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Abstract

Tato prace se zabyva diverzitou a biogeografii fotobiontti rodu Asterochloris. Jelikoz
dosud nebyla publikovana zadna studie, ktera by se biogeografii symbiotickych organismu
zabyvala, je pfedkladand prace prvni, ktera se pokousi zachytit biogeografickou distribuci a

endemismus symbiont.

Ziskanim 121 sekvenci z dalSich mist, nez jen z Evropy a Ameriky, se diverzita v ramci
rodu vyrazné¢ zvySila. Fylogeneticka analyza zaloZzena na kombinaci ITS rDNA a aktin
sekvenci fotobiontu vyizolovanych ze stélek lisejniki rodu Cladonia a Stereocaulon objevila
28 rizné podpofenych linii. OsSm z nich bylo nové objeveno. Na zdkladé statistického
testovani fylogenetického signalu moznych ekologickych faktord, které mohou ovliviiovat
roz$iteni fotobiontil, jsem vybrala tfi proménné, které ovliviiuji slozeni jednotlivych linii rodu

Asterochloris, a to dva riizné typy biogeografickych ekoregionti a typ substratu.

Celkova biogeografie rodu Asterochloris vykazuje ptfevazné kosmopolitni rozsifeni
s velmi nizkou mirou endemismu. Nov¢ ziskana data ukazuji, ze omezeny vyskyt jakékoliv
linie fotobiontl neni zptisoben historickymi nebo biologickymi faktory, ale je zpusoben spise

specifickymi klimatickymi podminkami a jinymi prvky na habitatu.

Kli¢ova slova: biogeografie, fasa, Asterochloris, fotobiont, symbiosa, ekologie, fylogeneticky

signal



Abstract

This diploma thesis has focused on the diversity and biogeography of Asterochloris
photobionts. Since no study so far has been published on the biogeography of symbiotic
microorganisms, the presented thesis is the first attemp to trace the biogeographic distribution

and endemism of symbionts.

By gathering 121 Asterochloris sequences obtained from lichen thalli sampled outside
Europe and America, the diversity within the genus increased dramatically. The phylogenetic
analysis based on the concatenated alignment of ITS rDNA and actin sequences obtained
from Cladonia and Stereocaulon photobionts revealed 28 differently supported clades.
Of them, eight lineages were newly discovered. Three environmental factors explaining the
best the distribution pattern of Asterochloris photobionts were selected according to the
statistical tests of the phylogenetic signal: two different types of biogeographical ecoregions
and the substrate type.

In general, the genus Asterochloris is distributed cosmopolitally, with a very low rate
of endemism. Newly obtained data indicate that the restricted distribution of any photobiont
clade is not caused by either historic or biological factors, but more likely by specific climatic

or habitat preferences.

Key words: biogeography, algae, Asterochloris, photobiont, symbiosis, ecology,

phylogenetic signal
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1 Uvod

LiSejniky jsou na Zemi Siroce rozsiteny. Osidluji pfedevsim extrémni stanovisté, kde
tvoii dominantni spoleCenstvi o velikosti stovek kilometrti ¢tverecnich a kde je sniZzena
konkurence ostatnich organismil. Rada druh@l je kosmopolitng rozsifena, jiné vykazuji
omezené arealy. Nachazime je nejCastéji na kamenech, skalach, borce stromi, vzacnéji na
listech a holé zemi, od urovné¢ moiské hladiny az po vysokohorské oblasti (Honegger 2009).
Hlavni vyznam liSejnika v pfirod¢ je jejich pionyrsky vyskyt na extrémnich stanovistich, kde
pusobi jako pudotvorni ¢initelé. Nékteré druhy jsou velmi citlivymi indikatory vzdu$ného
zneCisténi nebo indikatory znecisténi pudy tézkymi kovy, fluorem, bromem a radioaktivnim
spadem.

LiSejnik, ptesnéji lichenizovand houba, je symbiotické spolecenstvi houby
(mykobionta) a sinice ¢i fasy (fotobionta) - oba partnefi nejsou navzajem omezovani, naopak
souziti je pro n¢ prospésné. Fotobiont predstavuje autotrofni slozku organismu a dodava
mykobiontu organické latky (Honegger 1992). Mykobiont je heterotrofnim zastupcem
a obstarava ptisun vody, anorganickych latek a umoziluje fotobiontu riist a rozmnozovéani. Je
to usp&s$na nutriéni strategie, kterou vyuziva 20 % druhd hub (Kirk et al. 2001). Mykobiont je
ve velké vétsing prevladajici slozkou v lisejnikové stélce a obvykle urcuje i jeji morfologicky
tvar. Zastupci liSejnikotvornych hub patii do vieckovytrusnych (Ascomycota) i vzacné do
stopkovytrusnych hub (Basidiomycota) (Kalina & Vana 2005). Jejich pojmenovani urcuje
i cely nazev lisejniku. Velké procento liSejnikii se rozmnoZzuje pomoci vegetativnich
propaguli: sorediemi, isidiemi, blastidiemi, které s sebou nesou i symbiotického partnera
(fytobionta), anebo fragmentaci stélky (Obr. ¢. 1). Soredie jsou na svém povrchu hydrofobni,
coz usnadiiuje jejich rozSifovani na kratké/dlouhé vzdalenosti pomoci vzduchu, pefi, srsti
u obratlovetl nebo kutikuly u bezobratlych (Munoz et al. 2004; Bailey & James 1979; atd.).
Pohlavni rozmnozovani se omezuje pouze na mykobionta. Pro vétSinu lisejnikll je nezbytné,
aby spory mykobionta nasly v pfirod¢ odpovidajiciho volné¢ zijiciho fotobionta, jinak nemize
stélka lisejniku vzniknout. Po kontaktu s potencionalnim fotobiontem vznika nenapadny
»pre -thallus® (Beck et al. 1998). ,Pre-thallus® mulze vzniknout i po kontaktu
s nekompatibilnim fotobiontem (Ott 19873, b) a v Zivotnim cyklu lisejniku se zda byt velmi
dualezity, protoZze umoziuje preziti mykobionta do té chvile, nez objevi vhodného fotobionta.
Kompatibilni fasa miize byt zaclenéna do stélky pozdé&ji (Friedl 1987; Sanders & Rico 1992).

Tato vyména fotobiontli byla pozorovana napt. u Diploschistes muscorum (Friedl 1987).
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Obr. ¢&. 1: Typy vegetativniho rozmnozovani lisejniku (Honegger 2009).

1.1 Fotobionti liSejniki

Zaznam o vyskytu zelenych tas ¢i sinic ve stélce lisejniku v utvarech zvanych gonidia
zaznamenal jako prvni Svycarsky botanik Simon Schwendener (1867). Pfed nim sice
lichenologové zaregistrovali podobnost s fasou, ale byli toho nazoru, Ze je to pouze jiny typ
zbarveni hyf. V soucasné dobé se odhaduje, ze 100 druhti ve 40 rodech fas a sinic tvori
symbiotické spole¢niky v riznych taxonech liSejnikd (Friedl & Biidel 2008; Tschermak -
Woess, 1988). Muzeme predpokladat, ze diverzita lichenizovanych fas a sinic je mnohem
vy$$i nez 100 druhti. Molekularni studie naznacuji existenci mnoha nepopsanych druhi (napf.

Helms 2003; Beiggi & Piercey-Normore 2007; Cordeiro et al. 2005; Yahr et al. 2006 atd.).

W v .

NejcastéjSimi fotobionty zelenych tas (Chlorophyta, Eukaryota) jsou rody Trebouxia,
Asterochloris a Trentepohlia. Rod Nostoc je nejcastéjSim zastupcem sinic (Cyanobacteria).
Eukaryoticti fotobionti jsou oznacovani jako fykobionti, zatimco jako cyanobionti jsou
oznacovani zastupci sinic (Friedl & Biidel 1996). Prestoze fotobiont piedstavuje nendpadnou
¢ast v celém organismu, pro mykobiontniho partnera je nezbytn¢ dllezitou soucasti, protoze

mu dodava organické latky (Kalina & Vana 2005).

Zamétime-li se na zelené fasy, nejcastéjSimi fotobionty liSejnikd v rdmci tfidy
Ascomycetes jsou Trebouxia a Asterochloris (PerSoh et al. 2004). Na rodové a druhové

urovni jsou tradiéné zelené fasy uréovany podle morfologickych znaki v jejich vegetativni



fazi zivotniho cyklu (Ettl & Gaértner 1995). Hlavni morfologické a ultrastrukturalni
charakteristiky pouzivané jako taxonomicka kritéria pro zelené mikrotasy jsou: tvar a rozméry
bunék, vlastnosti bunééné stény, pocet jadérek, tvar chloroplastt, piitomnost nebo absence
pyrenoidii, pocCet a velikost autospor a schopnost tvofit zoospory (Ettl & Gértner 1995;
Komarek & Fott 1983). V minulosti se zjistilo, ze morfologicka identifikace in situ - tedy
ptimo ze stélky - je nemozna, protoze se méni tvar buiiky vlivem mykobionta (Tschermak -
Woess 1988). Velikost bunék je redukovana, pocet bunck vldknitych tas je obvykle snizen na
jednu bunku, pohlavni a nepohlavni cyklus fas je modifikovan. Pouze ,,voln¢ Zijici“ fasy
mohou byt urceny podle tradi¢nich morfologickych metod. Ahmadjian (1967) jako prvni
publikoval kompletni navod pro izolaci, kultivaci a identifikaci fotobiontd lisejnikii. Avsak
nékolik dilezitych morfologickych znakt vykazuje velkou plasticitu, kterou nelze odhalit
pouze pomoci morfologie. Po roce 1990 vzrostlo mnozstvi vyzkuml zabyvajicich se
fylogenetickymi analyzami, zalozenymi na specifickych molekuldrnich markerech.
Typickymi genetickymi markery pouzivanymi v algologickych studiich jsou: jaderny
ribozomalni operon (SSU, 5,8S, LSU a ITS), geny pro aktin, chloroplastové geny (rbcL,
atpB) a mitochondridlni geny (coxI). SSU rDNA obsahuje variabilni oblasti, proto je
pouzivan pro vyzkum vyS§ich taxonomickych trovni zahrnujicich vyzkum evoluce. Dalsi,
Vv soucasné dob¢ nejpouzivanéjsi marker, je internal transcribed spacer (ITS) (Hershkovitz
etal. 1999). Byl pouzit naptiklad ve studiich zabyvajicich se specificitou a genetickou
variabilitou rodu Asterochloris (Nelsen & Gargas 2008; Yahr et al. 2006).

Tradi¢ni morfologické pojeti druhu je zastaralé a pro mnoho rodi zelenych fas by se
mélo piehodnotit (Proschold et al. 2001), avSak diky mnoha pfedchozim studiim piedstavuje
pro dals$i vyzkum velmi cenny zaklad o morfologické variabilité a rozSifeni jednotlivych
druht tas. Pfikladem morfologické nepiesnosti je rod Chlorella. Az pomoci molekularnich
metod bylo prokazano, ze pouze 4 druhy morfologicky definovaného rodu spadaji do
skute¢ného taxonu Chlorella, ostatni druhy by mély byt pievedeny do samostatnych roda
(Huss et al. 1999). Rod Asterochloris pivodné spadal do rodu Trebouxia, z né¢hoz byl na
zékladé¢ molekularnich a ultrastrukturnich znak vycClenén (podrobnéjSim popisem se
zabyvam pozdg&ji; Helms 2001; Piercey-Normore & DePriest 2001; Skaloud & Peksa 2010).
Jak je ukézéno na téchto piikladech, mnoho rodi zelenych fas je polyfyletickych. Jejich
postaveni stejn¢ jako jejich pocet je potfeba upravit. Kombinaci morfologickych,
ultrastrukturalnich, molekularnich, ekologickych nebo biochemickych znakti bychom mohli

odhalit skute¢nou biodiverzitu a vztahy mezi taxony u zelenych fas. Polyfazickym pfistupem



se mohou jasn¢ urcit rody ¢i druhy, coz ve vétSiné ptipadl vede k objeveni vice druhli
(Neustupa et al. 2007), nebo i k opacnému jevu, a to snizovani po¢tu druhii (napf. Proschold
et al. 2001). Jiz nyni vime, Ze byla odhalena velka skryta diverzita u roda Trebouxia (Kroken
& Taylor 2000), Asterochloris (Piercey-Normore & DePriest 2001; Skaloud & Peksa 2008;
Skaloud & Peksa 2010), Coccomyxa (Friedl et al. 2007) a Dictyochloropsis (Skaloud et al.
2007).

1.1.1 Taxonomické posouzeni rodu Trebouxia a Asterochloris (Trebouxiophyceae,
Chlorophyta)

Jiz na zac¢atku 20. stoleti védci zjistili nejednotnost — heterogennost v rodu Trebouxia.
Tuto otazku se pokusilo vyfesit nékolik védci presunutim nékterych druhii rodu Trebouxia do
novych roda ¢i podrodi. Z pocatku Warén (1920) stanovil dva podrody na zakladé rozdilnosti
nepohlavniho rozmnozovani. Do poddruhu Eucystococcus patiily fasy, které se rozmnozovaly
vegetativné a vytvarely 4-16 dcefinych bunék. Do poddruhu Eleuterococcus tedy piidélil fasy,
které produkovaly vice nez 32 malych kulovitych dcefinych bunék. Ahmadjian (1959b, 1960)
déli rod Trebouxia na dvé skupiny liSici se tvarem bunky a pozici chloroplastu pied
sporogenezi. Skupinu I charakterizoval ovalnym tvarem bunék a parietalni pozici chloroplastu
pfed bunénym délenim. Chloroplasty v této skupiné byly popsény s hlubokymi laloky
dosahujicimi az na konec burniky. Oproti tomu skupina II byla definovana kulovitym tvarem
bun¢k a centralni pozici dé€licich se chloroplasti. U druhé skupiny se vyskytuje masivni
centralni chloroplast s hlad$im povrchem. Toto rozdéleni pozdéji potvrdily studie srovnavajici
ultrastrukturu pyrenoidu (Jacobs & Ahmadjian 1968; Peveling 1968). V 70. letech se rod
Trebouxia nové déli na rod Trebouxia de Puymaly a Pseudotrebouxia Archibald na zakladé
odlisné tvorby nepohyblivych reprodukénich bunék — autospor (Archibald 1975). Rod
Trebouxia je definovan tvorbou autospor pomoci tzv. ,,desmoschisis“ (typ bunééného déleni,
kdy matefska bunétna sténa je alespon na kratkou dobu tésné spojena s dcefinou BS), rod
Pseudotrebouxia pak pomoci tzv. ,.eleutheroschisis® (druhy typ bunééného déleni, kdy nové
buniky jsou obklopeny BS, ktera neni tésn¢ spojena s mateiskou BS) (Groover a Bold 1969).
Girtner (1985a,b) odmital pfijmout skupinu Psedotrebouxia, jelikoz jeho pozorovani zjistilo
déleni protoplastu u obou druhd. Sam odlisil v ramci rodu Trebouxia dvé skupiny na zakladé
odli$né tvorby autospor, avsak jeho pojeti bylo odlisné. Pozdéji se jeho odmitnuti potvrdilo
napi. molekularni studii Kroken & Taylor (2000). Rod Asterochloris byl poprvé vyizolovan
a popsan z liSejniku Anzina carneonivea (Tschermak-Woess 1980) jako druh Asterochloris

phycobiontica. Ackoliv nékteré morfologické znaky byly podobné s druhy rodu Trebouxia,
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vymezila ho vyskytem radialn¢ lalo¢natého, poharkovité tvarovaného chloroplastu s jednim
velkym pyrenoidem (v nékterych ptipadech az 7 doplikovych pyrenoidii). Pozdéji pii revizi
rodu (opét rozdélen na dva podrody) pievedla Asterochloris phycobiontica do podrodu
Eleutherococcus (Warén) Tschermak-Woess. Podle jejiho nazoru tento podrod nevytvaiel
autospory, které se naopak objevuji u podrodu Trebouxia Tschermak-Woess (Tschermak-
Woess 1989). Nevyloucila vsak do budoucna rekvalifikaci podrodi do samostatnych rodu
anavrhla rodové jméno Asterochloris pro zastupce nevytvaiejici autospory (Tschermak-
Woess 1989).

S rozvojem molekularnich metod se zjistilo, Ze rod Trebouxia je paryfyleticky s rodem
Myrmecia, a zkoumanim nrSSU a nrLSU sekvenci byly Trebouxia magna a Trebouxia erici
vice ptibuzné s Myrmecia biatorellae nez s Trebouxia s. str. (Friedl & Zeltner 1994; Friedl
1995 a Friedl & Rokitta 1997). Po tomto objevu bylo navrzeno rozdéleni rodu Trebouxia na
rod Trebouxia a Asterochloris na zakladé diivéjsiho podnétu ze strany Tschermak-Woess
(Rambold et al. 1998; Helms et al. 2001). Rozd¢leni bylo nasledné podpoieno molekularnimi
studiemi ITS rDNA u mnoha tasovych fotobiontd (Piercey-Normore and DePriest 2001).
Sekvence rodu Asterochloris jsou monofyletické a navic odlisné od nejblizsich piibuznych
rodid Myrmecia a Trebouxia (Friedl & Biidel 2008). PfisluSnost nékolika druhti rodu
Trebouxia (T. erici, T. excentrica, T. glomerata, T. irregularis, T. italiana, T. magna a T.
pyriformis) k rodu Asterochloris byla opakované v minulosti navrzena nékolika autory (Friedl
& Zeltner 1994; Friedl & Rokitta 1997; Helms et al. 2001; Nelsen & Gargas 2008; Normore
& DePriest 2001; Rambold et al. 1998). Na zaklad¢ morfologické a molekularni srovnavaci
studie byly vyse uvedené druhy pievedeny do rodu Asterochloris az v roce 2010 (Skaloud
& Peksa 2010). Trebouxia pyriformis a T. glomerata byly shledany jako velmi podobné, a to
jak morfologicky, tak porovnavanim molekularnich markerd (99,6 % podobnosti v obou
lokusech). Toto zjisténi vedlo ke spojeni téchto dvou druhd a ustanoveni T. pyriformis jako
synonymum druhu A. glomerata (Skaloud & Peksa 2008, difve navrzeno Friedl 1989b;
Piercey-Normore & DePriest 2001).

Morfologicky se rod Asterochloris odliSuje od piibuznych rodt parietalni pozici
chloroplastu pted d€lenim buiiky (Ahmadjian 1960; Friedl & Gértner 1988; Hildreth
& Ahmadjian 1981; Skaloud & Peksa 2008), hluboce lalo&natym chloroplastem (Ahmadjian
1959b; Ahmadjian, 1960), ultrastrukturou pyrenoidu - nelze pfesné rozeznat matrix pyrenoidu
od stromatu chloroplastu (Friedl 1989a), spise vej¢itym, eliptickym ¢i hruskovitym tvarem
buné¢k (Ahmadjian 1960; Hildreth & Ahmadjian 1981) a vysokym poctem (64 — 128)
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nepohyblivych dcefinych bun¢k s bunéénou sténou (Friedl 1993; Tschermak-Woess 1989;
Warén 1920).

1.1.2 Morfologie rodu Asterochloris

Hlavni poznavaci znaky pro zafazeni do druhu stejné jako odliSeni od nejbliz§ich
ptibuznych rodu (tj. rod Myrmecia a Trebouxia) jsou: tvar a velikost bunky, struktura a pocet
pyrenoidd, morfologie chloroplastu a vlastnosti spojené s nepohlavnim rozmnozovanim. Tvar
a velikost bun¢k maji dostateCnou variabilitu mezi druhy. Primérna velikost vegetativnich
bunck se pohybuje mezi 13-24 pum. Bunky jsou vétSinou kulovité, elitpické, vejéité nebo
obcas hruSkovité. Tvar buiiky se béhem ontogeneze méni, ale je stile zachovan viditelny
rozdil mezi druhy. Napiiklad hruskovity tvar se Casto objevuje u Asterochloris glomerata
aA. irregularis, mén¢ &asto u A. sp.clade 10 (Skaloud & Peksa 2010) a A. phycobiontica,
nikdy nebyl pozorovan u A. erici a A. excentrica. Buné¢na sténa je tenka, obcasné ztlustliny
mohou byt pozorovany u vyzralych bunék. U starych kultur je obcas zesileny cely povrch
buné&né stény. Jadro s vyraznym jadérkem je parietalné ulozeno v prohlubni chloroplastu
(Skaloud & Peksa 2008).

Morfologie chloroplastu je velmi variabilni a je dalezitd pro urceni do jednotlivych
druhti. Chloroplast mladych bun¢k neni axialni, ale spiSe parietalni nebo paskovity. Brzy se
ve vyvoji piesouvd do stfedu buniky a zacne tvofit laloky. Dospélé bunky tedy obsahuji
centralni chloroplast s laloky dotykajicimi se bun&tné stény. V pozdnim ontogenetickém
stadiu, pred fazi zoo-/aplanosporogeneze, se chloroplast zméni na parietalni s hladkym
povrchem - vzdy bez lalokd. Pro pfipravu nepohlavniho rozmnozovani se brzy za¢ne délit na
nékolik casti. Axidlni chloroplast zralych bunék je charakteristicky velkou morfologickou

variabilitou, ktera napoméhé determinaci druhti (Skaloud & Peksa 2008).

Pyrenoid je zastoupen ve vSech druzich kromé& druhu Asterochloris magna. Vyskyt
jednoho pyrenoidu je zjistén napi. u A. erici. Ostatni buniky obsahuji vétSinou nékolik
pyrenoidu lezicich v centru chloroplastu. Matrix pyrenoidu je riznorody - granulovany,
tvofici strie nebo perforovany. Casto je obklopen vrstvou $krobu, ktera je viditelnd pod

mikroskopem jako tmava oblast kolem pyrenoidu (Skaloud & Peksa 2008).
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1.1.3 RozmnoZovani

Nepohlavni rozmnozovani zajistuji 3 typy bunék (Obr. ¢. 2) - autospory, zoospory
a aplanospory (Tschermak-Woess 1989). Reprodukce pomoci autospor je pomérné vzacna,
pozorovana u nékolika druht (Skaloud & Peksa 2008). Autospory jsou jednojaderné buiiky,
které nikdy nemaji biciky. V dobé¢ opusténi matetské bunécné stény maji tvar, ktery odpovida
dospélé vegetativni bunce. Ve srovnani s aplono- a zoosporami se tvoii v malém poctu
(vétSinou 4 nebo 8). Pocatecni vyvoj aplano- a zoospor je totozny. Sténa mladého sporangia
se ztlusSt'uje, chloroplast se zacind délit a konecny pocet dcefinych bunék se ustali na 64/128
(Tschermak-Woess 2000). Zoospory jsou volné pohyblivé a vznikaji v zoosporangiu ve
velkém poctu. Pohyb zoospor zajistuji biCiky, které se po kratké pohyblivé fazi zatahnou.
Bunka se zaobli a v pfipadé nahych zoospor vylou¢i na povrch builkky bunécnou sténu.
Aplanospory jsou jednojaderné rozmnozovaci bunky, které jsou alternativou zoospor. Jediné
v ¢em se lisi, je absence biCikll a zkraceny vyvoj. Buiika vylouc¢i buné¢nou sténu ihned po
rozdéleni matetského protoplastu (Kalina & Vana 2005). Pohlavni proces je velmi vzacny
a byl pozorovan napt. u Asterochloris sp. (prvni zdznam u rodu Asterochloris) izolovaného
z Lepraria borealis (Skaloud & Peksa 2008) ¢&i Trebouxia sp. z lisejniki rodu Letharia
(Kroken & Taylor 2000). Je otazkou, zda pohlavni rozmnozovani lichenizovanych zelenych
fas ustoupilo (kromé rodu Trentepohlia) v disledku vzniku velmi vyspélého symbiotického
spojeni fasy a liSejnikotvorné houby (Law & Lewis 1983), a kde by byl novy genotyp méné
vhodny pro mykobiontniho partnera (Ahmadjian 1993).

1.3.4 Diverzita rodu Asterochloris

Nejnovéjsi molekuldrni vysledky poukdzaly na velkou diverzitu uvniti rodu
Asterochloris (Skaloud & Peksa 2010). Nyni je znamo 16 dobie podpotenych lini, z nichz 7 je
jiz popsanych (viz vySe - A. erici, A. excentrica, A. glomerata, A. irregularis, A. italiana,
A. magna a A. phycobiontica). Rod ale stale obsahuje mnoho nepopsanych druhi. Skaloud
& Peksa (2010) pouzili kombinaci molekularnich markerti — ITS a aktin (aktinova data byla
pouzita doposud pouze 2x; Nelsen & Gargas 2006, 2008) a poukazali na existenci 9 dobie
podpotenych linii, které mohou prezentovat nové druhy. I pies zkoumani fotobiontt liSejnika
ze stejnych rodi (dokonce i druhii - napf. Lepraria caesioalba) a ekologickych skupin
(saxikolni, terikolni a epifytické) urcili 3 nové, doposud neobjevené druhy (linie 7, 10 a 14).
U rodu Asterochloris je proto ptitomna vysoka krypticka diverzita, ktera nemutze byt odhalena

pouze morfologickymi metodami.
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Obr. & 2: Schéma zivotniho cyklu a rozmnoZovani u rodu Asterochloris: A vegetativni bufika, B-E tvorba
autospor, B déleni chloroplastu, C mladé autosporangium, D uvolnéni autospor, E zrala autosport, F-N aplano-
/zoosporogeneze, F pfeména chloroplastu z axidlniho na parietalni typ, G mladé aplano-/zoosporangium, H zralé
aplano-/zoosporangium, I uvolnéni aplanospor, J mladé aplanospory, K uvolnéni zoospor ze slizovitého vacku, L
shluk zoospor, M uvolnéni zoospor, N dorziventraln¢ zplostéla zoospora s dvéma biciky, O-P pohlavni

rozmnozovani, O gamety, P planozygota se étyimi bigiky (Skaloud 2008).

Specificita je vyraz pro vyjadieni vztahu mezi obéma symbionty, ktery zavisi na mite
selektivity (Rambold et al. 1998; Beck et al. 2002, obr. ¢. 3). Specificitou se rozumi pocet
partnerti, s nimiz se symbioticky organismus sdruzuje (Smith & Douglas 1987), selektivita
nam ukazuje frekvenci spojeni mezi kompatibilnimi partnery (Rambold et al. 1998). Tyto dvé
vlastnosti spolu velmi tzce souvisi. Nizkd specificita hostitele, ktery se sdruzuje s né€kolika
nepiibuznymi liniemi, mize byt shodna s vysokou selektivitou, pokud jde o upfednostnéni
spojeni pouze s jednou z téchto linii (Yahr et al. 2004). Oba terminy jsou obvykle pouzivany
z pohledu mykobionta, nicméné neexistuje diivod, pro¢ by se tyto pojmy nemohly pouZzivat

I pro fotobionty, zvlasté pak specificita.
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Obr. ¢&. 3: Definice stupiiti specificity (Beck et al. 2002).

Zatimco na urovni rodd je fotobiont specificky (Rambold et al. 1998), to samé
rozhodné nelze aplikovat na uroven druht (Piercey-Normore 2009). Nedavno navrzené
rozdéleni rodu Trebouxia do dvou rodi (Rambold et al. 1998; Helms et al. 2001 na zakladé
Tschermak-Woess 1989) Asterochloris a Trebouxia se odrazi ve volbé mykobiontl. Zatimco
rod Asterochloris je specificky pro podiad Cladoniineae, rod Trebouxia najdeme hlavné
v Lecanoriineae (Rambold et al. 1998). Podle Yahr et al. (2004) se mira specificity
i selektivity znaéné 1isi u jednotlivych druht lisejnikd. Ve studii Skaloud & Peksa (2010) se
ukazala nizka specificita u druhu Asterochloris glomerata, ktery se sdruzuje s téméf 20 druhy
mykobionti patticich do rodi Anzina, Cladonia, Diploschistes Hertelidea a Stereocaulon.
Nizka specificita byla rovnéz nalezena pro linii 9, ktera je prozatim izolovana ze 17 druht
lisejniku, pfislusicich do 5 rodi. Nizka specificita predstavuje evoluéni vyhodu pro
organismy, které se pfi zméné pfirodnich podminek lépe adaptuji. Pii pohledu ze strany
mykobionta liSejnik tak mizZe byt schopen kolonizovat rizna stanovisté, obsazena riznymi
populacemi fotobiontl. Fitness celého liSejniku je ovlivnén lokélnimi podminkami prosttedi,
a tudiz stejné spojeni partner na predeSlém misté neznamend stejné dobrou miru fitness pfi
kolonizaci nového prostfedi. Vyména fotobiontd byla pozorovana u mnoha liSejnikd,
prekvapivé 1 u vegetativné se rozmnozujicich, které nemé€ly divod hledat na novém misté

nového partnera, protoze fasa je soucasti propagule (Nelsen & Gargas 2008).
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1.2 Biogeografie protistnich organismu

Pro pochopeni terminu biogeografie musime zkombinovat rtizné¢ oblasti védy,
naptiklad evoluci, taxonomii, ekologii, geologii, klimatologii atd. Za poslednich 200 let fada
osobnosti pfes Ehrenberga, Darwina, Beijerincka a mnoho dalSich vytvotila myslenku, ktera
ukazuje zasadni rozdil mezi mikro a makroorganismy. ,,Malé* druhy jsou vSudypiitomné

oproti ,,velkym* druhim, které byvaji geograficky vymezeny.

Termin Protista se v souc¢asné dobé uziva pro eukaryotické organismy, které jsou bud’
jednobunééné, nebo mnohobunééné bez specializovanych tkani. Finlay (2002) odhaduje pocet
vSech Zijicich protistnich organismui od deseti do dvaceti tisic, zatimco Foissner (1999, 2008)
odhaduje pocet pouze jedné skupiny néalevnikli na tficet tisic druhl a celkovy pocet vSech

protistnich druhti na tii sta tisic.

Biogeografie protistnich organismi je uzce spjata se dvéma teoriemi jejich rozsifeni.
Prvni — teorie ubikvitniho rozsifeni - predpokladd, ze volné zijici mikroorganismy maji
kosmopolitni rozsiteni, a organismy mensi nezZ 1 mm jsou distribuovany po celém svété vSude
tam, kde jsou splnény jejich naroky na prostredi (Finlay 2002; Fenchel & Finlay 2003; Finlay
& Fenchel 2004). Z historického hlediska se ubikvitni teorii zabyval jiz v roce 1887 anglicky
védec William Miles Maskell, ktery ve své studii zjistil vyskyt stejnych druht ciliati na
Novém Zélandu a v Evropé. Rozsifena myslenka vSudypfitomnosti mikroorganismi byla
sepsana ve studii holandského mikrobiologa M. W. Beijerincka (1913), kterého mutzeme
povazovat za autora originalni teze ,,vSechno je vSude“. Jeho pokus s kultivaci bakterii na
riznych typech pfirodniho materialu, kde bakterie z biogeograficky vzdalenych mist si byly
velmi podobné, ne-li identické, aplikoval na mikrobidlni eukaryota. Pozdé€ji dansky
mikrobiolog Lourens Baas-Becking (1934) pokracoval s rozvijenim biogeografickych teorii.
Zabyval se slanymi jezery z celého svéta, ve kterych byly nalezeny v pomérné vysoké ¢etnosti
stejné organismy adaptované na toto prostiedi (napi. Dunaliella viridis). Na zakladé svych
objevl a predeslych studii Beijerincka definoval dva zdkony. Prvni zakon byl formulovan
pouze pro mikroorganismy (,,vSechno je vSude®), pro které bariéry na lokdlnim a globalnim
méfitku nehraji zasadni roli pfi jejich rozSifovani. Druhy zékon, ktery fika, Ze limitujici je
pouze prostiedi (,,but the environment selects), se vztahuje na vSechny organismy.
V soucasné dobé& se teorii ubikvitniho rozsiteni zabyvaji pfedev§im Finlay a Fenchel, ktefi

dale prosazuji a upfesnuji tuto myslenku.
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Vyhodou protistnich organismi je jejich malad velikost a velkd pocetnost populaci,
které se rychle rozmnozuji pomoci velkého mnozstvi propaguli (cysty, spory), a které se
dokazi rozptylit na velké vzdalenosti. Rozsifovani je fizeno nahodnymi procesy (transport
V srsti zvifat, nohy vodnich ptakt, cirkulace oceanskych proudil atd.) a je vzacné omezeno
aovlivnéno geografickymi bariérami, jejich vyskyt tedy uddvaji vlastnosti prostiedi.
Nedochdzi tu ani k alopatrickym speciacim, ¢i k lokdlnim extinkcim, proto pomér jejich
globalni a lokalni druhové diverzity je nizsi nez u makroorganismu (Finlay & Clarke 1999;
Finlay 2002; Fenchel & Finlay 2004). Hranice velikosti, kde jiz jsou organismy geograficky
rozliSeny, je mezi 1-10 mm (Lawton 1998), nyni je vSak tendence ke snizovani této hranice.
Ve studii srovnavajici druhové slozeni sladkovodniho rybniku Priest Pot (Velka Britanie)
aNivd Bay (Dansko) Fenchel & Finlay (2004) zjistili, Ze jeden mililitr vody obsahuje
priblizné 10° bakterii a 10° protist a ze n¢které skupiny organismu jsou poctové podcenéné
(,,undersampling®), jako napiiklad nahé améby nebo jako moiskda meiofauna na jizni
polokouli. I ptesto Finlay & Fenchel tvrdi, ze tento nedostatek neohrozuje teorii ubikvitniho
rozsifeni, protoze vétSina protist toleruje velké rozmezi ptirodnich faktort (salinita, teplota)
a dokéazi se geneticky ¢i fyziologicky adaptovat. Potvrzuji se zde pravidla, Zze ¢im mensi
velikost organismu, tim véEtsi hustota druhtt v populaci a Ze se zvySujicim se pocétem

kosmopolitnich druht se snizuje velikost organismu (Obr. €. 4).

wevr

2006). Ptipousti, ze velka ¢ast protistnich organismit ma kosmopolitni roz§ifeni, ale zaroven
poukazuje na existenci mikroskopickych organismi, které vykazuji biogeografii. Pfedpoklada
také, ze za Sir§i geografické rozSifeni protist miize vedle jejich malé velikosti a velké
abundance 1 to, Ze jsou fylogeneticky starSi, tudiz mély vice Casu na Sifeni nez

makroorganismy (Foissner 2006).

Duvody pro chybné ptedpokladani vSudypfitomnosti protistnich organismt jSou:
nespravné uréeni, stalé pouzivani teorie druhového slozeni zalozené na morfologii,
»morfological species concept” (Foissner 2006, 2008) a vliv ¢lovéka. Podhodnocovani
globalni druhové diverzity podpotily molekularni studie nékolika skupin mikroskopickych
eukaryot (Slapeta et al. 2005, 2006; Luo et al. 2006; Evans et al. 2008). Podhodnocovani je
uzce spjato s velikosti organismu. Tento problém, ktery neumoziiuje ziskat odpovidajici data
o diverzité¢ a biogeografii protist, se vztahuje k organismiim s malou velikosti, organismim
tvoficim dormantni stadia (cysty, spory) a k chybam zplsobenym c¢lovékem - chybnému

urceni a kultivaci. Pokud se bude v rybniku o rozloze 1 ha (napi. vySe uvedeny Priest Pot)

17



vyskytovat milion jedinct jednoho protistniho druhu, nemusime na né&j pfi vyzkumu nikdy
narazit. Naptiklad v obdobi odbéru jsou uréité druhy aktivni a dalsi ve stavu dormance. Dale
se odebirda vzdy jen malé mnozstvi vody/sedimentu a Casto se pouziva pouze svételny
mikroskop. To vysvétluje, pro¢ se nové druhy nalézaji na habitatech, na kterych nebyly diive
nalezeny, coz soucasné prispiva k jejich oznacCeni za endemicky organismus (Finlay et
al. 2002).
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Obr. €. 4: Podil eukaryotnich organismi v rybniku Priest Pot ve Velké Britanii. Ptiklad zavislosti velikosti
organismu na kosmopolitnim roziiteni (Finlay & Fenchel 2004). Cervené te¢ky nahofe — Gastrotricha (pram.
velikost 0,16 mm), Rotifera (0,28 mm), Ostracoda (0,88 mm) a Nematoda (0,98 mm), v dolni ¢asti pfevazuje

vodni hmyz (13 mm) a Mollusca (23 mm). Zelené tecky zastupuji cévnaté rostliny a mechy.

Vliv ¢lovéka zplisobuje zmény v biogeografickém rozsifeni organisma (i vysSich).
U protistnich organismt se ukédzalo pouzivani zatéZové vody v lodich jako jedna z moznych
pficin kosmopolitniho rozsifeni motskych protist (Hulsman & Galil 2002). Piikladem
rozsifeného vyskytu mikroorganismi, ktery byl zplsoben transportem, je zavleCeni tasy
Hydrodictyon na Novy Zéland, kde pted tim nebyla nikdy zaznamenana (Kristiansen 1996).
Dale vystavba Suezského priplavu zptsobila rozsifeni n€kolika tropickych druhti foraminifer

a toxickych obrnének pies kanal do Stredozemniho mote (Hallegraeff & Bolch 1992).

Priklady studii, které ukazuji spiSe umirnény model ubikvitniho rozsifeni, jsem
zamg¢ftila na fasy (zelené terestrické, rozsivky), na liSejnikotvorné houby a hlavné na jejich

fotobionty.
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1.2.1 Biogeografie rozsivek (Bacillariophyta)

Jak jiz bylo zminéno vySe, dilezitou roli pfi vyzkumu biogeografie rozsivek hralo
Vv minulosti podhodnoceni globalni druhové diverzity diky nerozpoznani kryptickych
a seudokryptickych druhtt  (Foissner 2006), ¢i podcenéni druhového slozeni
vV neprozkoumanych oblastech. Timto zplsobem byla vétSina rozsivek povazovana za
kosmopolitni. Nové studie zalozené na molekularnich analyzach nevylucuji kosmopolitni
rozSifeni druhli a zaroven poukazuji i na druhy s omezenym rozsifenim. Kosmopolitni druh
Skeletonema costatum sensu lato je sloZzen z mnoha morfologicky a geneticky odlisnych
kryptickych druhi. Kooistra et al. (2008) analyzou LSU rDNA objevili druhy
s kosmopolitnim 1 geograficky omezenym vyskytem na tropicky a subtropicky areal.
Potencidlni vnitrodruhové zmény a biogeograficka distribuce byla pozorovéana i u globéalné
rozsifené rozsivky Pseudonitzchi pungens pomoci ITS rDNA regionu (Casteleyn et al. 2008).
Autofi dosli k podobnym zavérim - mnoho druhti rodu Pseudonitzchia je kosmopolitnich, ale

nékteré druhy maji jasn€ vyhranény areal zemépisnou Sitkou.

1.2.2 Biogeografie terestrickych zelenych ras (Chlorophyta)

K potvrzeni nebo vyvraceni dvou scénaiti ubikvitni teorie diky nedostatku potiebnych
znalosti u zelenych terestrickych fas zatim nemuze dojit, protoze doposud vSechny studie
biogeografie byly zaloZeny na morfologickém konceptu druht, coz je dost zavadéjici (Rindi
et al. 2009). Jednou znejvice Siroce distribuovanych suchozemskych fas je rod
Klebsormidium, ptesnéji jeho zastupce Klebsormidium flaccidum (Ettl & Gartner, 1995; John
2002). Jeho rozsiteni se vztahuje hlavné na typ substratu - ptuda, skaly, betonové bloky (Ettl
& Girtner, 1995). Obecné se tento rod vyskytuje ve vSech klimatickych oblastech, od
polarnich k tropickym (Broady 1996; John 2002).

Ve vlhkych tropickych oblastech jsou nejCastéjsi terestrickou fasou zastupci fadu
Trentepohliales (Rindi et al. 2008a). Stejné jako rod Klebsormidum osidluje Sirokou $kalu
substrati od skal, ptes kiru, listy aZ po betonové zdi (Chapman 1984). Predpoklada se, ze
Vétsi prozkoumani tropickych oblasti odhali SirSi geografické rozdéleni, jelikoz diive znamé
druhy ze ,,Staré¢ho svéta“ se zacinaji objevovat i ve Francouzské Guyané a Panamé (Rindi
& Lopez-Bautista 2008; Rindi et al. 2008a). O této fase se dale zminim v kapitole 1.1.5,
jelikoz rod Trentepohlia je jednim z rodd zelenych fas, ktery vytvaii symbiotické

(mutualistické) spojeni s liSejnikotvornou houbou (mykobiontem).
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Rad Prasiolales zahrnuje univerzalni druhy fas, které se vyskytuji v moiskych,
sladkovodnich i terestrickych habitatech. RozSifeni této fasy se orientuje na polarni a studené
mirné oblasti s vlhkym klimatem, hlavné na izemi Antarktidy, kde je povrch pokryt velkym
mnozstvim guana (Broady 1996). Jedini zastupci vyskytujici se v teplejSich oblastech, avsak

Vv horskych pramenech, jsou sladkovodni zastupci rodu Prasiola (Naw & Hara 2002).

Prostfedi destnych pralesii skryva obrovské mnozstvi neobjevenych druhti zelenych
terestrickych tas. Nové studie i nadale objevuji dalsi druhy (Neustupa 2003; Neustupa 2005;
Neustupa et al. 2007; Rindi & Lopez-Bautista 2008, Elias et al. 2008; Neustupa et al. 2009).
Vysoka vlhkost vzduchu a velkd rozmanitost biotopu nabizi idedlni podminky pro velkou
diverzitu terestrickych tas. Je dilezité, aby toto prostiedi bylo detailné prozkoumano diiv, nez
jej ovlivni lidskéd c¢innost. Déle je tieba se zabyvat i jinymi aspekty biologie, naptiklad
rozsahem a mechanismy rozptylu, které ndm pomohou pochopit zemépisné rozsiteni druhd,
naptiklad rozsiteni zelené vzdusné tasy rodu Stichococcus, ktera ma buiiky o velikosti 10-12

um, a je schopna se rozsifovat na tisice kilometrti (Roy-Ocotla & Carrera 1993).

1.1.4 Biogeografie liSejnikotvornych hub

Mnoho druhti lisejnikotvornych hub je Siroce rozsifeno diky jejich schopnosti Sifit se
na velké vzdalenosti pomoci propaguli a diky jejich dlouhé evoluéni historii. Lucking et al.
(2008) zkoumal historickou biogeografii Siroce rozsiten¢ho foliosniho lisejniku Chroodiscus.
Jeho dnesni rozsifeni je déno spiSe historickym rozptylem v obdobi kiidy neZ nynéjSim
prekonavanim oceant. Nekteré druhy se rozsitily i pres nékolik klimatickych pasii/kontinentt.
Patii mezi n¢ Lobaria pulmonaria, nebo také Hypogymnia physodes (nejvice se vyskytuje na
severni polokouli), které obsadily subtropické, tropické i boredlni aredly, a je zaznamenan
jejich vyskyt i na jizni polokouli (Yoshimura 1971 z Silke Werth 2011). Jejich schopnost
tolerovat fyziologické stresy je uvadi do role UspéSnych kolonizatord novych (i extrémnich)
habitatii. Ostrov Surtsey, vzdaleny 30 km od Islandu, je ptikladem kolonizace v pribéhu
Ctyficeti let. Vznikl sopecnou Cinnosti mezi lety 1963-1967, a jiz v roce 1970 zde védci
zaznamenali prvni druhy liSejnikd (Kristiansen & Heiomarsson 2009). V ¢asovém rozmezi

tficeti deviti let se na ostroveé objevilo 87 druhti liSejnikti a jejich pocty stale stoupaji.

LiSejniky jsou sice Siroce rozsiteny, ale opravdu kosmopolitnich je jich pouze nékolik
(Otte et al. 2005). Dokonce i druhy s Sirokym rozSifenim vykazuji ekologické tendence
(Werth et al. 2005, Peksa & Skaloud 2011). Napiiklad lidejniky rozsitené v chladnych
arktickych oblastech se vyskytuji i1 v teplejSich oblastech, ale pouze ve vysokych
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nadmoftskych vyskéach. Jejich distribuce je fizena druhové specifickou ekologii (Codogno

& Sancho 1991).

1.1.5 Biogeografie fotobiontu:

Lichenizované sinice a fasy jsou mikroskopické organismy, které se spolecné
s houbovou slozkou rozmnozuji pomoci malych propaguli (soredia, isidia). Ty nejsou o moc
veétsi nez bunka samotna (20-50um; Budel & Scheidegger 2008) a mohou tak byt rozptyleny
do velkych vzdalenosti (Bailey 1976). Do dnes$ni doby nebyly sepsany Zadné biogeografické
studie fotobiontii. Je zndmo, ze nckteré druhy fotobiontd jsou Siroce rozSifené (napf.
Trebouxia jamesii sensu lato; Romeike et al. 2002), zatimco jiné byly nalezeny jen
v konkrétnich arealech, ¢imz podporuji teorii biogeografické distribuce. Podstatnou roli hraji
endemické druhy, kde endemismus miize byt vysvétlen lokalni adaptaci obou symbiontl
(mykobiont, fotobiont), jako je tomu napfiklad u liSejnikd z Nového Zélandu (Galloway
2007) nebo Antarktidy (Romeike et al. 2002; Ovstedal & Lewis Smith 2001). Pti vyzkumu
biogeografie fotobiontl se vyskytuji problémy, které znemoziuji jasnou odpoveéd’, zda jsou ¢i
nejsou kosmopolitni, ¢i zda vykazuji biogeografické znaky. Jednim z téchto problému je
spojovani fotobiontli s nékolika druhy mykobiontd, které je navic mohou béhem svého
zivotniho cyklu vymeénit za jiné (Kroken & Taylor 2000, Depriest 2004). Dal§im problémem
je potvrzeni vyskytu volné Zijicich populaci zelenych ftas, které¢ také mohou zit
v symbiotickém vztahu s lisejnikotvornou houbou — napi. rod Trebouxia (Tschermak-Woess
1978, Bubrick et al. 1984).

Piikladem fotobionta, ktery vykazuje geografické rozsifeni, je rod Trentepohlia.
Tento fotobiont se vyskytuje Casto v subtropickych a tropickych oblastech (Rundel 1978)
a v nizkych nadmotskych vySkach (Rindi & Lopez 2008). Nash et al. (1987) zjistili, Ze
lisejniky obsahujici Trentepohlii maji niz$i teplotni rezistenci nez liSejniky obsahujici
fotobiont Trebouxia. Timto jevem je oduvodnén vyskyt rodu Trentepohlia v oblastech

S vyS$$imi teplotami.

Vétsina studii zabyvajicich se biogeografii studovala tuto problematiku na volné
zjjicich organismech. LiSejnik je symbiotické (mutualistické) spojeni dvou organisml -
fotobionta a mykobionta. Mykobiont a fotobiont maji kazdy své pozadavky na zivotni
prostiedi, kde se navic ukazuje, Ze sinice Ci fasy projevuji své pozadavky do znacné miry
nezavisle na konkrétnim mykobiontu. Preference zivotniho prosttedi je logicky postup pro

jejich distribuci, avsak geograficky pattern fotobionti se mtize vyrazné lisit od mykobiotniho
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partnera (Peksa & Skaloud 2001). Napiiklad v piipadé rodu Asterochloris byl druh
A. phycobiontica izolovan pouze v nadmotskych vyskach nad 950 m n. m. (Skaloud & Peksa
2010). Vyskyt odlisnych fotobionti v gradientu nadmoiské vySky byl zaznamenan
u krustéznich epilitickych lisejnika (Blaha et al. 2006, Muggia et al. 2008), stejné¢ jako
u epifytickych ketickovitych druhii (Krokren & Taylor 2000). Podobné piipady jiného
vyskytu fotobiontd byly zjistény pii vyzkumu substratu (zasadity x kysely nebo epifyticky
X terikolni). Rikkinen et al. (2002) objevil odlisné linie rodu Nostoc u liSejniki rostoucich na
ke a na zemi. Zamé&fime-li se na vétsi arealy, zjistime ze studie Skaloud a Peksa (2010), Ze
urcité linie rodu Asterochloris vykazuji prevazné kosmopolitni rozsifeni - napf. linie A7
(Amerika, Evropa, Asie), ¢i A. glomerata. Naopak linie A9, kterd je znama svou nizkou
specificitou k mykobiontim, je dodnes znama pouze z celého amerického kontinentu
(Cordeiro et al. 2005, Nelsen and Gargas 2006, Piercey-Normore and DePriest 2001, Reis
2005, Yahr et al., 2004). Diky jeji nizké mife specificity by se ocekavalo §irsi rozsifeni i na
jiny kontinent. Je ale pfedcasné tyto fotobionty kvalifikovat jako druhy s uzkou distribuci.
Nejvice studii zabyvajicimi se fotobionty (Asterochloris, Trebouxia, Nostoc) pochazi
z Evropy a Severni Ameriky (Backor et al. 2010; Blaha et al. 2006; Nelsen & Gargas 2008;
Piercey-Normore 2006, 2009; Yahr et al. 2004; Peksa & Skaloud 2011), v mensi mife
ze Stiedni a Jizni Ameriky (Helms 2003; Cordeiro et al. 2005), Antarktidy (Romeike et al.
2002; Nyati 2007; Engelen & Ott 2010) a Australie (Piercey-Normore & DePriest2001). Jen
velmi malo dat existuje o fotobiontech z Afriky, Asie a Australie, proto jsem ve své praci
vyuZila sbéry z mist, ktera jsou pro ziskani cennych informaci o biogeografii symbiotickych

organismi piinosna (napt. Tanzanie, Gronsko).

Biogeografické aredly pro protistni organismy nikdo doposud nenavrhl, s vyjimkou
krasivek (Desmidiales), které ale jiz spadaji do skupiny Streptophyta, zahrnujici i vyssi
rostliny. Krieger (1939) navrhl 10 krasivkovych svétovych regiont, které doposud nikdo
nerevidoval - 1) Temperatni Eurasie, 2) cirkumpolarni areal, 3) vychodni Asie, 4) Indo-
Malajsie / severni Australie, 5) Novy Z¢land / jizni Australie, 6) jizni Afrika, 7) rovnikova
Afrika, 8) severni Afrika, 9) tropické ¢asti Ameriky, 10) Amerika vyjma tropickych ¢asti.
Biogeografické oblasti pro vyssi rostliny (fytogeografické oblasti) byly v minulosti rozdéleny
do 6 regionti (Obr. ¢. 5b, Pielou 1979), nyni podle studie Olson et al. (2001) jsou rozd€leny
ptesnéji na 8 biogeografickych oblasti se 14 biomy (Obr. ¢. 6).
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Oceanian

Obr. & 5: Srovnani biogeografickych oblasti podle E. C. Pielou (1979): a) zoogeografické oblasti svéta, b)
fytogeografické oblasti svéta, ¢) biogeografické (fyto- a zoogeografické) oblasti svéta.

Antarctic

I Tropical and Subtropical Moist Broadleaf Forests Temperate Grasslands, Savannas, and Shrublaf
[ Tropical and Subtropical Dry Broadleaf Forests [ Flooded Grasslands and Savannas
[ Tropical and Subtropical Coniferous Forests 777 Montane Grasslands and Shrublands
Il Temperate Broadleaf and Mixed Forests Tundra
Il Temperate Coniferous Forests I Mediterranean Forests, Woodlands, and Scrub
[ Boreal Forests/Taiga [ Deserts and Xeric Shrublands
[ Tropical and Subtropical Grasslands, Savannas, I Mangroves

and Shrublands

Obr. &. 6: Nové presnéjsi vymezeni fytogeografickych svétovych oblasti (podle Olson et al. 2001).
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Cilem této prace je rozsifit poznatky o biogeografii fotobiontii rodu Asterochloris
vyizolovanych ze stélek lisejnikti rodu Cladonia a Stereocaulon, jelikoz do soucasné doby
neexistuji studie, které by se zabyvaly biogeografii symbiotickych organismu. V této praci se
snazim rozs$ifit mista sbéru a je jen otazkou, zda se potvrdi predeslé vysledky, nebo se
Vv liniich s biogeografickym patternem objevi nova rozsiteni (potvrdi se americky ¢i evropsky

endemismus nékterych 1inii?) a zda se zvysi diverzita uvniti rodu Asterochloris.
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2 Material a metody

Pro vyzkum biogeografie fotobionti rodu Asterochloris liSejniku rodu Cladonia
a Stereocaulon bylo v pribéhu 4 let (od srpna 2007 do prosince 2011) odebrano 121 vzorkd
ze 14 oblasti (oblast = zem¢) na 5 kontinentech (Obr. ¢.7). Konkrétné: Gréonsko (G) — 23
vzorkt/2 lokality; Azorské ostrovy (A) - 1/1; Indie (I, IH) — 23/5; Irsko (IR) — 1/1; Japonsko
(JA) - 13/3; Kanarské ostrovy (KO) — 12/9; Korfu (KOR) — 2/1; Mongolsko (M) — 2/1,
Patagonie (PA) — 6/6; Svédsko (SV) — 3/2; Tanzanie (T) — 5/3; Rakousko (RA) — 3/2; Rusko —
Sibif (SI) — 1/1; Aljaska (AL) — 22/6 (piiloha Tab. 1). U nékterych byl zjistén vyskyt dvou
fotobiontli ve stélce (Tanzanie a Indie). Jsou zde zastoupeny organismy ze severni i jizni
polokoule. LiSejniky byly nasbirany v ramci zahrani¢nich cest ¢lent algologické
a lichenologické laboratofe. Vzorky z Indie byly ziskdny od Dr. Himanshu Rai (Garhwal
Central University, Rishikesh, Indie) v pribéhu spoluprace a nasledném vyzkumu fotobiontt
indickych lisejniki (Photobiont diversity in Indian Cladonia lichens, with special emphasis on
the geographical patterns, in press, piiloha). Vzorky z Tanzanie poskytla Dr. Lucia Muggia
(Institut fiir Pflanzenwissenschaften, Karl-Franzens-Universitdt Graz, Austria) a spolupraci
s Lucii Vancurovou jsem ziskala sekvence z Aljasky (sbér L. Muggia), Italie, Rakouska

a Sibife. Sesbirany material byl ur¢en priméarné na zakladé morfologickyh znakd.

Zaznamenavaly se informace o nadmoiské vySce, substratu a GPS soufadnicich
(pokud byly dostupné informace). Dodatecné jsem zjisStovala pomoci GPS soufadnic lokalit

na meteorologickém serveru http://www.wunderground.com a_http://www.weatherbase.com

nejbliz§i meteorologické stanice zaznamenavajici celoro¢ni (leden 2011 — leden 2012) teploty
( Tmax, Tmin, Tprim) @ mnozstvi (Ghrny) srazek (Pprm). Teploty byly upraveny podle rozdilu
nadmoiskych vySek stanic a lokalit (= 0,65°C /100 m). Veskeré informace jsou uvedeny

v piiloze (ptiloha, Tab. 1).

2. 1. Popis odbérovych mist

Azorské ostrovy (38°sS, 28° zd)
Lisejniky byly sebrany na ostrové Pico a Sao Miguel (0 — 1500 m n. m.) v roce 2009.
Ostrovy vznikly v disledku  vulkanické a  seismické ¢innosti v pozdnim  geologickém

obdobi tfetihor. Podle fytogeografického rozdéleni E. C. Pielou (1979) spadaji do
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Holarktického superregionu, piesnéji do Palearktické oblasti. Podle piesnéjsiho rozdéleni
Olson et al. (2001) spadaji azorské ostrovy do ¢tvrtého typu biomu — temperatni opadavy

a smiseny les.

Gronsko (69°- 70°s§, 51°- 54° zd)

Vzorky byly sebrany na dvou mistech v srpnu 2011 - Ilulissat a ostrov Disco. VSechny
liSejniky byly odebrany piimo z pidy, nékteré obklopovaly mechové porosty. Geologické
podlozi je kyselé a prevlada rula a granit. Nadmotska vyska odbérovych mist se pohybovala
od 100 m n. m. (Ilulissat) do 140 m n. m. (Disko Island). Grénsko spada do Holarktického
superregionu, piesnéji Nearktické fytogeografické oblasti (Pielou 1979). Odbérova mista

spadaji do jedenactého typu biomu — tundry (Olson et al. 2001).

Indie (11°- 32°s§, 78°- 92°vd)

LiSejniky, sesbirané v obdobi 2007 — 2010, pochazeji z 5 riznych mist na izemi Indie
a Nepalu. Vétsina stélek pochazi z Himalaji ze stata Uttarakhand a Himachal Pradesh. Z jizni
Indie, pfesnéji ze statu Tamilnadu, jsou sebrany 3 vzorky. Z vychodniho Nepalu pochézi 2
vzorky. Po jednom vzorku jsou sebrané stélky z mist Maharashtra, Madhyapradesh a Assam,
které se nachazeji v zapadni, stiedni a severovychodni Indii. Nadmotska vyska se pohybuje
v rozmezi 1014 — 3700 m n. m. LiSejniky byly sebrany pievazné z jilovitého, Stérkovitého
substratu, ¢i z pudy v jehlicnatém lese ve tfech biogeografickych biomech — tropickém
a subtropickém mlZném opadavém lese, tropickém a subtropickém opadavém lese a na
horskych stepich. Indie nalezi do Paleotropické oblasti, ktera je nadskupinou Indo-malajské

oblasti (Pielou 1979).

Irsko — Kerry (52°s$, 9°zd)

Sbér probehl v roce 2009 v hrabstvi Kerry, pobliZz jezera Lough Leane, kde niZsi
oblasti tvofi karbonsky vapenec. Nadmoiskd vyska — 62 m n. m. Lokalita spada do
Holarktického superregionu, Palearktické oblasti, kde se nachazi temperatni opadavy

a smiseny les.

Japonsko (35° - 37°s§, 139° vd)

Lisejniky byly sbirany na tfech mistech — Mt. Fuji v nadmoiské vysce 2300 m n. m.,
Vv blizkosti Mt. Fuji v 1010 m n. m., a v Nikko s nadmoiskou vyskou 666 m n. m. Prevladal
sbér z kiry a pidy s mechem na vulkanickém podlozi. Japonsko lezi v Holarktické —
Palearktické oblasti. VSechna mista sbért leZela v temperatni oblasti se smiSenym opadavym

lesem.
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Kanarské ostrovy (28° s§, 17° zd)

Vzorky lisejnikti pochéazeji z konce roku 2011 z ostrova La Palma, ktery je tvofen
vulkanickym podlozim. Nadmotska vyska sbérti se pohybovala mezi 700 — 2400 m n. m.
Mista sbéru patii do skupiny biomiit Mediteranskych lesti. Ostrovy spadaji do Holarktické,
Palearktické fytogeografické oblasti.

Korfu (39° s§, 20° vd)
Ostrov se zasaditym véapenatym podlozim nalezi do biomu Stiedozemnich lest
a Holarktické — Palearktické oblasti. Vzorky byly sebrany na jafe 2010 v nadmoiské vysce

300 mn. m.

Mongolsko (46°sS, 101° vd)
LiSejniky byly sebrany v €ervenci 2011 v nadmoiské vySce 2620 m n. m. na podkladu
lavového pole. Misto sbéru spadd do biomu horskych stepi. Samotné Mongolsko patii do

Holarktické-Palearktické oblasti.

Patagonie (47° - 54° j§, 73° - 77° zd)

Vzorky pochazeji z nadmoiské vysky 90 m n. m. — 786 m n. m. z pfelomu roku
2011/2012. Ptevazuji vzorky sbirané¢ ze dieva a pidy v oblasti temperatnich opadavych
a smiSenych lest. Patagonie patii podle Pielou do Antarktické (fytogeografie) a Neotropické
(zoo- i fytogeografie) oblasti.

Svédsko (58° s§, 12° - 14° vd)
LiSejniky byly sebrany v narodnim parku Store Mosse na raSelinovém substratu
v nadmoiské vysce 120 — 160 m n. m. Storre Mosse lezi v biomu borealnich lesii. Svédsko

lezi v Holarktickém superregionu v Palearktické oblasti.

Tanzanie (3° j$, 36" zd)

Odbérova mista byla vytvofena Vv pleistocénu vulkanickou ¢innosti a pochazeji ptrevazné
z nejvyssi hory Tanzanie — Mt. Kilimanjaro a z pobliz vzdalené Mt. Little Meru. Mista sbérd
se nachazela v nadmotské vysce 3400 — 4400 m n. m. Mt. Kilimanjaro a Mt. Little Meru
spadaji do biomu tropickych a subtropickych savan. Tanzanie patii do Paleotropické, nebo

také Afrotropické oblasti.

Rakousko (46° - 47°s§, 15° - 16° zd)
Polozky lisejnikii pochazi z Kals an Grossglockner a okoli Styrskych Alp z let 2009

a2010. VSechny rostly na kyselém substratu v nadmotské vysce 2450 m n. m. (Kals
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an Grossglockner) a 2100 m n. m. (Styrské Alpy) v biomu temperatnich jehli¢natych lest.
Rakousko, stejné jako cela Evropa, spadd do Holarktického seperregionu a Palearktické

oblasti.

Rusko — Sibir (59° s§, 129° vd)
Vzorek ze Sibife byl sebran na dievé u biehu feky Timpton v srpnu 2010 v nadmotské
vysce 300 m n. m. Tato oblast patii do biomu boredlnich lesii a tajg. Sibif také spada do

Holarktického superregionu a Palearktické oblasti.

USA — Aljaska (60° — 67° s§, 148° - 152° zd)

Lisejniky byly sbirany vsrpnu 2010 na 6 mistech — Panorama Mountains
(650 m n. m.), Talkeetna (400 m n. m.), Kenai Penninsula Lost Lake (650 m n. m.), Kenai
Penninsula Moose Pass (650 m n. m.), Finger Mountains (750 m n. m.) a Atigun Pass
(1450 m n. m.). Prevladal kiemicity substrat. Oblasti se nachazely v biomu tundry a spadaji

do skupiny Holarktickych a Nearktickych oblasti.

30°

o o
30 0°
1- Azorské ostrovy, Atlantsky oceédn 38 s528zd 11 - Mt. Fuji, Japonsko 35 s& 139 vd 21 - Zell am See, Rakousko 46 s8 13 vd
2 - Disko island, Gronsko 70 s5 54 zd 12 - Nikko, Japonsko 37 s8 139 vd 22 - Zeltweg, Rakousko 47 s 15 vd
3 - llulissat, Gronsko 69 s& 51 zd 13 -Isla de la Palma, Kanarské ostrovy 28 s 17zd 23 - Aldan, Rusko 59 s5 129 vd
4 - Uttarakhand, Indie 30 s§ 78 vd 14 - Korfu, Recko 39 s5 20 vd 24 - Healy, Aljaska 64 s§ 150 zd
5 - Madhyapradesh, Indie 23 s§ 80 vd 15 - Gaiuut, Mongolsko 46 s§ 101 vd 25 - Talkeetna, Aljaska 60 s3 151 zd
6 - Assam, Indie 26 s$ 92 vd 16 - Ushuaia, Patagonie 54 j$ 77 zd 26 - Seward, Aljaska 67 s$ 148 zd
7 - Mahakali zone, Nepal 29 s5 81 vd 17 - Cochrana (Villa O'Higgins), Chile 47 j5 73 zd 27 - Portage glacier, Aljaska 61 s§ 147 zd
8 - Tamilnadu, Indie 11 83 79 vd 18 - Goteborg, Svédsko 58 s5 12 vd 28 - Anaktuvuk Pass, Aljaska 67 s§ 152 zd
9 - Himachalpradesh, Indie 32 s5 78 vd 19 - Jonkoping, Svédsko 58 s5 14 vd 29 - Bettles, Aljaska 67 s8 151 zd
10 - Kerry, Irsko 52 s5 9 zd 20 - Kilimanjaro leti5té, Tanzanie 3 j5 36 vd

Obr. €. 7: Vyznaceni mist sbéri ve studovanych oblastech.

28



2.2 Molekularni metody

2.2.1 1zolace DNA, PCR a sekvenace:

Celkova DNA byla ziskana izolaci pomoci kitu Invisorb Spin Plant Minikit (Invitek),
kdy jsem postupovala podle modifikovaného protokolu firmy Invitek. Pfi nizkych vytézcich
jsem pouzila s mensimi upravami metodu CTAB podle protokolu Doyle & Doyle (1987).
Nejprve byly kousky stélky (hlavné podecia) vlozeny do sterilnich 2ml ependorfek s kulatym
dnem se 3wolframkarbidovymi kuli¢kami. Manipulovalo se s pinzetou, ktera byla pfi kazdém
kroku opalena nad kahanem. Material byl drcen po dobu 5 min v pfistroji Retsch MM200 pfi
13000 rpm. Vyizolovanou DNA jsem uchovavala pii 4 °C. Po ukonceni veskerych praci je

dobré DNA uchovavat v mrazicim boxu.

Koncentrace vyizolované DNA jsem méfila na spektrofotometru NanoDrop 1000.
Pied polymerase chain reaction (PCR) jsem nafedila DNA na pracovnich S5ng/ul. Pro
amplifikaci ITS jaderné oblasti rDNA jsem pouzila specificky fasovy primer nr SSU -1780-5"
(5-CTG CGG AAG GAT CAT TGA TTC-3"; Piercey-Normore & DePriest, 2001)
a univerzalni primer ITS4-3" (5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’; White et al., 1990).
Primery byly vyzkouSeny jiz pii vypracovavani bakalarské prace. PCR byla namichana
Vv reakénim objemu 20 pl/vzorek: Sterilni MiliQ voda 12,4 pl, MgCl, 1,5 pl (25 mM), dNTP
0,4 ul (10 mM), forvard primer 0,25 pl (25 nM), reverse primer 0,25 ul (25 nM), Gold® 360
Buffer 2 ul, 360 GC Enhancer 2 pl, AmpliTag Gold® 360 DNA Polymerase 0,2 pl a 1 pl
DNA (5ng/ul). K amplifikaci DNA byla pouzZita polymerdza AmpliTaq Gold DNA
Polymerase (Applied biosystems) a osvéd¢eny cyklus (viz tab. ¢. 1). Reakce probéhla
v pfistroji Touchgene gradient cycler (Techne). Ziskané PCR produkty jsem zkontrolovala
s pouzitim ethidiumbromidu na 1% agarosovém TBE gelu. Elektroforéza probihala pod
napétim 98V po dobu 15-20 minut. Nakonec jsem ziskané PCR produkty ptecistila pomoci
kitu Jet Quick PCR Purification Spin Kit (Genomed). Sekvenaci piecisténych PCR produktd
provedla firma Macrogen Inc. (Soul, Korea, Amsterodam, Holandsko) pomoci Applied

Biosystems (ABI 3730xl).
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Tab. & 1: PCR cyklus pro amplifikaci ITS rDNA

reakce teplota ¢as

Inicialni denaturace 95 °C 10 min

Denaturace 95°C 1 min

Annealing 50 °C 1 min 35x
Elongace 72 °C 2 min

Finalni elongace 72 °C 10 min

Hold 10 °C

2.2.2 Fylogenetické analyzy
Ziskané sekvence byly manualné¢ zkontrolovany v programu SeqAssem (Hepperle
2004). Na ptipravu aligmentu byly pouzity jak vlastni sekvence, tak zvefejnéné sekvence rodu

Asterochloris dostupné v internetové databazi GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) pro

pokryti veskeré diverzity rodu. Podminkou pro pouziti téchto sekvenci byla pfitomnost celého
ITS useku (ITS1, 5,8S, ITS2). Podobnost sekvenci byla zkontrolovana piipadné na zakladé
algoritmu BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). V programu MEGA 4.0 (Tamura et al.

2007) byl vytvoren aligment pomoci algoritmu ClustalW (Thompson et al. 1994) a nésledné
manuélné doupraven. Kone¢ny aligment zahrnoval 229 sekvenci (123 unikatnich) s délkou
1093bp, a obsahoval jak ITS (100 %), tak aktinové (24 %) sekvence. Na zaklad€ porovnavani
modelt v programu PAUP/MrModeltest 2.3 (Nylander 2004) pomoci Akaike information
criterion (AIC) byly vybrany vhodné substitu¢ni modely. Pro konstrukci stromu byl pouzit
GTR+I+G pro ITS aligment a HKY+I+G pro aktin aligment. VV programu MrBayes 3.1.2
(Huelsenbeck & Ronquist 2001) byl spocitan nezakofenény fylogeneticky strom z unikétnich
sekvenci metodou Bayesovy inference (BI). BI strom byl nalezen pomoci Markov Chain
Monte Carlo metody (MCMC), kde paraleln¢ bézely 2 MCMC behy, kazdy s tfemi
horkymi jednim studenym fetézcem. Analyza bézela po 3 000 000 generaci a kazdou stou
generaci byly zaznamenavany stromy. DalSi parametry byly ponechiny na vychozim
nastaveni. Statistickd podpora jednotlivych vétvi byla spocitdna nezavisle metodou maximum
likelihood (ML) v programu Garli v0.951 (Zwickel et al. 2006) a dale metodou maximalni
parsimonie (MP) v programu PAUP (Swofford 2002). ML analyza pocitala podle modelu

GTR+I+G na zaklad€ 100 opakovani heuristické analyzy s ukoncenim po 100 000 generacich.
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Podobn¢ byl proveden vypocet MP pro 100 opakovani s ukon¢enim po 10 000 generacich.
Bootstrapové podpory a posteriorni pravdépodobnosti byly urceny jako zadné (< 50% ML
a MP, < 0,5 pro BI), stfedni (50-90% pro ML a MP, 0,5-0,97 pro BI) a vysoké (>90% pro ML
a MP, >0,98 pro BI). Vysledny strom byl upraven v programu MEGA 4.0 (Tamura et al.
2007) a Fig Tree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

2.2.3 Analyzy ekologické preference

Data o ptirodnich podminkach byla sestavena pomoci dostupnych informaci (viz vyse
uvedené internetové meteorologické servery) a zahrnovala informace o teplot€ (Tmax, Tmin,
Torim), srazkach (Ppsm), nadmotské vySce, substratu a pficlenéni do 3 skupin
biogeografickych oblasti (viz. kapitola 2). Pro analyzu mozné ekologické preference
jednotlivych fotobiont k pfedem uréenym parametriim prostiedi jsem pouzila dva testy, které
zjistuji ptitomnost fylogenetického signalu v datech (podle Blomberg et al. 2003).
Fylogeneticky signal je uzndvan, pokud blizce piibuzné druhy maji tendenci si byt
signifikantné ekologicky podobnéjsi. Pokud je fylogeneticky signdl nizky, nebo dokonce
nulovy, nejsme schopni odvodit ekologické zmény béhem evoluce. VSechny testy byly

provedeny v programu R 2.1.5.0 (http://www.r-project.org/, cely skript v piiloze). Testovani

fylogenetického signalu bylo provedeno pomoci Pagel’s A (Pagel 1999), kde proménny
parametr A postupné eliminuje fylogenetickou strukturu stromu (A=0 - strom bez
fylogenetické struktury, A=1 — koresponduje s vytvofenym stromem, Obr. ¢. 8). Optimalizace
hodnot A bylo dosazeno funkci ,.fitDiscrete /,,fitContinuous™ v Geiger package (Harmon et
al. 2008). Pomoci likelihood ratio testu, ktery testuje existenci fylogenetického signalu, jsem
porovnavala negativni logaritmy pravdépodobnosti ziskané ze stromu s nulovou topologii a ze
stromu s piivodni topologii. Druha metoda testovani fylogenetického signalu navic testovala
signifikaci rozdilu ziskané A od A = 0 (lower bound) a od ziskané A a A = 1 (upper bound). Na

testovani byl pouzit caper package (Harmon et al. 2008).
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Obr. ¢. 8 : Priklad odbouravani fylogenetického signdlu. Vlevo A=1 — origindlni strom, uprostied A= 0,5

a v pravo A=0 — strom bez fylogenetické struktury. Zdroj: http://bodegaphylo.wikispot.org/

2.2.4 Haplotypové sité

Pomoci programu TCS 1.21 jsem vytvofila haplotypové sité pro jednotlivé linie rodu
Asterochloris, které zobrazuji geografické rozlozeni v ramci kontinenti. Sit' umoziuje
zjednoduSené zobrazeni fylogenetické struktury pii velkém poctu sekvenci v podobé
kolaCovych grafu. Velikost kolacového grafu se 1isi poctem stejnych sekvenci. Jednotlivé linie
byly doplnény sekvencemi, které jsou dostupné z GenBanku. Podminka pro vytvoifeni siti
byla dobra podpora linii a minimalné Sest sekvenci v ramci linie. Vyjimku v poctu sekvenci
tvotila linie jiz popsaného druhu rodu Asterochloris magna. Program TCS 1.21 zkolabuje
sekvence na jednotlivé haplotypy a pomoci tzv. statistické parsimonie vytvoii sit’ mezi

haplotypy (http://darwin.uvigo.es/software/tcs.html), které 1ze dale editovat.
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3 Vysledky

3.1 Molekularni variabilita rodu Asterochloris

V ramci diplomové prace jsem pracovala se 149 vyizolovanymi vzorky DNA,
ze kterych jsem ziskala 121 sekvenci ze 14 oblasti na 5 kontinentech. Dalsi sekvence byly
doplnény z GenBanku pro pokryti celkové diverzity rodu  Asterochloris
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Celkovy aligment mél délku 1093 bp a obsahoval 529

polymorfnich mist. Ve vétSin€ piipadi se ve stélce liSejniku vyskytoval pouze jeden druh
fotobionta. Vyjimky tvofily polozky IH8 (Cladonia verticillata), IH21 (Cladonia delavayi)
aT16 (Cladonia sp.). Vsichni fotobionti vyizolovani ze stélek lisejniku Cladonia
a Stereocaulon nalezeli do rodu Asterochloris (Trebouxiophyceae, Chlorophyta).
Bayesovskou analyzou, vytvofenou na zakladé¢ analyzy konkatenovaného datasetu 132
unikatnich ITS a aktinovych sekvenci, bylo odliSeno 28 riizn€ podpotenych linii (Obr. €. 9).
To je 0 osm vice, nez bylo uvefejnéno v posledni studii o indickych lisejnicich (Ridka et al. in
press, viz. ptiloha). Nové vzniklé linie jsem oznacila pismenem ,,b* a ¢islem linie, od které
jsou oddéleny (naptiklad 1b = nova linie u Asterochloris glomerata). Vyjimku tvoii nové linie
oznadené L60, TJ a Talbot 400. Podle studie Peksa & Skaloud (2011) jsou oznaéeny linie A4
a A9. Oznageni 11, 12 je odvozeno ze studie Ridka et al. (in press). Linie 4 (A. erici), 6, 11, 13
(A. italiana), 14, 12, A4 a A9 byly signifikantn¢ podpoieny (>0,98 pro Bl, >90 % pro ML
a MP). Stfedni bootstrapova podpora byla zaznamenana pro linie 1 (A. glomerata), 3
(A. magna), 11, 6b, 8, 9, 10, L60 a linie 12. Linie 7, 11b a Talbot 400 maji boostrapovou
podporu vétvi nizkou. Nové vzniklé linie 1b, 2b, 7b, TJ nebyly podpoteny.

Nové¢ ziskané sekvence piipadly do dvanacti linii. Sekvence T8 a T15 nebyly
zatazeny do zadné linie. K linii 1 (A. glomerata) pifipadlo 11 novych sekvenci ze 4 oblasti
svéta (Japonsko, Svédsko, Patagonie a Indie). K diive nezatazené sekvenci fotobiontu Talbot
281 (podle Skaloud & Peksa 2010) patii 12 novych sekvenci ze 3 oblasti (Gronsko, Aljaska
a Svédsko), z nichz 3 jsou identické s Talbot 281. Tato linie nemé Zadnou podporu, tudiz by
bylo dobré pro presnéjsi informaci ziskat dalsi gen téchto fotobiontl, naptiklad aktin. Nejvice
novych sekvenci (35) utvofilo novou linii blizce pfibuznou druhim A. glomerata a A.

irregularis. Jelikoz tato linie ma bootstrapové hodnoty < 50 %, nelze fici, zda jde o novou

linii, nebo zda nov¢ ziskané sekvence
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Obr. ¢. 9: Fylogeneticky strom unikatnich sekvenci zkonstruovany
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a G2 naznacuje rychlejsi evoluci v této skupiné. Sekvence pochdzeji ze 7 oblasti (Aljaska,
Gronsko, Sibif, Galapagy, Mongolsko a Rakousko). Linie 3 (A. magna) byla znadma pouze ze
Severni Ameriky a z Evropy. Nyni do této linie pfipadla sekvence PA3 z Patagonie
(J. Amerika). Linie I1 je sloZena pouze ze Sesti sekvenci fotobiontli vyizolovanych ze stélek
indickych lisejnik rodu Cladonia. Nové vznikla linie 6b je slozena z fotobiontd z Patagonie
(PA6) a Australie (Hammer 7000). Linie 9 je tvoiena nejveétsim poctem sekvenci (piesné
36 sekvenci), do které patii 13 novych sekvenci pochazejicich pouze z Indie. Linie je zndma
svou nizkou specificitou k mykobiontiim a také tim, Ze do dne$ni doby byly znamy zaznamy
pouze ze Severni a Stiedni Ameriky (Cordeiro et al. 2005, Nelsen and Gargas 2006, Piercey-
Normore and DePriest 2001, Reis 2005, Yahr et al., 2004). Do linie 10, kterd jiz obsahuje
sekvence z Evropy, Severni a Stfedni Ameriky, je nyni pfiddana s dobrou podporou pouze
jedna sekvence T21 z Tanzanie. Nové vznikla linie 11b se sklad4 pouze z africkych sekvenci
fotobiontti T16B a T20, vyizolovanych ze stélek liSejnik rodu Cladonia sp. a Stereocaulon
vesuvianum. OvSem podpora vétvi je < 50 %, tudiz nemame jistotu, zda se poloha téchto
sekvenci s pfidanim dalSich dat v budoucnu nezméni. Dobie podpoiena linie L60 vznikla
nové a je nejpiibuzngjsi k diive nezafazené sekvenci Nelsen L60 (Skaloud & Peksa 2010).
Obsahuje 13 sekvenci ze dvou oblasti — Kanarskych ostrovil a ostrova Korfu. Japonské (JA4)
a indické (IH 16) sekvence pfipadly do pivodné evropsko — americké linie. Jeji dobie
podpoiena sesterska linie 13 (A. italiana) nyni obsahuje tfi nové sekvence z Patagonie (PA2
a PA4) a Azorskych ostrovii (A4). Nove vznikla vétev TJ je stejné jako linie 11b nepodpotena
a slozena ze dvou sekvenci z Tanzanie (T16A) a Japonska (JA9). Do linie 12 podobné¢ jako do
linie 11 spadaji pouze sekvence fotobiontl pochazejich z indickych liSejnikd (14, IH23
a IH26). Tato linie je podpofena dobrou bootstrapovou hodnotou a je vyizolovana z jednoho
druhu lisejniku — Cladonia furcata. Nova linie Talbot 400 vznikla pfipadnutim 4 novych
sekvenci k diive nezatazené sekvenci Talbot 400 z AljaSky. Nové sekvence pochazeji ze 3
oblasti — Aljasky, Gronska a rakouskych Alp (Kals an Grossglockner). Linie 16 je posledni
linii, do které spada Sest nové ziskanych sekvenci fotobiontd pochézejicich ze tii oblasti: Indie
(IH17, IH18), Japonska (JA10a, JA11, JA14) a Patagonie (PA1). Samotna linie dale obsahuje

sekvence z Ameriky a Evropy, tudiZ ji miZeme nazyvat kosmopolitni.

Rozsah diverzity rodu Asterochloris se pfidanim nové ziskanych sekvenci vyrazné
zvySil. Neni ale zatim jisté, zda se fylogeneticka pozice nepodpoienych linii nezméni

S pfidanim dalSich dat.

35



3.2 Geografické rozsiieni rodu Asterochloris

V programu TCS jsem vytvotrila haplotypové sit¢ pro jednotlivé linie rodu
Asterochloris, které jsem nasledné spojila sjiz vytvofenym fylogenetickym stromem
(Obr. ¢. 10). Pro snadngjsi zobrazeni geografického rozlozeni v ramci kontinentd bylo
vytvoieno 13 separatnich haplotypovych siti. Haplotypy pochézejici z odlisSnych kontinenta
jsou znazornény vysecovymi grafy, kde velikost grafu souvisi s poctem shodnych haplotypd.
Nevytvarela jsem haplotypové sit¢ pro nepodporené linie, nebo linie, které obsahovaly méné
nez Sest sekvenci. Maly pocet sekvenci mlize zptsobit zkreslovani biogeografického patternu
zpusobeny nahodnymi procesy. Asterochloris magna tvoii vyjimku - poétem sekvenci sice
nevyhovuje mnou uréeny limit, avSak jeho geografické rozsifeni mi pfislo zajimavé a navic
obsahuje nové ziskanou sekvenci PA3 z Patagonie. Stejné také Asterochloris erici, ktery
nespliiuje limit poctu sekvenci, jeho rozSifeni v ramci severoamerického kontinentu je

zajimavé v jeho rozdéleni haplotypu na haplotypy pochazejici z USA a haplotyp z Kanady.

Haplotypova sit’ pro linii A. glomerata byla vytvofena ze 78 sekvenci a tvofila tak
nejvetsi sit’. Byli zde zastoupeni z 58 % fotobionti z americkych lisejnikt, 28 % pochazelo
z Evropy, 10 % z Asie a 4 % z Jizni Ameriky. Oblasti, ze kterych liSejniky pochazeji, se
pohybuji z velké Casti na Urovni boredlnich a temperatnich opadavych a smiSenych lesi.
Vyjimkou je indicky fotobiont pochdzejici z oblasti tropickych a subtropickych opadavych
lesti. Zastupci A. glomerata mohou byt povazovani za fotobionty s Sirokym svétovym
roz§ifenim. Asterochloris irregularis je linie evropsko — severoamerickd (borealni
atemperatni oblasti) se zastoupenim 52 % a 48 %. Asterochloris magna tvofi v ramci
zkonstruovanych haplotypovych siti vyjimku, jelikoz alignment byl tvofen pouze Ctyfmi
sekvencemi. Diive byla tato linie povaZzovéana za geograficky omezenou na Severni Ameriku
(temperatni jehlicnaty les), avSak jeji dals$i rozSifeni na evropsky kontinent objevili Peksa
& Skaloud (2011) v Nizkych Tatrach na Slovensku (temperatni jehli¢naty les). V této praci
jsem objevila jeji dalsi rozsifeni na jihoamericky kontinent, pfesn¢ji na tizemi Patagonie
(temperatni jehlicnaty les). Asterochloris magna patii svou Cetnosti vyskytu mezi vzacné
druhy, mizeme ale fici, Ze jeho rozsiteni je kosmopolitni. Linie fotobionti A. erici je dalsi sit’
vytvofena z méné nez Sesti sekvenci, obsahuje 4 sekvence, které jsou ale zajimavé tim, ze
sekvence z USA (Whitinsville) jsou odliSené od sekvence pochazejici z Kanady. Celkove je
linie stoprocentné geograficky omezend na severoamericky kontinent, kde se nachazi

V temperatnim a borealnim pasu lest. Linie 11 obsahuje stoprocentni zastoupeni fotobiontt
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z indickych liSejnik (z vétSiny vyskyt v tropickych a subtropickych mlznych opadavych
lesich, jeden vyskyt na horskych stepich). Linie 6, stejné¢ jako jeji sesterska linie 7
Z temperatnich oblasti smiSenych a opadavych lesii, ma geografické rozsifeni omezené na
Evropu a Severni Ameriku. Linie 9 tvofi druhou nejpocetnéjsi linii rodu Asterochloris
(40 sekvenci). Jak jiz bylo feceno v minulé kapitole, je znamo, Ze tuto linii tvoii fotobionti
s nizkou specificitou k mykobiontim — generalisti. Bylo ale zarazejici, Ze nebyli nalezeni
jinde nez v Severni a Stfedni Americe. Do této linie piipadlo 13 novych sekvenci z Indie,
tudiz muZzeme vyvratit jeji oznaceni za linii pouze americkou. Linie 10 obsahuje fotobionty
s euryeknim rozSifenim, tedy s velmi Sirokou ekologii od tropickych destnych pralesi ve
Stiedni Americe, pfes biotopy tropickych a subtropickych stepi a savan k temperatnim
oblastem v Evropé. Vysoce podpoiena linie 11 patii mezi pocetné linie (30 sekvenci)
kosmopolitné¢ rozsifenych na severni polokouli s pomérem rozsiteni 10 % Evropa, 76 %
Severni Amerika a 14 % Asie (Cina). Nové vznikla dobfe podpofena linie L60 je geograficky
omezena pouze na stiedozemni biotop obsahujici pouze sekvence z Kanarskych ostrovi
(85 %) a Korfu (15 %). Linie 12 je kosmopolitni linie rozsitena pies nékolik klimatickych
pasl na severni polokouli se zastoupenim 62,5 % Evropa, 25 % Severni Amerika a 12,5 %
Asie (Japonsko). Linie Asterochloris italiana piedstavuje Siroce rozsifenou linii na severni
ajizni polokouli, pfes Mediteran k temperatni oblasti smiSenych opadavych lest.
Asterochloris phycobiontica je linie rozsifena na severni polokouli na tizemi temperatniho
a borealniho pasu lest. VSechny oblasti maji kyselé¢ podlozi (granit a rula). Posledni sit
vytvofena pro linii 16 obsahuje 35 sekvenci z jizni 1 severni polokoule. Linii mizeme tadit
mezi kosmopolitni s Sirokym biogeografickym arealem (45 % Evropa, 37 % Severni

Amerika, 15 % Asie a 4 % Jizni Amerika).

3.3 Vliv pfirodnich podminek na rozsiieni fotobionti rodu Asterochloris

Statistické testovani vlivu abiotickych faktori na rozsifeni linii rodu Asterochloris jsem
provadéla pro kazdou vlastnost, tedy pro: teplotu ( Tmax, Tmin, Tpram), prameérné ro¢ni srazky,
nadmoiskou vysku, substrat a tfi typy rozdéleni do biogeografickych oblasti. Porovnavanim
fylogenetickho signalu u vice znaki lze dobie vyvodit, ktery z nich je evolu¢né stabilnéjsi.

Hodnoty A se mohou pohybovat od 0 (bez vlivu fylogeneze) az k 1 (silny vliv fylogeneze).
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Fylogeneticky signal pro vSechny faktory prostfedi byl signifikantni (Tab. ¢. 2). Hodnota
A =1 vsak nikdy nevysla nesignifikantné, coz znamend, ze zadna z testovanych mohou
ovlivitovat kombinace faktorii v riznych mirdch plsobeni. AvSak sila signalu je viditelna
V hodnoté A. Dulezitymi faktory ovliviiujici rozsifeni linii jsou typ substratu, fyto-
/zoogeografické rozdéleni oblasti podle Pielou (1979) a geografické rozdéleni do ctrnacti
biomu podle Olson et al. (2001). Tyto faktory maji hodnoty obou Pagel’s A nejblize k 1.
Maximalni a primérna teplota stejné¢ jako prumérné rocni srazky a rozdéleni
fytogeografickych oblasti (Peielou 1979) maji velikost lambdy blizké k hodnoté 1 v jednom
ze dvou testd. Tyto hodnoty beru na védomi, jelikoz souviseji naptiklad s charakteristikou

jednotlivych biomu.

Tab. ¢. 2: Testovani fylogenetického signalu metodami Pagel’s A.

faktor Pagel’s.  Likelihood phodnota Pagel'sh p p
(geiger) ratio (carper) A=0 A=1

s 0,82 1,11 <0,0001 0,93 <0,0001 <0,0001
Tmin 0,83 1,15 <0,0001 0,80 0,003 <0,0001
Torum 0,79 1,18 <0,0001 0,90 <0,0001 <0,0001
Pprim 0,94 1,02 <0,0001 0,62 0,0002  <0,0001
Nadm. 0,79 1,03 <0,0001 0,67 <0,0001 <0,0001
vyska

Substrat 0,96 1,41 <0,0001 0,93 <0,0001 <0,0001
Areal 1 0,94 1,89 <0,0001 0,78 <0,0001 <0,0001
Areal 2 0,95 1,78 <0,0001 0,86 <0,0001 <0,0001
Areal 3 0,89 1,52 <0,0001 0,85 <0,0001 <0,0001
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4 Diskuze

4.1 Diverzita rodu Asterochloris

Rod Asterochloris je jedna z nejéastéjSich zelenych fas liSejnikd v ramci tiidy
Ascomycetes (Persoh et al. 2004). Jeho taxonomické zatfazeni proslo fadou zmén jiz od 20. let
20. stoleti. V 90. letech 20. stoleti wvzrostlo mnozstvi vyzkuml zabyvajicich se
fylogenetickymi analyzami zalozenymi na specifickych molekularnich markerech, coz vedlo
ke zjisténi, ze tradi¢ni morfologické pojeti je zastaralé a ze nejlepSi moznosti je kombinace
morfologickych, molekularnich, ultrastrukturnich, ekologickych a biochemickych znaki pro
presné ureni vztahli mezi taxony zelenych fas, ¢i pro odhaleni skuteéné diverzity
jednotlivych rodd (Proshold et al 2001; Huss et al. 1999). Ke stejnym objevim doslo
I u skupiny rozsivek (Bacillariophyta), kde byla odhalena jejich velka skryta diverzita (napf.
Benkhe et al. 2004).

Rod Asterochloris byl na zakladé ultrastrukturalnich a molekularnich znaka vyclenén
z rodu Trebouxia (Helms 2001; Piercey-Normore & DePriest 2001; Skaloud & Peksa 2010).
Nejnovéjsi vysledky ukazuji na jeho velkou diverzitu uvniti rodu (Skaloud & Peksa 2010).
Do dnesni doby je zndmo 16 dobte podpotenych linii, z nichz 7 je jiZ uréenych do druhti. Rod
ale stale obsahuje mnoho dalSich nepopsanych linii. Tuto skute¢nost podporuji i mnou
ziskané vysledky (nariist o 8 novych nepopsanych linif). Pro ziskani pfedstavy o diverzité
uvnitt rodu jsem pouzila aligment kombinujici ITS a aktin markery. Tato kombinace byla
pouzita pouze ve studiich Nelsen & Gargas (2006, 2008) a Skaloud & Peksa (2010).
Kombinace markeru ITS a aktinu je pro vyjasnéni fylogenetické pozice nové vzniklych linii
presnéjsi, jelikoz pocet variabilnich a parsimoné informativnich mist v Gseku genu pro aktin
je ve srovnani s ITS mnohonédsobné vyssi. Alignment pro tvorbu vysledného stromu v této
praci obsahoval 229 sekvenci, z nichZ 123 bylo unikatnich s délkou 1093bp, kde ITS usek byl
ve 100 % zastoupen u vSech sekvenci a sekvence s isekem aktinu byly zastoupeny ve 24 %.
Vysledny strom obsahuje 28 rizné podpotenych linii, coZ je o osm linii vic nez bylo ziskdano
v posledni studii o indickych liejnicich (Ridka et al. in press), a o 12 linii vic nez ve studii

Skaloud & Peksa (2010). Nové ziskané sekvence pfipadly do dvanacti linii.
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Celkova diverzita byla obohacena 0 sekvence z mist, které se v GenBanku doposud
neobjevily: z Azorskych ostrovli, Kanarskych ostrovii, Korfu, Indie, Tanzanie, Mongolska,

Irska, Ruska — Sibife, Gronska a Patagonie.

Jednim s cilu této prace bylo pozorovat, zda se s pfibyvajicimi daty zméni velikost
diverzity uvniti rodu (Piercey-Normore & DePriest 2001; Skaloud & Peksa 2008, 2010). Ze
121 nove¢ ziskanych sekvenci pfipadlo do diive popsanych druhi rodu Asterochloris pouhych
15 (A. glomerata, A. magna a A. italiana). Je zajimavé, Ze od posledni studie zabyvajici se
fotobionty indickych lisejnikd (Ridka et al. in press) se nezménily linie I1, 12 a linie 9.
Celkem vznikly Ctyfi nové linie (bez piipojeni k jiz stavajicim diive nezafazenym sekvencim),
z nichz pouze jedna (L60) méla stiedni bootstrapovou podporu — 1/87/84. Nejvétsi noveé
vzniklou linii je linie s pracovnim nazvem 2b obsahujici 35 sekvenci. Pozice linie neni
objasnéna, takZe se naskytd otazka, zda se v budoucnu neukaze, Ze pouze rozsifuje variabilitu
uvniti rodu A. glomerata. Soucasti této linie je viditelné prodlouzena dobie podpoiena vétev

sekvenci M4 a G2, coz naznacuje zrychlenou evoluci v ramci skupiny.

V praci se potvrdila specifita rodu Asterochloris k mykobiontim ze tiidy Cladoniaceae
a Stereocaulaceae (Rambold et al. 1998). To samé tvrzeni ovsem nejde aplikovat na Groven
druhtt (Piercey-Normore 2009), jelikoz vétSina linii vykazovala nizkou specifitu
kK mykobiontim. Nejvice fotobiontd bylo soucasti stélek lisejnikd rodd Cladonia,
Stereocaulon a Lepraria. Jednotlivé linie byly v nékterych ptipadech specifické pro urcity rod
mykobionta. Napftiklad linie I1, 6b, 8, 12, TJ a 12 se vyskytuji v lisejniku rodu Cladonia. Rod
Lepraria je specificky pro linie 6, 7, 11, 14, A4 a A9 (Obr. ¢. 9). Je zajimavé, Ze tento rod se
nevyskytoval v horni ¢asti fylogenetického stromu, tedy naptiklad u A. glomerata, ktery je
velmi malo specificky (objevuje se u vice nez 20 druhii mykobiontil). Ve studii Skaloud
& Peksa (2010) se rod Lepraria nevyskytoval vcladu I, coz odpovida umisténi linie

A. glomerata. Linie 12 je jedinym piikladem vysoké specifity k druhu Cladonia furcata.

Rozsah diverzity rodu Asterochloris se tedy pfidanim nové ziskanych sekvenci
Z lokalit, které dosud v oblasti fotobiontii nebyly prozkoumany, vyrazné zvysil. Tento objev
potvrzuje fakt, Ze morfologické urceni jiz nestaci na odhaleni diverzity a Ze naptiklad tropické
a subtropické oblasti ndm stale jeSt¢ neodhalily skute¢nou diverzitu (Neustupa et al. 2007;
Neustupa & Skaloud 2008; Elia$ et al. 2008). Lze tedy odekavat, Ze mira diverzity uvniti rodu
Asterochloris bude nadale rust. Nové vzniklé nepodpoifené linie nemaji do budoucna jasné

fylogenetické postaveni a je mozné, Ze se jejich pozice jesté zméni.
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V minulosti byla odhalena skryta diverzita i u dalSich fotobiontl liSejnikd rodu
Trebouxia (Kroken & Taylor 2000), Coccomyxa (Friedl et al. 2007) a Dyctiochloropsis
(Skaloud et al. 2007). Cilem této prace nebylo druhové vymezit rod Asterochloris, takze nové
linie jsou pojmenovany pouze pracovnimi nazvy pro lep$i orientaci jak z hlediska
fylogenetického stromu a diverzity, tak nasledného biogeografického rozdé€leni linii.
Do budoucna se pocitd se ziskanim dalSiho markeru — ptesnéji, rdda bych ziskala u svych
sekvenci 1 gen pro aktin pro upiesnéni pozic vétvi a jejich lepsi bootstrapovou podporu,
jelikoZ niz§i podpory linii, které byly silné podporeny ve fylogenetickém stromé Skaloud
& Peksa (2010), jsou pravdépodobné zpusobeny napiiklad pfipadnutim novych sekvenci

obsahujici pouze tsek ITS.

4.2 Biogeografie rodu Asterochloris

Hlavnim cilem této prace bylo pokusit se rozsifit poznatky o biogeografii fotobiontii
rodu Asterochloris vyizolovanych ze stélek lisejniku rodu Cladonia a Stereocaulon. Béhem
poslednich dvaceti let se rozrostl pocet studii zabyvajicich se feSenim otazky rozsifeni volné
zZijicich protistnich organismu, kde jejich vyhodou oproti makroorganismim je jejich mala
velikost a velka pocetnost populaci (Finlay 2002; Fenchel & Finlay 2003; Finlay & Fenchel
2004; Foissner 1999 atd.). Tato prace se ovSem zabyva symbiotickym organismem, ktery
projevuje do urcit¢ miry své pozadavky na zivotni prostfedi nezavisle na konkrétnim
mykobiontu (podrobnéji v kapitole 1.1.5). Pravidlo o velikosti protistniho organismu (Finlay
& Fenchel 2004) pro kosmopolitni rozsiteni lichenizovand sinice ¢i fasa spliiuje.
Soredia/isidia nejsou o moc vétsi nez bunka samotna (20-50 um, Biidel & Scheidegger 2008)

a mohou byt rozptyleny do velkych vzdalenosti (Bailey 1976), ¢imz by se dalo pfedpokléadat,

ze i rod Asterochloris bude vykazovat kosmopolitni rozsiteni.

Devét linii obsahuje fotobionty s Sirokou distribuci (Obr. €. 10). Jednou z nejvice
rozsitenych linii je Asterochloris glomerata (linie 1) jejiz fotobionti se vyskytuji na ¢tyfech
kontinentech a jsou znami svou nizkou specifitou k mykobiontim lisejnikti (z rodt Cladia,
Cladonia, Stereocaulon, Pycnothelia, Diploschistes, Herteledea) rostoucich na rtznych
typech substratt (Skaloud & Peksa 2010). Podobny charakter rozsifeni ma i linie 16.
Asterochloris italiana je taktéz linie s bipolarnim rozsifenim, avsak od pfedchozich linii se lisi
absenci fotobiontd na severoamerickém kontinentu. Je taktéZ jedinou linii, ve které se nachazi
fotobionti z Australie, to vSak mize byt zplisobeno malou mérou vyzkumu na tomto

kontinentu (Piercey-Normore & DePriest 2001). Nyni kosmopolitné¢ rozsifena Linie 10 byla
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povazovana za evropsko-americkou linii (Nelsen & Gargas 2008; Peksa & Skaloud 2011)
s vyskytem v niz$ich nadmoiskych vyskach. Toto tvrzeni nemtizu potvrdit, jelikoz fotobiont
T21 pochazejici z Téanzanie (Kilimanjaro) byl odebran v nadmoiské vysce 4400 m n. m
(podrobnéjsi popis v kapitole 4.3). Linie 11 a 12 obsahuji fotobionty s Sirokym rozsifenim,
které je prozatim omezeno pouze na severni polokouli. Asterochloris magna je taktéz Siroce
rozsiten, avSak v minulosti bylo jeho rozsifeni omezené pouze na Severni Ameriku (Nelsen
& Gargas 2008; Skaloud & Peksa 2010), kde byl nalezen v lidejniku Pilophorus aciculare.
Pozdé&ji byl objeven na evropském kontinentu ve slovenskych Nizkych Tatrach v liSejniku
Lepraria borealis (Peksa & Skaloud 2011). V této praci jsem objevila tfeti misto vyskytu
v Tanzanii v liSejniku Cladonia sp. Z téchto objevi vyplyva, ze A. magna patii svou Cetnosti
vyskytu mezi vzacné druhy fotobiontii. Linie 9 ndm svym vyjimeénym kosmopolitnim
roz$ifenim skyta fadu otazek. Tato linie byla zndma svym rozsifenim pouze v Severni, Stfedni
a Jizni Americe (Cordeiro et al. 2005, Nelsen & Gargas 2006; Yahr et al. 2004; Piercey-
Normore & DePriest 2001 a dalsi) a taktéz velmi nizkou specifitou k liSejniktim rostoucich na
vice typech substratii. Ve studii Ridka et al. (in press) bylo zjiténo, ze mnoho indickych
fotobiontll spadd pravé do této linie. Absence linie 9 v Evropé€ je pravdépodobné dand jeji
preferenci k tropickym a teplym temperatnim oblastem (podrobnéji v kapitole 4.3.2,
Obr. ¢. 13), které se v Evropé nalézaji pouze v oblasti Sttedomoti. Bohuzel tato oblast je ve
vztahu k fotobiontiim velmi méalo prozkoumané (Ridka et al. in press). U nové vzniklych linii
(nebyly vytvofeny sité, viz kapitola 3.2) bych zdiraznila kosmopolitni bipolarni rozsiteni
linie 2b, ktera je blizka k A. glomerata a jejiz substratova specifita i nizkd specifita

k mykobiontim lisejniki odpovida charakteristice linie A. glomerata.

Fotobionti s $irokym (eurychornim) rozsifenim se casto vyskytutji ve stélkach
pionyrskych liSejniki,, coZ neni piekvapivé diky jejich Sirokému ekologickému rozsahu

(Peksa 2011).

Podle vysledkt této prace je pouze pét linii striktné geograficky vymezenych, z ¢ehoz
linie A. erici je tvofena pouze Ctyimi sekvencemi (coz muze zkreslovat vysledek
geografického rozsifeni), a nove vznikla linie 11b mé malou podporu vétvi. Linie 11 a I2 tvofi
fotobonti pochazejici pouze =z Indie. Nové vznikla linie L60 byla nalezena pouze
na Kanarskych ostrovech a ostrové Korfu (oblast Stfedozemniho moie). Podle Foissnera
(2006) muze byt omezena distribuce protistnich druhii zpisobena historickym, biologickym,
klimatickym, nebo stanovistnim faktorem. Biogeografie fotobiontd téchto linii nemuze byt

ovlivnéna omezenym vyskytem jejich mykobiontnich partnert, jelikoz tyto druhy jsou
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liSejniky s velmi Sirokou kosmopolitni distribuci (Smith et al. 2009). Navic tyto druhy se
rozmnozuji pievazné¢ pomoci propaguli, které obsahuji oba symbionty. Tudiz tvrzeni
0 historickém ¢i biologickém omezeni mizeme zamitnout. Vice pravdépodobné je jejich
rozsiteni podle specifickych pozadavkl na klimatické a jiné abiotické prvky dané lokality, coz
potvrzuji studie zkoumajici vlastnosti mykobionta ve smyslu jeho schopnosti chranit
fotobionta pfed zvySenym mnozstvim UV zafeni a regulovat vodni rezim v ramci stélky
(Honegger 2006, 2009), a dale pted pfimym vlivem pH substratu (Mollenhauer 1997).
Nicméné potencidl mykobionti chranit fotobionty je limitovan, jelikoz liSejnik je
poikilohydricky organismus zavisly na mistnich klimatickych podminkach (Peksa & Skaloud
2011). Navic ekologie fas ma svoji vlastni historii, kterd pfedchazi historii lichenizace.
Zjistovani biogeografického rozsiteni fotobiontii ztézuje fakt, Ze kazdy druh fotobionta se lisi
ve svém optimu fotosyntetické aktivity (Paoli et al. 2010), takze v nékterych piipadech neni
schopen zivit cely organismu efektivné. Proto si mykobiot hledd lépe adaptovaného
fotobionta, coz nasledné vede k vymeéné za fotobionta s vysSim fitness. Tento jev je potvrzeny
jak u pohlavné, tak u nepohlavné se rozmnozujicich liSejnikli (Blaha et al. 2006; Muggia et
al. 2008; Nelsen a Gargas 2008; Romeike et al. 2002; Yahr et al. 2006). Spojovani fotobionti
s n€kolika druhy mykobiontd, ktefi je navic mohou béhem svého zivotniho cyklu vyménit za
jiné (Kroken a Taylor 2000; DePriest 2004), zptisobuje problémy, které znemoziuji jasnou

odpovéd’ na otazku biogeografie fotobionti.

Ve srovnani s ostatnimi rody fotobiontu je rod Asterochloris kosmopolitni, stejné jako
druh Trebouxia jamesii a n¢které druhy rodu Nostoc. Nicméné jiné druhy jsou znamé pouze
Z konkrétnich regionti (Novy Zéland, Antarktida), kde existence endemickych liSejnikl je
vysvétlena lokalni adaptaci jak mykobiontl, tak fotobiontd (Galloway 2007; Romeike et
al. 2002; Ovstedal & Lewis Smith 2001). Symbionti z jinych nez liSejnikovych spolecenstvi,
naptiklad rod Symbiodinium zijici v koralech nebo rod Chlorella sp. z ciliatniho organismu
Paramecium, jsou oproti rodu Asterochloris ¢i Trebouxia vice geograficky vymezeny. Rod
Chlorella sp. ma do dne$ni doby rozd€lené linie na americkou (kosmopolitni) a evropskou
linii s geografickym vymezenim (Hoshina & Nobutaka 2009; Obr. ¢. 11). U rodu
Symbiodinium se ukazal silny vliv zonace podle teploty a dostupnosti svétla v motich (Baker

2003).

Pokud porovnam biogeografii volné Zijicich organismi s organismy symbiotickymi,
dosla jsem k zavéru, ze u téchto dvou skupin je pattern rozsifeni totozny. Piikladem volné

~eer oy

Zijicich kosmopolitné rozsifenych protistnich organismi je rozsivka rodu Pseudonitzchia,
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ktera stejné jako rod Asterochloris vykazuje u nékterych druhti geografické vymezeni
(Casteleyn et al 2008). Dalsim kosmopolitnim organismem je zelend ftasa rodu

Klebsormidium obsahujici pfevazné kosmopolitné rozsifené linie (Broady 1996).
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Obr. ¢&. 11: Geografické vymezeni evropské a americké linie symbiotickém organismu Chlorella sp.

Vv ciliatnim organismu Paramecium (z Hoshina & Nobutaka 2009).

Naopak zelena terestricka fasa rodu Trentepohlia je geograficky vymezena na areal
tropickych a subtropickych oblasti (Rindi et al 2008a).

4.3 Ekologické faktory ovliviiujici druhové sloZeni linii rodu Asterochloris

Ekologické preference fotobiontl nebyly doposud velkou mérou zkoumany
(napt. Peksa & Skaloud 2011). Fyziologické odpovédi na abiotické faktory (teplota,
dostupnost vody, svétla, pH substratu) se mohou mezi jednotlivymi fotobionty liSit (Casano et
al. 2011). Nevhodné svételné nebo klimatické podminky zpiisobuji nizkou fitness fotobionta,
coz muze vést az k uplnému vymizeni z tohoto habitatu. Pfesn¢ tento ptipad fesila studie Yahr
et al. (2006), kde absence lisejniku Cladonia subsetacea byla vysvétlena chybé&jicimi
fotobionty cladu | (A. glomerata a A. irregularis). Ovlivnéni ptirodnimi podminkami bylo
prokazano i u rodu Symbiodinium, ktery je v symbiotickém vztahu s druhy motskych koralt.
Sampayo et al. (2007) naSel dva druhy korald, které hosti vice druht Symbiodinia, jelikoz rod

Symbiodinium je citlivy na velikost ozafeni a teplotu vody. Z mych vysledkt je patrné, ze
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rozsiteni linii rodu Asterochloris je nejvice ovlivnéno typem substratu (Obr. ¢&. 12),

geografickym rozdélenim svéta do ¢étrnacti biom (Obr. ¢. 13) a fyto-/zoogeografickym
rozdélenim oblasti (Obr. ¢. 14).

4.3.1 Substratova specifita

Testovanim fylogenetického signdlu jsem zjistila signifikantni vliv substratu na
roz$iteni jednotlivych linii rodu Asterochloris. Tento zavér koresponduje se zjisténim Helms
(2003), kde fylogeneze rodu Trebouxia byla vice ovlivnéna typem substratu nez fylogeneze
mykobiontu. V jeho studii se linie rodu Trebouxia rozd¢lily na zasadomilné a kyselomilné.

Navic dalsi linie byly rozdéleny podle mista rlistu na epilitické a epifytické.

Substratové specifické mohu nazvat v této studii fotobionty linie I1 a 12, ktefi se
nalézali zasadn¢ v liSejnicich rostoucich na zemi. Linie 6 preferuje zdsadité substraty
(Obr. ¢. 12). Linie A. italiana, stejn¢ jako linie 7, upfednostiiuje dva typy substrati — dievo
apudu. Preference pidy a vulkanického substratu se ukazala v linii L60 a v linii 12.
Fotobionti linie 10 byli nalezeni na zasadittm a vulkanickém substratu. A. glomerata
potvrdila svoje euryekni postaveni, stejné jako linie 16 a 9. Fotobionti linie 11 ziji ve velkém
rozsahu pH od kyselého az po zasadité, coz pro n¢ predstavuje adaptivni vyhody, naptiklad na
substratech s vysokou koncentraci mé&di. V minulosti byl rod Asterochloris testovan pravé na
substratech se zvySenou koncentraci mé&di. Vysledek neodhalil rozdil ve druhovém sloZeni
fotobiontli ve stélkach s vysokou a nizkou koncentraci tohoto toxického kovu (Backor et
al. 2010). Naopak laboratornim testovanim fotobiontu A. erici pii vysoké koncentraci médi se
prokézala degradace chlorofylu (Backor & Vaczi 2002). Stélka liSejniku tedy do urcité miry
chrani sekunddrnimi metabolity symbiotické organismy (Mollenhauer 1997). Pro prokéazani
vlivu ekologickych parametrti by bylo vhodné tyto podminky (napt. pH substratu) laboratorné

testovat na vybranych liniich.

4.3.2 Geografické rozdéleni linii fotobionti

Biogeografické aredly nebyly doposud pro protistni organismy navrhnuty (s vyjimkou
Desmidiales). VétSina studii se zabyvala rozSifenim fotobiontl na gradientu nadmotské vysky
u krustoznich liSejnikli (Blaha et al. 2006; Muggia et al. 2008) ¢i liSejnikl s kefi€kovitou
stélkou (Kroken & Talyor 2000). Vysledky nepotvrdily, Ze by nadmotska vyska méla

46



A GLOMERATA

@ oo

A. IRREGULARIS

W

ttr.)

0,74/86/90 A, MAGHA
; e /. ERICI

linie 11

A. GLOMERATA

100/%
H linie 11

—

B

A ITALIANA .—\

092737

451091

L60

=] A. ITALIANA

119384

linie 9

‘ linia 10

e
®

linie 11

y-

! e

linie 9

piida

2ésadity substrat
kysaly substrat
dfevo

vulkanicky substrét
nezndmy

008

linle 16

Obr. &. 12: Substratova specifita jednotlivych linii rodu Asterochloris.

%
.‘{5

e

\
‘ linie 12

pocet haplotypi

o !
' 3
‘47

14

20

47



signifikantni vliv na rozsiteni linii rodu Asterochloris. Na testovani geografického rozdeleni
jsem tedy pouzila rozdéleni pro vyssi cévnaté rostliny na 8 oblasti a 14 biotopti (Obr. €. 12
a 13). Nejvice fotobiontd pochazi z temperatnich a borealnich oblasti. To je pravdépodobné
zpusobeno velkou mérou absenci studii zabyvajicich se tropickymi a subtropickymi oblastmi
— Afrika, Asie, Australie. Nalezla jsem pouze dvé¢ linie, které se vyskytuji v jediném biotopu —
I1 a L60. Linie Il je sama o sob¢ skupina fotobiontii specifickd na substrat, typ biomu
(tropicky a subtropicky mlzny les) a navic zastupci této linie se vyskytovali v liSejnicich z
vysokych nadmoiskych vysek (2300-3700 m n. m.) (Ridka et al. in press). Oproti tomu druha
indicka linie je sloZena z fotobionti, které obyvaji tfi rizné biotopy — tropicky a subtropicky
mlzny/suchy les a oblast horskych stepi, kde se nadmoiska vyska pohybuje v rozmezi 2607 —
3250 m n. m. Linie L60 obsahuje fotobionty specifické pouze na biotop stiedozemnich lesa.
Skupinami fotobiontl, ktefi se vyskytuji pouze na severni polokouli v temperatnich a
borealnich oblastech jsou linie 2 (A. irregularis) a linie 3 (A. erici). Linie 6 je jako jedina
rozifena na severni polokouli v temperatnich oblastech a v oblasti tundry. Jeji sesterska linie 7
ma aredl rozsifeni kromé spolecné temperatni oblasti i na oblast s vysSimi teplotami — pfesné;ji
biom kalifornskych pousti a polopousti. Posledni linii roz§ifenou pouze na severni polokouli
je linie 11, coZ je piekvapivé pii jeji nizké specifité k mykobiontim (Peksa & Skaloud 2011)

a jejimu Sirokému rozpéti pH substratu.

Bipolérni linie, tedy linie fotobiontli nachéazejicich se na obou polokoulich v Sirokém
rozsahu biotopu, tvoii linie 1 (A. glomerata), 9, 10, 12, 13 (A. italiana) a 16. Pfes nejvice typt
biomu je rozsifena linie A. glomerata, a to od tropickych a subtropickych suchych lest, ptes
lesy Stfedozemni oblasti, az k borealnimu pasu. Jak jiz bylo nékolikrat zminéno, linie 9
potvrdila domnénku ze studie Ridka et al. (in press), kde se predpokladalo jeji rozsiteni od
teplych temperatnich oblasti k tropickym a subtropickym oblastem mlznych lest v Indii.
Linie 10, 12 a 16 pfedstavuji skupiny fotobiontli s euryeknim rozs$itenim, kde navic linie 10 je
rozsifena pres Sest biomu. Asterochloris italiana ma zajimavé rozsiteni uz diky pfitomnosti
fotbiontli z Australie. Bohuzel absence informaci o misté¢ sbéru australskych lisejniki nés
odkazuje prozatim na roz$ifeni této linie na temperatni smiSené opadavé oblasti a oblasti
sttedozemnich lest. Jedina linie, kterd se nachdzi na severni i jizni polokouli pouze
Vv oblastech temperatnich smiSenych a jehli¢natych lesd, je linie A. magna, doneddvna znama

pouze jako linie evropsko-americka (Skaloud & Peksa 2010).
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Vysledky ptekvapiveé ukazaly, ze fylogeneze fotobiontl je vice ovlivnéna rozsifenim do
osmi fyto-/zoogeografickych arealii, nez do podrobnéjsiho rozdéleni zahrnujiciho 14 biomu.
Oba typy rozdé€leni aredlit mély silny fylogeneticky signal, avSak rozdéleni do osmi areala
bylo vice signifikantni. Toto rozdéleni je velmi podobné vymezeni aredlu pro tfidu
Desmidiales (Krieger 1939; Coesel & Krienitz 2008), coz je jediné rozdéleni pro mikrobidlni
organismy. Jedinou vyjimku u krasivkovych aredlt je vice rozdélena Afrika — aredl severni,
rovnikovy a jizni. Klademe-li si otazku, pro¢ zrovna u kosmopolitné rozsitenych organismi
vyslo signifikantné rozd€leni do osmi oblasti, mizeme konstatovat, Ze pfislusné aredly
zahrnuji dal$i ekologické charakteristiky (teplota, srdzky atd.). Ve srovnani se skupinou
Trebouxiophyceae nebo Chlorophyceae jsou organismy ve skupiné¢ Desmidiales snadno od

sebe rozeznatelné, proto zkoumani jejich biogeografickych aredli neni tak komplikované.
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Seznam: Tab. 1: Seznam polozek, ze kterych byla ziskana ITS rDNA
Tab. 2: Pouzity script pro vypocet fylogenetického signalu v programu R.

Obrazek ¢. 1: Fylogeneticky strom unikatnich sekvenci zkonstruovany
metodou BI, zaloZzeny na ITS rDNA a aktin alignmentu. Identické sekvence jsou zndzornéné
v rameccich. Bootstrapové hodnoty v poradi B/ML/MP.

¢lanek: Photobiont diversity in Indian Cladonia lichens, with special emphasis
on the geographical patterns (in press).
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