 50°30'57" N,
15°13'53" E, 8. 8. 2013, 1. Sommerova, 1S/20; Acarospora sp., kraj Liberecky, okr. Semily, CHKO
Cesky raj, PP Trosky, 50°30'57" N, 15°13'53" E, 8. 8. 2013, I. Sommerova, IS/32.

Stiedni Cechy: A. fuscata, kraj Stiedogesky, okr. Beroun, CHKO Kiivoklatsko, skala v obci Svatd,
49°56'17" N, 13°57'32" E, 460 m n. m., 7. 9. 2013, I. Sommerova, IS/18; A. fuscata, kraj Stfedocesky,
okr. Beroun, CHKO Kiivoklatsko, skala v obci Svata, 49°56'17" N, 13°57'32" E, 460 m n. m., 7. 9.
2013, I. Sommerova, 1S/19; A. fuscata, kraj Stfedocesky, okr. Beroun, CHKO Kitivoklatsko, PR
Kabegnice, u obce Zloukovice, 50°01'19" N, 13°57'17" E, 365 m n. m., bfidlicovy skalni vychoz nad
Berounkou, 22. 9. 2013, I. Sommerova, 1S/25; A. fuscata, kraj Stiedocesky, Levy Hradec, skalni
vychozy nad Vltavou za hibitovem, 50°10'9.933"N, 14°2226.832"E, 18. 5. 2013, I. Sommerova,
1S/26; Acarospora sp., kraj Sttedocesky, okr. Beroun, CHKO Kfivoklatsko, PP Vrani skala, 49°55'40"
N, 13°56'95" E, 536 m n. m., buliznikova skala, 7. 9. 2013, I. Sommerova, IS/31; Acarospora sp., kraj
Stiedocesky, okr. Beroun, CHKO Kiivoklatsko, PR Kabecnice, u obce Zloukovice, 50°01'19" N,
13°57'17" E, 365 m n. m., bfidlicovy skalni vychoz nad Berounkou, 22. 9. 2013, I. Sommerova, I1S/35.
Jizni Morava: A. fuscata, kraj Jihomoravsky, okr. Znojmo, NP Podyji, Cinova Hora, 48°52'06" N,
16°0'36" E, 16. 9. 2013, 1. Sommerova, IS/21; Acarospora sp., kraj Jihomoravsky, okr. Znojmo, NP
Podyji, Cinova Hora, 48°52'06" N, 16°0'36" E, 16. 9. 2013, I. Sommerova, IS/34.

3.2 Urcovani vzorku

Urcovani vlastnich sbérti a studium zajmovych druhti probihaly na stereomikroskopu
Olympus SZ2-ILST a svételném mikroskopu Olympus CX31v laboratoii Ceské

zemede€lské univerzity. Kur€ovani druhit byly vyuzity klice v odborné literatuie
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Smith et al. (2009): The Lichens of Great Britan and Irelands, Wirth V. (1995):
Flechtenflora: Bestimmung und Okologische Kennzeichnung der Flechten
Stidwestdeutschlands und angrenzende Gebiete, Wirth V. et al (2013): Die Flechten
Deutschlands, Nash T. H. et al (2007): Lichen Flora of the Greater Sonoran Desert
Vol. 3.

Bodové barevné testy

Bodové testy slouzily k ovéfeni pfitomnosti kyseliny gyroforové, ktera je
sekundarnim metabolitem studovanych druhti a jednim z rozliSovacich znakt
charakterizujicich skupinu A. fuscata. Metodika byla pfevzata z praci Orange (2001)
a Smithe (Smith et al. 2009). Spocivala v aplikaci chlorového vapna CaCl,0O; (C)
nebo hydroxidu draselného KOH (K) a nasledné¢ sodstupem 1-2 min. opét
chlorového vapna (K/C test) na kortex liSejniku. V pifipad¢é pfitomnosti kyseliny
gyroforové se objevila pfechodné reakce charakteristicka ¢ervenym zbarvenim. U
nékterych vzorkil byla reakce natolik nevyraznd, Ze bylo pfistoupeno k metodé
aplikace chemikalii na medulu u preparatu ve vodnim prostiedi. K a nasledné C byly
naneseny sklenénou kapilarou na podlozni sklo pod kryci sklicko. Reakce byla

pozorovana pod svételnym mikroskopem.

3.3  Molekularni analyza

3.3.1 Material pro molekularni analyzu

Cast studovaného materialu pochazi z herbaie autorky. Polozky byly revidovany J.
Kocourkovou a K. Knudsenem. Ostatni material byl zapljen z cCeskych i
zahraniénich vetejnych a soukromych herbait (UCR, B, EWU, OPO, NY, Hb.
Kryptogamicum Universitatis Bohemiae Agriculturae Scientatis Environmentalis,
Hb. Mycologicum J. Kocourkova et K. Knudsen, Hb. Z. Palice, Hb. J. Halda, Hb. Jifi
Malicek). Zajmové druhy byly rovnéZz zkoumdany ve sbirkdch Narodniho muzea

(PRM).
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Tabulka 1: Seznam polozek pouzitych pro molekularni analyzu

Cislo

Charakteristika polozky: Nézev druhu, stat, geograficky celek, lokalita, habitat, zemépisna

polozky poloha, nadmofiska vyska, datum, sbératel, ¢islo polozky (herbar)

10.

Acarospora fuscata, Ceska republika, kraj Plzefisky, okr. Rokycany, CHKO Kfivoklatsko,
u obce Lisna, skalni utvar Cerna skala, 49°53'38.828"N, 13°47'12.791"E, 1. 8. 2013, I.
Sommerova, IS/16 (Hb. Kryptogamicum Universitatis Bohemiae Agriculturae Scientatis
Environmentalis)

Acarospora fuscata, Ceské republika, kraj Liberecky, okr. Semily, CHKO Cesky raj, PP
Trosky, ¢edicova skala, 50°30'57" N, 15°13'53" E, 460 m n. m., 8. 8. 2013, 1. Sommerova,
IS/20  (Hb. Kryptogamicum  Universitatis Bohemiae  Agriculturae  Scientatis
Environmentalis)

Acarospora thamnina, USA, Sierra Nevada, Southern Sierra Nevada mountains, Caliente
Ranch (Nature Conservancy property), Woodchopper road, 35°22'26"N, 118°29'28"W,
Alt.1660 m, 16. 6. 2013, Kerry Knudsen, 15881 (UCR)

Acarospora gallica, Czech Republic, Central Bohemia, distr. Beroun Kiivoklatsko
Protected Ladscape Area, Toc¢nik, on S-facing rocky slope below catle ruins, on
porphyritic rocks, 49°53'25"N, 13°53'13"E, alt. 370 m, 6. 7. 1998, J. Kocourkova and P.
Kocourek, JK/8223 (Hb. Mycologicum J. Kocourkova et K. Knudsen)

Acarospora pseudofuscata, Greece, Peloponnese, Attiki: Methana peninsula, along road
Makrilogos — Kipseli, Pinus brutia regrowth with volcanic rock outcrops, on rock,
37°36,6'N, 23°22'E, alt. 630 m, 29. 9. 2011, H. Sipman & T. Raus, 60365 (B)

Acarospora fuscata, Ceska republika, hl. m. Praha, PR Podhoti, bridlicova skala,
50°07'53" N, 14°24'08"E, 266 m n. m., 29. 8. 2013, 1. Sommerova, 1S/17 (Hb.
Kryptogamicum Universitatis Bohemiae Agriculturae Scientatis Environmentalis)
Acarospora fuscata, Steiermark, Central Alps, Steirisches Randgebirge, Koralpe,
Birentalalm, glacial moraine at the bottom of the cirque, 46°48'45"N, 14°59'45"E, alt.
1700 m, scattered boulders of schistose gneiss in subalpine pasture, on inclined/subvertical
rock faces, 21 Sept. 2013, J. Kocourkova and J. Hafellner, JK/8277 (Hb. Mycologicum J.
Kocourkova et K. Knudsen)

Acarospora fuscata, Czech Republic, distr. Beroun, Kfivoklatsko protected Landscape
Area, Nizbor, ca. 1 km NW of the town, in relic Pinetum on S-facing steep rocky slope
above Viznice brook, on shale, 50°0'36"N, 13°58'57"E, alt. 300 m, 17. 5. 2012, J.
Kocourkova, JK/8280 (Hb. Mycologicum J. Kocourkova et K. Knudsen)

Acarospora umbilicata, Portugal, Penascosa, Castelo Melhor, 15. 5. 2007, J. Marques, ID:
28 (Hb. not listed)

Acarospora thamnina, USA, California, Transverse Range: San Bernardino Mountains:
San Bernardino National Forest: near Highway 38 along grade from Big Bear Valley to
Onyx Summit, 34°12'12"N, 116°43'57"W, alt. 2501 m, 1. 1. 2013, Kerry Knudsen, 16261
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

(Herbarium of Kocourkova & Knudsen)

Acarospora fuscata, USA, Washington: Spokane County, Turnbull National Wildlife
Refuge, cliff complex in SW part of refuge near outflow from Hale Lakes, low S-facing
cliffs shaded by pine forest, on basalt, 47.3909°N, 117.6069°W, alt. 700 m, 20. 4. 2013, J.
Hollinger, #5255 (EWU)

Acarospora fuscata, USA, Washington: Spokane County, Turnbull National Wildlife
Refuge, Kepple Lake overlook, pine forested bluff overlooking small lake, on basalt,
47.4407°N, 117.5286°W, alt. 700 m, 17. 4. 2013, J. Hollinger, #5150b (EWU)
Acarospora umbilicata, Portugal, Castenheiro, Quinta da Ribeira, Muros em afloramentos
de xisto, 12. 10. 2011, Joana Marques, 1364 (OPO)

Acarospora gallica, Czech Republic, W-Bohemia, Cesky les, okr. Cheb: Zelezna hiirka,
on eutrophicated iron-rich phyllitic boulder, 49°59'29"N, 12°26'42"E, alt. 575 m, 24. 6.
2011, J. Halda, Z. Palice & P. Uhlik, 14298 (Hb. Z. Palice)

Acarospora fuscata, Czech Republic, W-Bohemia, Cesky les, distr. Cheb: Zelezna hiirka,
on slightly inclined exposed iron-rich tuff-rock, 49°59'29"N, 12°26'39"E, alt. 575 m, 24. 6.
2011, J. Halda, Z. Palice & P. Uhlik, 14307 (Hb. Z. Palice)

Acarospora fuscata, Czech Republic, Sumava National Park: Safaitv vriek, boulder scree
edged by pines and birches, on granit, 49°06'23"N, 13°35'04"E, alt. 792 m, 25. 8. 2010,
Kerry Knudsen, 12329 (Herbarium Mycologicum J. Kocourkova et K. Knudsen)
Acarospora pseudofuscata, Greece, W Aegean, Nomos Ewvias, Ep. & Dim. Karistos:
S Ewvia, hilltop W of Kastri, siliceous shist outcrobs in phrygana on hill top, N-exposed,
37°58'90"N, 24°30'20"E, alt. 420 m, 2. 10. 2005, H. Sipman & Th. Raus, 54358 (B)
Acarospora umbilicata, Czech Republic, Central Bohemia, Bohemian Karst, Svaty Jan
pod Skalou, W-facing half-open diabase outcrops (shaded by dispersed Scots-pines and
oaks) above the Lodénice / Kadak/ brook, 49°58'42"N, 14°08'27"E, alt. 280-285 m, 29. 3.
2007, Z. Palice, 11080 (Hb. Z. Palice)

Acarospora gallica, Czech Republic, Central Bohemia: distr. Rakovnik, Kiivoklatsko
Protected Landscape Area, Roztoky, Na Babé Nature Reserve, on steep rocky slope above
Berounka river, on rhyolit, MTB 5949 C13, alt. 400 m, 28. 7. 1997, J. Kocourkova,
JK/8099 (Hb. Mycologicum J: Kocourkova et K. Knudsen)

Acarospora gallica, Czech Republic, Central Bohemia: distr. Rakovnik, Kiivoklatsko
Protected Landscape Area, Roztoky, Na Bab& Nature Reserve, on steep rocky slope above
Berounka river, on rhyolite, MTB 5949 C13, alt. 400 m, 28. 7. 1997, J. Kocourkova,
JK/8098 (Hb. Mycologicum J. Kocourkova et K. Knudsen)

Acarospora rufescens, Czech Republic, Slavkovsky les, PR Kiizky, on boulders,
50°03'55"N, 12°45'02"E, alt. 787 m, 16. 10. 2013, J. Halda, 3690 (Hb. J. Halda)
Acarospora sp., Czech Republic, Central Bohemia: distr. Praha, Prazska ploSina, Nova
Ves, Prokopské Valley, Hemrovy rocks, on W-facing slope, above road, on diabas,
50°02'35"N, 14°21'12"E, alt. 265 m, 7. 6. 2009, J. Kocourkova, JK/7404 (Hb.
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Mycologicum J. Kocourkova et K. Knudsen)

23. Acarospora fuscata, Greece, nom. Kavala: Thasos island, near antennes on summit
Toumba, N-facing rock outcrobs, 40°43'08"N, 24°40'01"E, alt. 1050 m, 29. 5. 2010, H.
Sipman & T. Raus, 589993 (B)

24, Acarospora pseudofuscata, Greece, East Aegean Islands, Nomos Dodekanisou: Kos
Island, Kefalos peninsula, c. 6 km S of Kefalos, Agios Mammas chapel near S-tip,
dwarfshrub vegetation with siliceous rock outcrobs on hill top near the coast, 36°40,7'N,
26°58'E, alt. 200 m, 24. 9. 2000, H. Sipman & Th. Raus, 47132 (B)

25, Acarospora pseudofuscata, Greece, W Aefean, Nomos Ewvias, Ep. & Dim. Karistos:
S Ewvia, lower slopes above Metochi, along road to Platanistos, Schist outcrobs and
bouders in phrygana, 38°00,5'N, 24°28,6'E, alt. 250 m, 24. 9. 2005, H. Sipman & Th.
Raus, 53744 (B)

26. Acarospora gallica, Czech Republic, Pitkovice: Pitkovicka stran, oak and hardwood forest
with scattered pines, 50°01'26"N, 14°34'21"E, alt. 276 m, 21. 9. 2010, K. Knudsen, 12447
(Hb. Mycologicum J. Kocourkova et K. Knudsen)

27. Acarospora fuscata, Czech Republik, Central Bohemia: distr. Rakovnik, Kfivoklatsko
Protected Landscape Area, Roztoky — U Eremita Nature Reserve, on Fe-enriched schistose
rock, 50°00'59"N, 13°51'38"E, alt. 250 m, 5. 6. 2010, J. Mali¢ek, 3217 (Hb. Jiti Malicek)

28. Acarospora fuscata, Lendemer, 2418 (NY)
29. Acarospora fuscata, Lendemer, 2398 (NY)
3.3.2 Metody

v

Jako nejspolehlivéjsi metoda identifikace nezndmych nebo tézko urcitelnych vzorka
byl zvolen soubor molekularnich analyz nukleotidovych sekvenci tfi vybranych
useku liSejnikové DNA — ITS, mtSSU a genu pro B-tubulin. Produkt byl ziskan
z izolatu pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR). Amplifikované tiseky DNA
byly osekvenovany a ziskané sekvence byly vyhodnoceny pomoci fylogenetickych

analyz neighbor-joining, Maximum Likelihood a Maximum Parsimony.

Izolace DNA

Pro extrakci DNA bylo z kazdé polozky odebrano malé mnozstvi lisejnikové stélky.
Ptednostné byly vybirany areoly obsahujici apothecia, ve kterych se nachazi nejvetsi
mnozstvi houbové DNA bez pfimési DNA fotobionta. Zvlastni pozornost byla
vénovana vybéru areol, které nejevily zndmky napadeni parazitickou houbou, jejiz
DNA by mohla negativné ovlivnit vysledek PCR.
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Bylo pouzito n¢kolik nejbéznéjSich metod izolace DNA pro rostlinny a houbovy
material. LiSejniky skupiny Acarospora fuscata vykazovaly znac¢nou rezistenci vici
metodam extrakce DNA. Ziskani dostateéného mnozstvi produktu vyzadovalo
experimentalni aplikaci nékolika metod na jednotlivé vzorky, pfi¢emz zadna metoda
neméla 100% Gspésnost.

Izolace pomoci DNeasy Plant Mini kitu méla uspéSnost mensi nez 20% U
testovanych vzorki. Vzhledem K jeji vysoké finanéni nakladnosti od ni bylo
upusténo.

Fenol-chloroformova extrakce byla tspésna v 50% pro vSechny tii iseky DNA.
Izolace pomoci NaOH byla uspésna v 80% pro tsek mtSSU, ale pro ITS byla
uspésnost jen 20% a pro B-tubulin < 10%.

Pomoci CTAB metody bylo vyizolovano 50% testovanych vzorkii ve vSech tfech

usecich.

Izolace pomoci DNeasy Plant Mini kitu
Izolace probihala podle instrukci dodavatele kitu.

1. Khomogenizované smési vzorku (max. 100 mg) bylo pfidano 400 pl
lyza¢niho pufru AP1 a 4 pl RNasy A. Zvortexovano a nechano inkubovat 10
min pii teplot¢ 65 °C. Béhem inkubace 2-3x promichano pievracenim
mikrozkumavky.

2. Ptidéno 130 pl pufru P3. Promichano a nechano inkubovat 5 min na ledu.

3. Zcentrifugovano 5 min pii otackach 20000 x g (14000 rpm).

4. Supernatant opatrné piepipetovan do 2ml kolonky QIAshredder a
zcentrifugovan 2 min pfi otackach 20000 x g (14000 rpm).

5. Protekly roztok piepipetovan do nové 1,5 ml mikrozkumavky a piidan 1,5 x
objemovy nasobek pufru AW1, promichano pomoci pipety.

6. Vznikla smés prepipetovana (max. 650 pl vjednom kroku) do kolonky
DNeasy Mini Spin a centrifugovana 1 min pfi otackach vice nez 6000 x g.

Tento krok opakovan dokud nebyl pfeveden veskery vzorek.
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7. Kolonka umisténa do nové 2ml zkumavky a ptidano 500 ul pufru AW2,
centrifugovano 1 min pii otackach 6000 x g. Protekly roztok vylit.

8. Piidano dalSich 500 pl pufru AW2 a centrifugovano 2 min pii otackach
20000 x g.

9. Opatrné kyvetou piemisténo do nové 1,5ml mikrozkumavky.

10. Pfidano 100 pl pufru AE pro eluci DNA, nechano inkubovat 5 min za

laboratorni teploty a centrifugovano 1 min pii otackach nad 6000 x g.

11. Zopakovan krok 10.

Fenol-chloroformova extrakce

1. Khomogenizovanému biologickému materialu bylo pfidano 0,8 ml 1X SSC
pufru (NaCl, C6H5Na307 (citrat sodny), HCI) a promichéno. Centrifugovano
1 min pfi otackach 12 000 rpm.

2. Pfidan 1 ml of 1X SSC pufru, zvortexovano, centrifugovano 1 min, odstranén
vSechen supernatant.

3. Pfidéano 375 pl 0,2M octanu sodného (NaOAc) a promichano na vortexu.
Poté piidano 25 upl 10% SDS a 5 ul proteinazy K (20 mg/ml H20),
zvortexovano a nechano inkubovat cca 60 min pii teploté 55 °C.

4. Ptidano 120 pl fenol : chloroform : isoamyl alkoholu a kratce zvortexovano,
poté zcentrifugovano 2 min pti 12 000 rpm.

5. Vodna faze opatrné piepipetovana do nové 1,5 ml mikrozkumavky
Eppendorf, pfidan 1 ml vychlazeného 100% ethanolu (z mrazéaku),
promichéano a inkubovéno 15 min pfi teploté — 20 °C.

6. Centrifugovano 2 min pfi 12 000 rpm. Odstranén supernatant, vysuseno.

7. Ptidano 180 pl 10:1 TE pufru (Tris/EDTA pufr), zvortexovano a inkubovano
10 min pii teploté 55 °C.

8. Pfidano 20 pl 2M octanu sodného, promichéno. Ptidano 500 pl vychlazeného
100% ethanolu, promichéano a centrifugovano 1 min pti 12 000 rpm.

9. Odstranén supernatant. Pelet proplachnutvl ml 80% ethanolu.
Centrifugovano 1 min pti 12 000 rpm.

10. Odstranén supernatant a pelet vysusen.

11. Pelet rozpustén ve 200 pl 10:1 TE pufru. Inkubovano pies noc pii 55 °C.
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Izolace DNA pomoci NaOH

1. Kbiologickému materialu do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml pfidano 5 pl
0,5M NaOH, manualné rozdrceno.

2. Pridano dalsich 15 pl 0,5M NaOH, drceno 2 min.

3. Centrifugovano 2 min pii 13 800 rpm.

4. Ze vzniklé smési odebrany 2 pl do mikrozkumavky o objemu 0,5 ml, ptidano
20 pl TRIS pufru, promichano.

5. Ziedéno 100x na pracovni koncentraci.

Izolace DNA pomoci NaOH s predchozi aplikaci dimethylketonu

Biologicky material ureny kizolaci byl na nékolik vtefin ponofen do
dimethylketonu (acetonu), ktery pilisobi jako rozpoustédlo organickych latek.
Z biologického materidlu byly timto postupem odstranény sekundarni metabolity —
kys. gyroforova a kys. lekanorova, které by mohly inhibovat PCR.

Dimethylketon byl odstranén a dale bylo postupovano podle piredchoziho protokolu.

Aplikace dimethylketonu vSak GspéSnost metody Zadnym zptisobem nezvysila.

CTAB metoda izolace DNA

1. Khomogenizovanému materialu bylo piidano 800 ul CTAB pufru (CTAB
s PVP (polyvinylpyrolidon) a 10 ul 2-merkaptoethanolu (prace probihala
v digestof1)

2. Promichano na vortexu a inkubovéano cca 30 min v termobloku pfi teploté 60
°C.

3. Poté pfidano 500 pl smési chloroform : isoamylalkohol v poméru 24 : 1
(prace probihala v digestofi). Promichdno 2-3nasobnym pfevracenim
zkumavek.

4. Centrifugovano 10 min pii 13 800 rpm.

5. Supernatant prepipetovan do novych 1,5 ml mikrozkumavek (prace probihala

Vv digestofi).
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6. Ptidano 500 pl vychlazeného isopropanolu (z mrazaku). Promichéno 1-
2nasobnym prevracenim.

7. Ponechano cca 30 min pfi teploté — 20 °C.

8. Centrifugovano 5 min pti 13 800 rpm.

9. Odstranén supernatant (prace probihala v digestoti). Na dné mikrozkumavky
byl pozorovatelny maly bily pelet obsahujici DNA.

10. Po vyschnuti mikrozkumavky ptidano 400 ul vychlazeného 96% ethanolu (z
mrazaku). Inkubovano 15 min pfi teploté 37 °C. Centrifugovano 5 min pii
13 800 rpm.

11. Odstranén supernatant. Piidano 200 pl vychlazeného ethanolu (z mrazéaku),
ponechéno stat 5 min. Centrifugovdno 5 min pti 13 800 rpm.

12. Odstranén supernatant. Mikrozkumavky ponechany oteviené 10-15 min a
jesté 1-2 min vysusSeny s otevienymi vicky na termobloku pfi teploté 37 °C.

13. Vysuseny pelet rozpustén ve 200 pl TE pufru.

14. Inkubovéno 30 min na termobloku pfi teploté 37 °C.

15. Kratce promichano na vortexu a stoceno v centrifuze.

Zdroj: botanika.bf.jcu.cz/laboratory/izolace.html

Méreni koncentrace DNA
Pro stanoveni koncentrace DNA ve vyizolovaném roztoku byl nanesen 1 pl izolatu

na snimaci senzor spektrofotometru.

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Primery

Primery pro PCR byly zvoleny na zaklad¢ prace, zabyvajici se vyzkumem blizce
piibuzného druhu Acarospora smaragdula (Wedin et al. 2009). Primery dodala ¢eska
biotechnologickd spolecnost GENERI BIOTECH. Podle ndvodu dodavatele byly
primery ziedény destilovanou vodou na koncentraci 100 pmol/ul. Cast vysledného
roztoku byla dale fedéna destilovanou vodou na pracovni koncentraci 5 pmol/pl.

Zbytek roztoku byl zmrazen a uchovan pro ptipadné dalsi reakce.
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Tabulka 2: Seznam pouzitych primera

Bt10-LM 5-TCG GAA GCAGCCATCATGTTCTT-3'
Bt3-LM 5'-GAA CGT CTACTT CAACGAG-3’
ITS1F 5-CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A-3°
LR3 5-GGT CCG TGT TTC AAG AC-3’

mrSSU3R 5- ATG TGG CAC GTC TAT AGC CC-3’
mrSSuUl 5’- AGC AGT GAG GAATAT TGG TC-3”

Reak¢ni smés

Mnozstvi pro jeden vzorek:

o 3,3 ul destilované vody
e 5 ul Master Mixu

e 0,6 ul forvard primeru
e 0,6 ul reverse primeru

e 0,5 ul vyizolované DNA

Reakéni smés byla kratce protfepana na Vortexu a stoCena v centrifuze po dobu 3

min. pfi otakach 6000 X g.

Tabulka 3: Program pro amplifikaci ITS a mtSSU v termocycleru

Krok Teplota Cas Opakovani
1. 94 °C 5 min 1x
2. 94 °C 30s SX
3. 55°C 30s

4. 72 °C 60 s

5. 94 °C 30s 30x
6. 52°C 30s

7. 72 °C 60 s

8. 72 °C 300s 1x
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Tabulka 4: Program pro amplifikaci p-tubulinu v termocycleru

Krok Teplota Cas Opakovani
1. 94 °C 5 min 1x
2. 94 °C 30s 5x
3. 60 °C 30s

4. 72 °C 60s

5. 94 °C 30s 30x
6. 55°C 30s

7. 72 °C 60s

8. 72 °C 300s 1x

Gelova elektroforéza
Gelova elektroforéza slouZila pro ovéteni uspésného pribéhu PCR.

Ptiprava gelu:
Nejprve byl pfipraven zasobni roztok TBE:

Tris-base 108 g
Boric acid 55¢
Na2-EDTA 9,3¢g
Destil. H20 1000 ml

Zasobni roztok byl nasledné zfedén destilovanou vodou v poméru 1:9 na pracovni
koncentraci.

Pro ptipravu gelu bylo odméteno 80 ml pracovniho roztoku TBE a v Erlenmayerové
baiice smichano s 80 mg agardzy. Smés byla povafena v mikrovinné troubé cca 1
min 15 s. Pokud byla poté v roztoku jesté patrnd nerozpusSténa agardza, byl var
prodlouzen o 15-30 s. Smés v baiice byla chlazena pod tekouci vodou na teplotu cca
50 °C (dokud nebylo mozné na baiice udrzet ruku). Poté byla smés nalita do
ptipravené elektroforetické vany a zasunuty hiebeny pro 16 vzorkid. Bublinky
vzniklé pifi nalévani gelu byly odstranény pomoci Spi¢ky. Gel tuhl pii pokojové
teploté pfiblizné pul hodiny. Na zatuhly gel byl nalit dalsi pracovni roztok TBE po
rysku, oznaCenou na elektroforetické vané. Opatrné byly vysunuty hiebeny, aby

nedoslo k poSkozeni gelu.
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Pribéh elektroforézy

Do jamek v gelu bylo naneseno po 5 pl od kazdého vzorku z PCR. Elektroforeticka
vana byla pfipojena na zdroj elektrického napéti o sile 80 V. Zhruba po 60 min. byl
zdroj odpojen a gel umistén na 5-10 min do roztoku etidium bromidu. Poté byl

oplachnut v Cisté vod¢. Vysledek byl zkontrolovan na UV-transluminatoru.

Purifikace PCR produktu
2 pl PCR produktu (s prokdzanou amplifikaci pozadovaného useku DNA na
elektroforéze) bylo smichdno s 0,6 pl smési ExoSAP. Purifikace probéhla

v termocycleru v nasledujicich tfech krocich.

Tabulka 5: Program pro purifikaci PCR produktu v termocycleru

Krok | Teplota Cas

1. 37°C 15 min
2. 85 °C 15 min
3. 10 °C o0

Piiprava vzorkii na sekvenaci

V mikrozkumavce typu Eppendorf o objemu 1,5 ml bylo smichano 5 pl destilované

H20, 2,5 ul forward primeru a 2,5 ul purifikovaného PCR produktu.
Jako forward primery byly pouZity:

e prooblast ITS primer ITS1F
e pro mitochondridlni SSU primer mrSSU1

e pro gen B-tubulinu primer Bt3-LM

Sekvenace vzorkua

Sekvenace vzorkli prob&hla na zakazku ve firm& SEQme s.r.o., Dobii§, CR

Sangerovou metodou sekvenace pomoci sekvenacnich kith BigDye Trminator
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(Applied Biosystems). Vysledky byly k dispozici on-line na strankach firmy ve
formatech .abl, FASTA a .phd.1.

3.3.3 Zpracovani sekvenci a alignment

Kontrola sekvenci probéhla v programu BioEdit porovnanim sekvenci

s chromatogramy. Chybn¢ piectené nukleotidy byly manudln¢ opraveny.

Kazda sekvence byla porovnana se sekvencemi v databazi Gen Bank pomoci
algoritmu BLAST. Pro nasledny alignment a analyzy byly v databazi Gen Bank
vyhledany sekvence nejblize pfibuznych druhti s nejvyssi procentudlni hodnotou
prekryvu a identity. Pro marker mtSSU bylo do elignmentu a analyz zatazeno 121
sekvenci, z toho 21 sekvenci bylo ziskano v ramci této prace. Pro marker ITS bylo
zatazeno 111 sekvanci, z toho 11 vlastnich. Pro marker B-tubulin bylo z celkového

poctu 62 sekvenci 6 vlastnich.

V programu BioEdit byl pomoci algoritmu ClastalW (Thompson 1994) pro kazdy
z markeri proveden alignment, ktery uruje pozi¢ni homologie bazi v zadanych
sekvencich. Ziskany alignment byl zkontrolovan a je$t¢ manudlné optimalizovan.

Chybéjici data u nékolika sekvenci v datasetu byly ozna¢eny znakem ,n‘.

V alignmentu pro marker B-tubulin byly identifikovany a eliminovany oblasti dvou
hlavnich intronli pro potieby pfevedeni alignmentu ze sekvenci nukleotidii na pozice

aminokyselin.

3.3.4 Fylogenetické analyzy

Fylogenetické analyzy byly provedeny pomoci metody maximalni pravdépodobnosti
(Maximum Likelihood), metody maximalni uspornosti (Maximum parsimony) a

metody neighbor-joining.

Fylogeneticky strom metodou Maximum likelihood byl vytvofen pomoci webové
sluzby Phylogeny.fr (Dereeper 2008) vV pokro¢ilém rezimu s nastavenim

Bootstrappingu: Number of bootstraps: 100, Substitu¢ni model: Standardni.
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Fylogeneticky strom metodou Maximum parsimony byl vytvofen rovnéz pies
webovy servis Phylogeny.fr (Dereeper 2008) v aplikaci TNT se standardnim

bootstrappingem s po¢tem replikaci 100.

Fylogeneticky strom metodou neighbor-joining byl vytvofen v programu BioEdit.
Vysledky nejsou zobrazeny, pouze shrnuty v tabulce 2. Metoda je vhodna pro

rychlou analyzu dat, ale zpravidla se nepouziva pro findlni analyzy.
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4. VYSLEDKY

4.1 Ziskané markery

Z 29 vzorku, ze kterych byly izolovany markery sekvenci ITS, mtSSU a genu pro B-
tubulin, bylo ziskdno celkem 38 sekvenci, ztoho 11 sekvenci ITS, 21 sekvenci

mtSSU a 6 sekvenci pro gen B-tubulinu (tab. 6).

Tabulka 6: Seznam ziskanych sekvenci

C. polozky Druh ITS mtSSU | B-tubulin
1. Acarospora fuscata X X X
2. Acarospora fuscata X
3. Acarospora thamnina X X
4, Acarospora gallica
5. Acarospora pseudofuscata X X
6. Acarospora fuscata X X X
7. Acarospora fuscata X X
8. Acarospora fuscata X X
9. Acarospora umbilicata X

10. Acarospora thamnina X X X
11. Acarospora fuscata X X X
12. Acarospora fuscata

13. Acarospora umbilicata X

14, Acarospora gallica X X

15. Acarospora fuscata X

16. Acarospora fuscata X

17. Acarospora pseudofuscata X

18. Acarospora umbilicata X

19. Acarospora gallica X

20. Acarospora gallica X

21. Acarospora rufescens X

22, Acarospora sp. X X X
23. Acarospora fuscata

24, Acarospora pseudofuscata

25. Acarospora pseudofuscata X X

26. Acarospora gallica

27. Acarospora fuscata

28. Acarospora fuscata
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29. Acarospora fuscata X

Ke vSem ziskanym markerim byly v programu BLAST vyhledany nejpodobnéjsi

sekvence, ulozené v Gen Bank, a nasledné byly pouzity pro molekularni analyzy.

4.2  Alignment

Alignment mtSSU

Do alignmentu bylo zatazeno 121 sekvenci. Jako outgroup byly pouzity 3 sekvence
vzdalengji ptibuznych druhti Pycnora xanthococca (2 sekvence) a Pycnora sorophora
(1 sekvence). Ingroup tvoftilo 118 sekvenci, z toho 21 sekvenci bylo ziskano v ramci
této prace, ostatni byly pouzity z databdze GenBank. Délka alignmentu byla 755
pozic. Variabilita byla zaznamenana na 214 pozicich. Po odebrani outgroupu se
variabilita v ingroupu vyskytovala na 118 pozicich. Nejvyssi variabilita byla na
konci sekvenovanych tusekti mezi pozicemi 710 a 755. Dalsimi vysoce variabilnimi

oblastmi byly in-delové useky mezi pozicemi 14-20 a 660—680 (viz obr. ¢. 3).
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Obriazek 3: Cast alignmentu pro mtSSU s variabilni in-delovou oblasti (ve Zlutém ramecku). Zdroj: vlastni

Alignment ITS

Do alignmentu bylo zatazeno 111 sekvenci. Jako outgroup byly pouzity 2 sekvence
vzdalenéji ptfibuzného druhu Pycnora xanthococca. Ingroup tvofilo 109 sekvenci,
ztoho 11 sekvenci bylo ziskdno v ramci této prace. Délka alignmentu byla 503
pozic. Variabilita byla zaznamenana na 245 pozicich. Po odebrani outgroupu se
variabilita v ingroupu vyskytovala na 239 pozicich. Oblast ITS je tedy variabilng;si
nez mtSSU. Nejvyssi variabilitu vykazovaly useky 0-195 (ITS1 region — viz obr.4) a
380-503 (ITS2 region). Mezi nimi se vyskytovala 185 bazi dlouha konzervativni
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oblast s minimalni variabilitou. Inserce a delece nebyly v tomto markeru piili§ Casté,

pfevazovaly substituce.

ITal0

IT=E3

ITa6

ITaY

IZZ

T14

Ti1i

T1

ITaS

8ITS

ITaE

DR3IT4132 Acarospora
GU1E410% Acarospora
JEO36088 Acarospora
GULlE4116 Acarospora
RCS592263 Acarospora
FU1E4108 Acarospora
EC990378 Acarospora A ¢ =

GULB41Z3 Acarospora Gy Ga ECTIE & GTCEES TT

Obrazek 4: Cast alignmentu ITS (variabilni ITS region). Zdroj: vlastni

Alignment p-tubulinu

Do alignmentu bylo zatazeno 62 sekvenci. Jako outgroup byly pouzity 2 sekvence
vzdalengji pfibuznych druhli Stereocaulon vesuvianum a Stereocaulon arcticum.
Ingroup tvoftilo 60 sekvenci, z toho 6 sekvenci bylo ziskano v ramci této prace. Délka
alignmentu byla 815 pozic. Variabilita byla zaznamenana na 359 pozicich. Po
odebrani outgroupu se variabilita v ingroupu vyskytovala na 346 pozicich. Zna¢na
variabilita byla soustfedéna na tietich pozicich tripletdt kodujicich jednotlivé
aminokyseliny (neutralni variabilita), a ve dvou intronech (pozice 42-96 - viz obr. 5a
a 519-554). Po odstranéni intronti a nasledném piepisu sekvenci nukleotidi do

potadi aminokyselin byly ziskany zcela identické sekvence bilkovin (obr. 5b).

52



B3

TR

>

35 5 5 SRS DR

BEELLLELEEEEEEEY

PE B IPEP YD YD I BB BBI DY

A
AG
£ |
-
=B
7%
A
3
A
3
A
A
3
A
A
A
A
AG
A
AG
GAG
A
A
AG
A
A
3
A
GAG
A
S
A
-

Obrazek 5: Cast alignmentu p-tubulinu. A. poiadi nulkeotidii s intronem v oblasti 42 — 96. B. Poiadi
aminokyselin po odstranéni introni. Zdroj: vlastni

4.3  Molekuldrni analyzy

Pro tfi studované markery byly vytvoieny fylogenetické rekonstrukce pomoci tii
riznych piistupti: Maximum likelihood (obr. 6-8), Maximum parsimony (obr. 9-11)
a Neighbour-joining (nezobrazeno). Zvolené pfistupy se liSily ve tvaru kostry
fylogenetickych stromt, ale skupiny na nizsich taxonomickych urovnich se az na
vyjimky shodovaly. Vyjimkou jsou napt. odlisné topologie sekvenci mtSSU22 a
mtSSU29 v ML rekonstrukci (obr. 6) a v parsimonické rekonstrukci (obr. 9).
Vysledky z jednotlivych analyz a BLASTu jsou shrnuty v tabulce 2. Nasledné revize

pouzitého herbafového materialu jsou popsany v tabulce 3.
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Maximum likelihood
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Obrazek 6: Maximum likelihood pro mtSSU. Vlevo schéma rekonstrukce celedi Acarosporaceae

S vyznafenim zajmové ¢asti. Bootstrapové podpory jsou uvedeny u vybranych skupin. Nové sekvence jsou
oznaceny Sipkami. Zdroj: vlastni
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Obrazek 7: Maximum likelihood pro ITS. Vlevo schéma rekonstrukce ¢eledi Acarosporaceae s vyznacenim
zajmové ¢asti. Bootstrapové podpory jsou uvedeny u vybranych skupin. Nové sekvence jsou oznaceny
Sipkami. Zdroj: vlastni
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Obrazek 8: Maximum likelihood pro B-tubulin s bootstrapovymi podporami. Zdroj: vlastni
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Obrazek 9: Maximum parsimony pro mtSSU. Vlevo schéma rekonstrukce celedi Acarosporaceae
S vyznafenim zajmové ¢asti. Bootstrapové podpory jsou uvedeny u vybranych skupin. Nové sekvence jsou

oznaceny Sipkami. Zdroj: vlastni
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Obrazek 10: Maximum parsimony pro ITS. Vlevo schéma rekonstrukce celedi Acarosporaceae
S vyznafenim zajmové ¢asti. Bootstrapové podpory jsou uvedeny u vybranych skupin. Nové sekvence jsou

oznaceny Sipkami. Zdroj: vlastni
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Obrazek 11: Maximum parsimony pro p-tubulin. Bootstrapové podpory jsou uvedeny u vybranych skupin.

Zdroj: vlastni
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Tabulka 7: Nejblize pfibuzné druhy podle jednotlivych analyz

Marker:
sekvence
mtSSU

Marker:
sekvence
ITS

Marker:
sekvence -
tubulin

Marker:
sekvence f3-
tubulin

BLAST Likelihood Parsimony Neighbourjoining

1. Acarospora fuscata, Ceska republika, 2013

Acarospora fuscata (99 / 99) Acarospora fuscata Acarospora fuscata Acarospora umbilicata
Acarospora fuscata (95 / 99) Acarospora fuscata Acarospora fuscata

Acarospora rugulosa (99 / 98)

Acarospora fuscata (100 / 99)
Acarospora fuscata (100 / 99)
Acarospora fuscata (100 / 99)

Acarospora rugulosa (96 / 88)
Acarospora rugulosa (96 / 88)
Acarospora bullata (96 / 88)

2. Acarospora fuscata, Ceska republika, 2013

Acarospora rugulosa (97 / 88)
Acarospora bullata (97 / 88)
Acarospora rugulosa (97/ 88)

Acarospora complanata

Acarospora fuscata
Acarospora fuscata
Acarospora fuscata

Acarospora sinopica

Acarospora sinopica

Acarospora schleicheri

Acarospora fuscata
Acarospora fuscata
Acarospora fuscata

Acarospora sinopica
Acarospora bullata

Acarospora rugulosa

Acarospora sinopica
Acarospora bullata
Acarospora rugulosa

Acarospora fuscata
Acarospora fuscata
Acarospora fuscata

Acarospora rugulosa
Acarospora bullata

Acarospora rugulosa

Acarospora bullata
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Marker:
sekvence
mtSSU

Marker:
sekvence
ITS

Marker:
sekvence
mtSSU

Marker:
sekvence
ITS

BLAST

Likelihood

Parsimony

Neighbourjoining

3. Acarospora thamnina, USA, 2013

Acarospora socialis (96 / 99)
Sarcogyne privigna (100 / 98)
Sarcogyne privigna (100 / 98)

Acarospora thamnina (100 / 99)
Acarospora thamnina (100 / 99)
Acarospora socialis(79 /99)

5. Acarospora pseudofuscata, Recko, 2011

Acarospora laqueata (96 / 99)
Sarcogyne privigna (100 / 98)
Sarcogyne privigna (100 / 98)

Acarospora laqueata (98 / 95)
Acarospora laqueata (98 / 95)
Acarospora peliscypha (96 /92)

Acarospora socialis
Acarospora bullata

Acarospora thamnina
Acarospora thamnina
Acarospora cosialis

Acarospora laqueata

Acarospora laqueata

Acarospora socialis

Acarospora thamnina
Acarospora thamnina
Acarospora cosialis

Acarospora laqueata

Acarospora laqueata

Acarospora socialis

Acarospora thamnina
Acarospora thamnina

Acarospora laqueata

Acarospora laqueata
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Marker:
sekvence
mtSSU

Marker:
sekvence
ITS

Marker:
sekvence -
tubulin

Marker:
sekvence
mtSSU

Marker:
sekvence
ITS

BLAST

Likelihood

Parsimony

Neighbourjoining

6. Acarospora fuscata, Ceska republika, 2013

Acarospora peliscypha (100 / 100)
Acarospora fuscata (100 / 99)
Acarospora rugulosa (100 / 99)

Acarospora peliscypha (100 / 99)
Acarospora cf. bullata (100 / 94)
Acarospora sinopica (100 / 94)

Acarospora bullata (97 / 89)
Acarospora rugulosa (97 / 89)
Acarospora rugulosa (97 / 88)

7. Acarospora fuscata, Rakousko, 2013

Acarospora fuscata (99 / 100)
Acarospora fuscata (100 / 99)
Acarospora fuscata (95 / 100)

Acarospora fuscata (84 / 99)
Acarospora fuscata (84 / 99)
Acarospora fuscata (84 / 99)

Acarospora peliscypha

Acarospora peliscypha

Acarospora sinopica

Acarospora fuscata
Acarospora fuscata

Acarospora fuscata

Acarospora fuscata
Acarospora fuscata

Acarospora fuscata

Acarospora peliscypha

Acarospora peliscypha

Acarospora sinopica
Acarospora bullata
Acarospora rugulosa

Acarospora fuscata
Acarospora fuscata

Acarospora schleicheri

Acarospora fuscata
Acarospora fuscata

Acarospora fuscata

Acarospora peliscypha

Acarospora peliscypha

Acarospora sinopica
Acarospora bullata
Acarospora rugulosa

Acarospora fuscata
Acarospora fuscata

Acarospora fuscata
Acarospora fuscata

Acarospora fuscata
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Marker:
sekvence
mtSSU

Marker:
sekvence
ITS

Marker:
sekvence
mtSSU

BLAST

Likelihood Parsimony Neighbourjoining

8. Acarospora fuscata, Ceska republika, 2012

Sarcogyne privigna (100 / 98)
Sarcogyne privigna (100 / 98)
Glypholecia scabra (98 / 98)

Acarospora sp Nimis (80 / 94)
Acarospora thamnina (81/92)
Acarospora chlorophanum (81 /92)

9. Acarospora umbilicata, Portugalsko, 2007

Acarospora fuscata (99 / 99)
Acarospora rugulosa (100 / 99)
Acarospora fuscata (100 / 99)

? ? Sarcogyne privigna

? ? ?

? ? ?

? ? ?

? ? ?

? ? ?
Acarospora fuscata Acarospora fuscata Acarospora fuscata
Acarospora complanata Acarospora fuscata Acarospora complanata
Acarospora umbilicata Acarospora schleicheri Acarospora fuscata
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Marker:
sekvence
mtSSU

Marker:
sekvence
ITS

Marker:
sekvence f3-
tubulin

Marker:
sekvence
mtSSU

Marker:
sekvence
ITS

BLAST Likelihood

Parsimony

Neighbourjoining

10. Acarospora thamnina, USA, 2013

Acarospora socialis (96 / 99) Acarospora socialis

Sarcogyne privigna (100 / 98) Acarospora bullata
Sarcogyne privigna (100 / 98)

Acarospora thamnina (100 / 99) Acarospora thamnina
Acarospora thamnina (100 / 98) Acarospora thamnina

Acarospora sinopica (99/ 94) Acarospora cosialis

Acarospora bullata (99 / 87) ?
Acarospora rugulosa (99 / 87) ?
Acarospora rugulosa (99 / 87) ?

11. Acarospora fuscata, USA, 2013

Acarospora peliscypha (95 / 100) Acarospora peliscypha
Acarospora fuscata (95 / 99)

Acarospora rugulosa (94 / 99)

Acarospora peliscypha (100 / 99)
Acarospora cf. bullata (100 / 95)
Acarospora sinopica (100 / 94)

Acarospora peliscypha

Acarospora socialis

Acarospora thamnina
Acarospora thamnina
Acarospora cosialis

Acarospora peliscypha

Acarospora peliscypha

Acarospora socialis

Acarospora thamnina
Acarospora thamnina

Acarospora sinopica
Acarospora bullata
Acarospora rugulosa

Acarospora peliscypha

Acarospora peliscypha
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Marker:
sekvence f3-
tubulin

Marker:
sekvence
mtSSU

Marker:
sekvence
mtSSU

Marker:
sekvence
ITS

BLAST

Likelihood

Parsimony

Neighbourjoining

Acarospora bullata (97 / 88)
Acarospora rugulosa (97 / 88)
Acarospora rugulosa (97 / 88)

13. Acarospora umbilicata, Portugalsko, 2011

Acarospora fuscata (99 / 99)
Acarospora rugulosa (100 / 99)
Acarospora fuscata (100 / 99)

14. Acarospora gallica, Ceska republika, 2011

Acarospora fuscata (100 / 100)
Acarospora complanata (98 / 100)
Acarospora peliscypha (100 /99)

Acarospora fuscata (100 /100)
Acarospora fuscata (100 / 99)
Acarospora fuscata (100 / 99)

Acarospora sinopica

Acarospora fuscata
Acarospora complanata

Acarospora umbilicata

Acarospora fuscata
Acarospora fuscata

Acarospora complanata

Acarospora fuscata
Acarospora fuscata

Acarospora fuscata

Acarospora sinopica
Acarospora bullata
Acarospora rugulosa

Acarospora fuscata
Acarospora fuscata

Acarospora schleicheri

Acarospora fuscata
Acarospora umbilicata

Acarospora complanata

Acarospora fuscata
Acarospora fuscata

Acarospora fuscata

Acarospora sinopica
Acarospora bullata
Acarospora rugulosa

Acarospora fuscata
Acarospora complanata

Acarospora fuscata

Acarospora fuscata
Acarospora complanata

Acarospora fuscata

Acarospora fuscata
Acarospora fuscata

Acarospora fuscata
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Marker:
sekvence
mtSSU

Marker:
sekvence
mtSSU

Marker:
sekvence
mtSSU

BLAST Likelihood Parsimony Neighbourjoining

15. Acarospora fuscata, Ceska republika, 2011

Acarospora fuscata (99 / 100) Acarospora fuscata Acarospora fuscata Acarospora fuscata
Acarospora fuscata (100 / 99) Acarospora fuscata Acarospora fuscata Acarospora fuscata
Acarospora fuscata (95 / 99) Acarospora fuscata Acarospora schleicheri

16. Acarospora fuscata, Ceska republika, 2010

Acarospora fuscata (99 / 99) Acarospora fuscata Acarospora fuscata Acarospora fuscata
Acarospora rugulosa (100 / 99) Acarospora complanata Acarospora fuscata Acarospora complanata

Acarospora fuscata (100 / 99)

17. Acarospora pseudofuscata, Recko, 2005

Acarospora laqueata (96 / 99)
Sarcogyne privigna (100 / 98)
Glypholecia scabra (100 / 98)

Acarospora umbilicata

Acarospora laqueata

Acarospora schleicheri

Acarospora laqueata

Acarospora fuscata

Acarospora laqueata
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Marker:
sekvence
mtSSU

Marker:
sekvence
mtSSU

Marker:
sekvence
mtSSU

Marker:
sekvence
mtSSU

BLAST Likelihood Parsimony Neighbourjoining

18. Acarospora umbilicata, Ceska republika, 2007

Acarospora fuscata (99 / 99) Acarospora fuscata Acarospora fuscata Acarospora schleicheri
Acarospora rugulosa (100 / 98) Acarospora complanata Acarospora fuscata

Acarospora fuscata (100 / 99)

19. Acarospora gallica, Ceska republika, 1997

Acarospora umbilicata (97 / 94)
Acarospora cf. contigua (97 / 94)
Acaropsora peliscypha (97 / 94)

20. Acarospora gallica, Ceska republika, 1997

Acarospora umbilicata (33 / 100)
Acarospora fuscata (33 / 100)
Acarospora fuscata (33 / 100)

21. Acarospora rufescens, Ceska republika, 2013

Acarospora fuscata (100 / 100)
Acarospora complanata (98 / 100)
Acarospora peliscypha (100 / 99)

Acarospora umbilicata

Acarospora fuscata
Acarospora complanata
Acarospora umbilicata

Acarospora fuscata
Acarospora fuscata

Acarospora complanata

Acarospora schleicheri

Acarospora nitrophila

Acarospora nitrophila

Acarospora fuscata
Acarospora umbilicata
Acarospora complanata

Acarospora nitrophila

Acarospora umbilicata

Acarospora fuscata
Acarospora fuscata

Acarospora complanata
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Marker:
sekvence
mtSSU

Marker:
sekvence ITS

Marker:
sekvence -
tubulin

Marker:
sekvence
mtSSU

BLAST Likelihood Parsimony Neighbourjoining

22. Acarospora sp., Ceska republika, 2009

Acarospora fuscata (99 / 99) Acarospora fuscata Acarospora fuscata Acarospora schleicheri
Acarospora rugulosa (98 / 99) Acarospora complanata Acarospora fuscata

Acarospora fuscata (95 / 99)

Acarospora fuscata (98 / 98)
Acarospora fuscata (98 / 98)
Acarospora fuscata (98 / 98)

Acarospora rugulosa (99 / 88)
Acarospora bullata (99 / 88)
Acarospora rugulosa (99 / 88)

29. Acarospora fuscata

Acarospora fuscata (100 / 97)
Acarospora fuscata (100 / 97)
Acarospora fuscata (100 / 97)

Acarospora umbilicata
Acarospora fuscata
Acarospora fuscata

Acarospora fuscata

Acarospora sinopica

Acarospora peliscypha

Acarospora schleicheri

Acarospora fuscata
Acarospora fuscata
Acarospora fuscata

Acarospora sinopica

Acarospora bullata
Acarospora rugulosa

Acarospora nitrophila

Acarospora fuscata
Acarospora fuscata
Acarospora fuscata

Acarospora rugulosa
Acarospora bullata

?

Acarospora molybdina
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Tabulka 8: Revize polozek na zékladé molekularniho fingerprintingu.

V4

C.
vzorku | Herbaiové jméno Revidované jméno Poznamka
1. Acarospora fuscata Acarospora fuscata Jednoznaéna pozice ve v§ech markerech
2. Acarospora fuscata Acarospora fuscata Jednoznaéna pozice v B-tubulinu
3. Acarospora thamnina Acarospora thamnina Jednozna¢na pozice v mtSSU a ITS. Acarospora socialis je rovnéz blizky taxon, ale zasadné se lisi
morfologicky zlutou stélkou
Mozné jde o samostatny druh bez dat v GenBank, ale A. laqueata je nejpiibuznéjsi taxon z GenBank databaze
5. Acarospora pseudofuscata Acarospora aff. Laqueata (podle ITS a mtSSU).
6. Acarospora fuscata Acarospora peliscypha Jednozna¢na pozice ve viech markerech.
7. Acarospora fuscata Acarospora fuscata Jednoznaéna pozice v mtSSU a ITS.
8. Acarospora fuscata Acarospora sp. V GenBank databazi nejsou piibuzné taxony. Vzorek s jistotou nepfedstavuje druh Acarospora fuscata.
Pozice v mtSSU uvnitt A. fuscata. Acarospora umbilicata mozna predstavuje pouze bile pruinézni morfotyp
9. Acarospora umbilicata Acarospora fuscata druhu Acarospora fuscata.
Acarospora thamnina Acarospora thamnina Jednoznaéna pozice v mtSSU a ITS. Acarospora socialis je rovnéZ blizky taxon, ale zasadné se lisi
10. morfologicky zlutou stélkou
11. Acarospora fuscata Acarospora peliscypha Jednozna¢na pozice ve v§ech markerech.
Pozice v mtSSU uvniti A. fuscata. Acarospora umbilicata mozna ptedstavuje pouze bile pruindzni morfotyp
13. Acarospora umbilicata Acarospora fuscata druhu Acarospora fuscata.
Pozice vmtSSU a ITS uvniti A. fuscata. Acarospora gallica mozna ptedstavuje pouze morfotyp druhu
14. Acarospora gallica Acarospora fuscata Acarospora fuscata.
15. Acarospora fuscata Acarospora fuscata Jasna pozice v mtSSU.
16. Acarospora fuscata Acarospora fuscata Jasna pozice v mtSSU.
Mozna jde o samostatny druh bez dat v GenBank, ale A. laqueata je nejpiibuznéjsi taxon z GenBank databaze
17. Acarospora pseudofuscata Acarospora aff. Laqueata (podle ITS i mtSSU).
Pozice v mtSSU uvniti A. fuscata. Acarospora umbilicata mozna piedstavuje pouze bile pruindzni morfotyp
18. Acarospora umbilicata Acarospora fuscata druhu Acarospora fuscata.
mtSSU sekvence lezi vné Acarospora fuscata s. lat. v ML stromé&, oviem uvniti' A. fuscata v parsimonyckém
19. Acarospora gallica Acarospora sp. stromé.




0L

Pozice v mtSSU uvnitt A. fuscata. Acarospora gallica mozna ptedstavuje pouze morfotyp druhu Acarospora

20. Acarospora gallica Acarospora fuscata fuscata.
21. Acarospora rufescens Acarospora fuscata Jasna pozice v mtSSU.
22. Acarospora sp. Acarospora fuscata Jasna pozice ve v§ech markerech.
mtSSU sekvence se sdruzuje s A. peliscypha (BS 0,9), ale pfitom se nachazi v kladu A. fuscata v
29. Acarospora fuscata Acarospora sp. parsimonyckém strome.




Obrazek 12: vzorky druhu Acarospora fuscata: A. vzorek ¢&. 1, B. vzorek &. 2, C. vzorek &. 7, D. vzorek &.
22. Morfologicka plasticita druhu Acarospora fuscata. Zdroj: vlastni

Obrazek 13: vzorky druhu Acarospora peliscypha: A. vzorek ¢&. 6, B. vzorek ¢. 11. Vzorky morfologicky
urcené jako A. fuscata, po revizi molekularnim fingerprintingem zarazeny jako A. peliscypha. Zdroj:
vlastni
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Obrazek 14: vzorky druhu Acarospora fuscata: A. vzorek ¢&. 19, B. vzorek & 20. Oba vzorky byly pavodné
na zakladé morfologickych znaki uréeny jako A. gallica. Vzorek &. 19 (A) nebylo mozné molekularnimi
metodami s jistotou identifikovat. Vzorek &. 20 (B) byl identifikovan jako A. fuscata. Zdroj: vlastni

Obrazek 15: vzorky druhu Acarospora fuscata: A. vzorek ¢. 13, B. vzorek €. 18. Oba vzorky byly na
zakladé morfologie urceny jako A. umbilicata. Molekularnim fingerprintingem byly identifikovany jako
druh A. fuscata. Zdroj: vlastni

Obrazek 16: vzorky druhu Acarospora fuscata: A. vzorek ¢&. 8, B. vzorek ¢&. 21. Vzorek ¢&. 8 (A), pivodné
urceny jako A. fuscata se nepoda¥ilo pomoci molekuliarnich metod spolehlivé uréit. Vzorek ¢&. 21 (B),
morfologicky uréeny jako A. rufescens, byl molekularnim fingerprintingem uréen jako A. fuscata. Zdroj:
vlastni
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Obrazek 17: vzorky druhu Acarospora thamnina: A. vzorek ¢&. 3, B. vzorek ¢. 10, C. druh A. socialis Zdroj:
http://www.discoverlife.org/mp/20g?search=Acarospora+socialis. Vzorky byly na zakladé morfologickych
znaki uréeny jako druh A. thamnina. Molekularni fingerprinting toto uréeni potvrdil. NejbliZe pfibuznym
druhem se jevi A. socialis. Zdroj: vlastni

Obrazek 18: vzorky druhu Acarospora aff. laqueata: A. vzorek ¢. 5, B. vzorek €. 17 Zdroj: vlastni, C. druh
A. laqueata Zdroj: http://dbiodbs.univ.trieste.it/italic/italic42?specie=20&us=admin. Vzorky €. 5 (A) a 17
(B), uréené morfologicky jako A. pseudofuscata, staly v molekularnich analyzach nejbliZze druhu A.
laqueata.
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5. DISKUSE

5.1  Vyhodnoceni molekularnich analyz

Vsechny analyzy (obr. 6-11) shodn¢ ukazuji na to, ze skupina Acarospora fuscata,
V soucasném pojeti, charakteristickd obsahem kyseliny gyroforové, je silné
parafyleticka. Ne&ktefi zastupci jsou blizce pfibuzni hnédym taxonim bez obsahu
gyroforové kyseliny (napt. A. nitrophila). Jini jsou dokonce blizci zlutym druhiim
obsahujicim kyselinu rhizokarpovou (A. schleicheri a A. socialis). Tento fakt
zpochybiiuje vyznam sekundarnich metaboliti jako signifikantniho znaku pro

identifikaci skupiny.

Zkoumané vzorky druhu Acarospora thamnina se Vv analyzach sdruzuji se
sekvencemi tohoto druhu a druhu Acarospora socialis z databaze GenBank (obr. 17).
V obou ptipadech se jedna o severoamerické druhy s podobnou ekologii, ale velmi
rozdilnou morfologii. Zatimco Acarospora thamnina patii mezi hnédé zastupce rodu
s kyselinou gyroforovou, Acarospora socialis se vyznacuje Zlutou stélkou a velkou
morfologickou variabilitou. Oba druhy se vyskytuji na stanovistich se suchym
klimatem, kde se chovaji pomémé kompetitivné a Casto prertstaji stélky jinych

druhd.

Acarospora pseudofuscata je nedavno urceny druh (Sipman et Raus 2002), jehoz
sekvence zatim nebyly do databaze GenBank zaneseny. Ve fylogenetickych
stromech tvoii pomérn¢ dobie ohraniceny kldd se sekvenci nazvanou Acarospora
lagueata. Tento druh neobsahuje kyselinu gyroforovou a lisi se ekologii. Zatimco u
druhu Acarospora laqueata uvadi Magnusson (1929) habitat vapenaté skaly,
Acarospora pseudofuscata je znama zatim jen z Reckych ostrovii, kde se vyskytuje
na kiemicitych skalach (Sipman et Raus 2002). Je mozné, ze sekvence pojmenovana

A. lagueata v GenBank je ve skute¢nosti A. pseudofuscata.

Vsechny markery ukazuji v analyzach kompaktni, dobfe odliSenou skupinu
Acarospora fuscata, ktera obsahuje zkoumané druhy Acarospora umbilicata (vzorky
9, 13 a 18), (obr. 15), Acarospora gallica (vzorky 14, 19 a 20), (obr. 14) a
Acarospora fuscata (1, 7, 15, 16, 21, 22), (obr. 12). Rozliseni téchto taxonl na
druhové urovni pouzité markery nepodporuji, mozna se jedna o morfotypy jednoho

druhu. Acarospora complanata, A. nitrophila, A. schleicheri, A. contigua, A.
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peliscypha, A. bullata a A. rugulosa jsou blizce ptibuzné k A. fuscata, coz odpovida

vysledkiim vyzkumu Crewe et al. (2006).

Vzorky 6 a 11 (obr. 13), ptivodné uréené jako Acarospora fuscata se v analyzach
prifadily k sekvenci druhu Acarospora peliscypha. Oba druhy obsahuji kyselinu
gyroforovou a maji podobnou morfologii a ekologii — jedna se o acidofilni, heliofilni
a nitrofilni druhy osidlujici exponovana stanovisté na kiemicitych skalach (Wirth

1995).

Alignment a molekuldrni analyzy rodu Acarospora budi dojem, ze V nékterych
skupinach se hromadi genotypova a fenotypova variabilita, pfi¢emz nedochéazi ke
speciacim. Napt. Acarospora fuscata s. lat., zahrnujici morfologicky definované
taxony A. complanata, A. gallica, A. nitrophila a A. umbilicata, ¢ita velké mnozstvi
haplotypti (genotypova variabilita) a fenotypovych variant, ovSem fenotypové znaky
jsou zpravidla v konfliktu s genotypovymi daty. Vysvétleni je mozné hledat
v podobné ekologii vSech zahrnutych populaci, které se trvale vyskytuji na stejnych
stanoviStich, kde rostou v tésném kontaktu a dochdzi mezi nimi pravdépodobné

Kk neustalému genetickému toku, ktery brani speciacim.

5.2  Posouzeni vyuZzitelnosti DNA-markeri

Markery pro molekularni analyzu byly zvoleny na zakladé prace, zabyvajici se blizce
piibuznym druhem Acarospora smaragdula (Wedin 2009). Byly vybrany ze tii
rozdilnych oblasti genomu tak, aby ddvaly pokud moZno nezavisly signal. ITS je
nekodujici soucast jaderného ribozomalniho RNA genu, ktery se v genomu vyskytuje
vV mnoha kopiich. B-tubulin je kodujici low-copy jaderny gen obsahujici introny (v
ptipadé studovaného data setu dva introny). MtSSU je mitochondrialni ribozomalni

RNA multi-copy gen.

B-tubulin je nékterymi autory zatracovan (Hubka 2011; Keeling et al. 2000) hned
z n€kolika divodi: 1. rychld mutaéni rychlost v tfetich pozicich kodonli mize vést
k saturaci, t. j. ke zpétnym mutacim do puvodniho stavu (napi. T — A — T). 2.
Vyskyt pseudogent ¢i paralogl, které predstavuji vyznamny problém pro studium
molekularni evoluce a systematické prace (Cotton 2005). Pro studovany dataset se

zd4d B-tubulin byt naopak vhodnym markerem, ktery, jako jediny z pouzitych,
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rozliSuje taxony okolo Acarospora fuscata se 100% bootstrapovou podporou (obr.
8). Saturace zfejme neohrozuje signal tohoto markeru, jestlize pracujeme na relativné
nizké taxonomické Urovni (Groven celedi, rodu, druhu). Vyskyt paralogh nelze
vyloucit, ovSem pseudogeny se ve studovaném datasetu nevyskytly, coz ukazuje
ptepis do bilkoviny (identické sekvence aminokyselin, obr. 5). Nevyhoda B-tubulinu
pro fingerprinting je nedostate¢né mnozstvi dat v GenBank. To je vidét v tabulce 7,
kde BLASTové hodnoty podobnosti s nejbliz§imi sekvencemi z GenBank vétSinou

nedosahuji 90%, coZ znamena, ze jde o jiné taxony.

ITS a mtSSU maji pfiblizné podobnou topologii jako [-tubulin. Jednotlivé
fylogenetické rekonstrukce se vSak silng 1is$i kostrou stromt. Také podpory skupin na
urovni druht jsou u téchto dvou markert nizsi. Vyhodou téchto markerti oproti -
tubulinu je vyssi pocet sekvenci v databazi GenBank, coz umoZiuje prosté

BLASTové srovnavani.

V naprosté vétSiné piipadli zvolené piistupy potvrzuji vysledky, ziskané z aplikace
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch). Da se tedy fict, ze
prosté srovnavani sekvenci pomoci algoritmu BLAST je v pfipadé¢ zkoumaného
datasetu dostatecn¢ ptesné pro identifikaci sekvenci (molekularni fingerprinting).
Doporucuje se vSak ovéfovat vysledky z BLASTu nékterym typem molekularnich
analyz. Pro studovany dataset je nejvhodnéj§i Maximum likelihood, protoze
poskytuje fylogenetické rekonstrukce s dobie rozliSenou kostrou a celkem dobré

podpory zajmovych skupin (obr. 6, 7, 8).
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6. ZAVER

e Podaftilo se ziskat sekvence tii lokusi DNA (11 sekvenci ITS, 21 sekvenci
mtSSU a 6 sekvenci -tubulinu)

e Byly provedeny fylogenetické analyzy studovanych lokust - Neighbour-
joining, Maximum likelihood (obr. 6,7,8), Maximum parsimony (obr. 9, 10,
11).

e V pifipad¢ zkoumaného datasetu poskytuji Maximum likelihood a Maximum
parsimony podobné fylogenetické rekonstrukce, ovsem Maximum likelihood
1épe rozliSuje vnitini strukturu fylogenetického stromu a jednotlivé skupiny
jsou lépe podpoteny bootstrapovou analyzou.

e Analyza B-tubulinu nejlépe rozliSuje morfologicky definované taxony, ovSem
jeho nevyhoda pro molekularni fingerprinting je nedostatek sekvenci
v databazi GenBank. Rekonstrukce fylogeneze ITS a mtSSU maji podobnou
topologii jako B-tubulin, ovS§em morfologicky definované skupiny jsou zde
slab¢é podpotené. ITS je nejvhodnéjsi marker z hlediska monozstvi sekvenci
dostupnych v databazi GenBank.

e Na zékladé molekularniho fingerprintingu byla provedena revize herbarovych
polozek (tab. 8) ptivodné urcenych na zakladé fenotypovych znakd.

Nulové hypotézy
e Skupina Acarospora fuscata tvoii piirozeny monofyleticky taxon.

Diagnostické znaky skupiny Acarospora fuscata (pfitomnost kyseliny gyroforové,
hnéda stélka) necharakterizuji jedinou fylogeneticky podpotfenou skupinu, ale
vyskytuji se v riznych ¢astech fylogenetickych stromi. Skupina Acarospora fuscata
neni pfirozenym monofyletickym taxonem.

e Morfologicky definované druhy uvnitt skupiny Acarospora fuscata jsou
pfirozenymi monofyletickymi taxony.

Nebylo ziskdno dostatecné mnozstvi dat pro smysluplné testovani této hypotézy,
nicméné ukazuje se, ze sekvence morfologicky definovanych druhti A. gallica a A.
umbilicata netvofi monofyletické skupiny, ale jsou rozptyleny uvniti kladu
Acarospora fuscata. Rovnéz sekvence druhti Acarospora pseudofuscata, A.
peliscypha a A. thamnina tuto hypotézu vyvraceji. Acarospora pseudofuscata a A.
thamnina tvofi klady s morfologicky odlisnymi druhy (obr. 17, 18), které ve
fylogenetickych stromech stoji mimo skupinu A. fuscata. Acarospora peliscypha se
v analyzach vyskytuje uvnitt skupiny A. fuscata, zaroven ale zaujima i jiné pozice
mimo tento klad.
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