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Abstrakt

Vlaknita aeroterestricka fasa rodu Klebsormidium se nachazi v Sirokém spektru
prostfedi, tj. od sladkovodniho po terestrické. V posledni dobé pouzivani molekularnich
metod u tohoto rodu vedlo k zjisténi, ze diverzita je daleko vétsi, nez se na zakladé
morfologie predpokladalo a Zze druhovy koncept zalozeny na tradi¢ni morfologii je
nedostate¢ny. Proto jsem se pokusil jednotlivé fylogenetické linie vymezit, jak na zaklad¢
biogeografického rozsifeni, tak na zakladé ekologickych preferenci. DalSim cilem mé prace
bylo zjistit, zda i u aeroterestriké fasy plati ubikvitni teorie, protoze doposud nebyla
provedena zadna studie aerofytické tfasy, kterd by se vénovala problematice biogeografického
rozsifeni protist. To jsem studoval na zakladé chloroplastového molekularni markeru rbcL.

Na zéklad¢ ziskanych dat jsem zjistil, ze geografické vymezeni u linii rodu
Klebsormidium se ukazuje byt nepouzitelné z divodu kosmopolitniho vyskytu nalezenych
genotypu. Ale na ziskanych datech ze substratové specificity se ukazuje, ze v ramci rodu
Klebsormidium urcité ekologické preference existuji a jejich pouziti k vymezeni druht se jevi

vhodné.

Abstract

Filamentous aeroterestrial green algae genus Klebsormidium occurs in a very wide
range of freshwater and terrestrial habitats. Recent results of molecular investigations led to
the finding that the diversity within this genus is far greater than expected on the basis of the
morphological features, and that the traditional phenotypic species concept is insufficient. |
tried to differentiate phylogenetic lineages within the genus Klebsormidium by thein different
biogeographical distribution and environmental preferences. Since no study dealing with the
biogeographic pattern of aeroterrestrial algae was so far undertaken, another aim of this work
was to test validity of the protist ubiquity model in aeroterrestrial habitats. | studied this issues
based on the chloroplast rbcL molecular marker.

Based on the obtained data | found that the geographic definition of particular
Klebsormidium lineages turns out to be unusable because of the cosmopolitan occurrence of
almost all genotypes. However, the data obtained from the substrate specificity study shows
that clear ecological preferences exist within the genus Klebsormidium and could be simply

used to define different lineages within the genus.
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1. Uvod

1.1 Aeroterestricka iasa Klebsormidium (Klebsormidiophyceae, Strepto-

phyta)

Rod Klebsormidium P. C. Silva, Mattox a W. H. Blackwell (Silva a kol. 1972) se
vyznacuje jednoduchymi nevétvenymi vldkny, s bunikami usporadanymi v jedné fad¢. Bunky
jsou cylindrické s tlustou bunéénou sténou bez struktury. Kazda bunika ma jeden parietalni
chloroplast, ktery vypliuje buriku pfiblizn€ z poloviny. Uprostied chloroplastu je uloZen jeden
pyrenoid obklopeny skrobovou vrstvou. Rozmnozuji se jednak vegetativné fragmentaci stélky
nebo nckteré druhy asexudlné pomoci dvoubicikatych zoospor, pohlavni rozmnoZovani
nebylo dosud pozorovano. Zoospora je mirné zplostéla, asymetricka se dvéma subapikalné
ulozenymi biCiky, které maji ,multilayered structure“ (MLS) bic¢ikového kofene bez
pfitomnosti stigma. Zoosporangium vznikd z nespecializované buiiky a zoospory unikaji ze
zoosporangia skrz zietelny, lateralni por v bunééné sténé. Karyologické studie udavaji pocet
chromosomil n = 22 — 26. Klebsormidium se odlisuje od ostatnich podobnych rodu zelenych
fas (napt. Ulotrix, Uronema) bunéénym délenim a ultrastrukturou zoospor (Floyd a kol. 1972,
Marchant a kol. 1973, Lokhorst a Star 1985). Kazd4 buiikka obsahuje jeden peroxisom
rostlinného typu vklinény mezi jaddrem a chloroplastovou membranou (Floyd a kol. 1972,
Pickett-Heaps 1975). Ultrastrukturalni znaky typické pro rod Klebsormidium jsou dva
lateraln€¢ ulozené biciky s MLS - systémem, pietrvavajici interzonalni mitotické vieténko
(Stewart a Mattox 1975) a vicevrstevné uspotadani Skrobovych zrn kolem pyrenoidu, kterym
kompletné pronika fada paralelnich thylakoidnich membran. Steward a Mattox (1975)
vytvorili novy tad Klebsormidiales charakteristicky témito znaky: centripetalni délici ryha,
persistentni chromosomalni mikrotubuly v telofdzi a absence plasmodesmat. Na zaklad¢
molekularnich a ultrastrukturdlnich dat spada tento rod do streptofytni linie rostlin v blizké
fylogenetické ptibuznosti k paroznatkam a rostlinam (Marchant a kol. 1973, Sluiman a Guihal
1999, Karol a kol. 2001, Lewis a McCourt 2004, McCourt a kol. 2004, Sluiman a kol. 2008).

Klasifikace rodu Klebsormidium diive zalozena pouze na morfologii se ukazuje byti
nedostate¢na (Rindi a kol. 2008, 2011). Hlavnim divodem je, Ze morfologie Klebsormidium
je extrémné jednoducha a nabizi omezené mnozstvi charakteristik, které mohou byt pouzity

pro identifikaci druhu. Nejpouzivanéjsi znaky v determinacni literatufe jsou $itka vladken, typ
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rustu vlaken, tendence k rozpadani vlaken, tvar bunék, struktura bunécné stény, tvoteni H-
kust, tvar chloroplastu a tvar pyrenoidu (Printz 1964, Ramanathan 1964, Ettl a Gartner 1995,
Rifén-Lastra a Noguerol-Seoane 2001, John 2002). K témto charakteristikam piidal Lokhorst
(1996) dalsi znaky, které se objevuji pii kultivaci této fasy, jako je povrchova vrstva
odpuzujici vodu v tekutém médiu, schpnost tvotit zoospory V laboratornich podminkéch, tvar
otvoru na lateralni bunécéné stén€ vytvoreny zoosporami, kli¢ici schéma zoospor.

V soucasnosti pouzivany nazev rodu Klebsormidium byl navrzen Silvou a kol. (1972)
a urovnal tak zmatky kolem pouzivani jména tohoto rodu, ktery byl piivodné popsany pod
pojmenovanim Hormidium (Kiitzing 1843). Od puvodniho nazvu po dne$ni m¢l tento rod
nékolik oznafeni od Hormidium (Kiitzing 1843), ptes Stichococcus (Gay 1891),
Hormococcus (Chodat 1902), Chlorhormidium (Fott 1960) az k dnes pouzivanému a
vSeobecné uznavanému Klebsormidium (Silva a kol. 1972).

Na zaklad¢ rozsahlé morfologické revize Lokhorst (1996) rozpoznal a nové
morfologicky definoval osm druht: K. flaccidum, K. elegans, K. bilatum, K. crenulatum, K.
mucosum, K. dissectum, K. fluitans a K. nitens. Novis (2006) poté popsal novy druh
Klebsormidium acidophilum, ktery nasel na Novém Zélandu v kyselych potocich. Pies
detailni morfologické vymezeni jednotlivych druht je ale druhové urceni vétSiny v ptirodé
nalezenych kment velmi slozit¢é a nejednoznacné. Navic recentni studie vyuzivajici
molekularni metody jasn¢ ukazuji, Ze klasifikace zalozend pouze na morfologii se témér
vubec neodrazi ve fylogenezi, ktera byla provedena na dvou molekularnich markrech rbcL a
ITS (Rindi a kol. 2011).

Klebsormidium je kosmopolitni rod (Rindi 2008), ktery je rozsifeny po celém svété od
polarnich oblasti az k tropickym (Ramanathan 1964, Lee a Wee 1982, Broady 1996, Lokhorst
1996, John 2002, 2003). Vyskytuje se v aeroterestrickych prostiedich jako je pida (Deason
1969), borka stromii (Handa a kol. 1991, Nakano a kol. 1991), pise¢né duny (Smith a kol.
2004), golfova hiiste¢ (Baldwin a Whitton 1992), méstské zdi (Rindi a kol. 2003, 2004, 2008),
kamenné pamatniky (Uher a kol. 2005, Barberousse a kol. 2006), exponované skaly (Frémy
1925), kyseld mista po tézb¢ (LukeSova 2001), ¢i biotické krusty v poustich (Lewis 2007).
Navic se tento rod mize vyskytovat ve sladkovodnich habitatech, jako jsou potoky a feky
(Morison a Sheath 1985, John 2002), jezera (Lokhorst 1996) a mokiady (John 2002).



1.2 Biogeografie

Biogeografie a diverzita protist se stala v poslednich letech velmi kontroverznim a
diskutovanym tématem, kdy na jedné stran¢ jsou argumenty pro omezené rozsifeni druht
protist a s tim souvisejici vysoka diversita (Tyler 1996, Foissner 1999, 2006), zatimco na
druhé strané jsou zastanci, ktefi prosazuji nazor, ze celkova diverzita protist je daleko nizsi ve
srovnani s makroorganismy v disledku globalniho rozsiteni vétsiny protist (Finlay a kol.
1996, Finlay 2002).

Zastanci ubikvitni teorie argumentuji tim, Ze kosmopolitni rozSifeni protist je
zpusobeno jejich malymi rozméry a obrovskou velikosti populaci, coz umoziuje ndhodné
rozsifovani (Fenchel 1993, Finlay a kol. 1996, 2004). Tyto dva kli¢ové faktory, tj. velka
populace a mala velikost organismu vysvétluji velké rozsiteni volné Zijicich mikroskopickych
druhii na vhodné habitaty. V disledku velké abundance protist je roz§ifovani vzacn¢ omezeno
geografickymi bariérami (Finlay 2002) a je fizeno ndhodnymi uddlostmi, jako je witr,
cirkulace oceanskych proudu, transport na nohach vodnich ptakt pifi migraci, mokra kozesina
zvitat, atd. (Fenchel a Finlay 2004). S tim je spojeno, Ze lokalni vymirani u protist je vzacné.
Pokles velikosti populace mize byt zpiusobeno biotickymi interakcemi, jako je napf.
kompetice, predace, nebo fyziologickymi podminkami napi. nedostatek vody, zivin, teplota.

Dalsi vliv na ubikvitni rozsiteni protist je jejich mala velikost. Organismy mensi nez
I mm maji tendenci byt kosmopolitné rozsifeny (Fenchel a Finlay 2004). Ukazuje se, Ze
hranice, kdy malé velikost organismu ma jest€ vliv na ndhodné rozsifovani, je v rozmezi 1-10
mm (May 1988, Lawton 1998). Rychlost a mira rozsifovani je ovlivnéna velikosti populace,
proto abundantni druhy maji vySsi rychlost rozSifovani nezZ méné pocetné populace. Velikost
populace je v ptipadé protist tak obrovska, Ze jen ze statistickych duvodu je velmi
pravdépodobné, ze nékteti jedinci z dané populace se dostanou na jiné misto (Finlay a kol.
2002, 2004). Vysokéd pravdépodobnost rozSifovani neumoziuje izolaci a alopatrickou
speciaci.

Vétsina protist ma relativné nizkou globalni druhovou diverzitu v dasledku
kosmopolitniho rozsifeni vétSiny druhii bez existence endemickych druht. A proto také
protista maji diky ubikvitnimu rozsifeni vyssi lokalni diverzitu neZ ostatni eukaryota. Naopak
u makroorganismil je pravé vlivem velkého poc¢tu endemickych druht globalni diverzita velka
a lokalni malé. Ty druhy, které¢ jsou lokaln€ vzacné, jsou pravdépodobné vzacné i1 globalné a

naopak druhy, které jsou lokaln¢ abundantni, jsou hojné i globaln¢ (Finlay a kol 2002).



Lokalné vzacni byvaji ptevazné tzv. specialisti, ktefi rostou v uzkém rozmezi ekologickych
faktorti jako je pH, teplota, dostupnost zivin atd. Specialisti se vétSinou vyskytuji jen na
nékolika malo lokalitach a Casto v relativné malych populacich. Tyto charakteristiky obvykle
vedou k zavéru, Ze se jednd o endemické druhy. Naopak generalisti se vyznacuji Sirokou
ekologickou toleranci a tim padem jsou objevovany na vice lokalitach, kde Casto tvoii vetsi
populace nez prave specialisti.

Ubikvitni teorii potvrzuje i nékolik studii provedenych na riiznych skupinach protist, u
kterych bylo prokazano kosmopolitni rozsifeni, napiiklad u zlativky rodu Paraphysomonas
(Finlay a Clarke 1999), nebo u druhu Micromonas pusilla z tiidy Prasinophyceae (Slapeta a
kol. 2006) a u obrnénky Polarella glacialis (Montresor a kol. 2003).

Zastanci umirnéného ubikvitniho modelu pfipousti, ze velkd c¢ast protist ma
kosmopolitni rozsifeni, ale poukazuji predev§im na to, ze i mikroskopické organismy maji
biogeografii, a ze geografické bariéry mély vliv na jejich rozSiteni. Hlavnim zastdncem
umirnéného ubikvitniho modelu je Foissner (1999, 2006). Vyznamnymi argumenty pro
umirnény ubikvitni model jsou ,,undersamplig®, vliv Clovéka a vlajkové druhy protist
S omezenym rozsifenim.

,Undersampling se ukazuje byt velkym problémem, ktery komplikuje ziskani
odpovidajicich dat o diverzit¢ a biogeografii protist. Ovlivnén je nékolika faktory, jednak
malou velikosti protist, kterd ztézuje provedeni dikladného vyzkumu. Dal$im problémem je
nedikladné prozkoumani dané lokality, protoZe je sebrana obvykle pouze mala ¢ast z dané¢ho
mista (napf. jen nékolik mililitrl vody z rybnika). Pfi ndsledném prohlédnuti vzorku se k
determinaci pouziva svételny mikroskop a u nékterych skupin (napf. Chrysophyceae)
elektronovy mikroskop, coz obcas vede k prehlédnuti vzacnéjSich druhli. Pfi malém poctu
jedincl navic ob¢as dochazi k nespravnému uréeni druht.

DalSim problémem pfi ziskdvani pfehledu o roz$ifeni protist je tvorba dormantnich
stadii. V dasledku tvorby dormantnich stadii se Casto stava, Ze ani organismy typické pro
dany habitat nejsou zaznamenany. To je zpusobeno tim, Ze druhy jsou aktivni jen po urCitou
dobu.

Cohan (2002) ukazal, ze pomoci kultivace nelze ziskat mén¢ nez 10 % bakterii. A to
vysvétluje, Ze ani pouziti riznych zpisobl kultivace protist nevede k ziskani méné pocetnych
druhti, a proto nelze ziskat uceleny piehled o diverzité mikroorganismt (Foissner 2006,
2008).

Introdukce zpisobena ¢lovékem je dobfe znama jak u rostlin a zivoc€ichi, tak i u

protist, kde zpusobuje zkreslené piedstavy o rozsifeni organismu. Foissner (1999, 2006)
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ukazal na vliv ¢lovéka na soucasné rozsiteni protist. Prikladem vyskytu mikroorganisma na
neptuvodnich lokalitach je zavle€eni velmi dobie rozpoznatelné fasy Hydrodictyon a rozsivky
Asterionella formosa na Novy Zéland, kde tyto velmi rozpoznatelné fasy nebyly predtim
spatieny. Bylo to zpiisobeno doddvanim ryb a vodnich rostlin z vychodni Asie (Kristiansen
1996). Dalsim piikladem je vybudovani kanald, které mély vliv na rozSifeni nékolika
tropickych a indopacifickych druhti foraminifera a pravdépodobné i nékterych toxickych
obrnének (Hallegraeff a Bolch 1992), které se dostaly do Stfedozemniho moie ptes Suezsky
pruplav.

Foissner (2006) pouziva pro potvrzeni ndzoru o omezeném rozsifeni protist také tzv.
vlajkové druhy. Jsou to druhy s ndpadnou morfologii, u kterych ptitomnost ¢i absence ve
vzorku mize byt lehce prokazana. Vlajkové druhy jsou Castéji fasy nez heterotrofni protista,
protoZe fasy jsou svym zbarvenim a tvarem Casto mnohem napadnéj$i neZ ostatni protista, a
také se v minulosti jimi zabyvalo mnohem vice védcii. Jsou to naptiklad zelené ftasy
Micrasterias hardyi a Staurastrum vistoriense, nebo obrnénka Prorocentrum foveolala
vyskytujici se pouze v Australii (Tyler 1996).

Endemické druhy byly nalezeny u nékolika taxonu protist, u rozsivek rodu Actinella
(Sabbe a kol. 2001) nebo rodu Stauroneis (Van de Vijver a kol. 2005). Dost ¢asto se stava, ze
urCity druh je ve skutecnosti komplexem nékolika druhG jako v pfipadé ndlevniku
Tetrahymena pyriformis, kdy se jedna o komplex 25 druhti, pficemZz nékteré druhy jsou
endemické, napi. T. thermophila (Nanney a kol. 1998, Nanney 2004). Podobnym piipadem je
obrnénka Alexandrium tamarense, u niz se rovnéz jedna o komplex druht, pficemz nékteré

maji geograficky omezené rozsiteni (John a kol. 2003).

1.3 Substratova specificita aeroterestrickych ras

Aeroterestrické fasy jsou nalézany na celém svété. Vyskytuji se v nejrizngjSich
prostiedich, jako jsou extrémné suché, studené nebo teplé pousté, kde jsou Casto jedinymi
primarnimi producenty, dale pak na povrchu riiznych substrati jako je ptda, skala, na
rostlinach, ale jsou nachazeny 1 v jeskynich, na sn¢hu, ¢i na zvifatech. V¢tSina
aeroterestrickych habitath fas predstavuje extrémni prostiedi charakteristické riizné dlouhymi
obdobimi s nedostatkem vody, nizkou nebo naopak vysokou teplotou a velkou intenzitou

slune¢niho zafeni. V mnoha téchto habitatech navic dochézi ke fluktuaci vyskytu
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environmentalnich faktord. Vyrovnat se s témito stresujicimi situacemi vede terestrické fasy
k vyvinuti specifickych morfologickych ¢i fyziologickych adaptaci, nebo to vede k obsazeni
které ovliviiuji vyskyt spolecenstev tas, jsou svétlo, vlhkost, teplota, dostupnost zivin a pH
(Hoffmann 1989).

Pidni spolecenstva jsou ovliviiovana fluktuaci tirovni vlhkosti, a proto pidni fasy jsou
obecné adaptovany k prezivani obdobi vysychani. Sezénni zmény ve struktufe pudnich fas
jsou vétSinou kvantitativni, diky fluktuaci dostupnosti vody, zatimco druhové slozeni ziistava
konstantni béhem roku (Metting 1981). Vliv pH na fasové spolecenstvo je Casto obtizné
posoudit z divodu casté korelace s ostatnimi faktory. Suché pidy jsou skoro vzdy zasadité,
naopak vlhké ptdy jsou spise kyselé (Shields a Durrell 1964). Lithofytické fasy ziji na nebo
uvnitt kamennych substratii, zahrnujici 1 ty pod povrchem kamene. V odpovédi na extrémni
ekologické podminky a Casté frekvence zmén v prostfedi jsou lithofytické fasy pfizplisobeny
k tomu, ze za vhodnych podminek jsou schopny rychle aktivovat metabolismus, naopak za
nepfiznivych ho dokézi vypnout. Metabolickd aktivita je vétSinou limitovana na kratké
periody, kdy je ptitomna vhodna kombinace teploty, svételné intensity a vlhkosti, jako
na vodu (Friedmann 1972), mize mit vliv na rozsifeni terestrickych fas.

Fotosynteticka aktivita byla zkoumana na fasovych koloniich na fasadé¢ budovy
s dirazem na zmény v dostupnosti vody a vzdusné vlhkosti (Haubner 2006). Pozitivni rist a
optimalni fotosyntéza byly zaznamenany pii 100 % relativni vlhkosti. Vzdusna vlhkost pod
93 % vedla k inhibici jak rastu, tak fotosyntézy (obr. 1). VSechny studované linie rostly mezi
1 a 30 °C s optimalni rychlosti pii 20 - 23 °C, indikujici eurythermélni vlastnosti. Data
ukazuji, Ze kapalna voda nebo 100 % vzdu$na vlhkost jsou predpoklady pro optimalni rist a
fotosyntézu aeroterestrickych mikrofas. Ackoli i kdyz vyschnou a jsou neaktivni, tyto
mikroorganismy se dokazi rychle zotavit pii nahlé dostupnosti vody, napt. po desti. Tyto
fyziologické schopnosti dobife vysvétluji ekologicky Uspéch aeroterestrickych tas
vyskytujicich se na ¢lovékem vytvoienych substratech jako jsou fasady budov nebo stiesni

tasky v méstskych oblastech.
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Obr. 1: Graf vlevo: hojnost (bunék mm’?) se méni s &asem (den) za riizné relativni vzdusné vlhkosti u
Stichococcus sp. ROS 55/3. Graf vpravo: fotosynteticka i¢innost (Fv/Fm) se méni v ¢ase za rizné relativni
vlhkosti u Stichococcus sp. ROS 55/3. Symboly piedstavuji jednotlivé hodnoty, ki'ivky byly vytvofeny ze
stiedni hodnoty, s vyjimkou hodnoty ze 100 % relativni vzdus$né vlhkosti.

Luttge a Budel (2009) zkoumal fyziologické vlastnosti dvou typt biofilmi, ¢ervené¢ho
rostouciho na hladké borce stromt a zeleného na hrubé borce stromi. Ve stejné oblasti je
hrbolata borka ovocnych stromt (Malus - jablon) ptevazné pokryta ¢ervenou nebo fialove
hnédou vrstvou epifytickych terestrickych tfas Trentepohlia umbrina. Naopak hladka borka
lesnich stromt (Fagus sylvatica L. — buk lesni, a Acer sp. - javor) je pokryta jasné zelenym
biofilmem tvofenym zelenymi fasami Desmococcus, Apatococcus a Trebouxia s nékolika
bunikami Coccomyxa. Tyto fasy jsou tolerantni vii¢i vysychani. Po odebrani kury s biofilmem
byly vzorky uschovany v prostfedi se suchym vzduchem a ve tmé po rizné¢ dlouha obdobi.
Rychlost a stupenn zotaveni zavisely na délce Casu, po které fasové narosty byly drZeny
V suchém vzduchu ve vysychajicim stavu. LepSi zotaveni projevovaly vzorky se zelenym
biofilmem, které dokazaly znovu fotosyntetizovat i po 80 dnech vysychani, coz je vyrazné
lep$i nez pro Cervené narosty, u kterych se prokazalo zotaveni pouze po 30 — 40 dnech
vysychani (obr. 2). Z toho vyplyva, ze rizny typ borky tvoii rizné ekofyziologické niky, které
mohou byt osidlovany odlisnymi fasami.

Peksa a Skaloud (2011) publikovali studii, vniz se zabyvali fotobiontem rodu
Asterochloris u lisejnikd rodu Lepraria a Stereocaulon (Stereocaulaceae, Ascomycota).
Fotobionti Asterochloris z konkrétnich linii byly nalezeny a asociovany s taxonomicky
riznymi, ale ekologicky stejnymi liSejniky. Vystaveni desti a slunci se ukéazalo jako
nejvyznamngéj$i environmentalni faktor, ktery jasné rozdélil linie fotobionta Asterochloris na
vyskyt bud® v ombrofobnich nebo ombrofilnich liSejnikach, které byly klastrovany
Vv kompletné odlisnych liniich. Kromé toho dva taxony fotobionta byly odliSeny na zaklad¢
jejich substratovych a klimatickych preferenci. Tato studie ukazuje jasnou preferenci
fotobionta k environmentalnim podminkam.
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Obr. 2: ZnovuoZivujici kinetika potencialnho kvantového vynosu PSII, Fv/Fm a zakladni fluorescence
vyjadi‘ena jako pomér FR, to jest pomér kvocientu zdkladni fluorescence vytvorené béhem opétovného
zvhl€eni ku zakladni fluorescenci namérené v suchém stavu, pro (A) cervenou borku, (B) zelenou borku,
(C) zelenou borku, ze které byly odstranény vSechny Fasy na za¢atku obdobi vysychani. V§imnéte si
rozdéleného méritka useckami: kratkodobé zotaveni (vlevo od tsecky) a dlouhodobé zotaveni (vpravo).
Cisla na k¥ivkach udavaji po&et dni, po které byly borky drZeny v suchém prostiedi.

Rindi a Guiry (2004) zkoumali spolecenstva fas ve méstech v Evropé na starych
zdech. Podle dominant byly rozliSeny dvé seskupeni, kde dominovaly druhy s vlaknitou
stélkou: prvni spolefenstvo, v némz dominoval fad Prasiolales s rody Rosenvingiella sp. a
Prasiola sp. a druhé seskupeni sdominantou rodu Klebsormidium. Schéma rozsiteni
nejpocetnéjSich druht ukazalo znatelny rozdil mezi mésty, ale nevyznamny rozdil
Vv zemépisné §ifce. Rasové narosty ve méstech byly bud’ prvniho, nebo druhého typu, nikdy
urcujici relativni distribuci téchto spolecenstev. Spolecenstva Prasiolales jsou primarné
asociovana S deStivymi a chladnymi Atlantickymi oblastmi Evropy, zatimco uskupeni s

dominantou Klebsormidium pievlada v sussi kontinentalni Evropé nebo mediteranu. Slozeni
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téchto seskupeni ukazuje extrémné limitujici zménu na malém métitku a nevyznamnou zménu
Vv detekci mezi riznymi misty ve stejném misté z nékterych nejbéznéjsich druhti. Fyziologické
atributy Prasiolales a Klebsormidium ve vztahu Kriznym klimatickym rezimim jsou
povazovany za rozhodujici faktory urcujici rozsifeni téchto fas. Druhy rodu Trentepohlia
vyskytujici se v zdpadnim Irsku se lisi v jejich preferencich pro urcity substrat, obvykle tvoii
dobie vyvinuté populace pouze na urcitém typu povrchu (cement pro T. aurea a T. iolithus,
borka stromu pro T. abietina, vapenec pro T. cf. umbrina). Naopak Printzina lagenifera se

vyskytuje na Sirokém rozsahu substratu.

1.4 Molekularni marker rbcL (velka podjednotka RuBisCO)

Genom plastidu tvofi kruhova molekula DNA se strukturou obsahujici dvé velké
zdvojené oblasti se zpétnou orientaci oznacované jako inverted repeat (IR) rozdélujici kruh na
velkou a malou oblast bez zpétné orientace (obr. 3). IR vzdy zahrnuje ribosomalni RNA geny
a rizny pocet jinych genl. Primérna velikost chloroplastové DNA je v pruméru 120 - 160
kbp u bezcévnych i u vétSiny vyssich rostlin (Green 2011), extrémem v tomto ohledu je
Floydiella terrestris s 521 kbp (Brouard a kol. 2010). DNA obsahuje geny kodujici 23S, 16S,
5S, a 4,5S ribosomalni RNA (rRNA), n¢kolik tRNA a ribosomalni proteiny. Déle pak geny
kodujici velkou podjednotku ribuldsa-1,5-bisfosfat karboxylaza/oxygenaza (rbcL), a, B3, € a
DCCD vazajici proteolipidy podjednotky ATP syntazy (atpA, atpB, atpE a atpH), 32
kilodaltonovy thylakoidni membranovy protein (psbA), p700 chlorofyl a apoprotein a tfi
polypeptidy cytochrom b6-f komplex (Curtis a Clegg 1984). Piehled vSech gent v plastidu je
uveden v tabulce 1, prevzaté z publikace Green (2011).
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Obr. 3: Strukturni organizace typického chloroplastového genomu u vysSich rostlin. Zahrnuta je mapa
pozice genu Kkodujici velkou podjednotku ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylaza/oxygenaza (rbcL),
a, B, € podjednotka ATP syntezy (atpA, atpB, atpE), 32 kilodaltonovy tylakoidni membranovy protein
(psa) a 23S, 16S, 5S a 4,5S ribozomalni RNA geny. Zdvojené oblasti se zpétnou orientaci jsou znazornény
tlustou &arou. Sipky ukazuji smér transkripce.

Enzym ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylaza/oxygenaza (RuBisCO) je klicovym
enzymem Vv Calvinové cyklu pii fixaci oxidu uhli¢itého do sacharidi béhem fotosyntézy u
prokaryontnich a eukaryotnich autotrofnich organismii. Dalsi funkci RuBisCO je katalyza
prvniho kroku ve fotorespiraci glykolu produkovaného z ribulosa-1,5-bisfosfatu a kysliku
(Yoshinaga a kol. 1988).

RuBisCO o molekularni hmotnosti 500 — 560 kilodaltont je slozeno z 8 velkych
podjednotek (50000 — 55000 daltonti) s katalytickou aktivitou a 8 malych podjednotek (12000
— 16000 daltontt) s funkci dosud neznamou. Velka podjednotka oznacovana jako rbcL gen je
kodovan v chloroplastu, kde se vyskytuje v jedné kopii na plastid. Mala podjednotka rbcS gen
je umistén v jadre a je soucasti malé multigeni rodiny (Poulsen 1981, Curtis a Clegg 1984).

Gen rbcL je obvykle dlouhy 1428 pard bazi a vyhody pouzivani tohoto genu ve
fylogenetické analyze jsou: jednoducha amplifikace pomoci PCR, vétSinou bez vyskytu
inzerci ¢i deleci, absence intronu (vyjimkou je ale rod Euglena, u kterého rbcL gen obsahuje 9
intrnti; Stiegler a kol. 1982), priméfena délka, nizkd substitu¢ni rychlost pro odvozeni
fylogeneze na vyS$i urovni a dostupnost Siroké sady primert. Ackoliv se jista variabilita
v rychlosti evoluce rbcL sekvence u riznych linii vyskytuje, nema zadny vliv K rozlusténi
fylogenetickych vztaha (Nickrent a Soltis 1995).

Velké podjednotka RuBisCO je vysoce konzervovana v pribéhu evoluce. Sekvence
rostlin jsou v praméru z 86 - 94 % identické, naopak sinicova s rostlinnou sekvenci jsou ze
78 - 85 % totozné (Curtis a Clegg 1984). Gen rbcL obsahuje vysoce konzervativni useky v
enzymaticky aktivnich oblastech kolem katalytické pozice lysin-175 (pfiblizné 67 pozic),

nejvetsi variabilita se vyskytuje na karboxy a amino konci (Poulsen 1981). Kimura (1981)
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odhadl podil nukleotidové substituce pro prvni, druhou a tfeti pozici v kodonu 0,036, 0,019, a

0,135 a pro synonymni substituci pak 0,116.

Funkce Geny Poznamky
RRA,
4 55 rRMA pouze v
Ribosomalni s, b orns rostlinach
tendy fuge), e fgea), tml {quc), tnE (uuc), tnF (goc), tnG (gee), tnG fucc), trnf
Transferova {gug), tenl {caul,
tenl (gau), ok (uan), trol (caa), trel (waa), bl (cau), bl (gua, troP (ugg), troQ) (uug),
tenf {acg),

trnR {ceg), tnR fucw), tmS (gnd, tnS (uga), teT (ugul, bl (uac), troWV (ccal, tnY [gua)

ostatni mpB (Hbonucleaza F), ffs RNA (SRF), ssra (tmRNA)
rmatk v zelené linii, chh a
Transkripce chhbX, rbeR, mod, woB, rpoll, woCE, matk tbcR v Eervené linii
Translace tufA

Ribasomalni proteiny
roal, wsd mpsd, nsb, s st pal, el st wsTl, pals walld, petd psts,  [vEechny plastidy v Eervené
maléd podjednotka 1osT8, mpsfr, linii

osT8 sty ms20
oM, rlZ2, mld rpld, ki, rlf poi7, rod8, nod, rolt0 T rlf 2 ot 3 rpttd, poltE rit6, [vEechny plastidy Eervené

velka podjednotka ol E, i, linie
oS l20, k2, pi22, mi23, rl24, mi28, 26 i27, wi28, rpi28, mwi30, i3, pi3Z,
ol33, i3, a v nékterych zelenych
rol38, 1pl36
Fotosyntéza
viechny plastidy vEervené
AT syntaza atpd, atpB, atpl, atpE, atpF, atpG, atpH, aip! linii
Fotosystém | psad, psab, psaC, psall, pssE, psaF, paal, psad, psal, psald psal, E, F neni v rostlinach
pshA, pshB, psbl, psbll psbE, pshbF, pshH, psbl, psbl, psbK, psbl, psbi, psbT,
Fotasystém |l psblV, pshX, psbY, pshZ,
psh28
petF jademy v rostlinach a v
Cytochrom komplesx petd, petB, petl) petF, petS, petliyct?), petMiycf3T), pethiycfi) mnoha fasach
pouze rastling, mirma
MNADH dehydragenaza  [ndhd, ndhB, ndhl, ndhl), ndhE, ndhF, ndhis, ndhH, ndhi, ndhl, nohi nékterych gymnosperms
accD pouze rostling, *rbcl a
hetabolismus goch, acplP, chiB, chif, chil, chiN, rbol®, theS* thiG, this, cysd rbeS maji odligny

pivod v éerveng a zelend
linii

Kontrola kvality proteind  |cipC, cipP, dnaB, dnak, fisH{ycf28), groEl
Shluk, membranme
vloZeni cost, cosd, secd, secs secy, sufB suwfC, tatC pouze Eervena linie

Tab. 1: Seznam zakladnich plastidovych geni.

Pti studiu (Nickrent a Soltis 1995) krytosemennych rostlin bylo u rbcL genu 482
(33,6 %) z 1431 pozic bazi fylogeneticky informativnich, zatimco pro 18R rRNA to bylo 341
(18,4 %) z 1853 pozic. Parové srovnani u krytosemennych rostlin ukazalo, Ze rbcL je obvykle
3x variabilngjsi nez 18S rDNA. Protoze 18S rRNA oblast je pfiblizné o 400 part bazi delsi
nez rbcL, pomér poctu fylogeneticky informativnich mist na molekulu je okolo 1,4 x vétsi pro
rbcL ve srovnani s 18S rDNA. Variabilita genu rbcL je pravidelngji rozmisténa podél celé
délky genu vice nez u 18S rDNA, kde se stiidaji oblasti s vysokou variabilitou s oblastmi s
extrémné konzervativnimi misty (obr. 4).

Prikladem pouziti rbcL genu pro fylogenické vztahy je studie Rindi a kol. (2007).

Systematika fadu Prasiolales byla zkoumana fylogeneticky. Byla zalozena na analyze rbcL a
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18S rRNA genu pro reprezentovani vSech 4 rodi soufasn¢ zahrnutych do tohoto fadu
(Prasiococcus, Prasiola, Prasiolopsis, Rosenvingiella). Gen rbcL mél vétsi sekvencni
divergenci nez 18S rRNA gen a byl uzitecnéjsi pro fylogenetické odvozeni v fadech rodi a
druhti. Ve fylogenezi zalozené na rbcL genu byly objeveny tii hlavni linie Prasiola,

Prasiolopsis a Rosenvingiella.
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Obr. 4: Histogram variability u rbcL (vlevo). Pocet kroki (osa y) byl odvozen z rbcL stromu s intervaly
S§iFky (osa x) nastavené pro ¢tyfi baze. Variabilita je rozmisténa relativné rovnomérné po celé délce 1431
mist molekuly. Histogram variability u 18S rDNA (vpravo). Pocet krokii (osa y) byl odvozen z 18S rDNA
stromu s intervaly SiFky (osa x) nastavené pro ¢tyfi baze. Variabilni oblasti jsou koncentrovany ve
variabilnich doménach a jsou rozdéleny extrémné konzervovanymi misty po celé délce 1853 mist
molekuly.

17



2. Material a metody

2.1 Odbér vzorku

Pro studium biogeografie aeroterestrické zelené tasy Klebsormidium byly odebrany
smésné vzorky z lokalit s vyskytem smiSenych lesti v mirném pasu severni polokoule. Celkem
bylo zanalyzovano 6 odbéri z 3 kontinent (2 z Evropy, 3 ze Severni Ameriky a 1 z Asie),
(obr. 5). Na kazdé lokalité¢ o rozloze ptiblizn¢ jednoho az tii kilometrti ¢tvereénich byl
odebran smésny vzorek, ktery obsahoval tfi typy substrati a to kdmen, borku stromu a pidu.
Jednotlivy substrat byl na dané lokalit¢ odebran pomoci sterilniho skalpelu desetkrat, kdy
mezi odbérovymi misty byly minimalné 50 metrové rozestupy. Odbér materialu na borce byl
proveden ptiblizné jeden metr nad zemi ze vSech svétovych stran, z kamene byl vzdy
seSkrabnut pomoci sterilniho skalpelu viditelny zeleny biofilm a vzorek z piidy byl odebran
z vrchni vrstvy asi 0 az 0,5 cm. Jednotlivé odbéry byly provedeny mezi roky 2009 az 2011.
Kristyna Hr¢kova provedla odbéry v Severni Americe v Ohiu a v Connecticutu i s naslednym
zpracovanim odbérl, zahrnujici kultivaci a sekvenaci. Celkem mi poskytla 44 sekvenci (22

z Ohia a 22 z Connecticutu).

2.2 Charakteristiky odbérovych mist

2.2.1 Ceska republika
Vzorky z Ceské republiky byly sbiriny na jafe 2009 v Ceském Stfedohoti, v

Drahanském tidoli, na Sumavé, v Krkonosich a v Ceském Svycarsku. Meteorologicka data
jsou vztazena pro Prahu (50° s. . 14° v. d.). Primérna teplota a srazky v lednu jsou -1,3 °C,
25,7 mm a v ¢ervenci 19,3 °C, 81,0 mm. Roc¢ni primérna teplota 9,6 °C a ro¢ni uhrn srazek

527, 7 mm.

2.2.2 Velka Britanie - Wales
Lokality Merthyr Tydfil, Glynneath, Brecon a okoli piehrady Talybont, na kterych

byly sbirany vzorky, se nachdzeji v jiznim Walesu asi 40 km severné¢ od Cardiffu. Odbér
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probéhl v dubnu 2011. Meteorologicka data pro tuto oblast pochéazeji ze stanice Cardiff (51°
s. 8. 3° z. d.). Primérna teplota a srazky v lednu jsou 4,5 °C, 90,7 mm a pro ¢ervenec to jsou
pak hodnoty 16,0 °C a 69,3 mm. Roc¢ni primérna teplota 9,9 °C a rocni uhrn srazek
919,9 mm.

2.2.3 Japonsko - Nikko
V okoli mésta Nikko (36° s. §. 139° v. d.) byl proveden odbér na jate 2009, kde

primérna teplota v lednu je -4,5 °C, a srazkovy uthrn 22,7 mm a v ¢ervenci 17,6 °C,

174,0 mm. Priimérna ro¢ni teplota 6,7 °C a primérné ro¢ni srazky 1178,1 mm.

2.2.4 USA: Washington - Seattle
Odbér vzorkl na lokalitach National Forest Park a Nilkenson v okoli Seattlu probéhl

v Cervenci 2011. Meteorologicka data pro Seattle (47° s. §. 122° z. d.), jsou: prumé&rna teplota
a srazky v lednu 5,1 °C, 137,4 mm a v Cervenci 18,5 °C, 22,5 mm. Primérna rocni teplota

11,5 °C a ro¢ni uhrn srazek 977,1 mm.

2.2.5 USA: Ohio - Cleveland
Vzorky byly odebrany na podzim 2009 v okoli mésta Cleveland. Primérna teplota a

srazky v Clevelandu (41° s. 8. 81° z. d.) vlednu jsou -4,0 °C, 64,2 mm a v Cervenci je
primérna teplota 22,1 °C a srazkovy thrn 91,3 mm. Priméma rocni teplota 9,7 °C a

pramérny uhrn srazek 942,8 mm.

2.2.6 USA: Connecticut - Waterbury
Ve staté Connecticut byly odebrany na podzim 2009 vzorky z okoli mésta Waterbury

(41° s. 8. 73° z. d.). Pro zdejsi okoli jsou praimérné lednové teploty -1,7 °C, se srazkovym
uhrnem 79,4 mm a ¢ervencové hodnoty jsou 23,1 °C, 90,6 mm. Primérna teplota 10,7 °C a

pramérné rocni srazky 1257,0 mm.
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Obr. 5: Odbérova mista s vyznacenou polohou na mapé svéta.

2.3 Vzorky pro substratovou specificitu

Pro studium substratové specificity byly vybrany ¢tyfi typy hornin: vapenec, piskovec,
¢edi¢ a zula. Tyto horniny byly vybrany jednak z dtvodu, Ze jak Zula, tak i piskovec maji
niz$i hodnotu pH nez ¢edi¢ a vapenec, to znamend, ze maji pH mirné kyselé az neutrdlni a
¢edi¢ a vapenec maji pH zasadité. Druhym divodem vybéru hornin je jejich rozdilna
pérovitost a nasakavost. Piskovec a vapenec maji vétSi porovitost a nasakavost nez zula a
edi¢. Vzorky byly odebrany na &tyfech lokalitach: kopec Vladat u Zlutic, kopec u obce
Lezky, okoli Kon&pruskych jeskyni v Ceském Krasu a oblast okolo vesnice Houska na

Kokofinsku (obr. 6) na tizemi Ceské republiky na jafe 2011.
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Obr. 6: Mapa Ceské republiky s vyznaéenymi odbérovymi misty.

2.3.1 Cedi¢
Vzorky byly odebrany na kopci Vladat. Pro tuto oblast plati tyto klimatické udaje.

V lednu je primérna teplota -2,1 °C s pram&rnymi srazkami 34 mm, pro ¢ervenec je to pak
16,7 °C, 68 mm, ro¢ni hodnoty jsou 7,0 — 7,6 °C a 493-522mm srazek. Vlastnosti ¢ediCe:

objemova hmotnost 2900 — 3000 kg.m'g, nasakavost 0 — 2 %, porovitost 0 %.

2.3.2 Zula
Odbér vzorki byl proveden u obce Lezky. Pro tuto oblast plati tyto klimatické tidaje.

V lednu je primérna teplota -2,3 °C s prumérnymi srazkami 24 mm, v ¢erveneci 17,4 °C, 69
mm, ro¢ni 7,0 — 7,6 °C; 493-522mm. Vlastnosti zuly: objemova hmotnost 2620 - 2685 kg.m'3,

nasakavost 0,2 — 0,4 %, pérovitost 0,6 — 1%.

2.3.3 Vapenec
Vzorky z vapence byly odebrany v Ceském Krasu u Kon&pruskych jeskyh. Roéni

teploty 7,1 - 8,8 °C, srazky 480 - 617 mm. Vlastnosti vapence: objemova hmotnost

2600 kg.m'3, nasakavost 0,8 — 3,3 %, poérovitost 16 - 30 %.
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2.3.4 Piskovec
Pro odbér vzorku z piskovce byla zvolena lokalita na Kokofinsku u obce Houska.

Rocni teploty 7,7 -8,1 °C, srazky 499-655 mm. Vlastnosti: objemova hmotnost 1993 — 2080
kg.m™, nasakavost 4,5 — 6,5 %, porovitost 13,6 — 26 %.

2.4 Meéreni pH hornin

Pro studium substratové specificity jsem métil pH pro kazdou horninu, protoze nejsou
dostupnd data o hodnotach pH v disledku rtizného podilu obsahu jednotlivych slozek v
horninach. Pro méfeni pH jsem pouzil pH metr WTW 330/SETI s elektrodou SenTix Sur

S plochou membréanou. Pro kazdou horninu jsem provedl 10 méteni.

2.5 Kultivace vzorku

Pro ziskani kmenu Klebsormidium ze vzorka pro studium biogeografie a substratové
specificity byla pouzita metoda kultivace na Petriho miskach (s praimérem 10 — 12 cm)
s BBM mediem (Bischoff a Bold 1963) obohacenym o pudni dekolt a agar. Z jednotlivych
vzorkli jsem odebral piiblizné 0,2 g substratu, smichal jsem s 10 ml destilované vody a
sklenénymi kulickami o priaméru 0,5 mm (Sigma). To jsem nechal 8-10 minut promixovat na
vortexu (Vortex Genie 2, Scientific Industries). Ze vzniklé suspenze jsem odebral asi 250 ul a
rozprostiel na Petriho misku s BBM mediem, to jsem pro kazdy vzorek provedl dvakrat.

Kultivace probihala za laboratorni teploty (~ 22 °C) a za denniho osvétleni.

2.6 Molekularni ¢ast

Po 4 az 6 tydnech kultivace byly pod svételnym mikroskopem Olympus CX31
vyizolovany jednotlivé narostlé mikrokolonie za pouziti metody ,,single cell“ PCR (Duff et al.
2008, Auinger a kol. 2008), modifikované o jednoduchou izolaci DNA pomoci InstaGene
matrix (BioRad). Pomoci sterilni jehly byly jednotlivé kolonie vlozeny piimo do 2 ml
mikrozkumavky z vickem (Eppendorf) se 100 ul InstaGene matrix pufru a 2 - 3 sklenénymi
kulickami s primérem 1,5 mm (Sigma). Mikrozkumavky jsem dal do mlynku na drceni
rostlinného materialu Retsch MM400, kde po dobu 6 minut pii 30 frekvencich za sekundu
dochazelo k rozbijeni bunécnych stén tasy Klebsormidium. Nasledné jsem dal zkumavky

S fasovou suspenzi do thermomixeru (Termoblok Thermomixer compact, Eppendorf) na
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30 minut pfi teploté 56 °C a michani 700 rpm. Potom jsem vyjmul zkumavky a vortexoval
ptiblizné 10 s na vortexu (Vortex Genie 2, Scientific Industries). Opét jsem vlozil zkumavky
do thermomixeru, a to na 8 minut pii 100 °C a pak vortexoval 10 s. Nakonec jsem
miktozkumavky stoc¢il na centrifuze (Centrifuga Centrifuge 5415D, Eppendorf) 2 minuty pfi
12000 otackach.m™ (rpm). Vyizolovand DNA byla uchovavana pii -20 °C. Pokazd¢ bylo
vyizolovano 20 kment Klebsormidium na lokalitu. Jako molekularni marker byl zvolen rbcL
(velkd podjednotka RuBisCO), ktery tvofi podobnou topologii fylogenetického stromu jako
marker ITS (Rindi a kol. 2011), ale je variabilnéjsi a tudiz piinasi vice genetické informace.
Koncentrace vyizolované DNA a PCR produktu byla naméfena na piistroji Nanodrop 1000
spectophotometer, Thermo scientific. Pro PCR reakci jsem nafedil DNA vzorky destilovanou
vodou MilliQ na 5 ng/ul. Vyizolovana DNA byla amplifikovana pomoci polymerazy
AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Applied biosystems) a byly pouzity nové navrhnuté
primery: forward primer KF590 (sekvence GATGAAAACGTAAACTCTCAGC) a reverse
primer KR2 (sekvence GGTTGCCTTCGCGAGCTA) Master mix (reak¢ni smés) pro PCR je
uvedena v tab. 2. PCR reakce probéhla v nasledném optimalizovaném cyklu: 1. krok inicialni
denaturace 95°C 2 min, 2. krok denaturace 94°C 1 min, 3. krok annealing 47°C 1 min, 4. krok
elongace 72°C 1 min 30 s, 2. az 4. krok probéhl v 37 cyklech a 5. krok finalni elongace 72°C
8 min. K amplifikaci iseku DNA byl pouzit cycler Touchgene Gradient, Techne.

slozka wl na 1 vzorek
polvmeraza 0.2
MgCl, 2.0
parfr 2.0
voda 139
dNTP 04
forward primer 0.3
reverse primer 0.3
DNA 1.0

Tab. 2: PCR reakéni smés

Pro vizualizaci amplifikovanych useki DNA jsem pouzil elektroforézu s 1 % TBE
gelem s etidiumbromidem pfi napéti 100V po dobu 15 minut. Jednotlivé PCR produkty byly
precistény pomoci kitu Jet Quick PCR Product Purification Spin Kit (Genomed) nebo pomoci
octanu. Sekvenacni data byla ziskdna ve firmé Macrogen Ltd. (Seoul, South Korea) na
sekvenatoru ABI3730XL.
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2.7 Fylogenetické analyzy

Analyza polymorfnich mist byla provedena programem DnaSP verze 5.10 (Librado a
Rozas 2009). Pro upravu sekvenci rbcL genu byl pouzit program SeqAssem (Hepperle 2004)
a nasledny alignment byl proveden pomoci algoritmu ClustalW (Thompson et al. 1994)
programem MEGA 5.05 (Tamura et al. 2011). V tomto programu byla také provedena
analyza genetické vzdalenosti uvnitt linii a mezi liniemi pomoci dvouparametrového Kimura
modelu. Fylogeneticky nezakofenény strom byl vytvofen pomoci programu Mr.Bayes 3.1.2
(Huelsenbeck a Ronquist 2001) metodou Bayesovy inference (BI). Fylogenetické vztahy byly
zalozeny na Maximum Parsimony (MP), Maximum Likelihood (ML). MP byla provedena
pouzitim programu PAUP 4.0b10 (Swofford 2002), ML analyza byla vypoétena v programu
GARLI (Zwickl 2006, unpublished Ph.D. dissertation). Parametry substitu¢nich modelt byly
ziskany za pouziti programu PAUP/Mr.Modeltest 2.3 (Nylander 2004). Nakonec, pro
vytvofeni haplotypové sité pro analyzu geografie kment, byl pouzit program TCS 1.21
(Clement a kol. 2000). Haplotypova sit’ byla vytvofena na zaklad¢ haplotypového parového
rozdilu a s 95 % limitem propojeni.

Bootstrapova podpora a posteriorni pravdépodobnost byla vysvétlovana jako slaba
(< 50 %), stfedni (pro BI 50 — 94 %, pro ML a MP 50 — 79 %) a vysoka (pro BI > 94 %, pro
ML a MP > 79 %).
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3. Vysledky

3.1 Diverzita

Celkem bylo pouzito 306 sekvenci, z toho 234 bylo ziskdno béhem této studie (187
bylo ziskano pii studii biogeografie a 47 pfi zjiSténi substratové specificity) a 72 sekvenci
pochazi z GenBanku (pfiloha taulka 1). Fylogeneticka analyza byla provedena na
chloroplastovém markeru rbcL (velka podjednotka RuBisCO) na 606 bp dlouhém tuseku.
Z 606 bp bylo konstantnich znakt 438 (72,3 %), parsimonn¢ informativnich znaka bylo 148
(24,4 %) a parsimonné neinformativnich bylo 20 (3,3 %). Alignment obsahoval 79
unikatnich sekvenci, z toho 30 sekvenci pfedstavovalo vice neZ jedna sekvence a 49 sekvenci
(19 pochazelo z GenBanku a 30 ptedstavovalo nové sekvence) bylo zastoupeno pouze jednou
sekvenci. Na zdklad¢ alignmentu byl vytvofen fylogram Bayesovou interferenci (BI), kdy
bylo ziskdno sedm hlavnich supercladt (oznac¢ené pismeny A, B, C, D, E, F, G) se slabou
az vysokou podporou (obr. 7). Bootstrapova podpora byla spocitina metodou maximum
likelihood (ML) a maximum parsimony (MP). U n&kterych linii byla podpora vysoka az
stfedni, ale u vétSiny linii byla podpora slaba. Oznaceni linii odpovida studii Rindi a kol.
(2011). Nove ziskané sekvence se ve fylogenetickém stromu nachazely ve vétsiné supeclada
kromé& A a G. Superclade A byl tvofen rodem Interfilum a superclade G byl tvofen genotypy
Klebsormidium pochazejicimi z biologickych pudnich krust nebo z pousti. U supercladu E
bylo rozpoznano Sest linii (oznacenych E1, E2, E3, E4, E5, E6) se stfedni az vysokou
podporou B, ale ¢asto slabou MP a ML podporou. Nové sekvence v tomto supercladu padly
do vSech linii kromé linie E6, ktera byla tvofena sekvencemi z druhu K. subtilissimum.

Primérné genetické vzdalenosti uvnitf linii a mezi liniemi, vypoctené pomoci
dvouparametrového Kimura modelu, ukazuji, ze nejvétsi hodnota primérné genetické
vzdalenosti uvnitf linii byla zjisténa u supercladu G (0,034), nasledovana liniemi D, Aa B +C

(tab. 3). Primé&rna geneticka vzdalenost mezi liniemi byla v rozsahu 0,022 az 0,168.
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: Fylogeneticky strom vytvoifeny Bayesovou analyzou ze vS§ech rbcL sekvenci rodu Klebsormidium, s vyznac¢enou
bootstrapovou podporou (BP) a Bayesovou posteriorni pravdépodobnosti (PP) na nodech. Zleva do prava hodnoty
podpor odpovidaji maximum parsimony BP, maximum likelihood BP a Bayesova PP. BP mensi nez 50 % a PP mensi



A BC D El E2 E3 E4 ES E6 F G
A 0,031
BC ]0,1430,020
D 0,1290,168 | 0,032
E1 ]0,143/0,168|0,069 | 0,008
E2 ]0,137)|0,162]0,062] 0,022 | 0,015
E3 ]0,133/0,154|0,067]0,025|0,029|0,013
E4 ]0,145|0,152|0,072)0,045|0,052|0,050 | 0,012
E5 ]0,144/0,166|0,081|0,047 0,054 |0,055|0,048 0,012
E6 ]0,141/0,163|0,074]0,050|0,050| 0,052 | 0,049 | 0,053 | 0,005
F 0,163/0,158|0,135|0,140|0,134|0,137/0,130| 0,136 | 0,139 | 0,016
G 0,1580,165|0,132|0,119|0,1140,115|0,129| 0,121 | 0,128 | 0,152 | 0,034

Tab. 3: Priimérné genetické vzdalenosti uvnitf linii a mezi liniemi vypo¢tené pomoci dvouparametrového
Kimura modelu. Na diagonale jsou priamérné genetické vzdalenosti uvnitf linii a pod diagonalou jsou
primérné genetické vzdalenosti mezi liniemi.

3.2 Biogeografie

V ramci studie biogeografie bylo celkem ziskano 187 rbcL sekvenci ze ti kontinentd.
Ze Severni Ameriky jich bylo 65 (Seattle 21, Ohio 22, Connecticut 22) z Evropy 88 (Wales
63, Ceska republika 25) a z Asie 34 (Japonsko 34). Alignment byl vytvofen na zaklade 44
unikatnich sekvenci, 0 celkové délce 606 bp - z toho bylo 440 (72,6 %) bp konstantnich, 143
(23,6 %) bp bylo parsimonné¢ informativnich a 23 (3,8 %) bp parsimonné¢ neinformativnich.

Bayesovskou analyzou rbcL sekvenci (obr. 8) byly ziskany ¢étyfi superclady (oznaceny
jako B + C, D, E, F), které vétsinou ziskaly stfedni az vysokou podporu. Vyjimkou byla linie
E, ktera ziskala stfedni Bayesovskou PP podporu a slabou ML a MP bootstrapovou podporu.
Superclade E obsahoval pét linii se slabou az stiedni podporou oznac¢enych El, E2, E3, E4 a
ES5. Toto oznaceni odpovida popisu linii z recentni studie zabyvajici rodem Klebsormidium a
rodem Interfilum (Rindi a kol. 2011), ve které byly fylogenetické vztahy zalozeny na dvou
molekularnich markerech rbcL a ITS.

Superlinie B a C se ukazaly byt na zakladé ziskanych sekvenci polyfyletickou linii, a
proto byly souhrnné oznaceny jako superclade B + C. Supeclade B + C je kosmopolitni linie,
obsahujici kmeny ptevazné ze Severni Ameriky (76,2 %). Kmeny z Evropy a Asie tvortily
mensinu (14,3 % z Evropy, 9,5 % z Asie).

Superclady D a E byly rozpoznany jako sesterské linie se stfedni az vysokou
podporou. Superlinie D se ukazuje byt geograficky omezena na oblast zapadni Evropy, kdy
95,5 % kment pochazelo z jizniho Walesu, a jen jeden kmen byl ziskan z Asie z Japonska.

Navic, jak ukazuje haplotypova sit, nejedna se o stejné holotypy. Mezi haplotypy z Walesu a
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haplotypem z Japonska bylo rozpoznano 28 nukleotidovych zamén, a jejich celkova
podobnost tak dosahuje pouze 95,5 %.

Superclade E, majici stiedni az slabou podporu, byla rozpoznana jako vysoce
diverzifikovand a pocetnd linie s kosmopolitnim rozsifenim ve smiSenych lesich severni
polokoule. Celkem bylo do této linie umisténo 142 ze 187 sekvenci, coz je 76 % vSech kmenti
ziskanych pro studium biogeografie. Z toho 33,8 % pochazi ze Severni Ameriky, 44,4 %
z Evropy a 21,8 % z Asie. Analyzou bylo rozpoznano pét vnitinich linii E1, E2, E3, E4 a ES5.
Linie E1 je tvofena pouze dvéma kmeny pochazejicimi z Asie. Linie E1 je charakterizovana
jako sladkovodni, s preferenci kyselych habitati (Rindi a kol. 2011), proto je pocet sekvenci
tak maly. Linie E2 je kosmopolitni a dominantni linii ve smiSenych lesich severni polokoule.
Zastoupeni kment z jednotlivych kontinentd (Severni Amerika 34,5 %, Evropa 41,8 %, Asie
23,6 %) je podobné jako u celého supercladu E. Linie E3 je ubikvitni. Tato linie obsahuje 6
kmend, které byly nalezeny na vSech tfech kontinentech (S. Amerika 33,3 %, Evropa 16,7 %,
Asie 50 %). Linie E4 a ES5 jsou sesterské linie se stfedni az vysokou podporou. Do linie E4
patii kmeny ze Severni Ameriky (57,9 %) a Evropy (42,1 %). Nebyl nalezen zadny kmen
Z Asie, ktery by patfil do této linie. Linie E5 byla v této studii tvofena pouze jednim
genotypem pochazejicim pouze z Evropy (byl nalezen na obou studovanych mistech).

Superclade F byl tvofen pouze dvéma kmeny, pochazicimi z Evropy a Severni
Ameriky.

U stromu vytvoieného Bayesovskou analyzou byly vétve slouceny tak, aby piehledné
zobrazily vzajemnou ptibuznost a diverzitu linii (B+C, D, E1, E2, E3, E4, E5, F). Pro ucely
detailniho zndzornéni biogeografického pattern byly navic pro kazdou linii vytvoreny
haplotypové sité na zaklad¢ Gplného datasetu vSech ziskanych sekvenci (obr. 9). Celkem bylo
ziskano 44 haplotypl z toho 23 haplotypli bylo nalezeno pouze jednou a 21 haplotypi bylo
zaznamenano vicekrat (2krat az 22krat). Jednotlivé haplotypy jsou zndzornény pomoci
vysecovych graft, kdy velikost grafu predstavuje pocet shodnych haplotypti. Na spojnici mezi
jednotlivymi haplotypy jsou zndzornény body piedstavujici nukleotidové zdmény. Nejvice

haplotypt (21) bylo nalezeno v linii E2, nejméné pak v liniich E5 (1), E1 (2) a F (2).
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Obr. 8: Fylogeneticky strom vytvofeny Bayesovou analyzou ze v§ech rbcL sekvenci ziskanych pro studium biogeografie
rodu Klebsormidium, s vyzna¢enou bootstrapovou podporou (BP) a Bayesovou posteriorni pravdépodobnosti (PP) na
nodech. Zleva do prava hodnoty podpor odpovidaji maximum parsimony BP, maximum likelihood BP a Bayesova PP.
BP mensi nez 50 % a PP mensi nez 0.5 nejsou vyznaceny.
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Obr. 9: Fylogeneticky strom vytvofeny Bayesovou analyzou ze v§ech rbcL sekvenci ziskanych p¥i studiu biogeografie
rodu Klebsormidium, s haplotypovymi sitémi. Na nodech je vyznaena bootstrapova podpora (BP) a Bayesova
posteriorni pravdépodobnost (PP). Zleva do prava hodnoty podpor odpovidaji maximum parsimony BP, maximum
likelihood BP a Bayesova PP. BP mensSi nezZ 50 % a PP mensi neZ 0.5 nejsou vyznaceny.
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3.3 Substratova specificita

Nameétené hodnoty pH jednotlivych odebranych substratii jsou znazornény v obr. 10.
Primérné naméiené pH piskovce bylo 5, zuly 5,2, ¢edice 6,2 a vapence 7. Z namétenych

hodnot je patrné, ze piskovec a zula mély mnohem niz$i pH nez ¢edi¢ a vapenec.

I

pH

piskovec
Zula A
Eedi

vApENEC o

Obr. 10: pH studovanych hornin.

Pro studium substratové specificity bylo celkem ziskano 47 sekvenci (vapenec 19,
piskovec 15, ¢edi¢ 8, zula 5). Ze Zuly bylo ziskano pouze pét kmend, protoze jich béhem
kultivace vice nevyrostlo. Naopak u ostatnich substratd byl pfi stejném zptsobu kultivace
ziskan velky pocet kolonii. Alignment obsahoval 19 unikatnich sekvenci rbcL genu o délce
606 bp. Na zdkladé Bayesovy interference (BI) byl vytvofen fylogram, ktery ziskané
sekvence rozd¢lil do tii supercladii (oznaCeny jako A + B, E, F) majici stfedni az vysokou
podporou (obr. 11). Superclade A + B obsahoval pouze kmeny (celkem 13) ziskané
z vapence. Supeclade E obsahoval tfi linie E2, E4, ES se stfedni az vysokou podporou. Linie
E2 byla tvofena kmeny pochazejici ze substratd vapence (2), piskovce (15) a cedice (8).
Jednotlivé substraty tvofi uvnitf této linie jasné oddélené fylotypy. Clade E4 byl tvofen
kmeny z vapence a byl piedstavovan jednim haplotypem. Clade ES je charakteristicky kmeny
pochazejici ze zuly. Superclade F byl tvofen pouze jednou sekvenci pochazejici ze zuly.

Substratova specificita ziskanych genotypti byla namapovana na haplotypovou sit
vytvofenou na datech z biogeografické ¢asti (obr. 12). Vétsina haplotypt je znazornéna bez
informace ekologické preference a jen k nékolika haplotypim byly pfifazeny genotypy
s ekologickou preferenci. Je dobie vidét, Ze jednotlivé genotypy se neptekryvaji. U linie E2,

ktera je velice heterogenni, se vyskytuji haplotypy s preferenci ke tfem typtim hornin, a to
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k piskovci, vapenci a ¢edici. Linie B + C je zastoupena genotypy pochazejicimi z vapence. Do
linie E4 patii genotypy z vapence a do linie E4 pak sekvence nalezené na zule. Pro linii D,
ktera byla nalezena ve velké abundanci v zapadni Evrop¢, nebyl zatim nalezen habitat, kterym

by tato linie mohla byt specificka.
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Obr. 11: Fylogeneticky strom vytvofeny Bayesovou analyzou ze v§ech rbcL sekvenci ziskanych pro studium
substratové specificity rodu Klebsormidium, s vyznacenou bootstrapovou podporou (BP) a Bayesovou
posteriorni pravdépodobnosti (PP) na nodech. Zleva do prava hodnoty podpor odpovidaji maximum
parsimony BP, maximum likelihood BP a Bayesova PP. BP mensi nez 50 % a PP mensi nez 0.5 nejsou

vyznadeny.
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Obr. 12: Fylogeneticky strom vytvofeny Bayesovou analyzou ze vSech rbcL sekvenci ziskanych p¥i studiu
substratové specificity rodu Klebsormidium, s haplotypovymi sitémi. Na nodech je vyznacena bootstrapova
podpora (BP) a Bayesova posteriorni pravdépodobnost (PP). Zleva do prava hodnoty podpor odpovidaji
maximum parsimony BP, maximum likelihood BP a Bayesova PP. BP mensi nez 50 % a PP mensi nez 0.5

Nejsou vyznaceny.



4. Diskuze

Protoze jsem ziskal pouze kratké useky rbcL genu 606 bp, nebyly v mé studii nekteré
superclady a linie podpoteny, i kdyz na del$im tseku 1149 bp tohoto genu jiz jsou jednotlivé
linie vysoce podpofeny, jak ukazuje studie Rindi a kol. (2011). Proto byly jednotlivé
superclady/linie popsany jako ve studii Rindi a kol. (2011), ve které byl fylogeneticky strom
vytvofen na dvou molekularnich markerech rbcL a ITS a tudiz jednotlivé linie mély vétsi
podporu. | takto kratky tisek vSak postacil k zafazeni novych sekvenci K jiz nalezenym liniim.
Ptestoze byl pouzit usek o délce pouze 606 bp, pomérné velka proporce variabilnich pozic
(27,7 %) je velmi podobna variabilité u ITS (Rindi a kol. 2011), ktera je pfiblizné¢ o 100 bp
kratsi. Proto i takto kratky Gisek rbcL u rodu Klebsormidium obsahoval vice variabilnich pozic
nez ITS. Pfi pouziti vSech dostupnych sekvenci pro ziskani piehledu o celkové diverzité bylo
variabilnich znakl vice nez pfi studii substratové specificity, a to z divodu ziskani mensiho
poctu linii. Mensi pocet sekvenci ale vedl ktomu, Ze fylogenetické metody Bayesova
interference, maximum parsimony a maximum likelihood pfinesly vétsi bootstrapovou
podporu nez v ptipadée celého datasetu.

Geneticka vzdalenost uvnitt supercladi A, D a G je v rozmezi 0,031 az 0,034 coz je
vice nez geneticka vzdalenost mezi liniemi E1, E2 a E3, kde se pohybuje v rozmezi 0,022 az
0,029. Podle rbcL analyzy ve studii Rindi a kol. (2011) superclade A obsahuje dvé vysoce
podpoiené linie, proto se da ocekavat, ze i linie D a G mohou byt po ziskani novych genotypt
nebo pfidanim jinych variabilngjSich molekularnich markerd v budoucnu rozdéleny na
nekolik vnittnich linii.

Celkovy podil variabilnich pozic v genu rbcL byl v ramci rodi Klebsormidium a
Interfilum vypoéten na 29 % (Rindi a kol. 2011). Protoze se jedna o relativné konzervativni
gen (Curtis a Clegg 1984), jde o pomérn¢ vysoké ¢islo, coz vynikne pii porovnani s ostatnimi
skupinami organismi. Ve srovnani s rostlinami, kde je druhové urceni na zakladé morfologie
a ekologie snazsi, je takova variabilita téméf srovnatelna s celou skupinou krytosemennych
rostlin, u nichz byla variabilita v genu rbcL vypoctena na 33,6 % (Nickrent a Soltis 1995).
Naptiklad u celého fadu Fabales je pocet variabilnich pozic dokonce o néco nizsi 25,7 %
(Bello a kol. 2009). U rodu Caragana (Fabaceae) bylo zjisténo pouze 8,3 % variabilnich mist
(Zhang a kol. 2008). U fas naptiklad u fadu Tribonematales je tato variabilita 13,5 %. U
jednotlivych roda tohoto tadu (Bumilleriopsis, Ophiocytium, Tribonema, Xanthonema) se
variabilita rbcL markeru pohybuje v rozmezi 5,9 az 13,2 % (Maistro a kol. 2007). Vznikla

variabilita bud’ mize byt zptisobena vysokou mutac¢ni rychlosti u rodu Klebsormidium, nebo
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se v rbcL genu v dasledku dlouhé evoluéni historie nahromadila spousta variabilnich mist.
Pokud plati druha hypotéza, tak by to znamenalo, Ze jednotlivé superclady by $lo povazovat
za rody, kterych se béhem dlouhého geologického obdobi a evoluce skupiny do dnesniho dne
zachovalo pouze Sest. Tuto domnénku podporuje i morfologicky zna¢né odlisny superclade A,
tradi¢né povazovany za samostatny rod Interfilum. Tento rod vSak na zakladé fylogenetickych
analyz spada do rodu Klebsormidium (Mikhailyuk a kol. 2008, Rindi a kol. 2011).

Naopak na zaklad¢ ziskané variability ITS (Rindi a kol. 2011) by v porovnani z jinymi
studiemi (de Vargas a kol, 2001, Piercey-Normore a DePriest 2001, Skaloud a Peksa 2010)
Slo brat cely superclade E jako jeden druh. A pokud by byl aplikovan CBC koncept jako ve
studii Coleman (2009), pak by ani jednotlivé superclady neslo povazovat za druhy. Naopak
variabilita v rdmci konzervativnéjsiho markeru rbcL by odpovidala existenci nékolika
separatnich druhti v ramci supercladu E.

Cilem této prace vSak nebylo vyfeSeni fylogenetickych vztahli v ramci rodu
Klebsormidium, pro které by byl zapotiebi delsi usek rbcL v kombinaci s jinym variabilnim
markrem pro lepsi vymezeni linii. Cilem ani nebylo druhové vymezeni vV ramci rodu. Jak
ukazala studie Rindi a kol. (2008, 2011), morfologicky koncept v ramci rodu Klebsormidium
je nepouzitelny, protoze morfologické vymezeni druhti neodpovida fylogenetickych liniim.
Ukazalo se, ze i typicky druh K. flaccidum je polyfyleticky, vyskytujici se v n€kolika liniich
(B, C, E2, E3, ES5). Proto jsem se pokusil vymezit jednotlivé linie na zdkladé¢ omezeného
geografického rozsifeni, jako to ukazuje studie Novis (2006) u nové popsaného
novozélandského druhu K. acidofilum. Tento druh je zaroven vymezen i ekologicky, protoze
preferuje habitaty potokt s vysokou kyselosti. Dalsim cilem proto bylo pokusit se nékteré
linie vymezit na zaklad¢é ekologickych preferenci. Zda se, Ze jasné ekologické vymezeni lze
pozorovat u linii G a E1. Zatim co se linie G vyskytuje v biologickych pidnich krustach nebo
na poustich, linie E1 je typicka pro sladkovodni prostfedi. Béhem této studie i po pFidani
kment ze Severni Ameriky a Asie nebyl objeven zadny novy superclade. Proto usuzuji, Ze by
diverzita v ramci rodu Klebsormidium mohla uz byt znama, a Ze poc¢et novych supercladi by
tudiz mohl byt konec¢ny.

Biogeografické vymezeni genotypt rodu Klebsormidium se ukazalo jako nepouzitelné,
protoze vétSina linii méla kosmopolitni rozsifeni. Jak naznacuji ziskana data, dochazi
k velkému genetickému toku mezi geografickymi oblastmi, a proto tu nejsou linie geograficky
vymezené. Vyjimku piedstavuje pouze superclade D, ktery by mohl byt omezen pouze na
oblast zapadni Evropy. Rozsifeni této linie je v rozporu s nazorem Finley a kol. (2001), ktery

predpoklada, ze vzacné druhy budou lokéalné i1 globalné méné pocetné. To V piipade této linie
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neplati, protoze na dané lokalit¢ byla dokonce dominantni a v ostatnich oblastech nebyla
vibec nalezena. To bud’ znamend, Ze se opravdu jedna o endemickou linii, nebo ma tato linie
specifické ekologické naroky vici substratim, které se na ostatnich mistech nevyskytovaly.
Naopak linie E3 tento pfedpoklad pln¢ znazoriiuje. 1 kdyz bylo celkem nalezeno pouze 6
kmenti patficich do této linie, nalezeny byly na vSech tfech studovanych kontinentech. Co se
tyCe lokalni a globalni diverzity, na daném studovaném tizemi (lokaln¢) bylo nalezeno 4 az 5
linii, zatimco pro dany kontinent (globaln¢) to pak bylo 5 az 7 linii. Celkem bylo na vSech
ttech kontinentech vramci biogeografické studie nalezeno 8 linii, pficemz globalni dosud
znamé diverzita rodu Klebsormidium ptedstavuje 11 linii. V ramci Ceské republiky byla
provedena jak ¢ast biogeograficka tak substratova, tim padem z tohoto izemi pochazi nejvice
dat z heterogennich mist odbéru. Na tomto uzemi bylo nalezeno pét linii, coz ptedstavuje
ptiblizné polovinu globalni diverzity. To mlze byt zpisobeno tim, Ze n¢které linie nemohly
byt sebrany z diivodu jejich specifickych ekologickych preferenci. Tak tomu je napiiklad u
linie G, ktera je charakteristickd vyskytem v pudnich biologickych krustach nebo suchych
poustich, dale pak u linie E1, ktera je charakteristicka pfevazné genotypy vyskytujicimi se ve
vodnim prostfedi. Protoze z vodniho prostfedi a z pousti nebyly Vv ramci této prace odebrany
zadné vzorky, tyto genotypy nebyly nalezeny. Jedinou vyjimkou jsou dva ziskané genotypy
v ramci linie E1 v disledku odebrani substratu v blizkosti mensiho vodopadu v Japonsku.
Linie E4 je pak charakteristicka vyskytem v méstskych habitatech (Rindi a kol. 2008).

Vyse uvedené skute¢nosti poukazuji na fakt, Ze lokalni (v ramci kontinent) diverzita
je u aeroterestrickych tfas téméf srovnatelna s celkovou (vSechny tii kontinenty) diverzitou,
coz podporuje predstavy zastanct ubikvitniho modelu (Fenchel a Finlay 2003, Finlay 2002).
Jak ale ukazuje druha Cast prace zamétena na ekologické vymezeni linii, mala superlokalni
(napt. v ramci jednoho kopce) diverzita je spiSe ovlivnéna prostfedim, ve kterém je proveden
odbér vzorkl. Diverzita na malém méfitku zavisi na tom, zda se jednéd spiSe o heterogenni
prostiedi, kde je vice typl habitatli a tim padem i vétSi lokalni diverzita, nebo naopak o
homogenni prostiedi, kde je diverzita ovlivnéna mensim poc¢tem habitatd. I v rdmci vodnich
habitatd je vliv prostfedi dulezitym faktorem ovliviiujicim diverzitu (Katz a kol. 2005). V
homogennim prostiedi klesa diverzita, proto je v oceanech mensi celkova i lokalni diverzita
V porovnani s vnitrozemskymi vodnimi plochami a pfilivovymi zénami, kde v dusledku vétsi
heterogenity je i v&tsi diverzita. A proto i terestrick biotop predstavuje vysoce heterogenni
prostfedi, kde je na zakladé tohoto disledku relativné nizk4 superlokélni (v ramci jednoho
kopce nebo omezeného tizemi) diverzita a naopak vysoka lokalni (Ceska republika) diverzita.

Proto je pro danou lokalitu nalezeno tim vice linii ¢i genotypd ¢im vice habitatt je odebrano.

36



Pokud by byl odebran pouze jeden typ substratu, predstavujici jen nékolik malo habitati, bylo
by nalezeno jen velmi omezené mnozstvi genotypd. To dobie ilustruje ¢ast diplomové prace
vénovana substratové specificité. Na Gedi¢i odebraném na kopci Vladai u Zlutic byla
zaznamenana pouze jedna linie z 11 dosud znamych, a u ostatnich lokalit nebyla situace
vyrazn¢ jina. V okoli obce Houska na Kokofinsku na né€kolika kilometrech ctverecnich byly
odebrany vzorky z piskovce a byly celkem nalezeny pouze tii genotypy spadajici do jedné
linie. Genotypy nalezené na zule z kopce u obce Lezky spadaji do dvou linii. Pouze u vapence
bylo nalezenych genotypu vice, které celkem spadaly do tii linii. Tyto vysledky ukazuji, Ze
lokalni diverzita u aeroterestrické fasy rodu Klebsormidium je ovlivnéna diverzitou
odebranych habitatq.

Ve studii Rindi a kol. (2011) autofi diskutovali pravdépodobné omezené geografické
roz§ifeni nékterych supercladii ¢i linii. Linie B se zdala byt geograficky omezena pouze na
vychodni Evropu, ale v ramci této prace byla tato linie nalezena i v Severni Americe. Stejné
tak se linie C jevila byt geograficky omezena na oblast zapadni Evropy. Tato linie se ale
ukazala byt kosmopolitni, S vyskytem jak v Severni Americe, tak i ve vychodni Asii. To opét
podporuje ubikvitni model.

V ramci biogeografické studie byly vzorky odebrany ve smiSeném lese mirného pasu
severni polokoule. Ukazalo se, Zze pro tento ekosystém je charakteristicka linie E2, ktera
predstavuje vice jak 76 % ziskanych sekvenci. Dale pak byla v tomto ekosystému relativné
pocetna linie B + C. Ostatni nalezené linie jiz byly nalezeny vzacné, coZ mlzZe byt zpiisobeno
tim, ze se bud’ vyskytovaly pro n¢ v ne zrovna typickém prostiedi (E4 a F), nebo nebyl dany
habitat v ramci tohoto ekosystému nebyl odebran (E1 a G), nebo se jedna o genotypy vzacné,
které jsou nalézany jen sporadicky. Doposud pochazelo ptiblizné 80 % vSech znamych
sekvenci rodu Klebsormidium z Evropy, proto se dalo ptedpokladat, Ze prozkoumani jinych
kontinenti by mohlo vést k objeveni nové linie v ramci tohoto rodu. Paradoxem je, Ze nova
linie se nasla jedini, a to Vramci vysoce prozkoumané Evropy. Naopak na ostatnich
kontinentech nebyla nalezena zadna geograficky specificka linie. Pouze v ramci linie E2 byly
nalezeny tii haplotypy, pti¢emz jeden z nich byl relativné pocetny s vyskytem pouze
v Severni Americe, a dalsi dva haplotypy byly charakteristické pro oblast vychodni Asie.

Kosmopolitni rozsiteni haplotypti rodu Klebsormidium ukazuje, ze u tohoto rodu
dochazi k vysokému genetickému toku mezi jednotlivymi kontinenty. To miize byt zplisobeno
jejich malou velikosti a velkou abundanci, coz umoZiuje nahodné rozsifeni pomoci
nadhodnych udalosti, jako jsou vétrné proudy nebo hurikany (Fenchel a Finlay 2004). Dal§im

moznym faktorem ovlivitujici kosmopolitni rozsifeni tohoto rodu mtize byt vliv ¢lovéka, ktery
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jako u ostatnich protist zptisobuje zmény v geografickém rozsiteni nekterych druhti (Foissner
2006). Prikladem je rozsiteni rodu Hydrodictyon na Novy Zéland (Kristiansen 1996). U rodu
Klebsormidium doposud nebyla pozorovana klidova stadia (cysty, akinety), ktera by umoziila
piezit obdobi béhem Sifeni. Je ale znamo, ze jednotlivé buiiky maji schopnost ptezivat dlouhé
obdobi ve vyschlém stavu (Elster a kol. 2008, Holzinger a kol. 2011). To dokonce zvySuje
pravdépodobnost Sifeni, protoZze maji moznost se Sifit kdykoliv a ne jen ve stadiu dormance.

Morfologie rodu Klebsormidium je velice variabilni a znaky pouzivané pro
determinaci se bdhem kultivace méni (Skaloud 2006). Jednim z nejéast&ji pouZivanych znaki
pii determinaci druht je Sitka vldken. Ukdazalo se, Ze i béhem kultivace se u jednotlivych
kment Sitka vlaken méni. Navic je Sitka vyrazné ovlivnéna faktory prostiedi jako je pH,
teplota, vlhkost a ozareni. Tato variabilita mize nasledné ovlivnit morfologické urceni druht,
coz je také jeden z diivodi, pro¢ morfologické vymezeni druhti neodpovida fylogenetickému
rozdé€leni rodu (Rindi a kol. 2008, 2011). Uréeni genotypii na zakladé ekologickych vlastnosti
se naopak ukazuje jako mozny zplsob vymezeni jednotlivych linii. U vSech nalezenych
genotypu jsem nalezl jasny vliv substratu na jejich vyskyt. Fyziologické studie zaméfené na
kmeny z rodu Klebsormidium ukazuji Sirokou preferenci ke zkoumanym chemicko-
fyziologickym podminkam. Proto je otazkou, pro¢ se na zule Klebsormidium skoro
nevyskytuje a dominuji zde kokalni fasy. Pfitom na stejné kyselém piskovci je tento rod
veelku hojny jak pocetné tak genotypové. Jednim z moznych vysvétleni by mohl byt fakt, ze
zula ma v disledku malé porovitosti mensi schopnost zadrzet vodu na delsi dobu, a proto
muize hrat nedostatek vody kli¢ovou roli ve sloZeni spolecenstva fas téchto substratl. Je
mozné, ze malé kokalni fasy maji v dasledku lepsiho poméru povrchu k objemu vétsi
schopnost pomaleji vysychat nez fasy s vlaknitou stélkou (Kaplan a kol. 2011), a proto na
zule dominuji. Dostupnost vody pro aeroterestrické fasy velmi podstatnym faktorem.
Jednotlivé druhy se mohou vyrazné lisit délkou, po kterou jsou schopny piezit bez nedostatku
vody (Luttge a Budel 2009).

U vapence byla Vv porovnani s ostatnimi substraty nalezena vysoka genotypova
variabilita. To by mohlo byt zpusobeno tim, Ze vzorek pochazel z vice heterogenich typt
habitatii neZ u ostatnich zkoumanych hornin. Nékteré kameny byly odebrany na slunnych,
teplych mistech s delsim obdobim nedostatku vody a jiné ze stinnych, studenych mist blizko
vstupt do jeskyni, kde je relativné vyssi vlhkost a stalejsi teplota. Genotypy spadajici do linie
E4 by mohly byt ty, které pochazeji ze severnich susSich mist, protoze linie E4 je
charakteristicka vyskytem na zdech ve méstech. U jednoho kmene z linie E4, izolovaného ve

mésté Konstanz v Némecku, byly testovany nékteré ekofyziologické predpoklady, definované
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na zakladé podminek prostfedi naméfenych na odbérovim misté. Laboratorni testy potvrdily
optimalni rust pii relativné nizké intenzité osvétleni, coz odpovida vyskytu na severnich zdech
v uzkych ulickach mésta. Dale byl tento kmen tolerantni viéi vysoké koncentraci soli (je
relativné stenohalinni). Tato aklimatizace je spojena s obfasnym pocaravanim zdi psy ¢i
solenim pozemnich komunikaci. Tyto vlastnosti by bylo potieba prozkoumat blize i u
ostatnich linii a zjistit, zda lze jednotlivé linie na zaklad¢ ekofyziologickych piedpokladi
rozliSit na zaklad¢ vlivu osvétleni, vysychani, pH ¢i teploté. Rozdily v ekofyziologickych
vlastnostech mezi nékterymi liniemi jiz byly potvrzeny pii studiu dvou morfologicky
uréenych druhti rodu Klebsormidium (Kaplan a kol. 2011). Jednim znich byl druh K.
crenulatum, ktery na zaklad¢é rbcL sekvence patii do linie F, a K. nitens patii do linie E2.

Ukazalo se, ze oba druhy se lisi jak osmotickym potencidlem, tak i plazmolyzou.
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5. Zaver

V této diplomové praci jsem se zabyval i) diverzitou a biogeografickym rozsifenim
aeroterestické zelené fasy rodu Klebsormidium ve smiSenych lesich mirného pasu severni
polokoule, a i1) moznému biogeografickému ¢i ekologickému odliSeni jednotlivych genotypu.
Geneticka piibuznost kment byla zkoumana na zakladé pouziti molekularniho markeru rbcL.

Fylogenetickou analyzou 187 sekvenci ziskanych pii biogeografické studii bylo
ziskano 8 supercladii/linii. Nejcastéjsi a zaroven nejtypictejsi linii pro smisené lesy mirného
pasu severni polokoule byla linie E2, kterd ptfedstavovala 76 % vSech ziskanych sekvenci.
Genotypy rodu Klebsormidium se ukazaly byt kosmopolitni, coz poukazuje na moznost
nahodného Siteni v diisledku malé velikosti a velkych populaci a na vysoky genovy tok mezi
studovanymi oblastmi. Protoze se ukazalo, ze genotypy rodu Klebsormidium jsou
kosmopolitni, moznost vymezit jednotlivé linie na zakladé omezeného geografického
roz$ifeni se jevi byti nemozna. Naopak studie substratové specificity piinesla jasné dikazy o
ekologickych preferencich jednotlivych genotypti. Na studovanych hornindch byly vzdy
nalezeny genotypy asociované pouze s jednim typem substratu. Vymezeni genotypll na
zaklad¢ substratovych preferenci je proto vysoce realné, o cemz svédc¢i i nékteré jiné studie

zabyvajici se timto rodem (Rindi a kol. 2008, Kaplan a kol. 2011).
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7. Priloha

Tab. 1: Seznam vSech ziskany a pouZitych kment.

druh kmen clade lokalita habitat GenBank
Cislo (rbcl)
Interfilum sp. SAG 2101 A Ukrajina trhliny Zulového vybézku HQ613236
Interfilum terricola SAG 2100 A Belgie, Haute Ardenne plda z dubového lesa HQ613238
Interfilum paradoxum SAG 4.85 A Itdlie, Bressanone puda HQ613239
Interfilum paradoxum SAG 338.1 A Velka Britanie. Epping u Londyna plda z bukového lesa HQ613240
Interfilum sp. SAG 2147 A Ceska republika puda HQ613237
Klebsormidium sp. KL70 B+C USA, Ohio, Cleveland kamen X
Klebsormidium sp. KL21 B+C USA, Ohio, Cleveland zed' v méste X
Klebsormidium flaccidum SAG 335.7 B+C Svédsko, Smaaland sladkovodni EU477434
Klebsormidium flaccidum SAG 12.91 B+C Ceska republika, nadr Sojovice sladkovodni EU477436
Klebsormidium flaccidum SAG 2307 B+C Némecko jilovita plda na poli s fepou HQ613242
Klebsormidium sp. KL41 B+C USA, Connecticut zed' v méste X
Klebsormidium sp. KL47 B+C USA, Connecticut zed' v mésté X
Klebsormidium sp. KL49 B+C USA, Connecticut zed' v méste X
Klebsormidium sp. KL60 B+C USA, Connecticut puda X
Klebsormidium sp. KL61 B+C USA, Connecticut puda X
Klebsormidium sp. KL74 B+C USA, Connecticut kdmen X
Klebsormidium sp. K03 B+C Ceska republika, Ceské stfedohofi  kadmen, znélec X
Klebsormidium sp. JKK7 B+C Japonsko, Nikko kamen X
Klebsormidium sp. JKK8 B+C Japonsko, Nikko kamen X
Klebsormidium flaccidum ACKU 800 B+C Ukrajina, Boguslav Zulovy vybézek HQ613245
Klebsormidium flaccidum ACKU 379 B+C Ukrajina Zulovy vybézek HQ613258
Klebsormidium sp. TR 35 B+C Ukrajina, Zhytomir Zulovy vybézek HQ613260



Klebsormidium sp. ACKU 801 B+C Ukrajina, Boguslav Zulovy vybézek HQ613262
Klebsormidium sp. CzKo1 B+C Ceska republika, Cesky Kras kamen, vdpenec X
Klebsormidium sp. CZK02 B+C Ceska republika, Cesky Kras kamen, vapenec X
Klebsormidium sp. CzZKO05 B+C Ceska republika, Cesky Kras kamen, vdpenec X
Klebsormidium sp. CZK06 B+C Ceska republika, Cesky Kras kamen, vapenec X
Klebsormidium sp. CzKo8 B+C Ceska republika, Cesky Kras kamen, vdpenec X
Klebsormidium sp. CzZK10 B+C Ceska republika, Cesky Kras kamen, vapenec X
Klebsormidium sp. CzK12 B+C Ceska republika, Cesky Kras kamen, vdpenec X
Klebsormidium sp. CZK15 B+C Ceska republika, Cesky Kras kamen, vapenec X
Klebsormidium sp. CzK16 B+C Ceska republika, Cesky Kras kamen, védpenec X
Klebsormidium sp. CZK20 B+C Ceska republika, Cesky Kras kamen, vapenec X
Klebsormidium sp. KL42 B+C USA, Connecticut zed' v mésteé X
Klebsormidium sp. KL44 B+C USA, Connecticut zed' v mésté X
Klebsormidium sp. KL45 B+C USA, Connecticut zed' v mésteé X
Klebsormidium sp. KL46 B+C USA, Connecticut zed' v mésté X
Klebsormidium sp. KL48 B+C USA, Connecticut zed' v mésteé X
Klebsormidium sp. KL51 B+C USA, Connecticut zed' v mésté X
Klebsormidium sp. KL65 B+C USA, Connecticut puda X
Klebsormidium sp. KL76 B+C USA, Connecticut borka stromu X
Klebsormidium sp. K25 B+C Ceska republika, Ceské stfedohofi  kadmen, znélec X
Klebsormidium flaccidum Lira7 B+C Rusko sladkovodni HQ613243
Klebsormidium sp. CzKo7 B+C Ceska republika, Cesky Kras kamen, védpenec X
Klebsormidium sp. CZK14 B+C Ceska republika, Cesky Kras kamen, vapenec X
Klebsormidium sp. CzZK09 B+C Ceska republika, Cesky Kras kamen, védpenec X
Klebsormidium flaccidum SAG 7.91 B+C byvaly SSSR sladkovodni EU477435
Klebsormidium sp. K48 B+C Ceska republika, Drahamské Gdoli  kdmen X
Klebsormidium sp. W105 D Wales, Glynneath kamen X
Klebsormidium sp. W107 D Wales, Glynneath kamen X
Klebsormidium sp. W110 D Wales, Glynneath kamen X
Klebsormidium sp. W113 D Wales, Glynneath kamen X
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Klebsormidium sp. w114 D Wales, Glynneath kamen X
Klebsormidium sp. w116 D Wales, Glynneath kamen X
Klebsormidium sp. w117 D Wales, Glynneath kamen X
Klebsormidium sp. w118 D Wales, Glynneath kamen X
Klebsormidium sp. w119 D Wales, Glynneath kamen X
Klebsormidium sp. W120 D Wales, Glynneath kamen X
Klebsormidium sp. W402 D Wales, Merthyr Tydfil kamen X
Klebsormidium sp. w404 D Wales, Merthyr Tydfil kamen X
Klebsormidium sp. W409 D Wales, Merthyr Tydfil kamen X
Klebsormidium sp. w411 D Wales, Merthyr Tydfil kamen X
Klebsormidium sp. w413 D Wales, Merthyr Tydfil kamen X
Klebsormidium sp. w414 D Wales, Merthyr Tydfil kamen X
Klebsormidium sp. w417 D Wales, Merthyr Tydfil kamen X
Klebsormidium sp. w419 D Wales, Merthyr Tydfil kamen X
Klebsormidium sp. W420 D Wales, Merthyr Tydfil kamen X
Klebsormidium sp. w101 D Wales, Glynneath kamen X
Klebsormidium sp. w108 D Wales, Glynneath kamen X
Klebsormidium sp. JKK18 D Japonsko, Nikko kamen X
Klebsormidium sp. 2KL_SOK D X
Klebsormidium bilatum SAG 5.96 D Belgie, Poppel bfeh u potoka EU477425
Klebsormidium elegans SAG 7.96 D Nizozemsko, Staverden dievo EU477430
Klebsormidium sp. JP1 El Japonsko, Nikko pada X
Klebsormidium sp. JKK16 El Japonsko, Nikko kamen X
Klebsormidium dissectum Novis K25 El Novy Zéland, feka Acheron sladkovodni DQ028574
Klebsormidium dissectum Novis K37 El Novy Zéland, feka Ryton sladkovodni DQ028575
Klebsormidium dissectum Novis LCR-K2  E1 Novy Zéland, hora Philistinem pada EF589144
Klebsormidium acidophilum Novis K48 El Novy Zéland, potok Agility sladkovodni DQ028576
Klebsormidium acidophilum Novis KM El Novy Zéland, Millerton sladkovodni (kyselé pH) DQ028577
Klebsormidium acidophilum Novis KRIV El Novy Zéland, ddl Sullivan sladkovodni (kyselé pH) DQ028578
Klebsormidium nitens SAG 32.91 El Velka Britanie, feka Gannel sladkovodni EU477447
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Klebsormidium fluitans CCAP335.13 E1 Velka Britanie, reka Hayle sladkovodni HQ613246
Klebsormidium fluitans CCAP335.14 E1 Velka Britanie, feka Hayle sladkovodni HQ613247
Klebsormidium flaccidum SAG 38.91 E2 Némecko, Witzenhausen X EU477433
Klebsormidium sp. GALWO015451 E2 Portugalsko, Porto zed'v mésté EU477451
Klebsormidium sp. SAG 2108 E2 X X HQ613255
Klebsormidium sp. GALWO015473 E2 Francie, Bordeaux zed' v mésteé EU477427
Klebsormidium sp. CZK03 E2 Ceska republika, Cesky Kras kdmen, vapenec X
Klebsormidium sp. USP09 E2 USA, Seattle kamen X
Klebsormidium sp. USP12 E2 USA, Seattle kdmen X
Klebsormidium sp. W307 E2 Wales, okoli prehrady Talybont kamen X
Klebsormidium sp. W308 E2 Wales, okoli pfehrady Talybont kamen X
Klebsormidium sp. W312 E2 Wales, okoli prehrady Talybont kamen X
Klebsormidium sp. W316 E2 Wales, okoli pfehrady Talybont kamen X
Klebsormidium sp. K19 E2 Ceska republika, Kole¢ zed porostla mechem X
Klebsormidium sp. USsPo1 E2 USA, Seattle kdmen X
Klebsormidium sp. w301 E2 Wales, okoli prehrady Talybont kamen X
Klebsormidium sp. W303 E2 Wales, okoli pfehrady Talybont kamen X
Klebsormidium sp. GALWO015340 E2 Norsko, Bergen zed' v mésté EU477424
Klebsormidium sp. GALWO015548 E2 Jizni Afrika, Greskop zed' v mésté EU477439
Klebsormidium sp. GALWO015463 E2 Némecko, Hamburg zed' v mésté EU477440
Klebsormidium sp. GALWO015499 E2 Némecko, Konstans zed' v mésté EU477441
Klebsormidium sp. CZK11 E2 Ceska republika, Cesky Kras kamen, vapenec X
Klebsormidium sp. KL7 E2 USA, Ohio, Cleveland kamen X
Klebsormidium sp. KL71 E2 USA, Ohio, Cleveland kamen X
Klebsormidium sp. Namibia 5 E2 Namibie umélé kamenné podlozi HQ613252
Klebsormidium nitens SAG 52.91 E2 Dansko, ostrov Mors pada EU477446
Klebsormidium sp. CZHO03 E2 Ceska republika, Kokofinsko kamen, piskovec X
Klebsormidium sp. CZHO06 E2 Ceska republika, Kokot¥insko kamen, piskovec X
Klebsormidium sp. CZH10 E2 Ceska republika, Kokofinsko kamen, piskovec X
Klebsormidium sp. CZH14 E2 Ceska republika, Kokot¥insko kamen, piskovec X
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Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium dissectum
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.

CzZH16
CZH17
K01
K06
K20
JVK12
SAG 2155
CZHO09
CzH11
CZH12
CZH13
CZH15
CZH19
CZH20
USP15
JVKS
JVK7
JVK8
JVK9
JVK10
JKK13
W205
W401
W405
W416
KL89
KL91
K02
K04
KO5

E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2

Ceska republika, Kokot¥insko
Ceska republika, KokotFinsko
Ceska republika, Ceské Stredohoti
Ceska republika, Ceské Stfedohoti
Ceska republika, Milska stran
Japonsko, Nikko

Francie, Col du Bussang

Ceska republika, KokoFinsko
Ceska republika, Kokotinsko
Ceska republika, Kokot¥insko
Ceska republika, Kokotinsko
Ceska republika, KokoFinsko
Ceska republika, Kokotinsko
Ceska republika, KokoFinsko

USA, Seattle

Japonsko, Nikko

Japonsko, Nikko

Japonsko, Nikko

Japonsko, Nikko

Japonsko, Nikko

Japonsko, Nikko

Wales, Brecon

Wales, Merthyr Tydfil

Wales, Merthyr Tydfil

Wales, Merthyr Tydfil

USA, Connecticut

USA, Connecticut

Ceska republika, Ceské Stredohoti
Ceska republika, Ceské Stredohofi
Ceska republika, Ceské Sttedohoti
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kamen, piskovec
kamen, piskovec
kamen, znélec
mech

pada

kamen

pada

kamen, piskovec
kamen, piskovec
kamen, piskovec
kamen, piskovec
kamen, piskovec
kamen, piskovec
kamen, piskovec
kamen

kamen

kamen

kamen

kamen

kamen

kamen

kamen

kamen

kamen

kamen

borka stromu
borka stromu
kamen, znélec
puda

kamen, znélec

X X X X X X

EU477429

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X



Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.

K07
KO8
K12
K13
K18
K34
JKK2
JKK6
Czv02
Czvil
Czv12
Czv13
Czvia
Czv15
Czv1ie6
Czv17
USP0O6
USNO6
ACKU 799
W106
W115
W204
W208
W403
W407
W410
K11
K26
K27
K35

E2
E2
E2
E2
E2
E2

E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2

Ceska republika, Ceské Stredohoti
Ceska republika, Ceské Stfedoho¥i
Ceska republika, Ceské Stredohoti
Ceska republika, Ceské Stfedohoti
Ceska republika, Ceské Sttedohoti
Ceska republika, Velké Ptilepy
Japonsko, Nikko

Japonsko, Nikko

Ceska republika, kopec Vladar
Ceska republika, kopec Vladar
Ceska republika, kopec Vladar
Ceska republika, kopec Vladar
Ceska republika, kopec Vladar
Ceska republika, kopec Vladaf
Ceska republika, kopec Vladar
Ceska republika, kopec Vladar
USA, Seattle

USA, Seattle

Ukrajina, Boguslav

Wales, Glynneath

Wales, Glynneath

Wales, Brecon

Wales, Brecon

Wales, Merthyr Tydfil

Wales, Merthyr Tydfil

Wales, Merthyr Tydfil

Ceska republika, Ceské Stredohofi
Ceska republika, Ceské Stredohoti
Ceska republika, Ceské Stredohofi
Ceska republika, Drahamské udoli
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kamen, znélec
kamen, znélec
pada

kamen, znélec
kamen, znélec
kamen

kamen

kamen
kdmen, cedic
kamen, cedic
kdmen, cedic
kamen, cedic
kdmen, cedic
kamen, cedic
kdmen, cedic
kamen, cedic
kamen

kamen

Zulovy vybézek
kamen

kamen

kamen

kamen

kamen

kamen

kamen

puda

kamen, znélec
kamen, znélec

kamen, bridlice

X X X X X X X X X X X X X X X X X X

HQ613261

X X X X X X X X X X X



Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.

Klebsormidium nitens

Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.

Klebsormidium flaccidum

Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.

Klebsormidium nitens

Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.

K37

K42

K47

KL63

KL98
W206
USP19
uSspP20
W305
W306
W309
W310
W314
W302
SAG 335.2b
KL4

KL20
KL24
KL25

KL27
KL28
KL29

KL31

SAG 37.91
TR 31

1S3

154

SAG 13.91
CZHO02
CZHO7

E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2

Ceska republika, Drahamské udoli
Ceska republika, Ceské Stfedoho¥i
Ceska republika, Drahamské udoli
USA, Connecticut

USA, Connecticut

Wales, Brecon

USA, Seattle

USA, Seattle

Wales, okoli prehrady Talybont
Wales, okoli prehrady Talybont
Wales, okoli prehrady Talybont
Wales, okoli prehrady Talybont
Wales, okoli prehrady Talybont
Wales, okoli prehrady Talybont
USA, Barlow

USA, Ohio, Cleveland

USA, Ohio, Cleveland

USA, Ohio, Cleveland

USA, Ohio, Cleveland

USA, Ohio, Cleveland

USA, Ohio, Cleveland

USA, Ohio, Cleveland

USA, Ohio, Cleveland

Peru, jezero Titicaca

Austrdlie

Japonsko, Nikko

Japonsko, Nikko

Novy Zéland, Tehoa

Ceska republika, Kokofinsko
Ceska republika, Kokot¥insko
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kamen, bridlice
kamen, znélec
kamen, bridlice
puda

zed'v mésté
kamen

kamen

kamen

kamen

kamen

kamen

kamen

kamen

kamen
sladkovodni
kamen

zed'v mésté
zed' v mésté
zed'v mésté
zed' v mésté
zed'v mésté
zed' v mésté
zed'v mésté
sladkovodni
puda

silnice

silnice

pada

kamen, piskovec
kamen, piskovec

X X X X X X X X X X X X X X

AF408254

X X X X X X X X

HQ613244
HQ613259
X
X
HQ613248
X
X



Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.
Klebsormidium sp.

CZH18
USNO1
USNO2
USNO3
USNO4
USNO8
USN10
USN12
USN15
USN19
Wi111
KL53
KL62
KL101
KL102
151
152
JKK17
JK1
JK2
JKK14
JVK2
JVK3
JKK1
JKK3
JKK4
JKK10
JKK11
JKK12
JVK1

E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2

E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2
E2

Ceska republika, Kokot¥insko

USA, Seattle
USA, Seattle
USA, Seattle
USA, Seattle
USA, Seattle
USA, Seattle
USA, Seattle
USA, Seattle
USA, Seattle
Wales, Glynneath
USA, Connecticut
USA, Connecticut
USA, Connecticut
USA, Connecticut
Japonsko, Nikko
Japonsko, Nikko
Japonsko, Nikko
Japonsko, Nikko
Japonsko, Nikko
Japonsko, Nikko
Japonsko, Nikko
Japonsko, Nikko
Japonsko, Nikko
Japonsko, Nikko
Japonsko, Nikko
Japonsko, Nikko
Japonsko, Nikko
Japonsko, Nikko
Japonsko, Nikko
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kamen, piskovec
kamen
kamen
kamen
kamen
kamen
kamen
kamen
kamen
kamen
kamen
puda
pada
puda
pada
silnice
silnice
kamen
kamen
kamen
kamen
kamen
kamen
kamen
kamen
kamen
kamen
kamen
kamen
kamen

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X



Klebsormidium sp. USNO7 E2 USA, Seattle kdmen X
Klebsormidium sp. USN11 E2 USA, Seattle kamen X
Klebsormidium sp. USN13 E2 USA, Seattle kdmen X
Klebsormidium sp. w319 E3 Wales, okoli pfrehrady Talybont kamen X
Klebsormidium fluitans SAG 9.96 E3 Nizozemsko, Rijsenhout nad vodni hladinou zdsaditého jezera  EU477438
Klebsormidium sp. KL6 E3 USA, Ohio, Cleveland kamen X
Klebsormidium flaccidum GALWO015442 E3 Irsko, Galway zed' v mésté EU477432
Klebsormidium sp. USN16 E3 USA, Seattle kamen X
Klebsormidium sp. JKK15 E3 Japonsko, Nikko kamen X
Klebsormidium sp. JVK4 E3 Japonsko, Nikko kamen X
Klebsormidium sp. JVK6 E3 Japonsko, Nikko kamen X
Klebsormidium sp. 3KL_SOK E3 X X X
Klebsormidium sp. ROS85/1 E4 Némecko, Borchen zed' v mésté EU477426
Klebsormidium sp. GALWO015468 E4 Dansko, Copenhagen zed'v mésté EU477428
Klebsormidium sp. GALWO015492 E4 Slovinsko, Koper zed' v mésté EU477442
Klebsormidium sp. GALWO015478 E4 Velka Britanie, Londyn zed'v mésté EU477443
Klebsormidium sp. GALWO015472 E4 Francie, Marseilles zed' v mésté EU477444
Klebsormidium sp. GALWO015560 E4 Italie, Pavia zed' v mésté EU477448
Klebsormidium sp. GALWO015300 E4 Italie, Pisa zed' v mésté EU477449
Klebsormidium sp. GALWO015559 E4 Velka Britanie, Plymouth zed' v mésté EU477450
Klebsormidium sp. GALWO015462 E4 Ceska republika, Praha zed'v mésté EU477452
Klebsormidium sp. GALWO015298 E4 Italie, Siena zed' v mésté EU477453
Klebsormidium sp. GALWO015493 E4 Malta, La Valletta zed' v mésté EU477455
Klebsormidium sp. CZKo4 E4 Ceska republika, Cesky Kras kamen, vapenec X
Klebsormidium sp. CZK17 E4 Ceska republika, Cesky Kras kamen, vdpenec X
Klebsormidium sp. CZK18 E4 Ceska republika, Cesky Kras kamen, vapenec X
Klebsormidium sp. CzZK19 E4 Ceska republika, Cesky Kras kamen, vapenec X
Klebsormidium sp. W304 E4 Wales, okoli prehrady Talybont kamen X
Klebsormidium sp. W311 E4 Wales, okoli pfehrady Talybont kamen X
Klebsormidium sp. W313 E4 Wales, okoli pfehrady Talybont kamen X
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Klebsormidium sp. W315 E4 Wales, okoli pfehrady Talybont kamen X
Klebsormidium sp. w317 E4 Wales, okoli pfrehrady Talybont kamen X
Klebsormidium sp. KL9 E4 USA, Ohio, Cleveland kamen X
Klebsormidium sp. KL17 E4 USA, Ohio, Cleveland zed' v mésté X
Klebsormidium sp. KL32 E4 USA, Ohio, Cleveland zed' v mésté X
Klebsormidium sp. KL37 E4 USA, Ohio, Cleveland zed' v mésteé X
Klebsormidium sp. KL72 E4 USA, Ohio, Cleveland kamen X
Klebsormidium sp. KL83 E4 USA, Ohio, Cleveland borka stromu X
Klebsormidium sp. KL84 E4 USA, Ohio, Cleveland borka stromu X
Klebsormidium sp. W320 E4 Wales, okoli prehrady Talybont kamen X
Klebsormidium sp. TR 18 E4 Australie plda HQ613257
Klebsormidium sp. KL2 E4 USA, Ohio, Cleveland kamen X
Klebsormidium sp. SAG 2107 E4 X X HQ613254
Klebsormidium sp. SAG 2109 E4 X X HQ613256
Klebsormidium sp. w104 E4 Wales, Glynneath kamen X
Klebsormidium sp. W210 E4 Wales, Brecon kamen X
Klebsormidium sp. w212 E4 Wales, Brecon kamen X
Klebsormidium sp. W215 E4 Wales, Brecon kamen X
Klebsormidium sp. w218 E4 Wales, Brecon kdmen X
Klebsormidium sp. SAG 2065 E4 Dansko, Roskilde lesni plantaz HQ613253
Klebsormidium flaccidum SAG 121.80 E5 Némecko, Solling borka buku EU477431
Klebsormidium sp. W209 E5 Wales, Brecon kamen X
Klebsormidium sp. w211 ES Wales, Brecon kamen X
Klebsormidium sp. w217 E5 Wales, Brecon kamen X
Klebsormidium sp. w219 E5 Wales, Brecon kdmen X
Klebsormidium sp. K09 ES Ceska republika, Ceské Stfedohofi mech X
Klebsormidium sp. K40 ES Ceska republika, Ceské Stfedohoii  mech X
Klebsormidium sp. CzLo1 E5 Ceska republika, Lezky kamen, Zula X
Klebsormidium sp. czLo7 E5 Ceska republika, Lezky kamen, Zula X
Klebsormidium sp. CzZLo8 E5 Ceska republika, Lezky kamen, Zula X

58



Klebsormidium sp. CZL09 ES Ceska republika, Lezky kamen, Zula X
Klebsormidium sp. UNA00067477 E5 USA, Florida, jezero June zed malého dfevéného domu EU477437
Klebsormidium subtillissimum  UTEX 462 E6 USA, Alijaska, Port Barrow X AF408253
Klebsormidium subtillissimum  SAG 384.1 E6 USA, Alijaska, Port Barrow ve snéhu EU477454
Klebsormidium sp. CZLO03 F Ceska republika, Lezky kamen, Zula X
Klebsormidium sp. 4KL_SOK F X X X
Klebsormidium crenulatum SAG 37.86 F Itdlie, Bressanone pada HQ613241
Klebsormidium sp. KL5 F USA, Ohio, Cleveland kamen X
Klebsormidium mucosum SAG 8.96 F Nizozemsko, Valkenswaard plda blizko feky Dommel EU477445
Klebsormidium sp. 5KL_SOKont F X X X
Klebsormidium sp. w109 F Wales, Glynneath kamen X
Klebsormidium sp. 14613.5e G Jizni Afrika, Koeboes biologicka pldni krusta HQ613249
Klebsormidium sp. 14621.6 G Jizni Afrika, Zapadni Kapsko padni krusta HQ613250
Klebsormidium sp. LUK 318 G Ceska republika puda ze skladky po tézbé uhli HQ613251
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