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Abstract:

The liverwort Schistochilopsis opacifolia, considered vanished from
the Czech bryoflora, was detected in recent collections from the
Labska rokle ravine in the Krkonose Mts, and its identification and
distinctness from S. incisa was confirmed by molecular barcoding
using trnL-trnF chloroplast sequences. A selective partial revision
of material collected in the summit region of the Krkonose Mts
yielded several other specimens, all of which were collected in the
Labsky dil valley. The diagnostic characters of the species are
discussed to prompt the search for other localities of this rare, yet
probably partly overlooked, species of our liverwort flora.
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UvoD

Béhem floristického prizkumu krkonosského Labského dolu v roce 2015
zaznamenal prvni autor na nékolika mistech jatrovku, ktera pripominala
druh Schistochilopsis opacifolia (Culm. ex Meyl.) Konstant. (= Lophozia
opacifolia Culm. ex Meyl.). Dosud jediny tdaj o vyskytu tohoto druhu
u nas - na Certové louce v Krkonosich - pochazi z prace Szweykowski
& Kozlicka (1974). Druh byl sbiran J. Szweykowskym v roce 1958 (Vana
1992). Morfologické odliSeni druhu Schistochilopsis opacifolia od mnohem
za problematické (Bisang 1991, Damsholt 2002, Bakalin 2011) a ani
doposud provedené molekularni studie (Vilnet et al. 2008) nedaly jedno-
znacnou odpovéd na opravnénost rozliSovani druht, prestoze drivéjsi
biosystematické prace potvrdily znacné odliSné spektrum v elek-
troforetické mobilité zkoumanych peroxidaz (Krzakowa et al. 1991).
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Morfologické znaky rostlin v polozkach z lonského roku (Kucera 18508,
18520, viz nize) odpovidaly znakim udavanym pro druh S. opacifolia,
proto jsme se pokusili o ,molekularni barcoding“ sekvenaci chloroplasto-
vého tuseku trnL-trnF. Ziskané sekvence byly skutecné podobnéjsi
sekvencim S. opacifolia dostupnym v databazi GenBank nez sekvencim S.
incisa ze stejného zdroje, proto jsme pristoupili k sekvenaci jesté dalSich
dvou polozek a sirsirevizi drive sebraného materialu.

METODIKA

Revize herbarového materialu

Na zaklade publikovaného rozsireni druhu Schistochilopsis incisa (Hubac-
kova & Vana 1990) jsme vytipovali polozky sebrané ve vrcholovych par-
tiich Krkono$ a Hrubého Jeseniku, nachazejici se v herbari PRC, CBFS
a soukromém herbariJ. Vani. Polozek, nachazejicich se mimo tyto herbare
bylo minimum a nebyly sbirany na lokalitach, které by uz nebyly zahrnuty
do predchozi revize. Navic byla revidovana polozka tretiho naseho druhu
rodu, Schistochilopsis grandiretis (Lindb. ex Kaal.) Konstant., sbirana
rovnéz v Labskeé rokli nedaleko mista soucasného nalezu S. opacifolia.

Ziskani a zpracovani molekularnich dat

Ze ctyr polozek odpovidajicich morfologicky druhu Schistochilopsis
opacifoliaa dvou polozek druhu S. incisa byla ziskana genomicka DNA me-
todou NaOH extrakce (Werner et al. 2002). Chloroplastovy usek trnL—-trnF
byl amplifikovan za pouziti primert TabC a TabF (Taberlet et al. 1991),
jaderny usek ITS pomoci primertt m18S a m25R (Spagnuolo et al. 1999) ve
standardnich PCR reakcich podle protokolu popsaného v praci Koéckinger
& Kucera (2011). Chloroplastovy tisek se podarilo amplifikovat u trech
polozek S. opacifolia a jedné polozky S. incisa (Genbank identifikatory
polozek S. opacifolia jsou uvedeny nize v seznamu revidovanych polozek,
trnL-trnF sekvence druhu polozky KosSnar s.n. CBFS:18669:
KU954331), amplifikace a sekvenace jaderné ITS se zdarila pouze
castecné u jedné polozky kazdého druhu, proto jsme tyto castecné
sekvence v analyzach dale nepouzili. Pro fylogenetickou analyzu jsme
kromé nasich sekvenci pouzili sekvence volné dostupné v databazi
GenBank, které byly ve vétSiné pripadt ziskany z materialu,
analyzovaného v pracich de Roo et al. (2007) a Vilnet et al. (2007, 2008).
Byly pouzity pouze sekvence druhul reprezentativnich zastupcti rodu
celedi Scapaniaceae s. 1., které tvori komplex blizce pribuznych druhu,
spolu se sekvencemi Isopaches decolorans a Pseudolophozia sudetica
z ¢eledi Anastrophyllaceae.

Sekvence useku trnL-trnF byly po manualni editaci v programu
Geneious v. 8 (Biomatters Lts.) alignovany v online verzi programu MAFFT
v. 7 (Katoh & Standley 2013) s pouzitim strategie E-INS-i a standardnich
nastaveni kromeé skorovaci matice (1PAM / k=2) a penalizace za otevieni
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gapu (1.0). Indely byly kodovany binarné (Simmons & Ochoterena 2000)
v programu Segstate v. 1.4 (Muller 2005) a fylogeneticka analyza provede-
na v programu MrBayes v. 3.2.6 (Ronquist et al. 2012) za pouziti smisené
matice DNA a standardnich znakti z kodovanych indelti. Parametry sub-
stituéniho modelu pro DNA data byly v GTR prostoru odhadovany pfimo
béhem mcmec analyzy (nst=mixed rates=gamma), analyza probéhla za po-
uziti standardnich nastavenive dvou bézich za vyuziti diagnostiky konver-
gence mezi béhy nastavené na hodnotu 0,005.

VYSLEDKY
Molekularni analyza

Fylogeneticka rekonstrukce potvrdila v hlavnich obrysech vzajemneé vzta-
hy mezi celedi Scapaniaceae s. 1., publikované v pracich de Roo et al.
(2007) aVilnet et al. (2007, 2008, 2010). Rod Schistochilopsis je sesterskou
skupinou ke Scapaniaceae s. str. (véetné Saccobasis a Pseudotritomaria).
Vsechny analyzované rostliny jsou soucasti silné podporené a vyrazné
odliSené linie, tvorené druhy Schistochilopsis cornuta (Steph.) Konstant.
(morfologicky pomérné odliSny taxon, omezeny vyskytem na severo-
vychodni Asii — Cinu véetné Taiwanu, Koreu, Japonsko, Kurily, Sachalin,
Amurskou provincii a Primorsky kraj v Rusku), S. opacifolia a S. incisa
(obr. 1). Tri sekvence oznacené jako S. incisa jsou identické i pres znacné
vzdaleny zemépisny ptivod (Ceska republika, Kavkaz, Murmanska pro-
vincii v severozapadnim Rusku) a vzhledem k vyznamnéjsim odliSnostem
(devet sdilenych substituci odliSujicich je od zbytku sekvenci) tvori dobre
vymezenou linii. Zbytek sekvenci je pomérné variabilni (22 vesmés
unikatnich substituci a tfi indely) a tvori ¢tyri slabé podporené linie,
z nichz tri odpovidaji rostlinam urcitelnym jako S. opacifolia (pred-
pokladame, zZe kavkazska rostlina oznacena jako S. incisa (AY327784)
mohla byt vzhledem k obtiZnému vymezeni druhti1 nespravné urcena).
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HQ897113 Pseudolophozia sudetica 108221 KPABG
EU791680 Isopaches decolorans K 464 3 05 KPABG
DQ875078 Protolophozia elongata RUS Murmansk Bakalin 1 02 KPABG
AY 327769 Obtusifolium obtusum Russia Murmansk Prov Bakalin 1 July 2001
—— AY463572 Lophozia ventricosa Finland He Nygren Piippo 1473
— EF065686 Lophozia pellucida RUS Komi Dulin 103640 KPABGI
—EU791681 Tritomaria scitula Russia Komi G 101301 KPABG
97_’— EU791682 Tritomaria exsecta 103 1 03 KPABG
' AY463592 Trilophozia quinguedentata Finland He Nygren Piippo 1474
_1|— DQ875080 Heterogemma capitata Russia Nijegorodskaya Prov Konstantinova 132 03 KPABG
DQB75084 Heterogemma laxa Russia Murmanskaya Prov Konstantinova 40 6 94 KPABG
DQ875058 Lophozia excisa Spitsbergen Konstantinova K 21 2 05 KPABG
——— AF519194 Saccobasis polita Russia Murmansk Bakalin 1 July 2001
— EU781660 Diplophyllum albicans K 121 6 06 KPABG
EU791687 Pseudotritomaria heterophylla Russia Taimyr Fedosov 107960
EU791642 Scapania undulata 208 2 02 KPABG
JNG631544 Scapania curta Hentschel Bryo 0874 GOET
JNB31586 Scapania nemorea Hentschel Bryo 931 GOET
DQ875081 Schistochilopsis grandirelis Russia Kamchalskaya Prov Bakalin 99 5 01 VB KPABG
~ EF065690 Schistochilopsis cornuta Russia Prymorsky Kray P 74 52 05 KPABGI
0.95{L01093L Schistochilopsis opacifolia CZ Krkonose CBFS 18508
Lo1144L Schistochilopsis opacifolia CZ Krkonose CBFS 8289
08 {AYSQTTM Schistochilopsis opacifolia Russia Murmansk Prov Konstantinova 180 02

DQ875085 Schistochilopsis opacifolia Russia Murmanskaya Prov Konstantinova 315 4 00 KPABG
Lo1092L Schistochilopsis opacifolia CZ Krkonose CBFS 18520

AY327784 Schistochilopsis incisa Russia Caucasus Korotkov 23 Aug 1999 MW

DQ875082 Schistochilopsis opacifolia Svalbard Konstantinova K 43 2 05 KPABG

EF065688 Schistochilopsis opacifolia Russia Caucasus Konstantinova K468 6b 05 KPABGI

ﬂ{ Lo1112L Schistochilopsis incisa CZ Mastale Kosnar sn CBFS 18669

DQ875083 Schistochilopsis incisa Russia Murmanskaya Prov Konstantinova 315 4 00 KPABG
EFD65689 Schistochilopsis incisa Russia Caucasus K411 1 05 KPABGI

0.0 s 01

Obr. 1. Fylogenetické vztahy mezi zastupci reprezentativnich zastupct roda celedi
Scapaniaceae s. 1. na zakladé Bayesianské analyzy chloroplastového tiseku trnL-trnF.
Tuéné jsou uvedeny nove ziskané sekvence. Podpora vétvi je vyjadrena aposteriornimi
pravdépodobnostmi, jejich délka odpovida poctu substituci na pozici v alignmentu.

Fig. 1. Phylogenetic relationships among representatives of genera of the Scapaniaceae
s. 1. based on Bayesian analysis of the chloroplast region trnL-trnF. Newly acquired
sequences are printed in bold. Branch support values correspond to Bayesian posterior
probabilities, and the length of branches corresponds to substitution rates per site.

Revize herbarovych polozek

Béhem revize bylo ovéreno, ze znaky uvadéné v literature (Krzakowa et al.
1991, Damsholt 2002), pro odliSeni obou taxonu (tab. 1) umoznuji priraze-
ni jednotlivych polozek k druhtim S. opacifolia a S. incisa. Zadna ze
studovanych poloZek neméla sporofyty, pouze u polozek Kucera 8289
a 18520 jsou pritomny perianty. Krkonosské polozky druhu S. opacifolia
maji casto jen dvouvrstevnou bazi listt, ackoliv plati, Ze dvouvrstevna cast
zasahuje v listu vysSe. Zubatost listovych lalokt1 je pomérné spolehliviym
znakem u rostlin S. incisa z nizsich poloh, u rostlin z vyssich poloh vSak
bohuzel tento znak selhava. Pomérné spolehlivé na studovanych
polozkach funguje znak velikosti a tvaru listovych gem, ovSem mnozstvi
tvorenych gem u druhu S. opacifolia nebyva velké a jejich tvar a velikost
jsou pomeérneé variabilni, proto je nékdy potfeba vetsi a vyraznéji uhelnaté
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gemy u tohoto druhu peclive hledat. Habitus a nejnapadnéjsi znaky obou
druhti na ¢eském materialu jsou ilustrovany na obrazovych tabulich v pri-
loze (Priloha obr. 1, 2); mensi velikost listt1 S. incisa na obr. 2 D, E neni
diakritickym znakem.

Tab. 1. Urcovaci znaky druht Schistochilopsis opacifolia a S. incisa.
Table 1. Identification characters of Schistochilopsis opacifolia and S. incisa.

Znak

S. opacifolia

S. incisa

Tvar listu

obvykle Sirsi nez delsi

+ stejné dlouhé nebo delsi nez §irsi

Zatez listovych lalokd

do 1/5-1/3 délky

do 1/3-1/2 délky

Okraje listovych lalokt

+ celokrajné, nejvyse
s ojedinélymi zuby

po okrajich zubaté az ostnité

Vrstevnatost listll na bazi

az do 2/3 délky listu dvou-
pétivrstevné

u baze kratce dvouvrstevné nebo i
jednovrstevné

Gemy

18-33 x 1840 um (prumérna
délka kolem 30 um), vyrazné
uhelnaté, tj. s vyrazné vybihavymi
rohy)

18-20 x 18-25 um (prumérna
délka kolem 20 um), zaoblené 4-
¢i viceboké, rohy nezfetelné
vybihavé

Usti periantu

zubaté (zuby jednobunééné, do 90
pm délky)

brvité (brvy 1-3bunééné, az 250
pum dlouhé)

Vytrusy

11-17 pm

15-21 pm

V herbari CBFS byly nalezeny ¢tyri polozky druhu S. opacifolia, v herbari
PRC zZadna a v soukromém herbari J. Vani byla nalezena jedna starsi
polozka druhu. VSechny tyto polozky kromeé polozek sbiranych v lonském
roce byly ptivodné urceny jako S. incisa. Revize polozky sbirané M. Zmrha-
lovou pod Labskou boudou a uréené jako S. grandiretis rovnéz odhalila
zameénu za druh S. opacifolia. Vétsina sbérti pochazi pochazeji z Labského
dolu, a to vétSinou z horni ¢éasti Labské rokle mezi Labskym vodopadem
a Labskou boudou, dvé polozKky byly sbirany v horni ¢asti Pan¢avského

vodopadu Zde je uveden jejich tplny vycet:
Krkonose, Labsky dul: Labska rokle, na cesté u Labské boudy, ca 1270 m n. m.,
9.9.1960, leg. V. Kotouckova, herb. Vana.

- Krkonose, Labsky dul: Labska rokle, bo¢ni pritok Labe 240 m nad soutokem
s Labem (sv.), 520 m v. Labské boudy [S-1942: M33 E3539,20 N5626,79], ca
1250 m n. m., na vlhkém humusu pres Zulovy kamen pod kapavym previsem
skaly, jv. orientace, 26. 7. 2001, leg. J. Kucera 8225, CBFS.

- dtto, Labska rokle, breh Labe 160 m s. — ssv. Labské boudy [E3538,658
N5626,928], 1300 m n. m., horizontalné na Zulovém kameni v potoce, polostin,
28.6.2003, leg. M. Zmrhalova, SUM.

- dtto, Labska rokle, breh Labe, 100 m ssv. Labské boudy, 25 m pod mostem pres
Labe [E3538,703 N5626,911], 1290 m n. m., vlhky Zulovy kamen na pravém
brehu potoka, stin, 2. 9. 2015, leg. J. Ku¢era 18520, CBFS. GenBank accession
no. KU954332.

- dtto, Labska rokle, jjz. rokle tustici u paty Labského vodopadu, 50 m nad
soutokem s Labem [E3538,877 N5626,917], 1260 m n. m., na vlhkém humusu
na zulové skalce na pravém brehu potoka, polostin, 2. 9. 2015, leg. J. Kucera
18508, CBFS. GenBank accession no. KU954334.

- Krkonos$e, Labsky dual: Panéavsky vodopad, prava strana, 120-130 m vsv. od
horni hrany [E3538,723 N5625,822 a E3538,720 N5625,816], ca 1170 mn. m.,
28. 7. 2001, leg. J. Kucera, CBFS: vlhky humus na stinné skalni fimse pod
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previsem (Kucera 8286) a stérbina jv. orientované zZulové skaly (Kucera 8289
GenBank accession no. KU954333).

- Upska jama: Snézna strouha, horni éast, ca 870 m sv. vrcholu Studniéni hory
[E3550,63, N5622,67], 1295 m n. m., kolmo na sv. orientovaném skalnim
vychozu, stin, 25. 7. 2002, leg. M. Zmrhalova, SUM.

Revize dalsich polozek sbiranych ve vrcholové oblasti Krkonos (Upska
jama, dul Bilého Labe, Certova zahradka) druhym autorem, B. Buryovou
a dalsimi autory (herbare PRC, PRA a soukr. herbar J. Vani) naopak
neodhalila dalsizamény druht1 S. incisaa S. opacifolia.

DISKUSE

Nove zjisténé vyskyty druhu Schistochilopsis opacifolia ukazuji, Ze se ne-
jedna o nezveéstny (Kucera et al. 2012), ani zcela extrémné vzacny druh
nasi flory, jak by se dalo soudit z predchoziho zpracovani jeho rozsireni
(Vana 1992). V nejvyssich polohach Krkonos byl dosud prokazatelné
prehlizen a zaménovan za bézny druh S. incisa, popripadé S. grandiretis.
Lze ocekavat, ze uplna revize herbarovych polozek by mohla prinést dalsi
nalezy, i kdyZ dosud provedené revize nepotvrzuji, ze by vyskyt S. opa-
cifolia ve vyssich polohach Krkono$ nad vyskytem druhu S. incisa zjevné
prevazoval. Nejzajimavéjsi otazkou zustava, zda je taxon u nas svym
rozsifenim omezen na Krkonose nebo se vyskytuje i v ostatnich nasich
vysSich pohorich, zejména Hrubém Jeseniku; dosud provedena revize
sbérd M. Zmrhalové (herbar SUM) zatim zadny vyskyt druhu v pohoti
neodhalila. Ve vrcholovych ¢astech KrkonoS mohou oba druhy
prokazatelné rust i na stejnych lokalitadch, ackoliv se z vétsi ¢asti 1isi
ekologicky — S. incisa dava prednost tlejicimu drevu, S. opacifolia vihkému
humusu pri pottiécich, ve svahovych pramenistich nebo ve Stérbinach
silikatovych skal. Dokumentované populace byly pomérné malé, portista-
jici dohromady nejvys nékolik dm” plochy, nezdalo se vSak, Ze by byly bez-
prostredné ohrozeny. Vzhledem k omezenému vyskytu a velikosti
populace vsak musi byt druh S. opacifolia na nasem tizemi byt hodnocen
minimalné v kategorii VU podle kritéria D2 (extrémné malé obyvané
uzemi), v pripadé predpokladaného ohrozeni biotopu ¢i ubytku populace
(ani jedno nelze zatim s jistotou vyloucit) by druhu nalezelo hodnoceni
v kategorii EN podle kritéria B2ab.

Molekularni identifikace potvrdila, Ze uréeni na zakladé udavanych
znakt je pomérné spolehlivé, at se jedna o tvar listt1 ¢i gem. Je samozrejmé
mozné, ze tyto znaky by byly relativizovany na veétSim mnozZstvi
urcovaného materialu. Ziskané sekvence navic odhalily ne zcela zanedba-
telnou variabilitu druhu S. opacifolia, coz je pfi vzacnosti taxonu u nas
a geografické blizkosti analyzovanych populaci pomérné prekvapivé,
nicméné potvrzuje to podobna zjisténi o variabilité druhu, ziskana iso-
enzymovou analyzou peroxidaz (Krzakowa et al. 1991).
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OBRAZOVA PRILOHA  I.

1. Foto k €lanku ,,Schistochilopsis opacifolia v KrkonoSich*

Obr. 1. Schistochilopsis opacifolia, habitus rostliny (Kuc¢era 18520, CBFS); foto J. Kucera
Fig. 1. Schistochilopsis opacifolia, a plant habit (Kucera 18520, CBFS); photo by J. Kucera

Obr. 2. Schistochilopsis incisa, habitus rostliny (Kosnar s.n., CBFS:18669); foto J. Kucera
Fig. 2. Schistochilopsis incisa, a plant habit (Kosnar s.n., CBFS:18669); photo by J. Kucera
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Obr. 3. Listy a gemy druht Schistochilopsis opacifolia (A—C, Kuéera 18520, CBFS) a S. incisa (D—F, Ko$nar
s.n., CBFS:18669); méfitko = 200 um (A, B), 100 um (D, E), 10 um (C, F); foto J. Kucera

Fig. 3. Leaves and gemmae of Schistochilopsis opacifolia (A—C, Ku¢era 18520, CBFS) and S. incisa (D—F,
KosSnar s.n., CBFS:18669); scalebar = 200 um (A, B), 100 um (D, E), 10 um (C, F); photo by J. Kuéera





