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Abstrakt

Bakalafské prace se zabyva problematikou fotobiontd v lidejnicich. Je zamé&fena na
fasové fotobionty, tedy fykobionty.

Prvni &ast, literarni reSerSe, shrnuje poznatky o liSejnicich, fasich a vztazich mezi
fotobiontem a mykobiontem. Tato €ast pojedndvd o vyhodé€ genetické variability, kterd
umozZiiuje adaptaci na ménici se podminky prostfedi. Déle se zabyva specifitou a selektivitou
symbiontli, kde se sniZz$im stupném selektivity objevuje vice fotobiontli v jedné stélce
liSejniku. Nakonec zmifiuji otdzku koevoluce, ktera rozdéluje védecké pracovniky na dva
tébory. Jedni podporuji spole¢ny vyvoj symbionti, druzi ho naopak vyvraceji.

Druhé &ast popisuje postupy mé vlastni prace v laboratofi, izolaci DNA lisejniku
Cladonia macilenta a amplifikaci uréitych sekvenci pomoci PCR. DosaZené vysledky
odpovidaji na otazku taxonomického zafazeni fotobionta, nebo zda jedna stélka neobsahuje
vice druhi fotobiontd.

Klitov4 slova: Cladonia macilenta, Asterochloris, Trebouxia, fotobiont, mykobiont, selekce,

specifita, diverzita, koevoluce



Abstract

This bachelor thesis engages on the problematics of photobionts in lichens. It is
focused on green algal photobionts, so called phycobionts.

The first part, literature research, summarizes the findings of lichens, algae and
relations between photobionts and mycobionts. This section discusses the advantage of
genetic variability, which allows the adaptation in changing natural conditions. Furthermore it
concerns about specificity and selectivity of symbionts, where more photobionts in one lichen
thallus appear with the lower level of selectivity. Finally I mentioned the question of
coevolution, that divides researchers into two camps. Some promote the common
development of symbionts, others to refute the contrary.

The second part describes the procedures of my own effort in the laboratory, the
isolation of Cladonia macilenta lichen DNA and amplification of specific sequences using
PCR. The results correspond to the question of taxonomic classification of photobiont, or

whether one thallus contains more species of photobionts.

Keywords: Cladonia macilenta, Asterochloris, Trebouxia ,photobiont, mycobiont, selektivity,

specificity, diversity, coevolution
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1. Uvod

Heinrich Anton DeBary definoval termin ,,symbi6za“ jako vztah organismu Zijicich
pospolu (DEBARY, 1879). Termin symbidza zavedl jiZz o 2 roky dfive lichenolog Albert B.
Frank (FRANK, 1877). Jesté pfed nim, vroce 1867, Simon Schwender zjistil, Ze lilejnik je
organismus, ve kterém Zije dohromady li§ejnikotvornd houba s fasou (SCHWENDENER, 1867,
DEPRIEST, 2004). V sou¢asné dob& vyrazn& stoupd zdjem o fotobionty lisejnikli, jejichZz
diverzita a evolu¢ni vztahy se zkoumaji pomoci mikroskopickych, molekularnich
a ultrastrukturalnich technik (BUDEL 1992; FRIEDL 1995; FRIEDL & BUDEL 1996; TSCHERMAK —
WOESS 1989). Velikym pfinosem pak bylo zkouméni na molekularni drovni, které
zaznamenalo vyrazny rozvoj v roce 1995 (DEPRIEST, 2004). Moje bakalafska prace se zabyva
fotobionty lisejnikid, pfesn&ji fasovymi fotobionty. Je rozdélena na &ast teoretickou a &ast
praktickou, ve které jsem se zabyvala lidejnikem Cladonia macilenta. Cilem této préce bylo
zjistit a pokusit se shrnout podstatné informace o problematice vztahu mezi fotobiontem
a mykobiontem a sezndmit se s molekuldrnimi metodami, které budu potfebovat v navazujici

diplomové praci.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Lidejnik

2.1.1 Obecna charakteristika

Lisejniky jsou na Zemi $iroce roz§ifeny. Osidluji pfedevsim extrémni stanovi$té, kde
je sniZena konkurence ostatnich organismii. Rada druhii je kosmopolitng roziitena, jiné
vykazuji omezené aredly. Nachiazime je nejCastéji na kamenech, skalach, borce stromd,
vzéacnégji na listech a holé zemi. Hlavni vyznam liSejnikt v pfirodé je jejich pionyrsky vyskyt
na extrémnich stanovistich, kde pisobi jako ptidotvorni €initelé. N&které druhy jsou velmi
citlivymi indikatory vzdudného zneciténi nebo také indikatory znecidténi ptidy t&€Zkymi kovy,
fluorem, bromem a radioaktivnim spadem.

LiSejnik, pfesn&ji lichenizovand houba, je symbiotické spoleenstvi houby
(mykobionta) a sinice ¢&i fasy (fotobionta) - oba partnefi nejsou navzdjem omezovani, naopak
souZiti je pro né prosp&$né. Fotobiont pfedstavuje autotrofni sloZku organismu a dodévé
mykobiontu organické 1atky. Mykobiont je heterotrofnim zéstupcem a obstarava ptisun vody,
anorganickych latek a umoZiuje fotobiontu riist a rozmnoZovani. Mykobiont je ve velké
veét§ing€ pfevladajici slozkou v liSejnikové stélce, kterd obvykle uréuje i morfologicky tvar
stélky. Zastupci liSejnikotvornych hub patii do vieckovytrusnych (Ascomycota) i vzacné do
stopkovytrusnych hub (Basidiomycota) (KALINA & VANA, 2005).



2.1.2 Morfologie

Stélka (thallus) liSejnikd vykazuje velkou variabilitu, ale u jednoho druhu je viceméné
konstantni. D¥ive morfologie stélky pfedstavovala dileZity urovaci znak, dnes v3ak ustupuje
do pozadi. U liSejnikti miZeme rozlisit tyto tfi typy stélek:

1) kefi¢kovita (frutik6zni) — PFisedd k substratu pouze malou &asti a roste negativné
geotropicky. (Cetraria, Thamnolia aj.)

2) lupenita (foliézni) —Plo$né rozloZena stélka, kterd je na okraji lalo¢natd a ptirdsta
k podkladu jednou nebo vice &¢4stmi. Od podkladu se d4 uvolnit. Spodni strana, pokryta
kirou, obvykle nese pfichytna vlakna (rhiziny), coZ je ndpadné napt. u rodu Peltigera.

3) korovitd (krustézni) — Stélka je celou spodni stranou pfirostld k substratu nebo
ptimo vzrostld do podkladu. ( napt. Placodium)

Dalsi typy stélek: rosolovitd, vlaknité a leprariovita

Nékteré liSejniky (napt. Cladonia, Stereocaulon) maji tzv. dvojtvarou (dimorfickou),
ktera je rozliSend v lupenitou nebo korovitou pfizemni ¢ast (thallus horizontalis)

a keti¢kovitou vystoupavou ¢&ast (thallus verticalis). U rodu Cladonia a ptibuznych rodu je
thallus verticalis spojen vyvojové s primordiem askokarpu a je nazyvan podecium.

Rust stélky je ve srovnédni s ostatnimi houbami velmi pomaly. Né&které korovité
lidejniky vykazuji ptiristek behém 20 let o pouhy 1mm. Lupenité a ketickovité lisejniky
rostou rychleji, aZz 15 mm za rok (KALINA & VANA, 2005).

2.1.3 Anatomicka stavba

Anatomicky rozli§ujeme liSejniky na homeomerické, u nichZ jsou ve stélce ob€ slozky
symbiontli rovhomérné rozptyleny, a na liSejniky heteromerické, u kterych fotobiont byva
lokalizovén v tzv. fasové vrstvé. Z morfologického hlediska tvoii liSejniky s homeomerickou
stavbou stélky vldknitou nebo rosolovitou stélku, lidejniky s heteromerickou stavbou stélky
vytvafeji korovitou, lupenitou nebo kefikovitou stélku. Stélka heteromericky stavénych
liSejnik je rozliSena do n€kolika vrstev (KALINA & VANA, 2005):

1) Korova vrstva - je tvofena buittkami mykobionta, které vytvéfeji pseudoparenchy-
matickou tkai. Je vytvofena vZdy na svrchni, n¢kdy i na spodni stran¢ stélky. N&kdy tato
vrstva mliZe zcela chybét.



2) Rasova vrstva - je tvofena obéma slozkami, mykobiontem a fotobiontem. U vétSiny
lisejnikGi tvoH mykobiont intracelularni haustoria, kterd& mirné€ naruduji stény builky
fotobionta. U jinych liSejnikG (napt. Peltigera) se netvoii haustoria a probihd zde vyména
latek mezi butikami mykobionta a fotobionta.

3) Dfetiova vrstva (medulla) - je tvofena vzajemné propletenymi hyfami, mezi nimiz

jsou dutiny. Nachazi se mezi vrstvou fasovou a korovou.

2.1.4 RozmnoZovani

RozmnoZovéni symbiotického organismu, kterym je liSejnik, musi byt komplexni. Pti
oddéleném rozmnoZovani obou sloZek, pokud ma vzniknout opét liSejnikové stélka, musi
vzdy dojit k op&tovnému setkdni obou symbiontli. Z tohoto hlediska pouze nepohlavni
rozmnoZovani zajist'uje tvorbu diaspor obsahujici ob& sloZky. (Obr. 1)

Nejjednodusim typem rozmnoZovani je fragmentace stélky. Lidejnik oviem musi byt
schopny regenerace, aby ulomky stélky mohly za ptiznivych podminek dortist v novou stélku
(Cladonia, Parmelia aj.).

Izidie jsou struktury zaji$t'ujici nepohlavni rozmnoZovani. Vznikaji protrzenim korové
vrstvy, tim proniknou ven vnitini vrstvy stélky za vzniku vyrustkd, které obsahuji buiiky
fotobionta a svou stavbou odpovidaji stavbé stélky. U n€kterych druhti lilejnikt se tvoii izidie
v takovém mnoZstvi, Ze pokryvaji povrch stélky (n€které druhy rodu Parmelia). Po ulomeni
slouzi jako &4stice schopné regenerace v novou stélku (u rodu Pertusaria).

U né&kterych lisejnikl (napt.Baeomyces) se oddéluji malé EasteCky povrchové stélky.
Tyto Supinkovité utvary jsou oznatovény jako schizidie a slouzi rovné&Z jako disaspory.

RozmnoZovani pomoci soredii je nejb&Zn&j$im typem. Soredie jsou malé utvary
(o velikosti 25-100 pm) tvofené burikami fotobionta, které ho oplétaji hyfy mykobionta.
Vznikaji v fasové vrstvé a rozruSenim korové vrstvy se uvolituji na povrch. N&kdy
k jejich uvoliiovéni slouZi specidlni mista — sordly. U nékterych druhi mouhou soredia
vznikat na celém povrchu stélky, kterd je poté mou¢naté sorediézni (napf. u Cladonia
fimbriata).

Blastidie jsou fragmenty stélky vznikajici pu¢enim (napf. u rodu Xanthoria). Jsou to
kulovité utvary obsahujici stejné jako soredie buriky fotobionta a hyfy mykobionta. Diky
tomu jsou Casto se sorediemi zaméfovany. Nové blastidia vznikaji ze 3pi¢ky pfedchozi
blastidie.



Pohlavni rozmnoZovani se omezuje pouze na mykobionta. Pro vé&tSinu lidejniki je
nezbytné, aby spory mykobionta na$ly v pfirod¢ odpovidajictho voln€ Zijictho fotobionta,
jinak nemuZe stélka liSejniku vzniknout. Po kontaktu s potencionalnim fotobiontem vznika
nendpadny ,,pre-thallus® (BECK ET AL., 1998). ,,Pre-thallus“ miZe vzniknout i po kontaktu
s nekompatibilnim fotobiontem (OTT, 19874, B) a v Zivotnim cyklu liejniku se zda byt velmi
dilezity, protoZze umoZituje pteZiti mykobionta do té chvile, neZ objevi vhodného fotobionta.
Kompatibilni fasa miZe byt za¢lenéna do stélky pozd&ji (FRIEDL, 1987; SANDERS & RICO,
1992). Tato vymeéna fotobiontii byla napf. pozorovéna u Diploschistes muscorum (FRIEDL,
1987). Tento liSejnik se zachyti na povrchu stélky lisejniku rodu Cladonia, vroste dovnitf
a prebira fotobionta, ktery je pro n&j vyhodnéjsi.

Problém nastdva u téch druhd, jejichz fotobiont se volné v pfirod¢ nevyskytuje. Jedna
se hlavné o ty liejniky, jejichz fotobiontem je fasa zrodu Trebouxia. Otdzka, jak si
mykobiont téchto druhi liSejniki zajisti svého fotobionta, neni doposud do detailu objasnéna
(KALINA & VANA, 2005). Né&které studie feSici tuto otazku doSly k zavéru, Ze lidejnik ziska
fotobionta bud’ kradezi ze stélky jiného liSejniku, nebo pfimo parazitismem (FRIEDL, 1987;
OTT, 1987A,B; RAMBOLD & TRIEBEL, 1992; LUCKING & GRUBE, 2002). Obé tyto strategie byly
pouzity k vysvétleni relichenizace t&ch druhid lidejnikli, kterym chybi sdileny zptsob Sifeni
mykobionta a fotobionta (BECK ET AL., 1998, 2002). Je ale také tieba uvést, Ze otdzka absence
volného vykytu rodu Trebouxia v pfirod¢ je stdle diskutovana. Zatimco n&ktefi autofi
zastavaji nazor, Ze Trebouxia miZe pieZivat pouze ve stélkach lidejnikd (AHMADJIAN 1988,
1993), jini autofi pfinesli dikazy o existenci volné Zijici populace v pfirodé (napf.
TSCHERMAK-WOESS, 1978; SANDERS, 2005).

Examples of vegetative symbiotic propagules in lichens

blastidia isidia soredia
are formed in

laminal or marginal

Obr. 1: Piiklad vegetativniho rozmnoZovéni liejniku (ROSMARIE HONEGGER, 2009).
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2.2 Fotobiont

2.2.1 Taxonomické zarazeni a obecna charakteristika

Pfiblizn€ 100 druht ve 40 rodech fas a sinic je udavdno jako fotobionti liSejnikl
(TSCHERMAK-WOESS, 1989; BUDEL, 1992; RIKKINEN, 2002). Mezi nej¢astéj§i fotobionty patii
rody Trebouxia, Trentepohlia a Nostoc. Rody Trebouxia a Trentepohlia néleZi k zelenym
fasam (Chlorophyta, Eukaryota), rod Nostoc patii do sinic (Cyanobakteria). Eukaryoti¢ti
fotobionti jsou &asto oznaCovani jako fykobionti (phycobionts), zatimco sinicovi fotobionti
jsou oznadovani jako cyanobionti (cyanobionts) ( FRIEDL & BUDEL, 1996).

Zamé&ime se na zelené fasy. Mezi nejCastéj$i fotobionty liSejnikd vramci tiidy
Ascomycetes patfi druhy rodt Trebouxia a Asterochloris (PERSOH ET AL., 2004). A&koli se
diverzita v rdmci té€chto rodli omezuje jen na péar popsanych druhd, souasné molekularni
studie odhlalily velkou skrytou diverzitu jak u rodu Trebouxia (KROKEN & TAYLOR, 2000), tak
predev§im u rodu Asterochloris (PIERCE-NORMORE & DEPRIEST, 2001). Napiiklad u rodu
Trebouxia se pomoci sekvenovéni intronu v genu pro aktin (ACT1) a ITS rDNA oblasti
zjistilo, Ze druh Trebouxia jamesii se sklddd z mnoha fylogeneticky ptibuznych druht
(KROKEN & TAYLOR, 2000). Sou¢asné molekuldrni studie zaloZené na stejnych molekularnich
markerech ukazuji obdobnou skrytou diverzitu i u rodu Asterochloris (SKALOUD, 2008).
Uved'me jedt¢ daldi rody zelenych fas vyskytujicich se v lidejnikovych symbiotickych
asociacich. Rod Dictyochloropsis, je &astym fotobiontem &eledi Lobariaceae (Peltigerales),
Myrmecia se Casto vyskytuje v<&eledi Pannariaceae (Peltigerales) (MIADLIKOWSKA &
LUTZONI, 2004).

2.2.2 Zivotni cyklus zelenych Fas a rozmnoZovani

Zelené fasy maji zpravidla haplontni Zivotni cyklus, kdy jedinou diploidni buiikou je
zygota (zygospora). Haplo-diplontni Zivotni cykly nachézime pouze ve t¥idach Ulvophyceae,
Cladophorophyceae, Bryopsidophyceae a Dasycladophyceae. (KALINA & VANA, 2005)

Nepohlavni rozmnoZovani zajistuji jednobun&¢né, zpravidla jednojaderné
rozmnoZovaci butiky (tzv. mitospory). Haploidni mitospory produkuji haploidni gametofyty,
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diplodni mitospory produkuji sporofyty. U zelenych fas rozliSujeme n&kolik typd bunék
slouZicich k nepohlavnimu rozmnoZovéni (Obr. 2):

Zoospory jsou voln& pohyblivé a vznikaji v zoosporangiu ve velkém poctu. Pohyb
zoospor zajist'uji bikiky, které se po kratké pohyblivé fazi zatdhnou. Buiika se zaobli
a v ptipadé nahych zoospor vylou¢i na povrch buiiky bunéénou sténu.

Aplanospory jsou jednojaderné rozmnoZovaci buiiky, které jsou alternativou zoospor.
Jediné v ¢em se lidi je absence bi¢ikid a zkraceny vyvoj. Buitka vylou¢i bunéénou sténu ihned
po rozdéleni matetského protoplastu.

Autospory jsou také jednojaderné rozmnoZovaci buriky, které nikdy nemaji biiky.
V dobé& opusténi matetské bunééné st€ny maji tvar, ktery odpovidé dospélé vegetativni burice.

Zoospory, aplanospory a autospory vznikaji endogenné, tj. uvnitf matefské buiiky.
Uvolilyji se odbourdvanim matefské bun&né stény pomoci enzyml autolyzinli (KALINA &
VANA, 2005).

Obr. 2: Schéma Zivotniho cyklu a rozmnoZovéni u rodu Asterochloris: A vegetativni buiika,
B—E Tvorba autospor, B déleni chloroplastu, C mladé autosporangium, D uvolnéni autospor,
E zrald autospora, F-N Aplano-, zoosporogeneze, F pfeména chloroplastu z axidlniho na
parietdlni typ, G mladé aplano-, zoosporangium, H zralé aplanosporangium, I uvolnéni
aplnospor, J mladé aplanospory, K uvolné&ni zoospor ze slizovitého va¢ku, L shluk zoospor,
M uvolnéni zoospor, N dorziventralné zplo$té€ld zoospora s dvéma bi¢iky, O-P pohlavni
rozmnoZovani, O gamety, P planozygota se ¢tyfmi bi¢iky ( pfevzato z SKALOUD, 2008).
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Pohlavni proces zelenych fas je zaloZen na gametogamii, tj. kopulace se u&astni
jednobunééné gamety, které vznikaji v gametangiich. Podstatou tohoto procesu je splyvani
plazmy (plazmogamie) a jader (karyogamie) kopulujicich gamet. Vznik4 zygota s diploidnim
jédrem, kterd se zdhy méni v tlustosténou zygosporu s riizné dlouhou dobou dormance. Podle
morfologie gamet rozliSujeme izogamii — gamety maji stejny tvar a velikost a jsou opatfeny
bi¢ikem, anizogamii — maji rovné€Z bi¢ik, ale 1i3i se vz4djemnou velikosti (mensi gamety jsou
povaZovény za saméi, jsou vice pohyblivé) a oogamii — sam¢i gamety (spermatozoidy) jsou
opatfené bi¢iky a pohybuji se, sami¢i gamety (oogonia, vaje¢né buriky) bi¢iky nemaji
(KALINA & VANA, 2005).

2.2.3 Historie taxonomického posouzeni rodu Trebouxia a Asterochloris

a jejich morfologické rozliSeni

Rody Trebouxia a Asterochloris jsou nej¢astéj$imi fotobionty liSejnikti (PERSOH ET AL.
2004). Morfologicka a pfedevsim genetické data naznaduji, Ze rod Trebouxia je parafyleticky
(ARCHIBALD, 1975; TSCHERMAK-WOESS, 1989; FRIEDL & ZELTNER, 1994; FRIEDL & ROKITTA,
1997). Nekonzistenci rodu Trebouxia se pokusilo vytesit nékolik autori pfesunutim nékterych
druhti rodu Trebouxia do novych rodi ¢i podrodi.

Vroce 1975 byl popsan rod Pseudotrebouxia (ARCHIBALD, 1975), definovany na
zékladé odlisné tvorby nepohyblivych reprodukénich bun&€k (autospor). Rod Trebouxia
definoval tvorbou autospor pomoci tzv. ,,desmoschisis®, rod Pseudotrebouxia pak pomoci tzv.
»eleutheroschisisi. Gértner (1985b) a Tschermak-Woess (1989) rovnéz odlisili v ramci rodu
Trebouxia dvé skupiny na zakladé odli¥né tvorby autospor, jejich pojeti viak bylo odli§né.
Girtner (1985a, b) nasledn& napadl existenci rozdili navrZzenych Archibald (1975) a zamitl
vytvofeni rodu Pseudotrebouxia. Tschermak-Woess (1989) rozdélila rod Trebouxia do dvou
podrodli - Trebouxia a Eleutherococcus na zaklad€¢ pfitomnosti autospor. Do podrodu
Eleutherococcus Tschermak-Woess zahrnula vSechny druhy, které nevytvafeji autospory.
Toto rozdéleni pak bylo nasledné podpofeno i molekuldrnimi studiemi ITS rDNA (PIERCEY-
NORMORE & DEPRIEST, 2001).

Rod Asterochloris byl poprvé vyizolovan a popsén z lidejniku Anzina carneonivea
(TSCHERMAK-WOESS, 1980) jako druh A. phycobiontica. Stejna autorka ale pozdé&ji navrhla

zrudeni rodu a pfevedeni druhu Asterochloris phycobiontica do podrodu Eleutherococcus pod
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jménem Trebouxia phycobiontica (TSCHERMAK-WOESS, 1989). Na zékladé¢ morfologickych
poznatki ale nevyloudila moZné zachovani rodu Asterochloris, pokud by daldi studie
prokazaly jeho platnost. O né&kolik let pozdé&ji pak skute¢né molekularni studie potvrdily
vyraznou genetickou odli§nost fotobionta ze stélky liSejniku Anzina carneonivea od vétsiny
druhi rodu Trebouxia (PIERCEY-NORMORE & DEPRIEST, 2001) a tudiZ platnost popsaného rodu
Asterochloris. Rod Asterochloris 1ze od rodu Trebouxia odlidit pomoci t&€chto znakli (HELMS,
2001; PIERCEY-NORMORE & DEPRIEST, 2001):
- krat$i ITS usek, ktery nelze zalignovat s druhy rodu Trebouxia.
- urodu Asterochloris 1ze velmi t&€Zce odlisit matrix pyrenoidu od stromatu chloroplastu
(FRIEDL 19894, B)
- pyrenoid mé urodu Asterochloris nepravidelny tvar (FRIEDL 19894, B)
- chloroplasty rodu Asterochloris se pfed délenim bun&k pfetvoii z axidlniho
na parietdlni typ. Naopak chloroplasty rodu Trebouxia zlstavaji pfed a pfi déleni bun&k
lalokovité (GARTNER 1985B)
- kopmatibilita rodu Asterochloris s lisejniky z &eledi Cladoniaceae (RAMBOLD ET AL.,
1998; PIERCEY-NORMORE & DEPRIEST, 2001).
Vymezeni rodd Trebouxia s.str. a Asterochloris je podporovano t€mito pé&ti
nezévislymi znaky, které jsou povaZovany za dostate¢né silné diikazy pro to, aby Trebouxia
a Asterochloris byly povaZzovany za dva samostatné rody.
Avsak existuji dal$i morfologické znaky, pomoci kterych miizeme tyto dva rody
odlisit. Jsou jimi naptiklad:
- vegetativni burlky rodu Trebouxia maji kulovity tvar, Asterochloris miZze mit buiiky
bud’ rovnéz kulovité, &i nepravidelné tvarované
- buriky obou rodd obsahuji vyrazny centralni hv&zdicovité tvarovany chloroplast, ktery
oviem muZe mit mnoho podob
- jadro je invaginované v chloroplastu; Asterochloris se od rodu Trebouxia 1i8i vice
vykrojenymi laloky chloroplastu a transformaci chloroplastu do parietdlni formy pted
délenim burliky; vobou rodech chloroplasty obsahuji pyrenoidy s rozdilnou
ultrastrukturou
- urodu Trebouxia autospory tvofi nepravidelné shluky (bali¢ky), spojené dohromady
pomoci starych stén sporangii (FRIEDL & BUDEL 1996), u rodu Asterochloris tento
znak pozorovan nebyl; naopak tento rod je charakteristicky ¢&astou tvorbou
aplanosporangii (SKALOUD, 2008)
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Obr. 3: A Asterochloris (,,Trebouxia“ glomerata), B Trebouxia arbuscula (foto: Skaloud)

2.3 Vztahy mezi fotobiontem a mykobiontem

2.3.1 Geneticka variabilita

Geneticka variabilita, neboli proménlivost, vysvétluje existenci rozdili uréitych znaki
mezi jedinci stejného druhu. Je to dilezity faktor pro zkoumani, zda je li¥ejnik schopen se
adaptovat na nové prostfedi (MITTON & GRANT, 1984). Podle zavedenych pfedstav schopnost
fotobionta adaptovat se na novy habitat ovlivituje schopnost li§ejniku pfizptisobit se novému
stanovisti. U liSejnikd s vegetativnim rozmnoZovanim, kdy ob& propagule jsou jiZ pospolu
(soredie) a vytvéfeji geneticky identickou stélku, se ale tato mira pfizptisobeni sniZuje.
(PIERCE-NORMORE, 2006). Genetickd variabilita, a tudiZ mira pfizpisobeni ptirodnim
podminkdm, mizZe byt zvy$ena sexualnim rozmnoZovanim mykobionta nebo zménou
fotobionta (podrobnéji popsano déle).

Pouze par studii zkoumalo genetickou variabilitu fotobiontd u vegetativné se
rozmnoZujicich lidejnikd (BECK ET AL., 1998). Objektem zkouméni byl naptiklad rod Letharia,
u kterého se pomoci ITS zjistilo, Ze jejim fotobiontem je Trebouxia jamesii (KROKEN &
TAYLOR, 2000). Dal3im sekvenovdnim intronu v genu pro aktin se objevila velkd skrytd
diverzita tohoto druhu. Druh Trebouxia jamesii byl rozdélen na mnoho fylogeneticky
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ptibuznych druhd (Obr.4). Porovndnim aktinovych a ITS sekvenci fotobiontd byly navic
objeveny rekombinované Useky, které naznaéuji pohlavni rozmnoZovéni rodu Trebouxia.

Trebouxia jamesii byla dale zkouména ve studii Piercey-Normore (2005) v li¥ejniku
Evernia mesomorpha, rostouci na kife borovice Pinus banksiana. Evernia mesomorpha
asociuje sS5 genotypy druhu Trebouxia jamesii. To miZe znamenat adaptivni vyhodu
(ROMEIKE ET AL., 2002) vdrsnych a ménicich se podminkidch a schopnost liSejniku E.
mesomorpha reagovat na zmény Zivotnich podminek (GUNN ET AL., 1995).

Ohmura et al. (2006) sledovali genetickou variabilitu mykobionta a fotobionta ve
vegetativné se rozmnoZujicim liSejniku Parmotrema tinctirum, ktery se rozmnoZuje pomoci
isidii a ktery malokdy vytvafi apothecia. Vyzkum byl zaloZen na ITS rDNA sekvencich na
zaklad€ vzorkti odebranych v Japonsku z plochy 60 km?. Zjistilo se, Ze genetick variabilita
mykobiontli zahrnuje &tyti ITS typy, zatimco fotobionti bylo nalezeno dvacet jedna ITS typt
(v8echny pattili do druhu Trebouxia corticola). Dohromady bylo zji$t€éno 28 rlznych
kombinaci mezi fotobionty a mykobionty. Parmotrema tinctorum je povaZovéna za vysoce
selektivni vuéi fotobiontim. Dvacet osm kombinaci na relativné malém uzemi tak
reprezentovalo neo¢ekdvané vysokou diverzitu. Geneticka diverzita fotobiontd byla malad na
mistech ve mésté, ale velkd na pfedméstich a horskych ubo¢ich. To miZe byt zplisobeno
»efektem hrdla lahve* (,,bottleneck® nebo ,,founder effect®), tj. poklesem druhové diverzity
pfi velkém ubytku jedincli v populaci, zptisobené napiiklad zneéisténim Zivotniho prostfedi
(ovzdusi).

Ohmura et al. (2006) ur¢ili 4 rizné mechanismy, které zvySuji genetickou variabilitu
li¥ejnikovych symbiontil. Prvni z nich je vymé&na fotobionti pomoci isidii (Obr. 5A), které
ziskaji novou fasu z ptdy. Druhym mechanismem je fize stélek dvou geneticky odlinych
druhd (Obr. 5B). Tieti mozZnost se tykd velkého rozptylu isidii (pfileti z daleka s jinou
genetickou vybavou)

(Obr. 5C). Tuto mozZnost potvrdili ve své studii i Romeike et al. (2002), kteti navrhli stejny
zpusob ziskadni genetické diverzity fotobiontu u druhti rodu Umbilicaria na Antarktidg.
Diverzita byla na tomto izemi zplsobena velkym rozptylem suchych diaspor (napf. soredii)
obsahujicich fotobionty rodu Trebouxia. Za vektory diaspor miiZeme povaZovat vitr (MUNOZ
ET AL., 2004) nebo ptaky (BAILEY & JAMES, 1979). U pohlavné se rozmnoZujicich liSejnika
miZe uvaZovat i étvrtou moZnost zvySeni genetické variability symbiontli — rozptyl askospor
(Obr. 5D). Sexuélni rozmnoZovéni zahrnuje zisk vyhodné fasy v pidé pii kli¢eni askospor
(Ott, 1987). Fotobiont z ptivodni stélky je vyménén v sexudlni fazi reprodukce a nésledné

miZe nastat genetickd variabilita v podobé& riiznych kombinaci mykobionta a fotobionta.
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Obr. 4: MoZnosti zmény genetické kombinace mezi mykobiontem a fotobiontem. A Vyména
pivodniho s novym fotobiontem. B Vyména fotobionta nebo mykobionta zplisobena fiizi
dvou geneticky odlidnych stélek. C Siroky rozptyl geneticky odlidnych isidifi. D Rozptyl
askospor na velké vzdalenosti u druhi, které vytvéteji apothecia (OHMURA ET AL., 2006).
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Trebouxia jamesii
species complex

actin | intron 569
1 of 8 MP trees
51 steps
RC = 0.95

from
Letharia ‘lupina’
Letharia ‘gracilis’
Letharia ‘rugosa’ —»
Letharia ‘barbata’
Letharia ‘lucida’

Obr. 5: Komplex druhii Trebouxia jamesii zaloZeny na actin 1 intronu. (KROKEN & TAYLOR,
2000)

2.3.2 Specifita a selektivita

Termin selektivita byl doposud popisovan jako vlastnost mykobiontl, nikdy nebyl
pouzit pro fotobiontntho partnera. Beck et al. (2002) charakterizovali tento termin jako
vlastnost uréujici interakci mezi symbionty, ale pouze z pohledu jednoho z biontti. Selekce
vhodného fotobionta neni nepldnovand, ale je to dileZitd vlastnost mykobionti liSejniki
(RAMBOLD ET AL., 1998). Bylo zji§téno, Ze vét$ina zkoumanych fotobiontli mé relativné nizky
stupeti selektivity, ale vzhledem k nedostatku tidaji by bylo unédhlené stanovit pfesnou miru
selektivity fotobiontl. Jako pfiklad uvadim druh Trebouxia jamesii, ktery asociuje s mnoha
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druhy hub (BECK, 1998). Stupeii selektivity je odvozen od po¢tu partnertl, se kterymi miZe
byt dany organismus v symbioze.

Pod terminem vysoka selektivita mykobiontil si miZzeme pfedstavit vztah mykobionta,
ktery asociuje pouze sjednim druhem ¢&i genotypem fotobionta. Neni vztaZena pouze na
blizké vzdalenosti, jsou piiklady li§ejnikti rostoucich v geograficky velmi vzdalenych
lokalitach a majicich stle stejného fotobionta (HELMS ET AL., 2001). Vysok4 selektivita se
nevztahuje pouze na jednotlivé druhy mykobiontd, ale i na vys$§i taxony. Naptiklad vétSina
druhti ¢eledi Physciaceae tvoifi symbiotickou asociaci s fotobionty pouze jediného subcladu
rodu Trebouxia, potvrzuje to vysoky stupeti selektivity mykobiontd (HELMS ET AL., 2001).
Jako dal$i ptiklad mohu uvést skupinu &ervenoplodych dutohlavek Cladonia coccifera (CI.
coccifera a Cl. pleurota), kterd je asociovdna pouze se dvéma piibuznymi druhy rodu
Asterochloris — A. glomerata a A. irregularis (BACKOR ET AL., 2009).

Vytvati-li liSejnik na stanovisti symbioticky vztah s vice druhy fas (3-4), jedna se
o nizkou selektivitu. LiSejniky s nizkou selektivitou vétSinou patii k b&Znym pionyrskym
druhiim rostoucim na riznych typech habitati v&etn& méstskych oblasti. Soutasné né&které
studie prokézaly, Ze ur¢ité druhy fotobionti maji ekologické preference (BECK, 2002; HELMS,
2003). Proto mykobionti s nizkou selektivitou mohou kolonizovat $iroké spektrum habitatl,
kde se vyskytuji rizné druhy fotobiontd. Schopnost houby zménit fotobionta je hlavnim
diivodem, pro¢ tyto liSejniky rostou a jsou usp&$ni v kolonizaci rozdilnych stanovist. Nizkou
selektivitu ma naptiklad rod Umbilicaria nebo druh Evernia mesomorpha (ROMEIKE ET AL.,
2002; PIERCE-NORMORE, 2006), které maji schopnost se pfizpisobit drsnym nebo ménicim se
podminkam Zivotniho prostfedi. Se zmé&nou prostfedi miZe byt vybeér fotobiontli pfesmérovan
na jiné druhy ¢&i genotypy. Je potvrzeno, Ze druhy s krustézni stélkou maji &asto malou
selektivitu (napf. druh Ridnodina) oproti liSejnikiim s lupenitou stélkou (napf. druh Physcia
nebo Parmotrema tinctorum), kteti obvykle byvaji vysoce selektivni (HELMS ET AL., 2001).

Specifitou lze popsat symbiotické sdruZeni jako celek, ktery zavisi na mife selektivity
obou symbiontd (Obr. 6). Specifita mykobionti na urovni rodu hraje vyznamnou roli.
Neddvno navrZené rozdéleni rodu Trebouxia do dvou rodi (FRIEDL - nepublikovano;
RAMBOLD ET AL., 1998; HELMS ET AL., 2001 na zéklad¢ TSCHERMAK-WOESE, 1989),
Asterochloris a Trebouxia, se odraZi ve volb& mykobiontl. Zatimco rod Asterochloris je
specificky pro podfdd Cladoniineae, rod Trebouxia najdeme hlavné v Lecanoriineae

(RAMBOLD ET AL., 1998) (Obr. 7).
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Obr. 7: Ptiklad specifity na drovni rodu. Clade Sa T (Lecanorineae) obsahuje fotobionta
rodu Trebouxia (druhy sloupec, & 9). Clade U (Cladoniineae) obsahuje fotobionta rodu
Asterochloris (druhy sloupec &. 10) (PERSOH ET AL., 2004).
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Obr. 6: Definice riznych stupiil specifity (BECK ET AL., 2002).

Studie Yahr et al. (2004) rozdélila mykobionty lisejnikii do 3 skupin: fotobiontni
specialisté, fakultativni mykobionti a generalisté. Zabyvali se diverzitou fotobiontl na uzemi
Floridy a déle selektivitou mykobiontl z liSejnikd rodu Cladonia. Je zajimavé, Ze akoli
autofi uvadéji sviyj €lanek jako vyzkum specifiky mykobionti, jedna se ve skute€nosti o studii
jejich selektivity (viz HELMS ET AL., 2002). Z osmi zkoumanych druh@i hub bylo 3est
fotobiontnich specialistl, kteti prokazovali specifitu pro jeden fasovy clade. Na tizemi severni
Floridy ozna¢eném jako NGC (Obr. 8) nebyl nalezen Z4dny fotobiont z linie I, tzn. druhy
Asterochloris irregularis a A. glomerata. Zjistilo se, Ze pravé proto se na tomto misté
nevyskytuji lisejniky Cladonia dimorphoclada a Cladonia subsetacea, ktefi tudiZ patii mezi
fotobiontni specialisty a maji tedy vysokou specifitu pro vy$e zminéné druhy fotobiontti.

60 km

Obr: 8: Druhové selektivita liSejnikii Cladonia subsetacea a Cl. dimorphoclada (clade I).
Mapa mist, na kterych se odebiraly vzorky. Clade I (tmavé te¢ky), Clade Ila (Srafovani),
Clade IIb (bila plocha) (YAHR ET AL., 2004).
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2.3.3 Vice fotobiontu v jedné stélce liSejniki

U lisejnikd s nizkou selektivitou bylo nalezeno vice druht fotobiontii (HELMS ET AL.,
2001). Naptiklad v &eledi Parmeliaceae (napf. u druhu Pleurosticta acetabulum) byly dva
geneticky odliné druhy fotobiontil vyizolovény ze stejné stélky lifejniku (BHATTACHARYA ET
AL., 1996). Adaptivni vyhody této n€kolikanasobné symbiosy byly popsény vy3e. Dopliikové
hypotéza je ta, Ze houba chce vyuzit pro dosaZzeni maximéalni fotosyntézy s rtiznou urovni
svétla n€kolik fasovych genotypi (RIKKINEN, 1997). Podobné mechanismy miZeme nachézet
u korald, kteti asociuji s rodem Symbiodinium (MIEOG ET AL., 2009). Pfi stresu (zvySeni /
sniZeni teploty vody, zvySeni slunedniho ozafeni, acidifikace oceand, pokles hladiny
zooplanktonu, zvy$end sedimentace, infekce patogenem) miZe dojit k odumfeni
symbiotickych fas (tzv. zooxantel) ve stélkadch korald, coZ vede k svétlej$i nebo tpln€ bilé
barve (,,coral bleaching®) a naslednému thynu korélu. Koralové kolonie se tomuto nebezpeti
bréni mimo jiné i tim, Ze poskytuje Gto¢i§té vice druhtim zooxantel z rodu Symbiodinium.

Fahselt et al. (1995) zast4vaji nazor, Ze vyskyt vice fasovych genotypt ve stejné stélce
li¥ejnikd mlzZe souviset s v€kem stélky. Stardi stélka by tedy meéla za dobu svého vyvoje
nashromézdit vice neZ jeden genotyp z rozptylenych soredii. Pokud pfilétne soredie
obsahujici jiZ n&€kolik genotypid, miZe se ve stélce rychle zvétsit pofet genotypt. Jsou-li
vzécné genotypy uchovany ve stélce, mohou pak byt vyuzity pfi zmeéné Zivotnich podminek
a tim pfinést vyhodu celé lisejnikové asociaci.

Stale jesté neni pln€ objasnén mechanismus vyskytu a udrZeni vice fotobionti v jedné
stélce lisejniku a existuje n€kolik hypotéz, které tento stav vysvétluji. Je zde mozZnost, Ze
jednotliva podécia vznikaji z velkého po¢tu sorédii (HONEGGER, 1992; JAHNS, 1988). Kazdé
soredium mtiZe obsahovat jiny druh fotobionta, stejné& tak jiny genotyp mykobionta, tudiZ
vysledna stélka je vlastn& rekombinaci vice genotypl obou symbiontd. Fotobiont (stejné jako
mykobiont) déle mtize pfistat v podobé& soredia na povrch jiz existujici stélky lisejniku
a zaclenit se do ni b&hem jejiho ristu (PIERCE-NORMORE, 2006). Posledni moZnosti je pak fiize
dvou riiznych stélek do jedné (OHMURA ET AL., 2006).
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2.3.4 Koevoluce

Pojem koevoluce popisuje proces vzdjemné evoluéni zmény druhd, které maji jistou
ekologickou vazbu (Thomson, 1982). LiSejnikové symbiosy pfedstavuji vztah dvou silné
vézanych symbiontt, byly proto dlouho povaZovany za koevoluéni. Tvar stélky nebo syntéza
sekundérnich sloudenin jsou vysledky spoluprace symbiontl, coZ bylo udavano jako dikaz
nutné koevoluce symbionti (AHMADIJIAN, 1987). Nedavné studie nicméné prokazaly jen
malou, ne-li Zddnou koevoluci houbovych a fasovych symbiont. Srovnavaci fylogenetické
metody neprokazaly Zadnou paralelni kladogenezi a kospeciaci symbiontd (PIERCEY-
NORMORE & DEPRIEST, 2001; KROKEN & TAYLOR, 2000).

Piercey-Normore & DePriest (2001) porovnavaly ITS fylogenezi fas rodu
Asterochloris a houbovych partneri z &eledi Cladoniaceae (Obr. 9). Pomoci statistickych
metod zamitly kospeciaci a striktni paralelni kladogenezi. DoSly k zévéru, Ze k ziskavani
fotobionthi mykobiontem dochézi opakovang.

Ke stejnym vysledktim dosli i Kroken & Taylor (2000) u houby rodu Letharia, ktera asociuje
s Trebouxia jamesii.

Dalsi studie (NELSEN & GARGAS, 2007) zkoumala evoluéni vztahy symbionti u rodu
Lepraria. Stejn€ jako u obou vySe zmin€nych studii, ani vtomto pfipad¢ nebyl vztah
symbiontli zachovian b&hem evoluce liSejniku. Schopnost zménit partnera (horizontalnim
pfenosem) muiZe poskytnout vyhody pro udrZeni Zivotaschopnosti genotypu mykobionta
(zminény v ptedeslych kapitolach).
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Obr: 9: Neshoda fylogenetickych stromi fasovych a houbovych sloZek lisejniku doklddajici
neexistenci koevoluce téchto symbionti. Symbionti ze stejného liSejniku jsou propojeny

linkami (PIERCEY-NORMORE & DEPRIEST, 2001).

3. Prakticka ¢ast

3.1 Uvod

Cilem praktické ¢asti bakalafské prace byla studie fotobionti ve stélce rodu Cladonia
macilenta. Zaméfila jsem se nejen na taxonomické zafazeni fotobiontii z riznych stélek
liSejnikd, ale také na detekci vice genotypu fotobionta v jedné liSejnikové stélce. Praktickd
¢ést je navic za¢dtkem zpracovavani dat pro diplomovou préici. Prdce zahrnovala sbér vzorki,
izolaci DNA, amplifikaci ur¢itého tiseku DNA pomoci PCR, pfegisténi produktu a méfeni
jeho koncentrace. Sekvence byly ziskdny ve spoluprici s firmou Macrogene, Inc. (JiZni
Korea). Druh Cladonia macilenta byl vybrdn na zékladé pfedbéZnych literdrich tudajt
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(PEKSA, unpubl.), poukazujici na 3 druhy fotobiontid ve stélce tohoto liSejniku, coZ ukazuje na
velmi nizkou selektivitu mykobionta. Pokud by data byla uspokujujici, vyuZila by se
v nésledujicich letech, ve kterych bych déle rdda zkoumala pfesnéj$i umisténi fotobinta ve
stélce, a zda fotobiont migruje, nebo se vyskytuje na ur¢itém misté stélky.

3.2 Vybrané lokality

Cladonia macilenta je acidofilni druh. Vybér lokalit se tedy zaméfil na piskovcové
skély, smrkové a borové lesy, které jsou indikatorem kyselych pid. Vzorky byly odebirdny na
Kokotinsku, pobliZ obce Zelizy, na skalach u Certovych hlav. Daldi vzorky, nasbirané na
Plzeiiské pahorkating€ pobliz Hradce u Stoda, pochazeji z herbafové sbirky Mgr. Ondfeje
Peksy.

3.3 Material a metody

3.3.1 Vybaveni

e Pipety Eppendorf Research

e Centrifuga Centrifuge5415 D, Eppendorf

e Centrifuga MiniSPin plus, Eppendorf

e Wolframové kuli¢ky

e Zebtitek O'GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus

e Retsch MM400

e Termoblok Thermomixer comfort, Eppendorf

e Vortex Genie 2, Scientific Industries

e Termocykler Techne Touchgene Gradient

e Vybaveni pro elektroforézu

e UV lampa Herolab UV T -20 M, dokumentaéni systém Kodak Gel Logic 100
e Kit JetQuick Tissue, Genomed

e Kit Jet Quick PCR Product Purification Spin Kit / 250, Genomed
e Spektrofotometer NanoDrop 1000
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3.3.1 Pouzité vzorky

Vzorky liSejnikd, pouZité v praktické &asti bakalafské prace, jsou uvedeny v Tab. 1.
LiSejniky z Plzeniské pahorkatiny byly vét§iho vzristu, proto jsem jednu poloZku mohla
rozdé&lit na vice vzorkl (napt. 957a, 957b). Z kazdého trsu jsem odebirala 2 - 3 podécia
jednotlivych lisejnikd a k nim pfisludejici pfizemni $upiny.

vzorek |lokalita sbé&r
957a Plzeiiska pahork. |od Mgr. Ondfej Peksa

957b Plzeiiské pahork. |od Mgr. Ondfej Peksa
958a Plzeiisk4 pahork. |od Mgr. Ondfej Peksa
958b Plzetiska pahork. |od Mgr. Ondiej Peksa
959a Plzetiska pahork. |od Mgr. Ondfej Peksa
959b Plzetiska pahork. |od Mgr. Ondfej Peksa
959¢ Plzetiska pahork. |od Mgr. Ondfej Peksa
959d Plzeniska pahork. |od Mgr. Ondfej Peksa
960 Plzetisk4 pahork. |od Mgr. Ondiej Peksa
CHIB |Certovy hlavy vlastni sbé&r
CH2A |Certovy hlavy vlastni sbér
CH2B |Certovy hlavy  |vlastni sbér
CH2C |[Certovy hlavy vlastni sbér
CH4 Certovy hlavy vlastni sbér
OP1020 od Mgr. Ondfej Peksa

Tab. 1: PouzZité vzorky.

3.3.2 Izolace DNA pomoci kitu JetQuick Tissue

e Byly pouZity vzorky uvedené v tabulce.

e Vzorky se odebiraly pinzetou do eppendorfek s kulatym dnem.
e Byly pfidany 2 wolframové kuli¢ky.

¢ Do eppendorfky bylo ptiddno 100 pl Lysis buffer P.
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Vzorek byl protiepan v Retsch MM400 po dobu 5 min a frekvenci 30 kmitt / s, aby se
materiél rozdrtil.

Op¢ét byl ptidan Lysis buffer P - 300 pl.

Do vzorku se pfipipetovalo 5 pl proteinkinazy K (je stale uloZena v mrazaku).

Vzorek byl zvortexovén a nechén po dobu 1 h v inkubétoru pfi teploté 65° C za stalého
michéni.

Byly ptipraveny nové 2 ml eppendorfky se spin filtry, do kterych byl vzorek nalit.
Nésledné byl vzorek centrifugovan 1 min p#i 12000 rpm.

Filtr se vyhodil a pfidalo se 10 ul RNAzy.

Vzorek se zvortexoval a nechal se 5 minut stat.

Pfidalo se 200 pl Binding bufferu a op&t zvortexovalo.

Vzorek se pfelil na nové filtry a opét byl vracen do ptivodni eppendorfky.
Zcentrifugovan 1 min pfi 12000 rpm.

75 pl Elution buffer D se dalo ptedehtat na 65° C.

Filtrat z epp. se vylil a filtr byl do ni opét vracen.

Ptidalo se 550 pl Wash bufferu I a centrifugovalo se 1 min pfi 12000 rpm.

Obsah epp. se vylil a filtr byl opé&t vracen.

Ptidalo se 550 pl Wash bufferu II a centrifugovalo se 1 min p#i 12000 rpm.

To se opakovalo jesté jednou.

Obsah epp. se vylil a centrifugovalo se na sucho 2 min pfi 12000 rpm, aby se odstranil
zbytkovy ethanol.

Filtry se pfendaly do 1,5 ml epp. a bylo pfidano 50 pl pfedehfatého Elution bufferu D.
Vzorek se nechal odst4t 15 min.

Naposledy se centrifugoval 1 min pfi 12000 rpm.

Filtry se vyhodily a ziskand DNA se uchovavala v mrazaku.

3.3.3PCR

3.3.3.1 Postup PCR prelisténi produktu

Se viemi latkami se pracovalo na ledu.
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Nejprve byl pfipraven mastermix (Tab. 2) do 1,5 ml eppendorfky pro pfislusny pocdet
vzorku, polymeraza se ptidévala jako posledni (uloZena v mrazéku).

Master mix byl rozpipetovan do PCR mikrozkumavek a byl pfidan 1 pl DNA.

Vzorky se zvortexovaly, popfipadé zcentrifugovaly.

Byl pouzit cyklér Touchgene Gradient s délkou cyklu 2h a 35 min (Tab.4)

Po prob&hnuté reakci byl otestovan amplifikovany produkt nanesenim na 1% agarosovy
gel. (horizontalni agarosové elektroforéza)

Vysledky byly zobrazeny pomoci softwaru Kodak 1D Image Analyses Software.

Poté se produkt ptecistil pomoci kitu Jet Quick PCR Product Purification Spin Kit / 250,

Genomed

slozka ul / vzorek

voda 13,9

Gold pufr 2

dNTP 0,4

primer 1 0,25

primer 2 0,25

MgCl 2

Gold polymeraza 0,2

DNA 1

Tab. 2: Mastermix pro PCR.

primer sekvence
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
nr-SSU-1780-5"Algal CTGCGGAAGGATCATTGATTC

Tab. 3: Pouzité primery.
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Inicialni denaturace 94° C 5 min

Denaturace 94° C 1 min mm%
Annealing 50°C 1 min /)
Elongace 72°C 2 min

Finalni elongace 72°C 10 min

End 10° C

Tab. 4: PCR cyklus (3ipka oznaduje opakovani 35x).

3.3.3.2 Horizontalni agarosova elektroforéza

TBE gel 1% (maly): - 30 ml buffru (TBE)
- 0,30 g agarosy

e Pracuje se v rukavicich!!! (moZné kontaminace ethidiumbromid — karcinogen)

¢ Do Erlenmayerovy baiiky se navaZilo 0,30 g agarosy.

e Ptidalo se 30 ml TBE, a krouZivym pohybem se latky promichaly.

e QGel se dal vafit do mikrovinky na 1-2 min.

e Mezitim se pfipravila komtirka s hfebinkem, do které se gel nalil.

e Uvateny gel z mikrovinky se zchladil krouzenim erlenkou pod tekouci vodou.

e Pfidala se 1 kapka ethidiumbromidu.

e Gel byl nalit do komurky, kde tuhnul cca 20 min.

e Po ztuhnuti byl vyndan hiebinek a komirka byla vloZena do elektroforetické vany,
které byla zalita TBE buffrem.

e Do prvni jamky byly odpipetovany 2 pl Zebfi¢ku (O'GeneRuler 100 bp DNA Ladder
Plus), do dal$ich jamek 4 pul DNA.

¢ Vana byla ptiklopena a napojena na zdroj, napé&ti bylo nastaveno na 100 V.

e Vysledky se zobrazily pod UV zéafenim (Herolab UV T -20 M, dokumentaéni systém
Kodak Gel Logic 100).
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3.3.3.3 PieliSténi PCR produktu

Pomoci Kit Jet Quick PCR Product Purification Spin Kit / 250, Genomed.
Ke zbylému PCR produktu se ptidalo 80 ul H1 solution.

Do nové 2ml eppendorfky (bez vitka z kitu) se pfidaly filtry, na které se produkt
piepipetoval.
Centrifugace 1 min pfi maximalnich otd¢kach.
Filtrdt se vylil (DNA zlstala navdzdna na membréng&) a filtr se vratil opét do
eppendorfky.
Ptidalo se 500 ul H2 solution.
Centrifugace 1 min pfi maximélnich ota&kéch.
Filtrat se vylil (DNA zlstala promyt4d na membring) a filtr se vratil opét do
eppendorfky.
Centrifugace 1 min pfi maximélnich ota€kéch.
Filtr se pfendal do nové 1,5 ml epp., do které se ptidalo 30 pl pfedehfétého TE bufferu
(na 70° C).
Vzorky se nachaly 10 min odstat, centrifugovaly se 2 min p¥i maximéalnich otad¢kach.
DNA byla skladovana v mrazaku.

Srazeci reakce a sekvence PCR produktti probihala servisni formou ve firm& Macrogen, Inc.,

JiZni Korea.

3.3.4 Méreni koncentrace DNA

Pro mé&feni koncetrace DNA byl pouZit ptistroj Spectrofotometer NanoDrop 1000

Nejdtive byl zméfen blank, pouZil se 1 pl destilované vody.
Déle se nanéSely jednotlivé vzorky po 1 pl.
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3.4 Vysledky a diskuze

Vysledky sekvenace ukézaly, Ze liSejnik Cladonia macilenta ve své stélce &asto
obsahuje vice neZ jednoho fotobionta. Analyza sekvenci navic ukézala rozdilny pomér mezi
fotobionty. Zatimco u né&kterych vzorkid byly oba fotobionti ve stélce zastoupeny rovnym

dilem, v jinych vzorcich vyrazn€ dominoval pouze jeden z nich (Tab. 5).

vzorek | polet fotobiontl

957A 1
957B 2
958A 1

958B dominuje 1
959A dominuje 1
959B 2
959C dominuje 1
959D 1
960 1
CH1B 1
CH2A 2
CH2B 2 - 1 mirné& dominuje
1
1
1

CH2C
CH4
OP 1020

Tab. 5: Polet fotobiontl ve stélce lidejniku druhu Cladonia macilenta.

Fylogenetickéd analyza ziskanych sekvenci odhalila pfislu$nost fotobionti ke dvéma
liniim vrémci rodu Asterochloris. VétSina fotobiontd pfislusela k druhu A. glomerata.
Fotobiont ze vzorku 957A ale patfil do odli$né, dosud nepopsané linie v rdmci rodu (Obr. 10).
Pfesnd fylogenetickd pozice tohoto fotobionta je ale stidle nezndma, protoZe vy$e zminény
clade ziskal pouze malou bootstrapovou podporu (36 %).

Deset zjedenéacti vzorki tedy obsahovaly fotobionta Asterochloris glomerata.
Otézkou je, pro¢ druh Cladonia macilenta, ktery v né€kolika ptipadech obsahoval v jedné
stélce vice druhil fotobionttl, tak vyrazné preferuje druh A. glomerata. Nabizi se také otdzka,
jakym zptsobem ziskava Cladonia macilenta své fotobionty. Na tyto a podobné otazky se
pokusim odpovédét ve své diplomové praci.
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Obr.10 : Neighbour-joining fylogeneticka analyza vybranych sekvenci rodu Asterochloris.
Modfe jsou vyznadeny pouZité vzorky.
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