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Abstrakt

LiSejnik druhu Cladonia norvegica je znamy charakteristickou produkci napadného ¢erveného zbarveni,
které dle ndzoru vétSiny autort produkuje v reakci na okus roztoci. Na nekterych lokalitach, véetné
sttedniho Norska, odkud byl druh popsan, se vyskytuje bez téchto cervenych skvrn. Ve své diplomové
praci jsem se vénovala tomuto liSejniku, roztocim s nim spjatym a jejich interakci.

V piipadé lisejniku byly provedeny chemické analyzy (TLC a identifikace ¢erveného barviva pomoci
HPLC) a fylogenetické analyzy (s pouzitim 42 vlastnich sekvenci markerti ITS rDNA, mtSSU a EF-
la). Dale jsem extrahovala roztoCe Zzijici na tomto liSejniku a pomoci molekularnich analyz
vyuzivajicich Gsek D3 markeru 28S rRNA jsem urcila nymfy zptisobujici cervenou reakci liSejniku a
porovnala vysledky se sptatelenou laboratofi na Universitit Graz. Dospélce jsem ur€ila pomoci
morfologickych znakli a spoleCenstva roztocli jsem statisticky analyzovala metodou ANOVA a
shlukovou analyzou Wardovou metodou. Déle jsem provedla potravné preferencni testy s nejCastéji se
vyskytujicimi druhy roztot (Carabodes areolatus a Carabodes marginatus) na zkoumanych

lisejnicich, které jsem nasledné zpracovala pomoci GLMM analyzy.

Z vysledku fylogenetickych analyz vyplynulo, Ze liSejniky dosud fazené do druhu Cladonia norvegica
produkujici ¢ervené barvivo tvori samostatny, dosud nepopsany druh (Cladonia sp. nov. ,, rubrotincta ),
ktery spadd do skupiny Ochroleucae. Druh C. norvegica s. str. zahrnuje material morfologicky a
chemicky podobny, avSak bez Cerveného zbarveni, a je dle vysledkii molekularnich analyz
polyfyleticky.

Juvenilni stddia roztoct zpusobujici Cervené skvrny na liSejniku Cladonia ,,rubrotincta“ jsou
Carabodes areolatus, Carabodes labyrinthicus, Carabodes marginatus a Mycobates carli. Dospélci
téchto druhti jsou ¢astymi obyvateli liSejniki i dalSich substratt (mechd, patfezi, lesnich ptd atd.). Dalsi
nalezeni roztoCi na tomto liSejniku nepatii mezi obvyklé obyvatele liSejnikii a zde se vyskytovali
pravdépodobné pouze prechodné. Druh Cladonia norvegica a okolo se vyskytujici druh Cladonia
coniocraea obsahovaly mezi nejcastéjSimi roztoCi stejné druhy rodu Carabodes jako Cladonia
,, rubrotincta “.

Na zakladé provedenych potravné preferencnich testech srozto¢i druhi Carabodes areolatus a
C. marginatus lze fict, ze kyselina rhodokladonovd nema na dané roztoce odpuzujici vliv. Druh
C. marginatus se zdal byt naopak touto latkou atrahovan. Dale byly pozorovany rozdily v preferenci
rozto¢ll mezi zelenymi ¢astmi stélky Cladonia ,, rubrotincta“ a Cladonia norvegica, pticemz si roztoci
druhu Carabodes areolatus vybirali ptrevazné liSejnik Cladonia norvegica, zatimco rozto¢i druhu
Carabodes marginatus preferovali liSejnik Cladonia. ,, rubrotincta“.

Klic¢ova slova

liSejniky, roztoci, interakce, kyselina rhodokladonova, potravné preferencni testy, Carabodes, Cladonia
norvegica



Abstract

The lichen species Cladonia norvegica is well known for its characteristic production of striking red
spots, which, according to the opinion of most authors, is produced in response to mites grazing on the
lichen. In some localities, including central Norway, where the species was described, it occurred
without these red spots. In my thesis, I focused on this lichen, the mites associated with it, and their
interaction.

Chemical analyses (TLC and identification of red pigment with HPLC) and phylogenetic analyses (using
42 own sequences of ITS rDNA, mtSSU and EF-1a markers) were performed on the lichen material.
Mites living on the lichen thalli were extracted, and the nymphs causing the red reaction were identified
by molecular analysis based on the D3 28S segment of rRNA marker, and the results were compared
with a laboratory at the University of Graz. Mite adults were determined morphologically and mite
communities were statistically analyzed by ANOVA and cluster analysis using Ward's method. Food
preference tests were performed with the most frequently occurring mite species (Carabodes areolatus
and Carabodes marginatus) on the studied lichens, which were subsequently processed by GLMM
analysis.

The results of phylogenetic analyses showed that the lichens with red spots, previously classified as
Cladonia norvegica, form a separate, undescribed species (Cladonia sp. nov. "rubrotincta"), which
belongs to the Ochroleucae group. The species C. norvegica s. str. is morphologically and chemically
similar but without the red pigment. Based on my analyses, it appears to be polyphyletic.

The juvenile stages of mites causing red spots on the lichen Cladonia "rubrotincta" are Carabodes
areolatus, Carabodes labyrinthicus, Carabodes marginatus, and Mycobates carli. Adults of these
species are frequent inhabitants of lichens and other substrates (mosses, stumps, forest soils, etc.). Other
mites found on this lichen were not common lichen inhabitants and were likely present only temporarily.
The lichen species Cladonia norvegica and the surrounding species Cladonia coniocraea contained the
same mite species of the genus Carabodes as Cladona "rubrotincta.

Based on food preference tests performed with the mites Carabodes areolatus and C. marginatus, it can
be concluded that the rhodocladonic acid does not have a repellent effect on these mites. The species
Carabodes marginatus, on the contrary, seemed to be attracted to this substance. Furthermore,
differences in preference between Cladonia "rubrotincta" and Cladonia norvegica were observed.
Carabodes areolatus selected lichen species Cladonia norvegica, while Carabodes marginatus
preferred Cladonia "rubrotincta”.
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1.Uvod

1.1. Interakce liSejnikii a bezobratlych Zivocichli

Lisejniky jsou hojné vyuzivany riiznymi skupinami bezobratlych zivocichti, pro které slouzi zejména
jako utocisteé nebo zdroj potravy (Peake a James 1967; Gerson 1973; Asplund 2010). Mensi druhy (napf.
zelvusky, hlistice, roztoCi a chvostoskoci) nachéazeji v liSejnicich primarné ito¢iste, zatimco veétsi druhy,
jako jsou plzi, brouci a larvy motyld, je spiSe konzumuji (Asplund a Wardle 2017). Krom¢ ochrany
zprostiedkované stélkami liSejniki, kdy se bezobratli schovavaji uvniti lisejniku, vyuzivaji bezobratli
také maskovani pomoci liejnikovych fragmentt, a evolu¢né ziskané specifické zbarveni nebo tvar téla
pfipominajici strukturu lisejnikti (tzv. mimikry) (Gerson 1973; Nash 2008). Vyzkumy ukazuji, Ze
bezobratli preferuji lupenité liSejniky pred kefickovitymi a korovitymi (Stubbs 1989; Froberg et al.
2003).

Co se tyce potravy, bezobratli konzumuji predevsim svrchni kiiru a fotobionti vrstvu lisejnikti (Coker
1967; Froberg et al. 1993; Prinzing 1999; Meier et al. 2002; Asplund 2011), coz mize byt vysvétleno
rozdélenim sekundarnich metabolitl ve stélce (viz nize). Pfi spasdni mohou bezobratli pasivné pfispivat
k sifeni liSejnikovych propaguli prostfednictvim svych t€l (Smith 1921; Seaward 1988; Nash 2008),
ackoli v nekterych (spiSe vzacnych) ptipadech dochazi i k aktivnimu ptfenosu diky maskovani (Nash
2008).

Vyznamnymi skupinami bezobratlych zivo¢ichi interagujicich s liSejniky jsou rozto¢i (Acari) (Seyd a
Seaward 1984; Materna 2000), plzi (Gastropoda) (Peake a James 1967; Asplund 2010), vifnici (Rotifera)
(Stubbs 1989; Bielanska-Grajner et al. 2011), hlistice (Nematoda) (Siddiqi a Hawksworth 1982;
Bokhorst et al. 2015), zelvusky (Tardigrada) (Beasley 1978; Collins a Goudie 2020), prvoci (Protozoa)
(Satkauskiené 2014; Collins a Goudie 2020), chvostoskoci (Collembola) (Stubbs 1989; Messuti a Kun
2007) a hmyz (Insecta) (Seaward 1988) a to ptevazné pisivky (Psocoptera) (Henderson a Hackett 1986;
Liicking a Bernecker-Liicking 2000), motyli (Lepidoptera) (Wessels a Wessels 1991; Nash 2008) a
brouci (Coleoptera) (Gressitt a Sedlacek 1970; Wessels et al. 1979).

Mezi méné¢ Casté skupiny patii pavouci (Araneae) (Sachting a Gjelstrup 1985; Mukherjee et al. 2010) a
z hmyzu tfasnénky (Thysanoptera) (Monteiro 2002; Mound 2005), rovnokiidli (Orthoptera) (Seaward
1988; Braun 2011), termiti (Isoptera) (Kalshoven 1958; Jones a Gathorne-Hardy 1995), mravenci
(Formicidae) (Bailey 1970; Lorentsson a Mattsson 1999), sitokiidli (Neuroptera) (Skorepa a Sharp
1971) a snovatky (Embioptera) (Gerson 1973; Seaward 1988). Bez doloZené interakce, avSak ptitomné
na liSejnicich byly tyto skupiny: z hmyzu dvoukfidli (Diptera) (Stubbs 1989; Froberg et al. 2003), skvofi
(Dermaptera) (Gerson 1973), jepice (Ephemeroptera) (Stubbs 1989), poloktidli (Hemiptera) (Gerson
1973; Stubbs 1989) a posvatky (Plecoptera) (Gerson 1973), a dale pak zastupci krouzkovct (Annelida)
(Liicking a Bernecker-Liicking 2000) — konkrétn¢ malostétinatci (Oligochaeta) (Seaward 1988), korysu
(Crustacea) — konkrétné riiznonozci (Amphipoda) (Seaward 1988) a stejnonozci (Isopoda) (André 1979)
a stonozkovcl (Myriapoda) (Seaward 1988; Stubbs 1989). Pfehled jednotlivych skupin a jejich interakce
s liSejniky jsem vice rozebirala ve své bakalaiské praci (Vtipilova 2021).

LiSejniky vykazuji rizné obranné mechanismy proti spasani bezobratlymi jako je napf. Gu¢innd disperze
do mist, kam se spéasaci nedostanou (napt. do korun stromt), nizkd koncentrace zakladnich prvkt
snizujici kvalitu potravy, ¢i vysoka koncentrace sekundarnich metabolitt (Lawrey 1983).

Role sekundarnich metabolitd v interakcich s bezobratlymi zivocichy je nejednoznac¢na; tyto latky plni
fadu funkci a n€které z nich poskytuji ochranu pouze specifickym druhtim lisejnikd, zatimco u jinych
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druhti tento efekt nebyl pozorovan (Seyd a Seaward 1984; Baur et al. 1994; Asplund et al. 2010). Dle
studie Lawrey (1983) se v pfipadé potravni preference bezobratlych jednd spiSe o tzv. avoidanci
(vyhybani se) nékterym druhtim liSejnikl s odpuzujicimi sekundarnimi metabolity. Asplund a Wardle
(2013), Cernajova a Svoboda (2014) a dal§i prokazali ve svych studiich obranny u¢inek uréitych
sekundérnich metaboliti vii¢i bezobratlym.

Slouceniny, které mohou mit ochrannou anti-herbivorni funkci jsou pravdépodobné pfitomné ve dfeni
stélky liSejniku (napft. kyselina vulpinova a pinastrova), zatimco sekundarni metabolity vyskytujici se
predevsim ve svrchni klife a fotobionti vrstvé (napf. parietin a kyselina usnova) s vysokou
pravdépodobnosti lisejnik chrani proti slune¢nimu zafeni (Gauslaa 2009; Solhaug a Gauslaa 2012; Le
Pogam et al. 2016).

1.2. Interakce liSejnikii a roztoct

Roztoc¢i jsou castymi obyvateli liSejnikd. Seyd a Seaward (1984) uvadéji seznam druhli roztoci
rozdélenych do skupin dle jejich vazby na liSejniky (od specialistd znamych ptevazné z lisejniki, po
generalisty, ktefi obyvaji celou fadu riiznych prostiedi). Studie Root et al. (2007) prokazala preferenci
epifytickych liSejnikd rozto¢i oproti holé kiife stromi. Nicméné interakcim roztoclt a liSejnikl se
vénovaly predev§im studie zabyvajici se vazbou spoleCenstev rozto¢ti na konkrétni druhy liSejniki
(napt. Stubbs 1989; Smrz a Kocourkova 1999; Materna 2000; Wehner et al. 2016; Melekhina 2023).

Na liSejnicich byly nalezeni zastupci roztocl ze skupin Oribatida, Prostigmata (=Actinedida),
Mesostigmata (=Gamasida) a Astigmata (=Acaridida) (André 1979; Sechting a Gjelstrup 1985; Smrz a
Kocourkova 1999).

Ve své diplomové praci se vénuji téméf vyhradné roztocim ze skupiny Oribatida (pancifnici), protoze
dle vétsiny studii (napf. Sechting a Gjelstrup 1985; Stubbs 1989; Smrz a Kocourkova 1999; Seyd a
Seaward 1984) jsou nejcastéjsi skupinou asociovanou s lisejniky (dle Root et al. (2007) dokonce jedinou
pozorovanou).

Rad Oribatida obsahuje kromé vyjimek (predatort drobnych bezobratlych; Seniczak et al. 2017 a
Ramakrishnan a Neravathu 2019) saprofagy a fytofagy (Schneider et al. 2004). Schuster (1956) d€li
fytofagy na mikrofytofagy, ktefi konzumuji pfedevs§im ptidni mikrofloru (houbové hyfy a spory, fasy,
casti stélek lisejniki nebo napt. pylova zrna rostlin) a makrofytofagy, kteti se zivi rozkladajicimi se
rostlinnymi pletivy. Luxton (1972) pouziva podobné déleni — na mikrofytofagy (zahrnujici mykofagy,
bakteriofagy a algofagy) a makrofytofagy (Zivici se vy$$imi rostlinami — listy i1 dfevem). Oproti tomu
Krantz a Lindquist (1979) fadi roztoce Zivici se liSejniky mezi makrofytofagy. Tieti skupinou, ktera
sdruzuje roztoe vyuzivajici obé zminéné strategie, jsou dle Schuster (1956) tzv. nespecialisté, dle
Luxton (1972) a Hubert et al. (2001) nazyvani panfytofagové. Luxton (1972) navic ptidava nepitilis
obvyklé¢ potravni strategie panciinikl: zoofagy, nekrofagy a koprofagy. Siepel a Rutier-Dijkman (1993)
pouzivaji odlisné rozdéleni potravnich strategii: fungivorni ,,grazers (konzumujici houby), fungivorni
orowsers* (vybirajici si konkrétni ¢asti hub dle schopnosti je travit), herbo-fungivorni spasaci,
oportunisticti herbo-fungivorni spasaci (kteii své stravovaci navyky upravuji dle dostupnosti potravy),
herbivorni ,,browsers* (schopni travit pouze nckteré casti rostlin), herbivorni ,,grazers” (neselektujici
rostlinné ¢asti) a omnivofi (konzumujici rostlinny, houbovy i piipadné Zivocisny material). Vzhledem
k tomu, ze rozto¢i konzumuji jak houbovou, tak fasovou slozku liSejnikd, fadili by se dle tohoto pojeti
mezi herbo-fungivorni nebo oportunistické herbo-fungivorni spasace.



Na spoleCenstva roztocth ma vliv typ stélky liSejniku, pfi¢emz zde plati stejny trend jako u ostatnich
bezobratlych, a to, ze jsou preferovany lisejniky s lupenitou stélkou (Froberg et al. 2003; Root et al.
2007). Rozdily ve spolecenstvech roztoct byly zaznamenany i mezi jednotlivymi druhy lisejnik
(stejného typu stélky), jak je vidét napi. ve studiich Seyd a Seaward (1984) a Froberg et al. (2003).
Nejvetsi mnozstvi jedincidl roztoclt bylo zaznamendno z prostiedi obsahujici zaroven vétsi diverzitu
lisejnikid (Roos et al. 2022).

Méné prozkoumanou otazkou je vliv druhu stromd, na kterém liSejniky asociované s roztoci rostou.
Tento vliv potvrzuje studie André (1979), ale naopak ve studii Smrz a Kocourkova (1999) tento vliv
nezaznamenali. Vyznamny vliv na rozto¢e ma ale urCit¢ nadmorska vyska, kdy tento faktor je pro
nékteré druhy roztoct urcujici (Smrz a Kocourkova 1999; Materna 2000). Naopak se zda, ze ro¢ni
obdobi na spolecCenstva roztocl témér zadny vliv nema (André 1984). Mozny vliv na spolecenstva
roztocll by mohla mit expozice vzhledem ke svétovym stranam. Na to poukazuje pouze jedina studie
Sechting a Gjelstrup (1985), ktera se zabyvala rozto¢i ze skupiny Prostigmata.

Nekolik studii potvrdilo vyuzivani liSejnika roztoci jako potravu (napt. Sowter 1971; Seyd a Seaward
1984; Meier et al. 2002). Roztoci ale vyuzivaji liSejniky pfedevsim jako ukryt (Seyd a Seaward 1984;
Stubbs 1989; Materna 2000; Wehner et al. 2016), nicméné liSejniky maji pravdépodobné roli i v
rozmnozovani roztocl, predevsim pro kladeni vajicek (Seyd a Seaward 1984). Tomuto tématu se vSak
dosud nikdo dostatecné nevénoval a jde tedy spiSe jen o predpoklad vychdzejici z vyskytu roztoct v
ruznych vyvojovych stadiich (larvy, nymfy a dospélci) na lisejnicich (Froberg et al. 2003).

Na druhou stranu, roztoci mohou pfinaset liSejnikim vyhody, a to zejména pomahat pii jejich Siteni
(Meier et al. 2002). Naznacuji tomu studie Smith (1921), Stubbs (1995) ¢i Root et al. (2007), které
zaznamenaly rozto¢e majici na povrchu téla ¢asti lisejnikt (pfedevsim sorédie). Studie Meier et al.
(2002) dokonce uvadi zivotaschopnost askospor i bun€k fotobionta ve fekalnich peletech roztoci (tedy
preziti po priichodu travicim traktem roztoct).

Interakce liSejnikti a roztocti maji vyznam i pro cely ekosystém, konkrétné pro cirkulaci mineralnich
prvkd. Diky spasani rozto¢i se do ob&hu vraci prvky, které lisejniky akumuluji (napt. vapnik, méd’,
draslik, olovo) (Clair et al. 2002), coz potvrdila napf. studie Lawrey (1980), ve které byl potvrzen
transport vapniku od liSejnikd k roztocum. Jegede et al. (2023) ukazali silny pozitivni vliv pokryvu
lisejniku Alectoria nigricans na padni roztoce v kanadské tundie. Autofi diskutuji, ze pokud by vlivem
antropogennich zasahti doslo k naruSeni spoleCenstev liSejnikd, doslo by zifejmé i k ubytku plidnich
roztocl, coz by mohlo mit fatalni vliv na celé arktické ekosystémy, nebot’ tito roztoci jsou klicovymi
dekompozitory organického materialu.

1.3. Cladonia norvegica

Cladonia norvegica svymi charakteristickymi ¢ervenymi skvrnami na stélce (Timdal 1989) predstavuje
asi nejzajimavéj$i a nejnapadngj$i piiklad interakce lisejnik@i a roztodi. Cervené zbarveni je
pravdépodobné zptisobeno kyselinou rhodokladonovou (zndmou téZ mj. z plodnic Cervenoplodych
dutohlavek; Baker a Bullock 1969 a Stenroos 1989). Piedpoklada se, ze je produkovéana v reakci na
napadeni roztoCi (dle Pino-Bodas et al. (2021) se jedna o roztoce druhu Carabodes marginatus). Dle
ruznych autorti (napt. Timdal 1989; Liska et al. 1999; Ahti et al. 2013) ma kyselina rhodokladonova
anti-herbivorni u€inky a chrani tak liSejnik pted okusem roztoci.

Kyselina rhodokladonova (téz nazyvana mysaquinone; Spribille et al. 2011) dosud nebyla piilis
zkoumanym sekundarnim metabolitem lisejnikti (Macias et al. 2007) a jeji ucinky na zivo€ichy (v¢etné
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roztoCl) zatim nebyly dostatecné studovany. Nékteré studie (napf. Dayan a Romagni 2001; Macias et
al. 2003) nicmén€ poukazuji na jeji herbicidni a alelopatické¢ vlastnosti, konkrétn€¢ zptsobujici
malformace kofenli semenackt a inhibici fotosystému II (PSII) v tylakoidech. Podle distribuce
sekunddrnich metabolitd ve stélce liSejnikti lze usuzovat, Ze barevné pigmenty vyskytujici se
v apothécicih (a tedy i kyselina rodoklanovd) mohou chranit reprodukéni orgdny liSejnikd pred UV
zéafenim, bakteriemi, houbami a dal§imi organismy (Le Pogam et al. 2016). Z tohoto pohledu je zajimava
pfitomnost kyseliny rhodokladonové ve dieni a hypotheciu (spodni vrstvé apothecia, pod hymeniem) u
liSejniku Mycoblastus sanguinarius (Bohman-Lindgren 1973; Tensberg 1992; Spribille et al. 2011),
ackoliv i zde se tato latka odkryva prave pti okusu (meékkysi) a poskozeni ¢i fezu stélky (Spribille et al.
2011; Malicek et al. 2024), coz je dano pravé piitomnosti tohoto pigmentu ve dieni. Mozné vysvétleni
vyznamu kyseliny rhodokladonové u tohoto liSejniku zatim ale z4dna studie nenabizi.

Z evoluc¢niho hlediska dutohlévek je produkce kyseliny rhodokladonové vyznamna. Monofyleticka linie
Erythrocarpae (Stenroos et al. 2019) sdruzuje cervenoplodé druhy rodu Cladonia, které jsou
charakterizovany pravé tvorbou kyseliny rhodokladonové v plodnicich. Naproti tomu druh Cladonia
norvegica ma svétlé plodnice a Cerveny pigment produkuje pouze (jako reakci na okus roztoci) na
pfizemnich Supinach nebo na povrchu podécii.

V minulosti pfevladal nazor, ze skupina Cladonia se svétlymi plodnicemi (tzv. Ochroleuceae) je
vysledkem evolu¢ni sekundarni ztraty Cerveného pigmentu (Dahl 1952; Ahti 2000). Podle autord
posledni publikované fylogenetické studie dutohlavek, Stenroos et al. (2019), tomu tak vSak neni.
Vysvétluji to tim, Ze obé monofyletické linie (Erythrocarpae a Ochroleucae) maji apomorfni znaky
v podobé barvy plodnic (tedy barva plodnic je charakteristicka pro vSechny druhy v danych skupinach)
a oba stavy jsou evolu¢nimi novinkami, které se vyskytly v evoluci dutohlavek pravé jednou, a
nenazacuji tak tomu, ze by ¢ervenoplodé dutohlavky byly piedkem dutohlavek se svétlymi plodnicemi.
Nicméné schopnost produkce kyseliny rhodokladonové ve stélce (ackoliv neni pfitomna v plodnicich),
poukazuje na to, ze geny kodujici syntézu této latky jsou pfitomny v genomu. Vyjasnéni vysSiho
taxonomického zarazeni druhu Cladonia norvegica by tak mohlo poskytnout nové poznatky o
evoluénich procesech vedoucich ke vzniku ¢i ztraté ¢erveného pigmentu u dutohlavek.

Druh Cladonia norvegica byl popsan z oblasti Trendelagu v Norsku bez ¢ervenych skvrn (Tensberg a
Holien 1984). Tato forma byla zaznamenana i v Kanad¢ a USA (Tensberg a Goward 1992; Schram et
al. 2011), Chile a Argentin¢ (Stenroos a Ahti 1990) a Japonsku (Stenroos a Ahti 1994). Hojn&;jsi je vSak
forma s Cervenymi skvrnami, kterd byla poprvé zminéna ve studii Ruoss et al. (1987) z Rakouska a vice
ji popsal pozdg&ji Timdal (1989) z Norska, Finska, Svédska, Némecka a Protugalska. Zaznamenana byla
i v dal§ich evropskych zemich — napf. v Estonsku (LShmus a Léhmus 2009) a Polsku (Szczepanska et
al. 2023) a také v Asii, konkrétné v Rusku (Kuznetsova a Dudov 2017).

V Ceské republice byla nalezena forma se skvrnami (Liska et al. 1999; Mali¢ek et al. 2011; Malicek
2022). Vyskyt formy bez skvrn zatim udavan nebyl, coz mize byt zptisobeno nedostatkem patrani po
této forme ¢i mohl byt material bez skvin mylné ur€ovén jako druh Cladonia coniocraea, vzhledem k
jejich podobnosti. Dalsim moznym diivodem je, ze v Ceské republice se pro identifikaci C. norvegica
casto pouziva pravé pritomnost Cerveného pigmentu jako hlavniho rozliSovaciho znaku, coz mtze byt
zavadgjici pro formu bez skvrn.

Odlisujicim znakem oproti dal$im morfologicky podobnym druhiim dutohlavek jsou mensi, jemné
délené prizemni Supiny (Tensberg a Holien 1984). Nejspolehlivéjsi je vSak chemické odliSeni na zaklade
pritomnosti kyseliny barbarové a 4-O-demetylbarbatové (oproti kyseliné fumarprotocetrarové u
morfologicky podobnému druhu Cladonia coniocraea). Ta mize byt prokazana pomoci tenkovrstevné
chromatografie (TLC), ale také pomoci stélkové reakce, kdy C. norvegica nereaguje s lihovym roztokem
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parafenylendiaminu (tzv. P- reakce) a pomoci UV zafeni, pod kterym reaguje slabé bile (Tensberg a
Holien 1984; Schram et al. 2011).

Druh obvykle roste na rozkladajicim se dfevé a bazi stromli ve spoleCenstvech dalSich dutohlavek
(Tensberg a Holien 1984; Liska et al. 1999; Randlane et al. 2021). Charakteristicky je vyskyt na vlhkych
stanovistich (v lesich) (Liska et al. 1999), typicky ve starych, pralesovitych lesich a ptilezitostng i
v hospodaiskych porostech (pfedevsim ve smrcinach). Tento boreo-montanni lisejnik vykazuje mirné
oceanickou tendenci (Mali¢ek et al. 2021; Randlane et al. 2021; Szczepanska et al. 2023). V Ceské
republice byly zaznamenany nejbohatsi populace na Sumavé, ale znamy jsou i dalsi lokality (Maliek
et al. 2021). Ve stiedni Evropé je tento druh povazovan spise za vzacny (Malicek et al. 2021; Randlane
et al. 2021; Szczepanska et al. 2023).

Mimo vysSe uvedené informace je o druhu Cladonia norvegica a pivodu ¢ervenych skvrn znamo jen
velmi malo. Stale neni potvrzend identita cervené latky (zda se opravdu jednd o kyselinu
rhodokladonovou) a nejsou znamy jeji funkce ve vztahu k rozto¢im. Dalsi zdsadni nezodpoveézenou
otazkou je diivod absence Cervenych skvrn v urcitych geografickych oblastech. Jednim z moznych
vysvétleni je nepfitomnost nebo nizka aktivita roztoc v téchto oblastech (Stenroos a Ahti 1990).
Doposud nebyly publikovany zadné sekvence DNA tohoto druhu, coz zpochybiiuje jeho status jako
dobfe vymezeného monofyletického taxonu a otevira otdzku zarazeni mezi ostatni skupiny dutohlavek.

Cladonia norvegica ale prinési i spoustu otazek tykajicich se prave interakce s rozto¢i. Konkrétni udaje
o tom, které skupiny roztocl na tomto liSejniku ziji, zda jej skuteén¢ konzumuji, jak se predpoklada, a
zda tato konzumace vyvolava Cervené zbarveni, zatim chybi. Neni ani znamo, zda rozto¢i tento lisejnik

vyuzivaji mimo potravu i pro rozmnozovani, zda se jedna o potravni generalisty Zijici a konzumujici i
jiné zdroje potravy ¢i naopak o specialisty s tizkou vazbou na lisejniky (¢i dokonce pouze na tento druh).



2. Cile prace
Cilem této diplomové prace je zodpovédet nasledujici otazky:

1. Je Cladonia norvegica dobte definovanym a monofyletickym taxonem?

a. Do které skupiny dutohlavek patii (v pojeti dle Stenroos et al. 2019)?

b. Je Cervené barvivo ve stélce skutecné kyselina rhodokladonova (jak na zdkladé TLC
dat piedpokladal Timdal 1989)?

2. Které druhy roztocii se vyskytuji na tomto lisejniku, a které z nich zpisobuji ¢ervenou reakci na
stélce?

a. Ziji tyto druhy rozto&d i na jinych dutohlavkach na lokalitach vyskytujicich se
spolecné s C. norvegica?

b. Je absence cervenych skvrn na materialu druhu C. norvegica ze sttedniho Norska
zpusobena absenci (pfipadné nizkou aktivitou) roztoct, které tyto skvrny v jinych
oblastech Evropy zptisobuji?

c. Vyuzivaji rozto¢i lisejniky kromé potravy i pro rozmnozovani, tedy probiha ve
stélkach lisejnikli i ontogeneticky vyvoj roztocu?

3. Konzumuji roztoci i ¢ervené Casti stélky, nebo se jim naopak vyhybaji? Funguji tedy Cervené
skvrny jako obrana liSejniku proti spasani?

a. Preferuji roztoCi pro potravu lisejnik C. norvegica s ¢ervenymi skvrnami ¢i Cisté
zelenou formu ze stfedniho Norska?



3. Material a metody
3.1. LiSejnik

3.1.1. Maternal

Pro molekularni analyzy mykobiontti bylo pouzito celkem 42 vzorkd Cladonia norvegica. Material
zahrnoval oba morfotypy; bez ¢ervenych skvrn, jak byl druh ptivodné popsan (12 vzorki sesbiranych
na rtiznych lokalitich v Norsku, véetné typové lokality) a s ervenymi skvrnami (30 vzorkd; z Ceské
republiky, Estonska, Kanady, Norska, Rakouska a Skotska) — viz Obr. 1 a Obr. 2. Na jedné lokalité v
Trendelagu v Norsku byly sesbirany polozky se skvrnami i bez skvrn, rostouci do deseti metrti od sebe.
Na vSech lokalitach rostla C. norvegica na dievu spolené s mechorosty ve vlhkém prostiedi (nejcastéji
smiSeném, pfipadné jehlicnatém lese). Prehled polozek, vcetné presnych lokalit, data sbéru, sbératele
atd. je v Tab. A, Ptilohy.

Sesbirany material byl potvrzen pomoci metod vyuzivajicich chemismus, a to pfedev§im reakce
parafenylendiaminu (pro rozliSeni Cladonia norvegica od Cladonia coniocraea v terénu; Ahti et al.
2013), pozitivni UV reakce (slabd modro-bila reakce v kontrastu s negativni reakci v ptipadé C.
coniocraea; Orange et al. 2001) a tenkovrstevné chromatografie (TLC) (viz nize).
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Obr. 1: Evropské lokality pouzitého materialu; zelenymi puntiky oznacena forma bez skvrn, cervenymi forma se skvrnami na
stélce; mapa byla vytvorena pomoci programu RStudio (R Core Team 2023) za pouziti balicku RgoogleMaps (Loecher a
Ropkins 2015)



Obr. 2: Oblast, ze které pochazeji kanadské sbéry (dvé lokality ve vzdalenosti 2,4 km od sebe); mapa byla vytvorena pomoci
programu RStudio (R Core Team 2023) za pouziti balicku RgoogleMaps (Loecher a Ropkins 2015)

3.1.2. TLC

Pro TLC bylo vybrano 41 vzork Cladonia norvegica z riznych evropskych i kanadskych lokalit (viz
Tab. A, Ptilohy): jedenact vzorki bez cervenych skvrn a 30 vzorkl s ervenymi skvrnami. TLC bylo
provedeno dle metodiky Orange et al. (2001). Jako standard byla zvolena Cladonia symphycarpa
obsahujici kyselinu norstiktovou a atranorin. Pro extrakci sekundarnich metabolitii bylo pouzito jedno
podécium z kazdého vzorku lisejniku, pfipadné, pokud podécium ve vzorku nebylo pfitomno, byly
pouzity Supiny (to se tykalo vzorkll ozna¢enych N13A, N30, N31, N32, N43, N4. a N25). Celkem 29
vzorkil bylo analyzovano tfemi rozpoustédlovymi systémy (A, B a C), u zbyvajicich dvanacti vzorkt
byly pouzit pouze dva systémy (A a C).

3.1.3. HPLC a LC-HRMS analyza

Pro potvrzeni identity Cerveného barviva byla provedena vysokoucinna kapalinova chromatografie
HPLC a kapalinova chromatografie spojena s vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii LC-HRMS.
Bylo vyuzZito tii herbatovych polozek Cladonia norvegica (B1=ZP32349, B2= 2057 Jiti Malicek a B3=
3128 Jiti Malicek). Jako standard pro kyselinu rhodokladonovou byly pouZity plodnice druhu Cladonia
bellidiflora (B5= 988 Jana Steinova), které tuto latku obsahuji. Ze susené stélky liSejnikd byly pomoci
ziletky vypreparovany pouze cervené casti stélky a ty byly ve zkumavkach poslany do
Mikrobiologického ustavu AV CR, v. v. i. do Laboratofe genetiky a metabolismu hub, kde byla
provedena extrakce, HPLC a LC-HRMS analyza.



3.1.3.1. Extrakce

Rehydratované vzorky lisejnikti byly extrahovany pomoci 500 pl dichlormethanu (pfes noc, ve tme).
Vzorky byly centrifugovany a supernatant nasledné odpaten do sucha na vakuové odparce za snizeného
tlaku. Ziskany extrakt byl nafedén v methanolu (0,1 ml) a pouzit dale pro dalsi analyzy.

3.1.3.2. HPLC

HPLC bylo provedeno s pouzitim systému vybaveného fidici jednotkou 600E, autosamplerem 717 a
dudlnim UV detektorem 2487 (Waters, Milford, MA, USA) dle metodiky bliZze popsané v praci Flieger
etal. (2016), s drobnymi Gpravami: byla pouzita kolona Gemini 5 um C18 (250 x 4,6 mm, Phenomenex,
Torrance, CA, USA) s predkolonou. Mobilni faze se sklddala z H.O/MeOH + 1 % TFA. Gradientova
eluce zacinala na 30 % MeOH (0 min) a linearn€ nariistala na 100 % MeOH béhem 20 minut, pfi
pratokové rychlosti 1,0 ml/min. UV detekce byla provadéna pii vinovych délkach 290 nm a 440 nm.

3.1.3.3. LC-HRMS

K separaci extraktu (5 pl) byl pouzit LC systém Agilent Infinity II s kolonou Poroshell 120 EC-C18 (2,7
pum, 3x100 mm) a pedkolonou stejného typu, zahtaty na 40 °C, a s gradientni metodou nastavenou na
pratok 0,4 ml/min.

Metoda se skladala z:

1. izokratické faze (0-0,5 min, 10 % acetonitrilu (B) a 90 % vody s pridavkem 0,1% kyseliny
mravenci)

2. gradientni faze (0,5-5 min, gradient od 10 % B do 100 % B)

3. zavérecné faze (5—15 min, kde byly po¢ate¢ni podminky (10 % B) obnoveny izokratickou eluci
se 100 % B (10 min)).

Pted injekci dalsiho vzorku byla kolona ponechédna k vyrovnani na vychozich podminkach po dobu 5
minut. lontovy zdroj pracoval v rezimu negativni ionizace.

Byl pouzit hmotnostni spektrometr Agilent 6546, qTOF a analyza dat probéhla v softwaru Agilent
MassHunter Qualitative Analysis 10.0.

3.1.4. Molekularni analyza

3.1.4.1. Extrakce DNA

DNA byla extrahovana ze 42 vzorkd Cladonia norvegica pomoci standardniho CTAB protokolu Cubero
et al. (1999) s nasledujicimi optimalizacemi: rozdrceni materidlu pomoci wolframovych kulicek,
prodlouZeni zmrazeni (-20 °C) po piidani isopropanolu na 30 minut a extra ¢isténi 96% ethanolem. Pro
izolaci DNA bylo vZdy pouzito jediné podécium.

3.1.4.2. PCR

Celkem byly amplifikovany tfi molekularni markery pro mykobionta:

1. ITS rDNA pomoci primerd ITS1F (Gardes a Bruns 1993) a ITS4 (White et al. 1990),

2. mala mitochondrialni podjednotka (mtSSU) pomoci primert mrSSU1 a mrSSU3R (Zoller et al.
1999) a

3. elongacni faktor 1o (EF-1a) pomoci primerit CLEF-3F a CLEF-3R (Yahr et al. 2006).



Pro vSechny PCR reakce byla pouzita reakéni smés v objemu 20 pl reakéni smési, obsahujici:

e 14,4 uldd HO

e 4 ul pufr MyTaq (Bioline, UK)

e 0,2 ul forward primer

e 0,2 ul reverse primer

e 0,2 ul polymeraza MyTaq (Bioline, UK)
e | pl extrahovand DNA

Pro amplifikaci fragment ITS a EF-1a byly nastaveny tyto podminky PCR:

1. inicia¢ni faze 95 °C po dobu 1 minuty
2. 35cykla:
o denaturace (95 °C, 30 sekund)
o annealing (54 °C, 30 sekund)
o elongace (72 °C, 30 sekund)
3. zavérecna elongace 72 °C po dobu 3 minut.

Pro amplifikaci fragmentu mtSSU byl pouzit tento program PCR:

1. inicia¢ni faze 95 °C po dobu 1 minuty
2. 35cykla:
o denaturace (95 °C, 30 sekund)
o annealing (60 °C, 30 sekund)
o elongace (72 °C, 30 sekund)
3. zavérecna elongace 72 °C po dobu 3 minut.

Kontrola pfitomnosti a kvality PCR produktu byla zjistovana pomoci elektroforézy s pouzitim 1% TAE
agarozového gelu a zna¢enim ethidiumbromidem.

3.1.4.3. Precisteni a sekvenace

Precisténi PCR produktu bylo provedeno pomoci paramagnetickych kuliceck SPRI AMPure XP
paramagnetic beads (Beckman Coulter, USA) dle protokolu vyrobce a koncentrace precisténého PCR
produktu byla zméfena na pfistroji NanoDrop 1000. Sekvenace prob¢hla v Macrogen Europe
(Amsterdam, the Netherlands) se stejnymi primery, které byly pouzity pro PCR amplifikaci.

3.1.4.4. Zpracovani sekvenci a tvorba alignmentu

Sekvence byly prvotné zpracovany v programu SeqAssem (Hepperle 2004) a alignment byl vytvofen
v programu MEGA11 (Tamura et al. 2021). Alignment obsahoval 42 vlastnich sekvenci a byl doplnén
o ¢tyii sekvence Cladonia norvegica a ¢tyti sekvence Cladonia bacilliformis ziskanych v ramci projektu
OLICH, které dodal prof. Einar Timdal (Natural History Museum, Oslo). Dale byly pfidany vybrané
sekvence z GenBanku (NCBI) (Sayers et al. 2022). Jednalo se o jednu sekvenci C. norvegica, osm
zastupct dutohlavek ze skupiny Ochroleucae, 14 zastupct ze skupiny Erythrocarpae, a dale o outgroup
obsahujici 18 sekvenci hnédoplodych dutohlavek. Finalni konkatenovany alignment obsahoval celkem
91 sekvenci a 2091 znaku.

3.1.4.5. Fylogenetické analyzy

V programu MAFFT v7 (Katoh a Standley 2013) bylo provedeno rozdéleni alignmentu na jednotlivé
partitions kvili riizné rychlosti evoluce ¢asti vybranych markerti. Substitu¢ni modely pro nasledujici
fylogenetické analyzy byly vypocteny zvlast pro ¢ast ITS1, ITS2 a 5,8 S rDNA a pro markery EF a
mtSSU (Tab. 1). Modely byly uréeny podle jModelTestu v CIPRES (Miller et al. 2015).
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Tab. 1: Délka a vybrany substitu¢ni model jednotlivych ¢asti findlniho alignmentu

333
TIM2ef+G JC K80+G HKY + TrNef+G

Fylogeneticky strom byl nalezen metodou Bayesovy inference v programu Mr. Bayes v3.2.7a (Ronquist
et al. 2012). Nejprve byly ziskany fylogenetické stromy pro jednotlivé markery, a protoze jejich
topologie byly shodné, byl vytvoren konkatenovany strom se v§emi markery. Pro statistickou podporu
jednotlivych vétvi byl vytvoren fylogeneticky strom metodou maximum likelihood v programu RAXML
v8.2.10 (Stamatakis 2014). Fylogenetické stromy byly prvotné upraveny v programu FigTree v1.4.4
(Rambaut 2018). Ve vysledném fylogenetickém stromu byly kromé posteriornich pravdépodobnosti
zobrazeny bootstrap hodnoty ziskané z maximum likelihood analyzy. Strom byl nakonec graficky
upraven v programu Adobe Illustrator.

3.1.5. Pozorovani ¢ervenych skvrn na stélce Cladonia norvegica

Na dvanacti Cerstvych polozkach C. norvegica z riznych evropskych lokalit (ze ¢tyf ¢eskych lokalit,
péti norskych, dvou rakouskych a jedné skotské) byla provedena jednoducha analyza ¢ervenych skvrn.
Bylo nadhodné zvoleno deset ¢ervenych skvrn na kazdé poloZce, které byly otevieny pinzetou s ostrym
hrotem a bylo zaznamenano, zda se jednalo o pouhy pigment, dutou komirku, komtrku obsahujici
nymfu roztoce ¢i komirku obsahujici pobytové znaky (fekalni pelety nebo dirky od spasani) — viz Obr 3.
Vysledky byly zpracovany do kolacového grafu v programu Microsoft Excel.

Nalezené nymfy byly uchovany v Cistém ethanolu pro molekularné genetické analyzy (viz kapitolu
3.2.1. niZe).

Obr. 3: Na obrazku A juvenilni stadium roztoce sedici v oteviené komiirce, na obrazku B duté komtrky s dirkami jakozto
pobytovymi znaky roztoct
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3.2. Identifikace roztocu

3.2.1. Material

Sesbirané liSejniky byly uchovéany v plastovych uzaviratelnych saécich pfi teploté cca 4°C. Do tydné od
sbéru byli extrahovani rozto¢i. Nymfy (celkem 28 nymf'z 15 riznych evropskych lokalit) byly manualné
extrahovany z komiirek ve stélkach liSejniku (viz vySe). Ve vSech piipadech se jednalo o nymfy
panciinikti (Oribatida). Nasledné byla provedena hromadna extrakce dospé€lct a volné se pohybujicich
nymf pomoci Berlese-Tullgrenova extraktoru (Tullgren 1918) (Obr. 4). Do extraktoru byly pouzity
liSejniky vcetné substratu, na kterém rostly. Extrahovani roztoci byli uchovani v ¢istém ethanolu a
pozdgji urceni dle klice Weigmann (2006). Ke kazdé polozce Cladonia norvegica byla sesbirana a dale
zpracovana kontrolni polozka C. coniocraea rostouci v tésné blizkosti C. norvegica.

Celkem bylo pomoci extraktoru zpracovano 28 polozek (pét Cladonia norvegica z norského Trendelagu
bez skvrn + pét kontrolnich C. coniocraea, dvé C. norvegica se skvrnami + dvé kontroly z Rakouska,
dve C. norvegica z Trondelagu se skvrnami + jedna kontrola — druha kontrola byla z lokality, kde rostla
i C. norvegica bez skvrn, a Sest C. norvegica z norského Vikenu se skvrnami + pét kontrol — na jedné
lokalité byly sesbirany dva vzorky z rGznych substratil, coz ale dale nebylo nijak zpracovano).

Obr. 4: Berlese-Tullgreniv extraktor (liSejniky jsou vlozeny do sita, které stoji na nalevce, kvili teplu vyzatfovanému zarovkou
se roztoci zavrtavaji do substratu a sitem propadavaji do sbérné nadoby)

U objemové mensich polozek a polozek s chybégjici kontrolou (VV21, ZP 32349, JS1220 a DS
29.10.202) byla extrakce provedena pouze manudlné pomoci pinzety a §tétecku. S témito vzorky se dale
nepracovalo ve statistické analyze.

3.2.2. Molekularni analyza nymf

Protoze vétsina juvenilnich stadii rozto¢i (s odliSnou morfologii od dospé€lcti) nalezenych na Cladonia
norvegica neni morfologicky popsana a neexistuje pro n¢ souborny urCovaci kli¢, je morfologicka
identifikace té€chto juvenili nemozna. Proto bylo pro identifikaci nymf vyuzito sekvenovani DNA
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a porovnani se sekvencemi dospé€lcii. Cely proces DNA extrakce, PCR i samotné sekvenace byl
proveden pod vedenim Mag. Dr. Sylvia Schéffer v laboratofi v rakouském Styrském Hradci na
Universitit Graz (Institut fiir Biologie) v ramci praktické staze projektu AKTION.

3.2.2.1. Extrakce DNA

Extrakce DNA z nymf zahrnovala zahtati vzorku ve 25 ul 10% roztoku Chelex® 100 na 95 °C po dobu
20 minut a jeho nasledné zamrazeni. Diky mékké povaze tél juvenilnich roztoct nebylo zapotiebi
manualni rozdrceni.

3.2.2.2. PCR
Byl vyuzit fragment D3 jaderného genu 28S rRNA, ktery byl prokazan jako vhodny molekularni marker

u roztocl skupiny Oribatida (Lehmitz a Decker 2017). Pro amplifikaci byly vyuzity primery d3A a d3B
(Litvaitis et al. 1994).

Vsechny PCR reakce byly provedeny v objemu 10 pul reakéni smési, obsahujici:

e 435uldd H:O

e | pl pufr BioThermRed (GenExpress)

e 0,5 pl forward primer

e 0,5 pl reverse primer

e 0,5ul dNTP

e 0,4 ul polymeraza BioThermRed (GenExpress)
e 0,75 ul 50 mmol MgCl, (VWR)

e 2 ul extrahovand DNA

Nastaveny byly tyto podminky pro PCR:

1. iniciacni fdze 94 °C po dobu 3 minut

2. 40 cyklu:
e denaturace (94 °C, 30 sekund)
e annealing (prvnich 18 cykli 48 °C, 30 sekund a zbylych 22 cyklt 50 °C, 30 sekund)
e clongace (72 °C, 1 minuta)

3. zéavérecna elongace 72 °C po dobu 7 minut.

Vysledny PCR produkt byl podroben kontrole pomoci elektroforézy za pouziti 2% agarézového gelu a
znaceni latkou peqGREEN. Vzorky byly obarveny bromfenolovou modii. Vysledny gel byl pozorovan
pod UV zafenim v Transilluminator.

3.2.2.3. Precisteni a sekvenace

PCR produkty byly pfecistény od zbylych dNTP a primert enzymem ExoSAP-IT™ (dle postupu
vyrobce Affymetrix): pouziti 1,5 ul dd H20 a 0,75 ul enzymu na vzorek a zahiani v termocykleru na
37 °C po dobu 45 minut nésledované 80 °C po dobul5 minut pro zneaktivnéni enzymu.

Pro sekvenac¢ni reakci byla pouzita reakéni smés:

e 1,6 ul pufr BioThermRed (GenExpress)

e 0,25 pl primer

e 0,3 pl sekvenacéni terminator BigDye (Applied Biosystems)
e 585uldd H:0

e 2 ul precistény PCR produkt
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Byly nachystany dvé reakéni smési s odliSnymi primery, protoze kazdy vzorek byl pouzit dvakrat —
jednou s forward primerem a podruhé s reverse primerem (pro sekvenovani z obou stran). Podminky
byly nastaveny takto:

Nastaveny byly tyto podminky:

o 27 cykll:
o denaturace (94 °C, 20 sekund)
o annealing (52 °C, 20 sekund)
o elongace (60 °C, 45 sekund)

Nasledné bylo provedeno ¢isténi pomoci BigDye XTerminator™ (Applied Biosystems) kitu. Sekvenace
byla provedena v sekvenatoru Applied Biosystems™ 3500xL Genetic Analyzer.

3.2.2.4. Zpracovani sekvenci

Prvotni zpracovani sekvenci bylo provedeno v programu SeqAssem (Hepperle 2004) a alignment byl
vytvoten v programu MEGA11(Tamura et al. 2021).

Protoze sekvence pottebnych roztocti nebyly nalezeny v databazi NCBI GenBank, byl pro identifikaci
pouzit alignment obsahujici nepublikované sekvence dospélych identifikovanych rozto¢t Mag. Dr.
Sylvia Schéffer (Universitit Graz).

3.2.3. Morfologické urcovani dospélch

Dospélci pancifniki byli nalozeni do kyseliny mlééné pro prosvétleni (a lepsi zobrazeni druhovych
znakl), montovani do docasnych mikroskopickych preparatd na podloznim skli¢ku s jamkou a nasledné
ur¢ovani podle kli¢e Weigmann (2006).

3.2.4. Vyhodnoceni vysledkt

Prvotni analyzy a vystupy ve formé tabulek a grafti byly provedeny v programu Microsoft Excel.

Nejprve byl vytvofen seznam vSech nalezenych roztoc¢li, véetné extrahovanych nedospélych stadii.
V dal8ich analyzach jsem se vénovala jiz pouze nejpocetnéjSimu fadu — panciinici (Oribatida), a to
pouze dospélctim (identifikace juvenilii nebyla mozna, nebot’ pro n€ neexistuje urcovaci literatura).

Tabulka obsahujici nejcastéji nalézané druhy panciinikti obsahuje v piipadé celkového shrnuti jen ty
druhy vyskytujici se ve vice nez v 10 % vSech vzorkl. Tabulky pro jednotlivé formy liSejnikti obsahuji
roztocCe, kteti byli nalezeni ve vice nez 20 % vzorcich.

Do grafti zobrazujicich vyskyt jednotlivych druht roztoct v danych vzorcich lisejniki nebyly pouzity
ty druhy roztocd, které se vyskytovaly pouze v jednom vzorku po jednom jedinci.

Statistické analyzy byly provedeny v programu Jamovi (R Core Team 2021; The jamovi project 2022)
za pouziti bali¢kt car (Fox a Weisberg 2020), factoextra (Kassambara a Mundt 2020), psych (Revelle
2019) a snowCluster (Seol 2022).

Byl proveden Shapiro-Wilkliv test normality pro celkovy pocet jedincti a pocet druhli roztoci
v jednotlivych vzorcich lisejnikti a Leventv test homogenity rozptylu. Dale byla provedena Welchova
jednofaktorova ANOVA a zobrazeny grafy vyjadiujici pocet jedinct a pocet druhti ve vzorcich rozdélené

14



dle lisejnik. Pro vizualizaci dat byly pouzity tzv. violin grafy (houslové grafy), kombinujici krabicovy
graf . ,boxplot” s hustotnim grafem.

Podobnost spolecenstvech roztoct (tedy jednotlivych vzorkd) byla zkoumana shlukovou analyzou
Wardovou metodou s vyuzitim Euklidovské vzdélenosti a zobrazena do dendrogramu.

3.3. Potravné preferencni testy

3.3.1. Material a ptiprava testu

Potravné preferenéni testy byly provedeny v ramci praktické stize projektu AKTION ve Styrském
Hradci na Universitit Graz pod vedenim akarologa Dr. Tobiase Pfingstla. Design experimentu byl
inspirovan studii Koukol et al. (2009) a potravné preferen¢nimi testy s Cladonia norvegica provedenymi
v ramci diplomové prace Liebmann-Reindl (2024). Pied zahajenim testd byl na jeden tyden spustén
pilotni test pro nalezeni vhodnych podminek (stanoveni optimalniho mnozstvi lisejniku, poctu roztoct,
objemu prubézné pridavané vody atd.).

Celkem byly uskutecnény dva experimenty. Kazdy experiment byl proveden na dvou druzich roztoct —
panciiniktt Carabodes areolatus a Carabodes marginatus (Obr. 5). Tyto druhy byly vybrany, protoze se
jednalo o nejhojné;jsi druhy vyskytujici se na Cladonia norvegica v Rakousku (kde testy probihaly). Pro
kazdy druh roztoce bylo pouzito Sest plastovych boxl o priiméru 2 cm (tedy vzdy bylo Sest opakovani
testu) a dva kontrolni boxy (Obr. 6) obsahujici pouze jeden typ liSejniku. Pouzité kusy stélky liSejniki
mély velikost cca 1 mm?,

1. SW experiment — jednalo se o porovnani ¢ervenych (,,spots”) vs. zelenych c¢asti (,,without
spots®) stélky skvrnité formy Cladonia norvegica (pouzit byl material z rakouské
lokality Schockl — polozka VV22).

2. OT experiment — obsahoval porovnani zelenych ¢asti stélky dvou forem Cladonia norvegica z
Norska (jednim byl liSejnik obsahujici cervené skvrny z okoli Osla — polozka VV3, a druhym
byla zelena forma z okoli Trondheimu — polozka VV9).

r. .

Carabodes marginatus 200um Carabodes areolatus 200um

Obr. 5: Druhy rozto¢t vybrané pro potravné preferencni testy

Do kazdého boxu bylo vlozZeno celkem 15 jedincti roztoct extrahovanych pomoci Berlese-Tullgrenova
extraktoru (Tullgren 1918) z Cladonia norvegica a Cladonia coniocraea z rakouského Schockl (lokalita
odpovida polozce VV22 v Tab. A, Ptilohy): v ptipadé Carabodes areolatus bylo deset jedincti z extrakce

15



provedené 27. 10. 2023 a pét ze starsi extrakce 29. 9. 2023, u Carabodes marginatus tomu bylo naopak
— deset bylo ze starsi extrakce a pét z novejsi. Extrahovani roztoéi byli pod stereomikroskopem urceni
dle klice Weigmann (2006). Pokusy byly zahajeny 30. 10. 2023: SW ve 12:30 a OT v 15:30 (oznaceno
jako DEN 0).

Do plastovych boxti byla pro udrZeni optimalni vlhkosti pouzita sadra. Pro vétsinu testd byla namichana
Cerstva sadra, ale boxy ¢. 1, 2, 9, 10, 17, 18, 29 a 30 obsahovaly jiZ pouzitou sadru, avsak ethanolem

vydezinfikovanou. Boxy byly uchovavany ve tmé pii pokojové teploté.

Obr. 6: Prehled experimentit SW a OT s dvéma druhy roztoct (Carabodes areolatus a Carabodes marginatus), ¢isly jsou
oznaceny jednotlivé boxy, spodni boxy oznacené C jsou kontrolni (S znaci boxy pouze s cervenymi ¢astmi liSejniku, W znaci
boxy pouze se zelenymi ¢astmi, O znaci boxy s lisejnikem z okoli Osla a T znaci boxy s liSejnikem z okoli Trondheimu)

3.3.2. Zalozeni a prib¢h testh

3.3.2.1. Pravidelné zaznamendvani

Rano kazdy den, kromé vikendt, probéhlo pocitani fekalnich pelet; z celkového prubéhu 14 dni, tedy
doslo k deseti pocitani. Ranni pocitani probihalo obvykle v rozmezi 9:30-12:00. Do zdznamové tabulky
byl rozd€len pocet fekalnich pelet na ty, které byly pfimo na liSejniku, a na ty, které byly v jeho okoli.

Dale bylo provadéno pocitani roztocl, ktefi se vyskytovali na jednotlivych kusech liSejnikid. Toto
pocitani probihalo rano s pocitanim pelet, a navic béhem Sesti dnti odpoledne — v ¢ase 15:00—17:30.

Pti kazdém pocitani byla vizualné zkontrolovana vlhkost sadry a v pfipadé€ potieby piidano 3—5 kapek
kohoutkové vody.

3.3.2.2. Zasahy do experimentu
V DEN 2 byly vyménény plesnivéjici kusy liSejnikda.

V DEN 3 14:00 (po rannim poc¢itani) byly ptidany stélky lisejnikti do kazdého boxu — rozto¢i tak méli
na vyber ze Ctyt kusu liSejnikt (dva typy liSejniku po dvou kusech — viz Obr. 7).
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Obr. 7: Pohled na box, ve kterém jsou Cervené (1, 2) oznaCeny Cervené casti stélky liSejniku a zelen€ (3, 4) oznaceny zelené
casti lisejniku

Protoze oba cerven¢ kusy liSejniku v boxu 25 byly v DEN 4 (pfi pocitani) zkonzumované, byly doplnény
novymi stélkami, aby nemusel byt experiment ukoncen predcasné. Pelety okolo byly ponechdny a dale
pocitany, pelety na povrchu vSak byly odebrany spolu s liSejnikem a pocitany opé€t od nuly.

V DEN 7 byly vyménény liSejniky, které plesnivély nebo nebyly zneznamych divodi vibec
konzumovany (a to pouze z téch piivodnich — ne ty pfidavané v DEN 3) — viz Tab. 2. Jedinou vyjimkou
byl novy kus z Trendelagu v boxu 17, ktery byl navic ptidan, protoze byl jiz plné¢ zkonzumovan.

Tab. 2: Prehled vyménénych lisejnikii; X oznacuje vymeénu, S Cervené casti lisejniku Cladonia norvegica, W zelené ¢asti
lisejniku, boxy oznacené CS jsou kontrolni boxy obsahujici pouze ¢ervené kusy stélky, boxy ozna¢ené CW jsou kontrolni boxy
se zelenymi kusy stélky, O lisejniky z okoli Osla, T liSejniky z okoli Trondheimu, boxy oznacené CO jsou kontrolni boxy
obsahujici pouze skvrnity liSejnik z okoli Osla, boxy oznaceny CT jsou kontrolni boxy s Cisté zelenym lisejnikem z okoli
Trondheimu

Carabodes areolatus 11X X Carabodes areolatus 171X [ X
Carabodes areolatus 21X X Carabodes areolatus 18
Carabodes areolatus 31X X Carabodes areolatus 191X [X
Carabodes areolatus 41X X Carabodes areolatus 201X |[X
Carabodes areolatus 50X X Carabodes areolatus 211X [ X
Carabodes areolatus 61X |X Carabodes areolatus 221X X
Carabodes areolatus 7CS|X Carabodes areolatus 23CO|}X
Carabodes areolatus 8CW X Carabodes areolatus 24CT X
Carabodes marginatus 9 Carabodes marginatus 25
Carabodes marginatus 10 Carabodes marginatus 26 X
Carabodes marginatus 111X Carabodes marginatus 271X |X
Carabodes marginatus 12 Carabodes marginatus 28 X
Carabodes marginatus 13 X Carabodes marginatus 29
Carabodes marginatus 14 X Carabodes marginatus 30 X
Carabodes marginatus 15CS Carabodes marginatus | 31CO | X
Carabodes marginatus 16CW X Carabodes marginatus | 32CT
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K vyméné mrtvych roztocl za zivé (aby pocet zivych byl stale celkem 15) doslo (po rannim pocitani)
v DEN 2, DEN 4 a DEN 7 (viz Tab. 3).

Tab. 3: Ptehled vyménénych roztoct rodu Carabodes v jednotlivé dny experimentu, CS jsou kontrolni boxy obsahujici pouze
cervené kusy stélky Cladonia norvegica, boxy oznacené CW jsou kontrolni boxy se zelenymi kusy stélky, boxy oznac¢ené CO
jsou kontrolni boxy obsahujici pouze skvrnity liSejnik z okoli Osla, boxy oznaceny CT jsou kontrolni boxy s Cisté zelenym
lisejnikem z okoli Trondheimu

C. areolatus 1 1 C. areolatus 17

C. areolatus 2 C. areolatus 18 1 2
C. areolatus 3 6 111 C. areolatus 19 2

C. areolatus 4 1 C. areolatus 20 2 2 3
C. areolatus 5 3 111 C. areolatus 21 2 1
C. areolatus 6 3 C. areolatus 22 4 1 1
C. areolatus 7CS 2 111C. areolatus | 23CO 1 1
C. areolatus 8CW 2 C. areolatus 24CT 2

C. marginatus 9 111 C. marginatus 25 5 1 2
C. marginatus 10 3 1 21| C. marginatus 26 5 6 3
C. marginatus 11 3 111 C. marginatus 27 1 4
C. marginatus 12 2 1 C. marginatus 28 5 1 6
C. marginatus 13 1 111 C. marginatus 29 2 5

C. marginatus 14 1 211 C. marginatus 30 4 4 2
C. marginatus | 15CS 1 2 111 C. marginatus | 31CO 1 2
C. marginatus | 16CW 2 2 411 C. marginatus | 32CT 1 2

Kompletni ptehled experimentli se zaznamenanymi pocty fekalnich pelet a jedinci roztoct je v Tab. C
a Tab. D, Ptilohy.

3.3.2.3. Ukonceni experimentu

V DEN 8 vétsina pivodnich lisejnikl za¢inala porustat mikroskopickymi houbami (ale rozto¢i na nich
byli ptesto pfitomni a dale lisejniky konzumovali). V DEN 10 bylo jiz pocitani fekalnich pelet ztizeno
vSudypritomnou plisni a kousky sadry. I pfes kontaminaci houbami se ale v nékterych boxech roztoci
krmili na liSejnicich. Experiment tedy zatim nebyl ukonéen. V DEN 14 se kvuli porostu
mikroskopickymi houbami jiz nedalo téméf vibec pocitat, experiment byl tedy uzavien (tj.
13.11. 2023).

3.3.3. Statistické zpracovani vysledkt

Pro statistické analyzy byla tabulka obsahujici zdznam prubchu testli zjednodusena. Fekalni pelety
nalezené pfimo na liSejniku byly secteny s fekalnimi pelety, které byly v jeho tésné blizkosti. Secteny
byly také pelety i roztoci na obou kusech lisejniku t€hoZz typu (v ptipadé SW experimentu byly secteny
pocty jednak na Cervenych kusech lisejniku a také na zelenych kusech lisejniku, v piipadé OT
experimentu byly secteny zvlast’ pocCty pro ¢erven¢ skvrnitou formu lisejniku z okoli Osla a poté pocty
pro zelenou formu zokoli Trondheimu). V analyzidch se nepocitalo s kontrolnimi boxy. Kazdy
experiment tedy obsahoval dvanact boxi (Sest opakovani pro kazdy druh roztoce).
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Pro prvotni analyzu v programu Microsoft Excel byly pro sledovani fekalnich pelet vybrany nejvyssi
zaznamenané hodnoty ze vSech méfeni, protoze v ptipadé, ze byl zkonzumovéan cely kus liSejniku, zivili
se roztoci vlastnimi pelety a jejich pocet se tedy snizoval. Pro analyzu poctu jedinct rozto¢i byl zvolen
soucet jedinct vyskytujicich se za celou dobu experimentii na obou kusech téhoz typu lisejniku.

Dle prace Koukol et al. (2009), ve které prob&hly potravné preferencni testy pancirnikii pro rizné druhy
mikroskopickych saprotrofnich ptidnich hub, byla pro zpracovani dat zvolena analyza GLMM -
Zobecnénych linearnich modelli se smiSenymi efekty. Fixnimi efekty byly druhy roztocd, cast/typ
lisejniku a Casovy usek. Nahodné efekty reprezentovaly variabilitu mezi jednotlivymi opakovanimi —
mezi jednotlivymi boxy. Bylo pouZito Poissonovo rozdéleni pravdépodobnosti. Tato analyza byla diky
signifikanci efektti nasledovana post-hoc testy s pouzitim Bonferroniho korekce p-hodnot pro detailni
srovnani jednotlivych skupin. Vysledky byly graficky zobrazeny do rozptylovych a sloupcovych grafi.
Analyzy vCetné grafti byly provedeny v programu Jamovi (R Core Team 2021; The jamovi project 2022)
za pouziti balicku GAML,j (Gallucci 2019).
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4. Vysledky
4.1. LiSejnik
4.1.1. TLC

Vysledky tenkovrstevné chromatografie ukazaly, ze oba morfotypy Cladonia norvegica (s ¢ervenymi
skvrnami a bez nich) obsahuji stejné sekundarni metabolity — kyselinu barbatovou a 4-0-
demethylbarbatovou (viz Obr. 8 a Obr. A-D, Piilohy). Kyselina rhodokladonova, jejiz ptitomnost tyto
dvé formy odlisuje, metodou TLC neni piili§ dobfe zobrazitelna (témef nevzlind) a tvofi pouze svétle
rizovou skvrnu v misté naneseni na desku.

(5 ) neznama latka

|

. & O - » <+— k. barbatova
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Obr. 8: TLC (systém A) dvanécti polozek Cladonia norvegica z riznych lokalit (CR, Estonsko, Kanada, Rakousko, jedenact
je polozek s Cervenymi skvrnami a vzorek ¢. 13 je polozka bez skvin z Norska), vzorek ¢. 5 oznacuje standard (Cladonia
symphycarpa)

4.1.2. HPLC a LC-HRMS analyza

HPLC a naslednda LC-HRMS analyza prokazala pfitomnost ¢tyf sekundarnich metabolitii ve tiech
analyzovanych stélkach Cladonia norvegica s Cervenymi skvrnami: kyseliny rhodokladonové,
demethyl-rhodokladonové, barbatové a demethyl-barbatové, piiCemz ve vSech tfech vzorcich
dominovala kyselina barbatova. Dobfe je to patrné na srovnani reten¢nich ¢asii danych latek u standardu
a vzorku C. norvegica (Obr. 9 a Obr. 10), naméfené molekulové hmotnosti jednotlivych latek, které
vysly témér stejné jako teoretické molekulové hmotnosti (Tab. 4) a UV spektrech jednotlivych latek
(Obr. E a Obr. F, Prilohy).

Tab. 4: Piehled latek obsazenych v Cladonia norvegica (v ¢ervenych ¢astech stélky) véetné vzorce, retencniho Casu, teoretické
a naméiené molekulové hmotnosti M (drobné rozdily v molekulové hmotnosti jsou dané ptitomnosti vodiku v molekule u

teoretické, ktei' bil io ionizaci v hmotnostnim siektrornetru odstranéni

Kyselina rhodokladonova CisH100s 13,1 318,03757 317,0298
K. demethyl-rhodokladonova C14HsOs 11,8 304,02192 303,0156
Kyselina barbatova Ci19H2007 19,6 360,120905 359,1138
K. demethyl-barbatova C1sH1807 17,6 346,105255 345,0976
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Obr. 9: HPLC analyza vzorku B1 (Cladonia norvegica), ¢erné znaceny UV signal 290 nm, modie UV signal 440 nm)
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Obr. 10: HPLC analyza standardu B5 (Cladonia bellidiflora pro urceni kyseliny rhodokladonové); ¢ern¢ znaceny UV signal
290 nm, modfe UV signal 440 nm)

4.1.3. Fylogenetické analyzy

Konkatenovany alignment (dlouhy 2091 nukleotidti) obsahoval celkem 91 sekvenci, ze kterych bylo 42
sekvenci mych vlastnich. Podaftilo se ziskat 42 sekvenci markeru ITS rDNA (30 sekvenci skvrnité formy
a dvanact sekvenci formy zelené), 37 sekvenci markeru mtSSU (z toho 25 skvrnité formy a dvanact
formy zelené) a 39 sekvenci markeru EF-1a (28 skvrnité formy a jedenact formy zelené). Vlastni ziskané
sekvence studovaného lisejniku pochazely z polozek z Ceské republiky, Estonska, Kanady, Norska,
Rakouska a Skotska.

21



Z vysledku fylogenetickych analyz (Obr. 12) vyplynulo, Ze sekvence pochazejici z polozek s Cervenymi
skvrnami (v€etné polozek ze stfedniho Norska z Trendelagu, odkud byla znama zatim pouze forma bez
skvrn) tvofi podpofenou monofyletickou linii odliSenou od zastupcii bez Cervenych skvrn. Tato linie
tvofi samostatny druh, ktery bude v textu dale oznacovan jako Cladonia ,, rubrotincta “ a formaln¢ bude
popsan v pripravovaném manuskriptu.

Zastupci Cladonia norvegica bez Cervenych skvrn naopak neutvotili monofyletickou linii (zastupce N26
utvoril samostatnou linii). VétSina zastupcti zelené formy C. norvegica (veetné polozky z typové lokality
oznacené ve stromu hvézdickou) vytvoril podpofenou linii sesterskou k taktéz podpoienému cladu
obsahujicimu tfi sekvence druhu Cladonia bacilliformis. Spole¢né tyto dva clady tvofi siln€ podpotfenou
linii. Druh C. bacilliformis je polyfytetickym, jelikoz dalsi tii jeho zastupci C. bacilliformis vytvotily
samostatnou vzdalengjsi podpotenou linii.

Vsechny vySe zminéné lisejniky spadaji do skupiny Ochroleucae (dutohlavky se svétlymi plodnicemi,
Obr. 11).

Obr. 11: Svétla plodnice Cladonia ,, rubrotincta* (herbatova polozka z Rakouska 16204 Jiti Malicek)
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Obr. 12: BI fylogeneticky strom; podpora jednotlivych vétvi je vyjadiena MrBayes posteriornimi pravdépodobnostmi
(pp)/bootstrapy z maximum likelihood analyzy z konkatenovaného datasetu (ITS rDNA, mtSSU, EF-1a); zobrazeny jsou
hodnoty pp nad 0,9 s odpovidajicimi bootstrapy; tu¢né jsou zdiraznény vétve s pp=1; tucné zvyraznéna jména taxonu
odpovidaji nové ziskanym dosud nepublikovanym sekvencim; ¢ervenymi teCkami jsou oznaceny lisejniky obsahujici cervené
skvrny na stélce; hvézdi¢kou je oznacen vzorek z typové lokality druhu Cladonia norvegica
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4.1.4. Pozorovani ¢ervenych skvrn na stélce Cladonia norvegica

Vysledky pozorovani Cervenych skvrn na stélkach ukazaly (Obr. 13), Ze vétSina Cervenych skvrn
souvisela s vyskytem roztoct (jednalo se o komuirky obsahujici nymfy a/nebo pobytové znaky roztoct)
¢i se jednalo o duté komiirky bez pobytovych znaki, ve kterych se ale nymfy mohly vyvijet — celkem
se jednalo 0 90,9 % piipadld. Ve zbylych 9 % byl pouze zaznamenan cerveny pigment ve stélce, bez
jakékoliv znamky vyuziti roztoci.

Pozorovani ¢ervenych skvrn

9,0 %

@ Komdrka s nymfou
Komirka s pobytovymi znaky
() Prézdna komirka

Skvrna bez komirky

Obr. 13: Shrnuti pozorovani ¢ervenych skvrn

4.2. Identifikace roztocu

4.2.1. Nymfty

Z celkového poctu 28 nymf, ze kterych byla izolovana DNA, bylo ziskano pouze osm kvalitnich
sekvenci. To bylo pravdépodobné zplsobeno skladovanim sebranych lisejnikl, kdy bylo dbano na
zachovani dostate¢né vlhkosti, aby bylo posléze mozné extrahovat dospélé roztoCe. Je mozné, ze tak
doslo ke znehodnoceni nymf uvnitf stélky.

Ziskan¢ sekvence nymf vykazovaly 100 % shodu se sekvencemi dospé€lct téchto druhti: Carabodes
marginatus a Mycobates carli (Tab. 5). Carabodes marginatus byl potvrzen ze tii lokalit (ze dvou
norskych lokalit z okoli Osla a z &eské lokality z Zofinského pralesu). Celkem pét nymf Mycobates carli
bylo potvrzeno ze tii lokalit (ze dvou rakouskych polozek se osekvenovaly nymfy ze dvou rtiznych
komirek na kazdé polozce) vcetné jedné ze dvou nové objevenych lokalit Cladonia ,,rubrotincta*
v oblasti Trendelagu v Norsku.
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Tab. 5: Vysledky molekularni identifikace nymf extrahovanych z cervenych ¢asti stélky skvrnité Cladonia ,, rubrotincta

ID Z liSejniku Druh Lokalita
N28a VV19 Mycobates carli Rakousko, Steiermark, Weinebene
N28b VV19 Mycobates carli Rakousko, Steiermark, Weinebene
N28Aa |VV20 Mycobates carli Rakousko, Steiermark, Weinebene
N28Ab |VV20 Mycobates carli Rakousko, Steiermark, Weinebene
TR7CFb | VV15 Mycobates carli Norsko, Trendelag, Lokkstad
vw4-1g | VV4 Carabodes marginatus Norsko, Viken, Enebakk, Nordre Vinholtjern
w3-1c | VV2 Carabodes marginatus Norsko, Viken, Enebakk, Fjell
v13-1c | DS 29.10.2022 | Carabodes marginatus Ceska republika

4.2.2. Dospélci

Celkem bylo na 14 studovanych polozkach (véetné té&ch manudlné extrahovanych z CR a Skotska)

Cladonia ,,rubrotincta“ s Cervenymi skvrnami nalezeno 51 druhti roztocl ze skupiny Oribatida. Dale

byla zaznamenana ptitomnost rozto¢i ze skupin Prostigmata a Mesostigmata, ktefi nebyli dale urCovani.

Pét polozek ¢iste zeleného lisejniku druhu Cladonia norvegica ze sttedniho Norska obsahovalo celkem
19 druht rozto¢t ze skupiny Oribatida a roztoce ze skupin Prostigmata a Astigmata, ziskanych celkem
z péti vzorkl. Seznam vSech nalezenych roztoc¢u je k nahlédnuti v Tab. B, Ptilohy.

Z celkového poctu 28 polozek (obsahujicich roztoce ze skvrnité Cladonia “rubrotincta®, bezeskvrnné
C. norvegica a z k ni sesbiranych kontrolnich vzorki) vyrazné pfevySovali poctem jedinct roztoci ze
skupiny Oribatida (83 %), nasledovali zéstupci Prostigmata (16 %) a nejméné bylo roztocii nalezejicich
do skupin Mesostigmata a Astigmata (po 1 %). Viz piehled nize (Tab. 6 a Obr. 14).

Tab. 6: Celkovy pocet nalezenych roztocu

Roztoci

Prostigmata

Astigmata

Mesostigmata | Oribatida

Celkovy soucet jedincl

219

10

14 1150

Obr. 14: Prehled celkového poctu jedinch dle jednotlivych skupin
(kontrolou byly lisejniky druhu Cladonia coniocraea).

Celkovy pocet jedincll jednotlivych skupin rozto&

kontrola ke Cladonia"ruk
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Po provedeni testu normality (Tab. 7) se ukazalo, Ze pocet druhil roztoct vykazuje statisticky normalni
rozdéleni hodnot. V piipadé celkového poctu jedinct naopak vysla odchylka od normalniho rozdéleni
signifikantné (p-hodnota < 0,001), coz by mohlo poukazovat na agregovanou distribuci rozto¢t napiic
vzorky liSejnikt (tedy, Ze jednotlivé vzorky obsahuji velmi odlisné pocty roztoct).

Tab. 7: Shapiro-Wilkiv test normality

w p

Pocet druht 0.949 0.190
Pocet jedincl 0.830 <.001

Test homogenity rozptylu (Tab. 8) vysel nesignifikantn€ (p-hodnota 0,920 pro pocet druhti a 0,997 pro
pocet jedincll), coz naznacuje, ze rozptyly hodnot jsou stejné napti¢ skupinami (jednotlivymi liSejniky).

Tab. 8: Leventv test homogenity rozptylu

F dft df2 p

Pocet druht 0.08415 2 25 0.920
Pocet jedincl 0.00320 2 25 0.997

Protoze p-hodnoty analyzy ANOVA (Tab. 9) pro pocet druhtl a pocet jedinct také vysly nesignifikantné
(0,521 a 0,722), Ize vyvodit, Ze rozdily mezi priméry jednotlivych skupin nejsou statisticky vyznamné
a skvrnitd Cladonia ,, rubrotincta*, bezeskvrnnd C. norvegica a kontrolni C. coniocraea se témét nelisi
v poctu druhti, ani v poctu jedinct roztoci.

Tab. 9: Welchova jednofaktorova ANOVA
F df1 df2 p

Pocet druh 0.690 2 115 0.521
Pocet jedinci  0.335 2 109 0.722

Z graft nize (Obr. 15 a Obr. 16) je patrné, Ze prumér poctu druhli roztoct i pramér jedinct se na
jednotlivych lisejnicich pfili§ nelisi.

Pocet druhti na vzorek dosahuje nejvyssich hodnot v piipadé Cladonia , rubrotincta . Cisté zelena
C. norvegica vykazuje nejmensi variabilitu v po¢tu druhti (coz naznacuje koncentrace hodnot kolem
medianu). Kontrolni lisejniky ukazuji vétsi variabilitu v poctu druht a §ir$i rozlozeni hustotniho grafu
naznacuje velké mnozstvi vzorkl s mensim poctem druhd.
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Obr. 15: Graf znazoriujici pocet druhi pancitniki ve vzorcich rozdélenych podle druhu lisejniku rodu Cladonia (Cerny
Ctverecek oznacuje prameér, tlustd vodorovna ¢ara median)

Pocet jedinct u skvmité Cladonia “rubrotincta ukazuje pomérné rovnomérné rozloZzeni dat s vice
vzorky obsahujici maly pocet jedincl. Bezeskvrnna C. norvegica téZ obsahovala vice vzorkl s mensim
poctem jedinct, zaroven ale také nékolik vzorki s velkym poctem roztoct. Také kontrolni liSejniky
obsahovaly spiSe mensi pocet jedincil, ackoliv i zde byly vzorky obsahujici vétsi mnozZstvi roztocu.
Dokonce praveé u kontrolniho liSejniku byl nalezen vzorek s nejvyssim zaznamenanym poctem roztocu
viibec (maximum 99 jedinct) a také naopak s nejmensim (jeden vzorek neobsahoval zadné roztoce ze

skupiny Oribatida).
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Obr. 16: Graf znazornujici pocet jedinct pancifnikii ve vzorcich rozdélenych podle druhu lisejniku rodu Cladonia (Cerny
Ctverecek oznacuje pramér, tlusta ¢ara median)
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Podobnost spolecenstev roztoct v jednotlivych vzorcich liSejnikii je zobrazena na dendrogramu ze
shlukové analyzy nize (Obr. 17). Ackoliv se vzorky rozdéluji do dvou skupin, neni zde patrny zadny
vyrazny trend. Ve druhé skupiné pfevazuji vzorky skvrnité Cladonia “rubrotincta® a je zde pouze jeden
vzorek Cisté zelené C. norvegica. Zéarovei jsou si podobné tfi ze Ctyt rakouskych vzorki. Rizné lokality
jsou, nicméné, stejné jako jednotlivé liSejniky, rozptyleny a neukazuji tedy na zadnou podobnost.
Nékteré vzorky se svymi kontrolami se vSak sdruzuji (VV19 a VV19C, VV3 a VV3C, VV8 a VVE8C,
VV9 a VVI9C), coz poukazuje na podobna spolecenstva roztocli na téchto lokalitdich na riiznych
lisejnicich. Protoze ale vétsina vzorki se svymi kontrolami nevykazuje podobnost, 1ze fici, Ze se slozeni
rozto¢l na liSejnicich C. “rubrotincta* a C. norvegica li§i od kontrolnich liSejnikt (C. coniocraea)
sbiranych na stejnych lokalitach. A protoze se dle analyzy uvedené vyse nelisi v poctech, rozdily jsou
patrné spiSe v druzich, které na jednotlivych liSejnicich Ziji, ackoliv nejb&znéjsi roztoc¢i se obvykle
vyskytuji na v8ech liSejnicich (rozdily jsou tedy spiSe v druzich méné zastoupenych). To Ize vidét i na
grafech nize (Obr. 19, 20 a 21).
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Obr. 17: Dendrogram shlukové analyzy (Wardovou metodou s vyuzitim Euklidovské vzdalenosti a shlukovacim kritériem 20)
zobrazujici podobnosti jednotlivych vzorkd; cervenymi teckami oznaCena skvrnitd Cladonia ,,rubrotincta®, zelenymi
bezeskvrnna C. norvegica a oranzovymi kontrolni vzorky (C. coniocraea); zkratka ,,NorVike* poukazuje na norské lokality ve

Vikenu, ,,NorTron* norské lokality v Trendelagu a ,,Austria“ rakouské lokality; pokud je na konci ID vzorku ,,C* ukazuje to
na kontrolni vzorek ke vzorku se stejnym ¢islem v ID
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Nejcastéji zaznamenanymi druhy roztoct byly druhy Carabodes labyrinthicus, Carabodes areolatus,
Carabodes marginatus (Obr. 18) a vmensi mife i Carabodes subarticus a Neobrachychthonius
marginatus magnus. Nize v Tab. 10 jsou vypsany ty druhy roztocl, které byly pfitomny ve vice nez
10 % vzorkd.

Tab. 10: Nejcast¢jsi roztoci na vSech vzorcich

Celkem

Druh roztoce Frekvence
Carabodes labyrinthicus 86 %
Carabodes areolatus 75 %
Carabodes marginatus 64 %
Carabodes subarticus 32 %
Neobrachychthonius marginatus magnus 29 %
Melanozetes mollicomus 18 %
Phthiracarus sp. 18 %
Tectocepheus velatus velatus 18 %
Tectocepheus velatus sensu lato 1%
Zygoribatula exilis 14 %
Lagenobates lagenulus 14 %
Suctobelba regia 14 %
Suctobelbella arcana 14 %
Caleremaeus sp. 1%
Hermannia gibba 1%
Chamobates cuspidatus 1%
Eueremaeus cf. valkanovi 1%
Ceratoppia bipilis 1%
Oribatula tibialis 1%
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Carabodes areolatus Carabodes labyrinthicus

Daéle uvadim tabulky (Tab. 11, 12 a 13) nejc¢ast¢ji nalézanych roztocl na jednotlivych druzich liSejnikda.
Zajimavé jsou rozdily v Cetnosti rozto¢l rodu Carabodes, ptficemz cCervené skvrnitd Cladonia
“rubrotincta‘ obsahovala Castéji druhy Carabodes labyrinthicus a Carabodes areolatus nez Carabodes
marginatus, ackoliv pravé nymfy tohoto druhu byly identifikovany jako ty vyskytujici se v Cervenych
komirkach lisejniku. Dalsi zajimavosti je absence druhu Mycobates carli mezi nejCastéjSimi druhy
roztoCl, prestoze i tento druh byl nalezen mezi nymfami extrahovanymi z Cervenych Casti stélky
lisejniku.

Norska ¢isté zelena Cladonia norvegica obsahovala ve vSech pripadech rozto¢e druhu Carabodes
labyrinthicus, v mensi mife potom Carabodes marginatus a 60 % vzorkd obsahovalo také Carabodes
areolatus a Carabodes subarticus.

Kontrolni vzorky obsahovaly nejcastéji druh Carabodes labyrinthicus, nésledovany Carabodes
areolatus a Carabodes marginatus. Carabodes subarticus byl v kontrolnich vzorcich zastoupen méné
nez v lisejnicich Cladonia “rubrotincta* a Cladonia norvegica.
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v

Carabodes labyrinthicus 90 %
Carabodes areolatus 90 %
Carabodes marginatus 60 %
Neobrachychthonius marginatus magnus 50 %
Carabodes subarticus 30 %

Carabodes labyrinthicus 100 %
Carabodes marginatus 80 %
Carabodes areolatus 60 %
Carabodes subarticus 60 %
Zygoribatula exilis 40 %
Melanozetes mollicomus 40 %
Chamobates cuspidatus 40 %

Tab. 13: Nejhojnéjsi roztoci na kontrolnich lisejnicich Cladonia coniocraea

Kontrola

Druh rozto¢e Frekvence
Carabodes labyrinthicus 77 %
Carabodes areolatus 69 %
Carabodes marginatus 62 %
Carabodes subarticus 23 %
Tectocepheus velatus velatus 23 %

Pro uplny ptehled nalezenych druhti pfikladdm nize grafy (Obr. 19, 20 a 21) znazoriiujici nalezené druhy
roztocl na jednotlivych vzorcich s informaci o lokalité a porovnanim s kontrolnimi vzorky (sbiranymi
na stejnych mistech jako Cladonia ,,rubrotincta“ a C. norvegica).

Na grafu nize (Obr. 19) je patrné, Zze druh Cladonia norvegica hostil vice jedincti i druhl rozto¢t nez
kontrolni druh C. coniocraea. Kontrolni vzorek VV12 dokonce neobsahoval zadné dospélé panciiniky.
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C. norvegica vs kontrola

Neobrachychthonius marginatus magnus
Zygoribatula exilis

Tectocepheus velatus velatus
Chamobates cuspidatus

Carabodes subarticus

Stjordal VW18

Carabodes labyrinthicus
Carabodes marginatus
Zygoribatula exilis
Melanozetes mollicomus
Carabodes subarticus

Carabodes labyrinthicus

Lokkstad VV14

Carabodes marginatus
Carabodes areolatus
Tectocepheus velatus sensu lato
Melanozetes mollicomus
Chamobates cuspidatus
Carabodes subarticus

Carabodes labyrinthicus

Brgttem VV12

Carabodes marginatus

Carabodes areolatus

Carabodes labyrinthicus
Carabodes marginatus

Carabodes areolatus

Hommelvik
VV9

Zygoribatula exilis

Carabodes labyrinthicus

Jezero
Benna VV8

Carabodes marginatus

o

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Pocet na kontrole B Pocet na C. norvegica

Obr. 19: Roztoci nalezeni na Cisté zelené Cladonia norvegica a kontrolni Cladonia coniocraea z oblasti Trendelagu

Na grafech se skvrnitou Cladonia “rubrotincta® (Obr. 20 a 21) je vidét riznorodost jednotlivych vzorkd.
Nékteré kontrolni vzorky dokonce obsahuji vice druhti ¢i jedincii roztoclh nez C. “rubrotincta®, presto
ale vétSina vzorkl C. “rubrotincta® ptevysovala kontrolni vzorky v poc¢tu druht roztoct.
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Cladonia "rubrotincta”vs kontrola (Norsko Viken -
Enebakk)

Lagenobates lagenulus
Suctobelbella arcana
Neobrachychthonius marginatus magnus
Carabodes labyrinthicus
Carabodes marginatus
Carabodes areolatus
Phthiracarus sp.

Carabodes labyrinthicus
Carabodes marginatus
Carabodes areolatus
Lagenobates lagenulus
Tectocepheus velatus sensu lato
Neobrachychthonius marginatus magnus
Carabodes labyrinthicus
Carabodes marginatus
Carabodes areolatus
Suctobelbella subtrigona
Oppiella acuminata
Scheloribates pallidulus
Phthiracarus sp.

Suctobelba regia

Lagenobates lagenulus
Tectocepheus velatus sensu lato
Oppiella cf. maritima
Melanozetes mollicomus
Oppiella unicarinata
Caleremaeus sp.

Suctobelbella arcana
Neobrachychthonius marginatus magnus
Carabodes subarticus
Carabodes labyrinthicus
Carabodes marginatus
Carabodes areolatus
Tectocepheus velatus velatus
Steganacarus applicatus
Platynothrus peltifer juvenile
Carabodes subarticus
Carabodes labyrinthicus
Carabodes marginatus
Carabodes areolatus
Caleremaeus sp.

Zygoribatula exilis

Suctobelbella arcana
Suctobelbella subcornigera
Neobrachychthonius marginatus magnus
Platynothrus peltifer juvenile
Carabodes subarticus
Carabodes labyrinthicus
Carabodes marginatus
Carabodes areolatus

Nordre
Vinholtjern VV6

Nordre
Vinholtjern
VV5

Fiell VW3

Fiell VW2

Nordre Vinholtjern
VV4ab

Nordre Vinholtjern VV4a

Pocet na kontrole

0 10 20 30 40 50 60 70

B Pocet na "C. rubrotincta"

Obr. 20: Roztoci nalezeni na skvrnité Cladonia ,, rubrotincta“ a kontrolni Cladonia coniocraea z oblasti Vikenu
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Cladonia "rubrotincta”vs kontrola (Rakousko a Trondelag)

Carabodes reticulatus s
Carabodes labyrinthicus ==
Carabodes marginatus

Norsko,
Trgndelag,
Lokkstad
VV15

Carabodes areolatus m——_——
Scheloribates pallidulus
Melanozetes mollicomus
Suctobelba regia
Oppiella maritima  m——————
Melanozetes mollicomus mm
Neobrachychthonius marginatus magnus
Carabodes subarticus ==
Carabodes labyrinthiCus
Carabodes marginatus

Norsko, Trgndelag, Lundamo
VV11

Carabodes areolatus

Mycobates cf. carli
Eueremaeus cf. valkanovi mm
Achipteria cf. sellnicki
Suctobelba regia

Neobrachychthonius marginatus magnus
Ceratoppia bipilis

Hermannia gibba

Caleremaeus sp.

Carabodes labyrinthicus ==

Rakousko, Weinebene VV20

Carabodes areolatus

Tectocepheus velatus velatus
Achipteria cf. sellnicki  m———————
Fuscozetes setozus

Ceratoppia bipilis

Eueremaeus cf. valkanovi
Hermannia gibba

Phthiracarus sp.

Conoppia cf. palmicinta
Carabodes labyrinthicus

Rakousko, Weinebene VV19

Carabodes marginatus
Carabodes areolatus

5 10 15 20 25

Pocet na kontrole W Pocet na "C. rubrotincta"

Obr. 21: Rozto¢i nalezeni na skvrnité Cladonia ,,rubrotincta* a kontrolni Cladonia coniocraea z Rakouska a norského
Trondelagu

Obr. 22 ukazuje porovnani nalezenych roztocti na jednotlivych liSejnicich na téze lokalit¢ v Trendelagu.
Na vSech tfech liSejnicich se vyskytoval Carabodes labyrinthicus a Carabodes areolatus, celkem
prekvapiveé na skvrnité Cladonia ,, rubrotincta ** chybél Carabodes marginatus (i Carabodes subarticus,
ktery chybél i v kontrolnich vzorcich). Na této lokalit¢ vykazovala nejvétsi diverzitu roztocu
bezeskvrnna Cladonia norvegica, na které byl nalezen navic Carabodes ornatus a Zygoribatula exilis.
Na lisejniku Cladonia ,,rubrotincta“ vsak byl nalezen Carabodes reticulatus, ktery v zadném dal§im
vzorku nebyl.
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Lokalita Norsko, Trgndelag, Lakkstad

Melanozetes mollicomus
Camisia horrida
Zygoribatula exilis
Carabodes reticulatus
Carabodes ornatus
Carabodes subarticus
Carabodes marginatus

Carabodes labyrinthicus

Carabodes areolatus

o
-

2 3 4 5 6 7

Kontrola - Cladonia coniocrea W Cladonia norvegica W Cladonia "rubrotincta"

Obr. 22: Nalezené¢ druhy roztoct na studovanych druzich na jedné lokalité

Do statistického zhodnoceni nebyly pouzity ¢eské vzorky (divody viz metodika), piesto bych zde rada
uvedla seznam roztocu, ktefi byli na ¢eskych vzorcich Cladonia “rubrotincta® nalezeni.

Z t&éch castéjsich (dle Tab. 10) se jednalo o Carabodes areolatus, Carabodes labyrinthicus, Carabodes
marginatus, Carabodes subarticus, Caleremaeus sp. a Phthiracarus sp. Z téch méné Castych byly
zastoupeny druhy Carabodes ornatus, Eniochthonius minutissimus, Euphthiracars cribrarius,
Anachipteria deficiens, Chamobates borealis, Parachiptieria willmanii a Liacarus coracinus.

Za zminku stoji také jediny vzorek ze Skotska, ktery jsem méla moznost studovat (a ktery také nemohl
byt pouzit pro statistickou analyzu). Zajimavosti je absence béznych druhii roztoc¢d rodu Carabodes
nalezenych na vzorcich pochazejicich z ostatnich evropskych lokalit. Na tomto skotském vzorku se nasli
jedinci druhu Carabodes willmanni (Obr. 23) a lze tak predpokladat, ze prave ti zde zplsobuji cervenou
reakci liSejniku.

Obr. 23: Carabodes willmanni; zvétseni 100x (autor: Ladislav Miko a Véra Vtipilova)
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4.3. Potravné preferencni testy

4.3.1. Experiment SW (Cervené/zelen¢)

V experimentu SW byly rozto¢tim nabizeny rtizné ¢asti stélky liSejniku Cladonia ,, rubrotincta “. Cilem
bylo zjistit, zda si jako potravu vybiraji rozto¢i spiSe Cervené Casti nebo ty zelené. Prvni zorientovani ve
vysledcich zobrazuje Tab. 14. Na prvni pohled je patrné, Ze roztoCi druhu Carabodes areolatus
zanechdvaly vyznamné méné fekalnich pelet nez rozto¢i druhu Carabodes marginatus. Vice
konzumovali na liSejnicich vboxech 1 a 2. Ani v kontrolnich boxech u tohoto druhu nebylo
zaznamenano vyznamné spasani. U roztocl druhu C. marginatus byla konzumace liSejniki znacna,
avsak v kontrolnim boxu (16CW) neprobihalo spasani viibec. Pocet rozto¢t na jednotlivych Castech
lisejniku se ukazal byt nepritkazny, co se tyce spasani (viz rozdily mezi poctem fekalnich pelet a poctem
roztocl v jednotlivych boxech v Tab. 14), a proto byl pro dalsi analyzy pouzit pouze pocet fekalnich
pelet.

Tab. 14: Souhrnné vysledky potravné preferencnich testi experimentu SW, porovnani v preferenci na zakladé fekalnich pelet
a poctu roztocu vyskytujicich se na daném kusu stélky liSejniku; barevné jsou oznaceny preferované ¢asti v jednotlivych
opakovanich (boxech), CS oznacuje kontrolni boxy s ¢ervenymi ¢astmi lisejniku a CW kontrolni boxy s pouze zelenymi ¢astmi
lisejniku

Experiment SW Experiment SW
Fekalni pelety - maximum Roztodi - soucet
ID box Cervené |zelené ||ID box Cervené |zelené
Carabodes areolatus Carabodes areolatus
1 29 7 1 7 2
2 3 67 2 3 1
3 2 1 3 3 0
4 1 1 4 2 1
5 1 1 5 1 0
6 3 0 6 2 0
7CS 1 0 7CS 0 0
8CW 0 3 8CW 0 1
Carabodes marginatus Carabodes marginatus

9 241 72 9 96 29
10 168 117 10 47 37
11 7 57 11 7 12
12 39 58 12 22 12
13 210 1 13 46 1
14 116 41 14 37 10
15CS 174 0 15CS 64 0
16CW 0 0 16CW 0 4

Vysledek GLMM analyzy (jak blize ukazuji Tab. 15-19) ukézal na signifikanci jednotlivych fixnich
efektli (druh roztoc¢e — mite, cast lisejniku — lichen, ¢asové obdobi — day) a vztahti mezi nimi. Na zaklad¢
tohoto zjisténi mohly byt provedeny post-hoc testy.
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Tab. 15: Informace k modelu GLMM

Info Value Comment
Model Type Poisson Model for count data
Call glm z)eueirs]i;e] gor)gite + lichen + day + miteilichen +
Link function log Coefficients are in the log(y) scale
Distribution Poisson Model for count data
LogLikel. -1810.7 Unconditional Log-Likelihood
-2*LogLikel. 3621.3 Unconditional absolute deviance
Deviance 2941.5 Conditional relative deviance
R-squared NaN Marginal
R-squared NaN Conditional
AIC 3637.3 Less is better
BIC 3665.2 Less is better
Residual DF 232.0
Chi- 13.0 Overdispersion indicator
squared/DF
Converged no
Optimizer ﬁlc;k:))i(\jvzlr\)lelder_Mead,

Omnibusovy test fixnich efektti (Tab. 16) ukézal signifikanci (p hodnoty < 0,05) vSech fixnich efekti i
interakce mezi druhy roztocl a ¢astmi lisejniku.

Tab. 16: Omnibusovy test fixnich efektt

X2 df p
mite 21.7 1.00 <.001
lichen 16.3 1.00 <.001
day 2766.6 1.00 <.001
mite >k lichen 3174 1.00 <.001

Z odhadii parametrt fixnich efektti (Tab. 17) Ize vyvodit, Ze pocet fekalnich pelet u druhu Carabodes
marginatus je signifikantné vyssi nez u druhu Carabodes areolatus (p hodnota > 0,05). Dale se
potvrzuje, ze celkovy pocet fekalnich pelet se signifikantné zvySuje kazdym dalSim dnem experimentu.
Interakce mezi druhy roztocl a castmi liSejniku je téz signifikantni, coz poukazuje na rozdil ve vybéru
lisejnikovych ¢asti mezi dvéma druhy roztoct.
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Tab. 17: Odhady parametra fixnich efektt

95% Exp(B)

Confidence
Interval
Names Effect Estimate SE exp(B) Lower Upper z ¢]
(Intercept) (Intercept) 1.301 0.41333 3.672 1.633 8.255 3.15 0.002
mite1 marginatus - 3545 082636 46776 9260 236278 465  <.001
areolatus
lichen1 Without - 0.221 005473 1247 1120 1389 404  <.0071
Spots
day day 0.197 0.00375 1.218 1.209 1.227 52.60 <.001
marginatus -
mite1 k areolatus >k -
lichen1 Without - -1.950 0.10947 0.142 0.115 0.176 17.82 <.001
Spots

Analyza nahodnych efektG (Tab.

nebyla tak zna¢na.

Tab. 18: Nahodné komponenty

18) prokazala znacnou wvariabilitu v poctu fekalnich pelet
v jednotlivych boxech u rozto¢e druhu Carabodes areolatus. U druhu C. marginatus tato variabilita

Groups Name SD Variance ICC
box mite areolatus 1.904 3.625

mite marginatus 0.557 0.311
Residuals 1.000 1.000

Byla zjisténa pozitivni korelace mezi nahodnymi efekty (Tab. 19) pro oba druhy roztocu.

Tab. 19: Korelace nahodnych parametrti

Groups

Param.1

Param.2

Corr.

box

mite areolatus

mite marginatus ~ 0.739

Nasledné post-hoc testy (Tab. 20-22) ukazaly, Ze mé smysl porovnavat konzumaci ¢ervenych a zelnych
casti lisejniku Cladonia ,,rubrotincta“ u jednotlivych druhi roztoct. Zaroven je zde i zfejmy rozdil

v produkci fekalnich pelet mezi rozto¢i Carabodes areolatus a Carabodes marginatus.

Post-hoc test pro porovnani jednotlivych druhti roztoc¢ii (Tab. 20) ukazal signifikantni rozdil (p hodnota

<0,05).

Tab. 20: Post-hoc test pro druhy rozto¢u (Carabodes areolatus a C. marginatus)

Comparison

mite

mite

exp(B)

SE

z Pbonferroni

areolatus - marginatus

0.0214

0.0177 -4.65

<.001
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Post-hoc test pro porovnani jednotlivych ¢asti lisejniku (Tab. 21) ukazal, ze pocet fekalnich pelet na
Cervenych Castech stélky se signifikantné (p < 0,05) liSil oproti poctu fekalnich pelet na zelenych
Castech.

Tab. 21: Post-hoc test pro ¢asti lisejniku (Cervené a zelené)

Comparison
lichen lichen exp(B) SE z Pbonferroni
Spots - Without 0.802 0.0439  -4.04 <.001

Mezi vSemi interakcemi kombinaci roztoci a Casti lisejnikli v rdmci post-hoc testu (Tab. 22) vysly
signifikantni rozdily (p < 0,05). Carabodes areolatus vykazoval preferenci zelenych ¢asti liSejniku,
avsak jeho konzumace byla obecné nizsi nez u Carabodes marginatus. V ptipadé druhu C. marginatus
byla zaznamenana vét$i mira spasani a preference Cervenych casti lisejniku (Obr. 24). Tyto vysledky
jsou patrné v grafech nize (Obr. 25-27).

500pm

Obr. 24: Carabodes marginatus spésajici cervené casti liSejniku Cladonia ,, rubrotincta , zelena ¢ast stélky napravo netknuta

Tab. 22: Post-hoc test pro interakci mezi rozto¢i a ¢astmi lisejniku

Comparison
mite lichen mite lichen exp(B) SE z Pbonferroni
areolatus Spots - areolatus Without 0.30238 0.03181 -11.37 <.001
areolatus Spots - marginatus Spots 0.00806 0.00669 -5.81 <.001
areolatus Spots - marginatus  Without 0.01714 0.01423 -4.90 <.001
areolatus Without -  marginatus  Without 0.05668 0.04685 -347 0.003
marginatus ~ Spots - areolatus Without ~ 37.50217  30.98730 439 <.001
marginatus  Spots - marginatus  Without 2.12575 0.06428 24.94 <.001
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Obr. 25: Rozptylovy graf (s linii trendu) poétu fekalnich pelet Carabodes marginatus v prabéhu experimentu
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Obr. 26: Rozptylovy graf (s linii trendu) poctu fekalnich pelet Carabodes areolatus v prabéhu experimentu
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Obr. 27: Graf znazorfujici celkovy primér (ze vSech pozorovani tj. boxti za vSechny dny experimentu) fekalnich pelet na
riznych ¢astech lisejniku Cladonia ,, rubrotincta “ u jednotlivych druhti rozto¢ti rodu Carabodes, pismena (a, b, ¢, d) predstavuji
skupiny, mezi kterymi byl nalezen statisticky signifikantni rozdil (p < 0.05) na zaklad¢ post-hoc testu (provedeném po GLMM
analyze), chybové tisecky ukazuji standardni odchylky

Vyse uvedené analyzy (a jejich grafické znazornéni) ukazaly na signifikantni rozdily mezi vSemi
skupinami. To znamena, Zze ackoliv Carabodes areolatus konzumoval liSejniky podstatn€ méné nez C.
marginatus, daji se mezi sebou vysledky spasani stélek lisejnikli obéma druhy porovnavat. Roztoci
druhu C. areolatus preferovali jako svoji potravu zelené ¢asti lisejniku Cladonia ,, rubrotincta“ zatimco
rozto¢i druhu Carabodes marginatus preferovali Casti Cervené. RoztoCi vtomto piipadé tedy

nevykazovali stejné potravni preference.

Pozorovani ukazalo, ze fekalni pelety roztoc¢a byly zbarveny podle ¢asti, kterou rozto¢i konzumovali.
Byly pozorovany pelety bilé (prihledné), zelené a Cervené (viz Obr. 28).
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Obr. 28: Na obrazku A je vidét z¢asti zkonzumovany kus Cervené stélky lisejniku Cladonia ,,rubrotincta* a na ném a v jeho
okoli ¢ervené fekalni pelety roztocl, na obrazku B je konzumovana zelena ¢ast lisejniku Cladonia ,, rubrotincta “ se zelenymi
fekalnimi pelety (a rozto¢i druhu Carabodes marginatus)
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4.3.2. Experiment OT (Oslo/Trondheim)

Experiment OT mél za cil zjistit, zda existuji preference mezi zelenymi ¢astmi stélky formy s ¢ervenymi
skvrnami (tedy druhu Cladonia ,, rubrotincta“) sebranymi v jiznim Norsku nedaleko Osla a stélkami
Cisté zelené formy (tedy Cladonia norvegica) sebranymi v okoli Trondheimu. Stejné jako u prvniho
experimentu je v tabulce zjednodusenych vysledkti (Tab. 23) patrné, Zze rozto¢i druhu Carabodes
areolatus spasali lisejniky velmi malo, kromé boxti 17 a 27. Zastupci druhu Carabodes marginatus
vykazovali vétsi aktivitu, kromé boxu 20 (coz muize byt vysvétleno vysSim narustem houbovych
patogent v tomto boxu danych pravdépodobné premokienim sadry — musely byt ménény oba typy
lisejnikd, coz v zadném jiném boxu u Carabodes marginatus nenastalo). Z vysledkli opét vyplynulo, Ze
pocet spatfenych roztocl na jednotlivych lisejnicich neodpovida poctim fekalnich pelet, ktery je pro
uréeni konzumace vice presny, a proto byly v dalSich analyzach pouzity pouze pocty fekalnich pelet.

Tab. 23: Souhrnné vysledky potravné preferencnich testti experimentu OT, porovnani v preferenci na zakladé fekalnich pelet
a poctu roztocu vyskytujicich se na daném kusu stélky liSejniku; barevné jsou oznaceny preferované ¢asti v jednotlivych
opakovanich (boxech), CO oznacuje kontrolni boxy s lisejnikem Cladonia ,, rubrotincta* z okoli Osla a CT kontrolni boxy
s lisejnikem Cladonia norvegica z okoli Trondheimu

Experiment OT Experiment OT
Fekalni pelety - maximum Roztoci - soucet
ID box | Oslo | Trondheim || ID box | Oslo Trondheim
Carabodes areolatus Carabodes areolatus
17 45 137 17 1 11
18 14 10 18 1 3
19 0 2 19 0 0
20 1 1 20 0 1
21 2 0 21 1 0
22 1 1 22 1 1
23CO 1 0 23CO 3 0
24CT 0 7 24CT 0 2
Carabodes marginatus Carabodes marginatus
25 169 65 25 30 9
26 99 16 26 16 6
27 0 2 27 2 1
28 27 24 28 3 10
29 100 122 29 39 27
30 169 168 30 24 29
31CO 28 0 31CO 9 0
32CT 0 125 32CT 0 41

GLMM analyza (Tab. 24-28) ukazala signifikanci jednotlivych fixnich efekti (druh roztoc¢e — mite, druh
liSejniku — lichen, Casové obdobi — day) a vztahti mezi nimi. Toto zjiSténi umoznilo provedeni
naslednych post-hoc testi.
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Tab. 24: Informace k modelu GLMM

Info Value Comment
Model Type Poisson Model for count data
Call glm Eneiltlssb;)j) + mite + lichen + day + mite:lichen + (0 +
Link function log Coefficients are in the log(y) scale
Distribution Poisson Model for count data
LoglLikel. -1654.7 Unconditional Log-Likelihood
-2*LogLikel. 3309.5 Unconditional absolute deviance
Deviance 2590.6 Conditional relative deviance
R-squared NaN Marginal
R-squared NaN Conditional
AIC 33254 Less is better
BIC 33533 Less is better
Residual DF 232.0
Chi- 10.4 Overdispersion indicator
squared/DF
Converged no
Optimizer 2E)k;)it\jvsiélr\)lelder_Mead,

Fixni efekty druh roztoce a den experimentu vysly signifikantn€é (p hodnoty < 0,05) na zdklade
Omnibusového testu fixnich efektt (Tab. 25). Druh liSejniku sam o sob¢ signifikantni nebyl (p hodnota
> 0,05), ale v interakci s druhem roztoce byl jejich spolecny vliv jiz signifikantni. Z toho vyplyva, ze
kazdy druh lisejniku byl preferovan jinym druhem roztoce.

Tab. 25: Omnibusovy test fixnich efekti

X? df p
mite 5.763 1.00 0.016
lichen 0.692 1.00 0.405
day 2214.596 1.00 <.001
mite >k lichen 415.087 1.00 <.001

Odhady parametru fixnich efekti (Tab. 26) opét ukazaly, Ze pocet fekalnich pelet u druhu Carabodes
marginatus je signifikantn€é (p hodnota < 0,05) vyssi nez u druhu Carabodes areolatus. Stejné jako
v experimentu SW se potvrdilo i zde, Ze celkovy pocet fekalnich pelet se signifikantné zvySuje kazdym
dal$im dnem experimentu. Signifikantni je také interakce mezi druhy rozto¢i a druhy lisejnikt, coz bylo
dale sledovano post-hoc testy.
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Tab. 26: Odhady parametrd fixnich efektt

95% Exp(B)
Confidence
Interval
Names Effect Estimate SE exp(B) Lower  Upper z ¢]
(Intercept) (Intercept) 1.4076 0.52353 4.086 1.464 11.401 2.689 0.007
mite1 marginatus - 25131 104687 12343 1586 96055 2401 0016
areolatus
lichen1 Cnorvegica - 00303 003641 1031 0960 1107 0832 0405
C.rubrotincta
day day 0.1655 0.00352 1.180 1172 1.188 47.059 <.001
marginatus -
mite1 k areolatus >k -
lichen1 Cnorvegica - -1.4835 0.07281 0.227 0.197 0.262 20,374 <.001
C.rubrotincta

Analyza ndhodnych efektd (Tab. 27) ukédzala zna¢nou variabilitu v poctu fekalnich pelet v jednotlivych

boxech u obou druhil roztoct.
Tab. 27: Nahodné komponenty
Groups Name SD Variance ICC
box miteareolatus 1.87 3.49
mitemarginatus 1.73 2.99
Residuals 1.00 1.00

Korelace mezi nahodnymi efekty (Tab. 28) pro oba druhy rozto¢t v ramci jednotlivych boxt vysla velmi

slabé pozitivné (korelace kolem 0) a neni tak pfili§ smérodatna.

Tab. 28: Korelace nahodnych parametrti

Groups

Param.1 Param.2

Corr.

box

miteareolatus mitemarginatus ~ 0.0216

Post-hoc testy (Tab. 29-31) ukézaly rozdily v konzumaci jednotlivych druhi liSejnikd dvéma druhy

roztocu.

Post-hoc test pro porovnani jednotlivych druhii roztoca (Tab. 29) ukazal signifikantni rozdil (p < 0,05)

v celkovém poctu fekalnich pelet mezi jednotlivymi druhy rozto¢u.

Tab. 29: Post-hoc test pro druhy rozto¢u (Carabodes areolatus a C. marginatus)

Comparison

mite

mite exp(B)

SE

z Pbonferroni

areolatus -  marginatus 0.0810

0.0848 -2.40

0.016
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Post-hoc test pro porovnani jednotlivych ¢asti liSejniku (Tab. 30) potvrdil nesignifikanci (p hodnota
>0,05) a pro statisticky prukazny vysledek je proto nutné porovnéavat druhy liSejniki zvlast pro

jednotlivé druhy roztoct

Tab. 30: Post-hoc test pro jednotlivé druhy lisejnikd (Cladonia ,, rubrotincta a Cladonia norvegica)

Comparison

lichen lichen

exp(B)

SE z

Pbonferroni

Crubrotincta -  C.norvegica

0.970

0.0353

-0.832 0.405

V ramci post-hoc testu porovnavajiciho jednotlivé interakce (Tab. 31) vysly signifikantni rozdily (p <
0,05) mezi druhy liSejnikd pro jednotlivé roztoce. Carabodes areolatus preferoval druh Cladonia
norvegica, zatimco Carabodes marginatus si vybiral spiSe druh Cladonia ,, rubrotincta “. Tyto vysledky
jsou graficky zpracované nize v rozptylovych grafech (Obr. 29 a 30) a sloupcovém grafu (Obr. 31).

Tab. 31: Post-hoc test pro interakci mezi rozto¢i a druhy lisejniki

Obr. 29: Rozptylovy graf (s linii trendu) poctu fekalnich pelet Carabodes marginatus v pribéhu experimentu
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Comparison
mite lichen mite lichen exp(B) SE z Pbonferroni
areolatus Crubrotincta -  areolatus C.norvegica 0.4621 0.0305 -11.70 <.001
areolatus Crubrotincta -  marginatus  C.rubrotincta 0.0386 0.0404 -3.11 0.011
areolatus Crubrotincta -  marginatus  C.norvegica 0.0786 0.0824 -243 0.091
areolatus C.norvegica - marginatus C.norvegica 0.1701 0.1781 -1.69 0.544
marginatus ~ Crubrotincta - areolatus C.norvegica 11.9748 12.5381 2.37 0.106
marginatus ~ Crubrotincta -  marginatus  C.norvegica 2.0370 0.0628 23.09 <.001
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Obr. 30: Rozptylovy graf (s linii trendu) poctu fekalnich pelet Carabodes areolatus v prubéhu experimentu
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Obr. 31: Graf znazoriujici celkovy primér (ze vSech pozorovani tj. boxt za vSechny dny experimentu) fekalnich pelet na
ruznych druzich lisejnikt u jednotlivych druht roztoci; stejna pismena (a, b, be, ab) predstavuji skupiny, které nejsou mezi
sebou signifikantné odlisné (p > 0.05) a skupiny s riznymi pismeny ukazuji na signifikantni odliSenost mezi nimi (p < 0.05),
jedinou vyjimkou jsou skupiny ,,bc* a ,,ab“, které jsou vuci sobé signifikantni, a to na zaklad¢ post-hoc testu (provedeném po
GLMM analyze), chybové usecky ukazuji standardni odchylky

Grafy vySe zobrazujici vysledky provedenych analyz ukazuji na signifikantni rozdily mezi konzumaci
dvou druhti lisejnikti jednotlivymi druhy roztocl. Rozto¢i druhu Carabodes areolatus konzumovali
liSejniky mnohem méné a vybirali si pfedev§im druh Cladonia norvegica. Carabodes marginatus
naopak vice konzumovali lisejnik druhu Cladonia ,,rubrotincta”. Ani v pripadé toho experimentu,
rozto¢i nevykazovali stejné potravni preference.
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5. Diskuse

5.1.  Cladonia sp. nov. ,,yubrotincta*

Vysledky fylogenetickych analyz ukazaly, ze forma
druhu Cladonia norvegica produkujici cervené
barvivo  tvofi novy  monofyleticky  druh
charakteristicky predevsim prave tvorbou Cervenych
skvrn na stélce (Obr. 32). Tento druh bude popsan v
pfipravovaném védeckém clanku jako Cladonia
rubrotincta  (ve spolupraci s prof. Einarem
Timdalem a Dr. Philippem Reslem, ktefi poskytli
¢ast materidlu pro molekularni studii a na tématu
spolupracuji).

Lisejnik  Cladonia ,jrubrotincta™ patii mezi
dutohlavky se svétlymi plodnicemi (clade
Ochroleucae dle prace Stenroos et al. 2019), ackoliv

ma zachovanou schopnost tvorby kyseliny

Obr. 32: Cladonia ,, rubrotincta “

rhodokladonové (jako ptibuzné cervenoplodé
dutohlavky Erythrocarpae) mimo plodnice (vice o
této latce a jeji evoluci nize v kapitole 5.3. Kyselina rhodokladonova).

Tento druh je morfologicky podobny druhu Cladonia coniocraea, ale ma vyrazné mensi ptizemni
Supiny, které jsou navic jemné délené. Podécia tohoto druhu nejsou kornata, jsou uzka, kratka a casto
rizné deformovand (coz byva kromé ¢erveného zbarveni nejvyraznéj$im morfologickym znakem). Na
podéciich a pfizemnich Supinach se vyskytuji Cervené skvrny. Byva hojné sorediozni, avsak nalezeny
byly i polozky, které naopak mély soredii velmi malo (Obr. 33).

L . ¥ 4 MRS e at® - *
[N . : wr < \'Q" s N ﬁ?"‘? . “." i?j‘.’

Obr. 33: Vlevo nesoredidzni Cladonia ,, rubrotincta “, vpravo naopak hojné sorediozni

Neni znamo, zda se tento druh vyskytuje i1 bez ¢ervenych skvrn na stélce. Pokud takova forma existuje,
je ve stiedni Evropé pravdépodobné piehlizena a zaménovana za podobny bézny druh Cladonia
coniocraea (ptedevsim v piipad¢ nevyuziti chemickych metod). Na druhou stranu je pfitomnost
cervenych skvrn indikatorem toho, Ze se jedna o druh C. ,,rubrotincta®. Jediny znamy piiklad liSejniku,
ktery také Cervené skvrny na stélce muze tvoftit, je Cladonia bacilliformis (Timdal 1989), ktera se vSak
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lisi ptitomnosti kyseliny usnové a da se tedy jednoduse odlisit chemicky i morfologicky (diky kyseliné
usnové ma zlutavé zbarveni na rozdil od zelenavé C. ,jrubrotincta” a ma mensi, silngj$i a méné
sorediozni podécia; Tensberg a Holien 1984). Tato dutohldvka se tfadi také do cladu Ochroleucae.
U tohoto druhu je vSak vyskyt cervenych skvrn vyjimecny (Einar Timdal, osobni sd€leni). Zajimavé je,
ze jedna z linii tohoto polyfyletického druhu tvofi sesterskou linii ke Cladonia norvegica s. str.

Krom¢ kyseliny rhodokladonové obsahuje tento lisejnik kyselinu barbatovou a 4-0-demethylbarbatovou
(podle vysledki TLC) a kyselinu demethylrhodokladonovou (potvrzenou HPLC). Lisejnik lze diky
témto sekundarnim metabolitiim rozpoznat od morfologicky podobnych dutohlavek pomoci stélkové
reakce, pficemz nereaguje s lihovym roztokem parafenylendiaminu (tzv. P- reakce) a také pomoci UV
zateni, pod kterym reaguje slabé bile. Stejné chemické slozeni vSak vykazuje Cladonia norvegica s. str.,
coz pravdépodobné v minulosti vedlo k zahrnuti formy s ¢ervenymi skvrnami do tohoto druhu.

Tento druh byl potvrzen pomoci molekularnich analyz z Ceské republiky (Novohradské hory, Sumava,
Tteboiisko), Estonska (Pdrnu County), Kanady (Ontario), Norska (Trendelag, Viken), Rakouska
(Styrsko) a Skotska (Kimlochewe). Forma s Gervenymi skvrnami byla v minulosti uvadéna pod jménem
Cladonia norvegica mimo vyse uvedenych zemi i z Finska, Némecka, Polska (Szczepanska et al. 2023),
Portugalska (Timdal 1989), Ruska (Kuznetsova a Dudov 2017) &i Svédska (Timdal 1989).

Cladonia ,,rubrotincta “ byla zaznamenana v nadmotské vysce od 40 m n. m. do 1645 m n. m. VyZaduje
vlhké lesy, predevsim ty jehlicnaté a smiSené (Liska et al. 1999; Lohmus a Lohmus 2009; Malicek et al.
2011). V Polsku je znama piedev§im ze starych listnatych lesi (Szczepanska et al. 2023). Casto se
nachazi v blizkosti vodnich biotopl (pfedevsim u lesnich potoki, ¢i v blizkosti jezer a rybniki). Roste
predevs§im na rozkladajicim se dievé, padlych kmenech, pafezech a na bazi zivych jehlicnant (napf.
Picea abies a Picea sylvestris) ¢i na brizach (Liska et al. 1999; Léhmus a Ldhmus 2009; Kuznetsova a
Dudov 2017; Szczepanska et al. 2023), ojedin€ly je nalez na borce olSe (Mali¢ek 2022) a na mechatém
balvanu (Malicek et al. 2011). Mechorosty této dutohlavce pravdépodobné zajistuji optimalni
mikroklima, a proto v jejich blizkosti C. ,, rubrotincta “ roste velmi asto (Obr. 34). Obvykle se vyskytuje
spole¢né s dal§imi druhy dutohlévek, jako je napt. C. coniocraea, ¢i C. cenotea.

Pro lepsi poznani tohoto druhu by bylo vhodné zjistit pomoci molekularnich analyz, které fotobionti se
v tomto liSejniku vyskytuji, zda druhy rodu Asterochloris, jako je tomu (aZ na vzacné vyjimky; Pino-
Bodas et al. 2023) i u ostatnich dutohlavek (Pino-Bodas a Stenroos 2021). Otazkou zustava, kolik druhi
fotobiontd je s timto druhem liSejniku spjato a zda se nelisi napfi¢ geografickymi oblastmi, ve kterych

se Cladonia ,, rubrotincta “ vyskytuje.

Obr. 34: Cladonia ,, rubrotincta “ nalezena rostouci na mechorostech
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5.2.  Cladonia norvegica

Objasnénim taxonomie Cladonia norvegica a nalezenim
nového druhu dutohlavky charakteristického tvorbou
Cervenych skvin se vysvétlila absence téchto skvrn
v centralnim Norsku (kromé dvou nové nalezenych
vyjimek, které ale nalezi druhu Cladonia ,, rubrotincta*),
odkud byl druh popsan. Druh C. norvegica, na kterém
cervené skvrny nalezeny vibec nebyly (Obr. 35), tedy
nema schopnost produkovat kyselinu rhodokladonovou.

Druh Cladonia norvegica na zékladé fylogenetickych
analyz patfi mezi dutohlavky se svétlymi plodnicemi
(clade Ochroleucae) a jevi se byt polyfyleticky (polozka
N26 nespadd do stejné linie jako ostatni polozky
C. norvegica). Pro presnéjsi objasnéni jeho taxonomie by
bylo vhodné doplnit molekuldrni analyzy z dalSich
geografickych oblasti, jelikoz v této diplomové praci byl : ;
vyuZzit pouze material ze sttedniho a severniho Norska. Obr. 35: Cladonia norvegica

Morfologicky se tento druh téZ podoba druhu Cladonia

coniocraea. Jsou pro néj charakteristické drobné jemné délené prizemni Supiny a povrch podécia je
jemné sorediozni. Vzhledem k tomu, ze na zakladé TLC se druh C. norvegica lisi od vyse zminénych
druhti pfitomnosti kyseliny barbatové a 4-0-demethylbarbatové, miize byt pro jeho identifikaci vyuzito
stélkové reakce (P- reakce), ¢i UV zéfeni, pod kterym reaguje slabé bile (Tonsberg a Holien 1984;
Schram et al. 2011), stejné jako v ptipade C. ,, rubrotincta*™. Ve srovnani s C. ,, rubrotincta “ ma vyssi
podécia bez deformaci a nebyly zaznamenany piipady, které by mély Cervené skvrny na stélce.

Tento lisejnik byl na zakladé molekularnich analyz potvrzen z oblasti Trendelagu a oblasti Nordlandu
v Norsku. Pro toto potvrzeni byla pouzita i polozka sebrana na typové lokalité v Trendelagu (Tensberg
a Holien 1984). Dale byl tento druh (respektive forma druhu Cladonia norvegica bez ¢ervenych skvrn)
v minulosti zaznamenan v Chile a Argentiné (Stenroos a Ahti 1990), Japonsku (Stenroos a Ahti 1994) a
Kanadé a USA (Tensberg a Goward 1992; Schram et al. 2011). Dalsi nalezy liSejniku pod nazvem
Cladonia norvegica nemély specifikovanou pfitomnost/absenci ¢ervenych skvrn a nelze tedy fict, zda
se nejednalo o novy druh C. ,, rubrotincta* ¢i C. norvegica s. str. Druh C. norvegica navic také mohl byt
pro svou podobnost s nékterymi jinymi dutohlavkami chybné urovan a jeho rozsifeni mize byt vétsi.

Ekologie druhu Cladonia norvegica je velmi podobna ekologii druhu Cladonia ,, rubrotincta*.
Nadmotska vyska vyskytu se pohybuje od hladiny mote po 1300 m n.m., nejcastéji je vSak udavana
kolem 200 m n.m. Tento druh byl také ve vétSin€ piipadii nalezen v blizkosti vodnich tokt ¢i jezer.
Typickym stanovistém je vlhky smrkovy les mirného pasu (Tensberg a Holien 1984; Tensberg a Goward
1992). Netypickym nalezistém byly piskovce v prumyslové narusené krajin€ s okolnim porostem
tvofenym stromy Populus tremuloides, Pinus resinosa a Betula papyrifera (Schram et al. 2011).
Substratem byva stejné€ jako u C. ,, rubrotincta “ tlejici dievo, pafezy, spadlé kmeny stromu. TéZ ale ¢asto
roste na bazich zivych jehli¢nant (napt. Abies sachalinensis dle Stenroos a Ahti 1994, Picea abies, Pinus
sylvestris dle Tensberg a Holien 1984, Pinus contorta dle Tensberg a Goward 1992) a Betula spp. dle
Tensberg a Holien (1984). Druh byl zaznamenan Casto rostouci spolecné s dutohlavkami C. coniocraea
a C. cenotea (Tensberg a Holien 1984).
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Ani u tohoto druhu liSejniku zatim neni znam fotobiont. Zda se bude jednat o jeden druh ¢i vice druht,
kdy bude jejich pfitomnost zavisla na geografii ¢i jinych podminkach a zda budou druhy fotobionti
lisejnikd Cladonia ,, rubrotincta* a Cladonia norvegica totozni, ziistdva nezodpovezeno a zada si dalsi
studium.

5.3. Kyselina rhodokladonova

HPLC a LC-HRMS analyza potvrdily, Ze Cerveny pigment ve stélce liSejniku Cladonia ,,rubrotincta* je
opravdu kyselina rhodokladonova zndma z plodnic ¢ervenoplodych dutohlavek (Baker a Bullock 1969;
Stenroos 1989) ¢i také z dfené liSejniku Mycoblastus sanguinarius (Bohman-Lindgren 1973; Tensberg
1992; Spribille et al. 2011).

V minulosti byly v odborné literatuie diskutovany riizné teorie o evoluci cerveného zbarveni plodnic u
dutohlavek (Dahl 1952; Timdal 1989; Ahti 2000; Stenroos et al. 2019). N¢kteii autofi (Dahl 1952; Ahti
2000) se domnivali, ze skupina dutohldvek se svetlymi plodnicemi (Ochroleucae) se vyvinula
z cervenoplodych dutohlavek (Erythrocarpae) ztratou cerveného pigmentu. Tuto teorii v minulosti
zpochybnili ve své fylogenetické studii Stenroos et al. (2019) na zdkladé existence monofyletickych linii
Ochroleucae a Erythrocapae s apomorfnimi znaky barvy plodnic. Vzhledem k tomu, ze do cladu
Ochroleucae patii prave i Cladonia ,,rubrotincta“ 1 Cladonia bacilliformis, které ob& maji schopnost
tvorby kyseliny rhodokladonové (a¢ pouze na stélce a v piipadé druhého uvedeného druhu pouze
prilezitostné), je pravdépodobné, ze tato skupina dutohlavek vznikla redukcei kyseliny rhodokladonové
v plodnicich ze spole¢ného piedka Ochroleucae a Erythrocarpae, jak navrhoval i Timdal (1989).

Jak ukazaly potravné preferencni testy, tato latka neodpuzuje roztoce, spiSe naopak jsou ¢asti stélky
obsahujici tuto kyselinu dospélymi roztoCi preferovany. Je mozné, Zze tato latka pomaha rozto¢tim
lisejnik efektivnéji travit ¢i soub&zné zvysuje obsah uzitecnych prvki pro roztoce. Pro Gplné zavrhnuti
teorie, ze kyselina rhodokladonova rozto¢e odpuzuje by bylo tieba provést funkéni testy i na juvenilnich
roztocCich a sledovat téz, jaky vliv na rozto¢e ma tato latka po jejim zkonzumovani.

Atrakce roztoci Cervenou barvou této latky neni pfili§ pravdépodobnd. RoztoCi barevné nevidi
(respektive nevidi vlibec, nektefi pancifnici maji jednoduché ocelli, které vSak umoznuji pouze
rozeznavat svétlo a tmu; Walter a Proctor 1999) a jediny zptsob, jak by mohli Cervené ¢asti stélky nalézt
by bylo vylucovani tékavych latek liSejnikem v téchto mistech. Pravdépodobnéjsi teorii se zda byt
reakce liSejniku tvorbou ¢ervenych skvrn na pfitomnost roztocti. Moznou variantou je ovsem i schopnost
liSejniku tvofit Cervenou latku po celé stélce, ktera je ale bézné€ inhibovana. Okus rozto¢i by mohl tuto
inhibici narusit a stélka by tak v misté okusu zCervenala. Této teorii v§ak oponuje fakt, ze pfimo nebyla
pozorovana reakce na okus béhem potravné preferencnich testll ani po jejich skonceni — celkem trvalo
pozorovani tfi tydny (a to ani u potravné preferen¢nich testii provedenych ve sptatelené laboratofi
v Grazu v ramci diplomové prace Liebmann-Reindl 2024), coz by vSak mohlo byt v redlnych pfirodnich
podminkach odlisné. Lisejnik by v§ak mohl reagovat na sekret juvenilnich roztoca, ktery je produkovan
notogastralnimi zlazami, které u dospélcti mizi (Weigmann 2006). Reakce by mohla byt také zptisobena
napiiklad odpovédi na zménu pH, ktera mtze byt zptisobena fekalnimi pelety juvenild vyvijejicich se
ve stélce lisejniku. Stejnou reakci by tak mohly vyvolavat i bakterie a viry, coz muze vysvétlovat situace,
kdy byly na liSejniku nalezeny Cervené skvrny, které neobsahovaly zadné pobytové znaky roztocl a
nebyly duté. Naopak nalezené prazdné komirky bez pobytovych znakt spiSe naznacuji tvorbu halek
(tedy Ze nakladeni vajicka roztocem indukuje tvorbu halky na stélce liejniku), kterou okus rozto¢i mize
zpusobovat, jak uvadi ve své review Gerson (1973). Je vSak také mozné, ze prazdné komurky
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obsahovaly otvory, kterymi se nymfy prokousaly ven, ¢i Ze liSejniky znovu dorostly v mistech okusu
(coz by mohlo vysvétlit i neduté Cervené skvrny), jak naznacuje ve své praci Liebmann-Reindl (2024).

Pro objasnéni této Cervené reakce by bylo vhodné provést pozorovani okusu dospélci a nymfami
vdels$im casovém horizontu s cerstvymi liSejniky, idealné v nasimulovanych podminkach
pfipominajicich pfirozené prostiedi, ve kterém Cladonia ,,rubrotincta‘ roste.

5.4. Roztoci zplisobujici ¢ervenou reakci

Pozorovani Cervenych skvrn ukazalo vyraznou asociaci s pfitomnosti roztoct. Na dvanacti polozkach
(dohromady 120 ¢ervenych skvrn) bylo 46 % dutych komirek obsahujicich juvenilniho roztoce, 22,5 %
komirek s pobytovymi znaky roztoct, 22,5 % prazdnych komurek a 9 % skvrn bez dutiny. Podobného
vysledku dosdhla i Liebmann-Reindl (2024) pii zkoumani 205 cervenych skvrn, znichz 19 %
obsahovalo komirku s rozto¢em, 11 % komitrku s pobytovymi znaky, 61 % prazdnych komurek a 9 %
skvrn bez dutiny.

Zaroven se Liebmann-Reindl (2024) zaméfila také na podécia a zjistila, Ze ackoliv je podécium z vnéjsi
strany zelené, uvnitt, nachazi-li se juvenilni roztoc, je jiz Cervené. Tedy zbarveni se projevuje zevnitf
smérem ven, coz by nasvédcovalo teorii, Ze Cervena reakce je opravdu reakci na roztoce. K potvrzeni
endofagnosti juvenilnich stadii pfisp€l jeji experiment s odchovanim jedince, pii kterém byl juvenil
nechan ve zvlastni krabicce s lisejnikem, kdy do lisejniku zalezl a vylezl jako dospélec.

Pritomnost pancifnikd v liejnicich pozoroval také Grandjean (1950), ktery popsal na povrchu ,,Sedého*
lisejniku hrbolky, ve kterych se nachazela vajicka roztoCe panciinika Camisia segnis (Obr. 36). Svym
pozorovanim tak zjistil, Ze tento rozto¢ klade vajicka do lisejniku, z nichz se pozdéji lihnou juvenilni

stadia, ktera se zivi stélkou lisejniku.

Obr. 36: Vajicko s vyvijejici se prelarvou roztoce Camisia segnis nakladené do stélky lisejniku; cth a cg oznacuji vrstvy
lisejniku chranici vajicko (Grandjean 1950)

Byly identifikovany nymfy roztoct zpisobujici ¢ervenou reakci lisejniku Cladonia ,rubrotincta“.
Jednalo se o druhy Carbodes marginatus a Mycobates carli. V diplomové praci Liebmann-Reindl
(2024) byly tyto druhy také nalezeny, a navic byly téZ pomoci molekularnich analyz identifikovany
nymfy rozto¢t Carabodes areaolatus a Carabodes labyrinthicus.
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Vzhledem k tomu, ze v minulosti (Bellido 1978; 1990) byla pozorovana juvenilni stadia roztoce
pfibuzného druhu Carabodes willmanni Zijicich endofagné na dutohlévce, neni nalezeni endofagnich
juvenili dalSich druhii rodu Carabodes pfili§ prekvapivé. Na zdkladé téchto informaci se da
predpokladat, ze nalezeny C. willmanni na skotské polozce pravdépodobné téz zpiisoboval cervenou
reakeci liSejniku (i vzhledem k absenci dospélct jinych druht rodu Carabodes na tomto vzorku).

Pomérné piekvapiva je uzka vazba na lisejnik u druhu Mycobates carli, vzhledem k tomu, Ze u celého
rodu Mycobates zatim zadni endofagni roztoc€i v lisejnicich nebyli zaznamenani. Nicméné druh M. carli
je znamym obyvatelem liSejniki (a mechil) (Materna 2000; Weigmann 2006). A dalsi druh tohoto rodu
— Mycobates parmeliae je téz fazen mezi roztoCe se silnou vazbou na lisejniky (ac¢koliv je znam i z jinych
biotopt) (Seyd a Seaward 1984).

Pro tplny piehled roztoct vyvijejicich se v Cervenych ¢astech stélky Cladonia ,,rubrotincta® navrhuji
provést sekvenaci dal$ich juvenilnich rozto¢d nalezenych v komurkéch, a to pfedevsim ze skotskych
polozek lisejnikd (pro ptipadné potvrzeni Carabodes willmanni jako endofaga).

5.5. Dospéli roztoci zijici na vybranych liSejnicich

Mezi extrahovanymi roztoci silné¢ dominovali roztoci ze skupiny Oribatida, tedy panciinici (83 % vSech
roztoCl)). Zhruba 16 % vSech extrahovanych roztoci bylo ze skupiny Prostigmata (sametkovci) a
vyskytovali se na vSech druzich zkoumanych lisejnikl (Cladonia ,, rubrotincta”, Cladonia norvegica i
na kontrolnich Cladonia coniocraea). Rozto¢i ze skupiny Mesostigmata (¢melikovei) byli malo
zastoupeni, a to pouze na druhu C. ,, rubrotincta “ (ze vzorkl z Rakouska a Norska — z oblasti Trendelagu
i Vikenu). Posledni nalezenou skupinou byla Astigmata, zakozkovci, ktefi byli nalezeni pouze na
norskych lokalitach v oblasti Trendelagu (na druhu C. norvegica a kontrolnich lisejnicich). Na zakladé
celkového porovnani lze fici, Zze na druzich C. , rubrotincta™ a C. norvegica bylo nalezeno vice
pancifnikti nez na kontrolnich polozkach.

Ly

Oribatida jsou na liSejnicich obvykle nejhojnéjsi (Smrz a Kocourkova 1999). Avsak i skupiny Astigmata,
Mesostigmata a Prostigmata byly v minulosti nalezeny na liSejnicich (napi: André 1979; Smrz a
Kocourkova 1999; André 1986; Bokhorst et al. 2015). Sechting a Gjelstrup (1985) zjistili, ze ze
zbyvajicich skupin (mimo Oribatida) byl nejcastéji zastoupeny tad Prostigmata. Zajimava je pfitomnost
zastupcti Mesostigmata, ktefi se liSejniky nezivi. Vzhledem k tomu, Ze jsou predatory ostatnich roztoci
(zejména juvenilnich stadii pancifnik) (Schneider a Maraun 2009), je divodem jejich vyskytu na
lisejnicich pravdépodobné pravé predace panciiniki.

Na 14 vzorcich Cladonia ,,rubrotincta“ bylo nalezeno celkem 51 druhti rozto¢t ze skupiny Oribatida.
Na péti vzorcich C. norvegica bylo nalezeno celkem 19 druhti pancifnikii. Pro porovnani; Liebmann-
Reindl (2024) nasla v ramci své prace celkem 16 druhti na liSejniku C. ,,rubrotincta“ (kterou ma své
praci pod nazvem Cladonia norvegica) z péti rakouskych lokalit. To poukazuje na to, Ze s mnozstvim
zkoumanych vzork vzrista téZ i mnozstvi nalezenych druhi. Rozdily v poc¢tech jedincti i druhti roztoci
mezi jednotlivymi liSejniky ve statistické analyze v ramci této prace nevysly prikazné. Pro porovnani
téchto poctl by bylo zapotiebi mit od kazdého druhu liSejniku stejny pocet zkoumanych lokalit.
Nicméné porovnani jednotlivych vzorki je problematické, nebot’ se rozto€i Casto vyskytuji agregované
(Skubata 2002; Walter a Proctor 1999), jak se ukazalo i ve shlukové analyze.

Na vSech zkoumanych liSejnicich v ramci této prace dominovaly druhy Carabodes labyrinthicus,
Carabodes areolatus, Carabodes marginatus a Carabodes subarticus. Na Cladonia ,,rubrotincta*
prevysSoval frekvenci Carabodes labyritnicus, dale pak Carabodes areolatus a nejméné Carabodes
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marginatus, ptitom to byl druh, jehoZ juvenilni stadia obyvala cervené komurky. V malé miie zde byli i
rozto€i druhu Carabodes subarticus. Liebmann-Reindl (2024) nasla tytéz druhy roztoc¢t kromé

24

24

mife potom Carabodes marginatus a nasledné Carabodes areolatus a stejné tak Carabodes subarticus.
Kontrolni vzorky také obsahovaly nejCastéji druh C. labyrinticus, nasledovany C. areolatus a poté C.
marginatus. Carabodes subarticus byl v kontrolnich vzorcich zastoupen méné nez v liSejnicich
Cladonia “rubrotincta a Cladonia norvegica.

Z porovnani spoleCenstvech roztocu Zijicich na téchto liSejnicich, je vidét, ze i na liSejniku Cladonia
norvegica 7iji rozto€i asociovani s cervenymi skvrnami na liSejniku druhu C. ,,rubrotincta®. Zda tito
rozto€i vyuzivaji pro své nymfy také liSejnik C. norvegica neni kvili nedostatku pozorovani ziejmé. Pro
zodpovézeni této otazky by bylo potfeba dikladné natezat tento liSejnik a pod lupou hledat znamky
roztocu ¢€i jejich pobytové znaky uvniti stélek liSejnikd.

Roztoci rodu Carabodes byli v minulosti na liSejnicich jiz nalezeny, a to konkrétné C. marginatus a C.
subarticus na terikolnich liSejnicich (vCetné dutohlavek), C. labyrinthicus v epifytickych liSejnicich
(Melekhina 2023) a C. areolatus dokonce ve velkych poctech na lisejniku rodu Cladonia, jak uvadi
v review Seyd a Seaward (1984). Hagvar (2018) oznacil roztoce Carabodes willmanni a C. subarticus
jako krmici se liSejniky rodu Cladonia. 1 dle Materna (2000) se fadi rozto¢i rodu Carbodes mezi ty se
silnou vazbou na liSejniky, on konkrétn¢ udava tyto druhy: C. areolatus, C. femoralis, C. labyrinthicus,
C. marginatus a C. rugosior. Druhy C. femoralis a C. rugosior pritom nebyly viibec v ramci této
diplomové prace nalezeny.

Seyd a Seaward (1984), ktefi vytvorili déleni roztoct do tfi skupin (A, B a C) dle jejich vazby na
liSejniky, zafadili rozto¢e Carabodes labyrinthicus a C. willmanni do skupiny B (tedy vyuzivajici
lisejniky jako ukryt a zdroj potravy, ale zijici a zivici se i na jinych rostlinach, ackoliv pfiznavaji, ze jeho
larvy a nymfy jsou na liSejnicich zavislé), C. areolatus a C. marginatus do skupiny C (ptilezitostné se
vyskytujici na liSejnicich, bézné v jinych substratech). C. subarticus v této studii neni zafazen. Naopak
je zde navic Carabodes minusculus, ktery spada do skupiny B, kviili preferenci liSejnikl pied jinymi
substraty a jeho hojnymi nalezy na liSejnicich rodu Cladonia v Némecku, Velké Britanii a
Skandinavskych zemich.

Liebmann-Reindl (2024) navrhuje opravu kategorizace vyse zminénych druhd roztoc¢d dle novych
poznatkd, ke které se také ptiklanim. Carabodes areolatus a C. marginatus by mé¢li byt téz zatrazeni do
skupiny B vzhledem k jejich vyuzivani lisejnikli pro vyvin juvenilnich stadii.

Zadny z nalezenych roztoct rodu Carabodes viak nelze zafadit do skupiny A (striktné vazanych na
liSejniky) vzhledem k biotoptim, na kterych byli nalezeni. C. areolatus vyuziva jako stanovisté kromé
lisejniki Casto mechorosty, pafezy stromu a suché lesni pudy. C. marginatus obyva také mechy, patezy
stromu a lesni a viesovistni pudy. C. labyrinthicus osidluje kromé mechi a lesnich ptd také kyselé pudy
s riznym stupném vlhkosti a kiiru stromti (Weigmann 2006).

Za zminku stoji nizkd pocetnost i frekvence dospélcti druhu Mycobates carli (Obr. 37) na liSejniku

“«

Cladonia ,,rubrotincta “, ptestoze juvenilové tohoto druhu byli nalezeni prave v Cervenych komarkach.
Dokonce byla identifikovdna nymfa tohoto druhu na poloZzce z norského Trendelagu, kde dospélci
tohoto druhu uplné chybéli. Na rakouskych lokalitach byl téZ tento druh zastoupen ne pfili§ hojn¢; na
jedné polozce uplné chybél, ale vyskytoval se v kontrolnim liSejniku sbiranym tésn¢ vedle. Na druhé

poloZce prevySovali svou Cetnosti dospélci tohoto druhu na kontrolnim liSejniku (17:10). K podobnému
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zjisténi dosla 1 Liebmann-Reindl (2024) ve své praci, kdy nasla dospé€lce M. carli pouze na jedné z péti
lokalit (a to vpoctu 15 jedincd, ¢imz nemohl konkurovat mnozstvi nalezenych dospélcii rodu
Carabodes), ackoliv na zakladé sekvenaci pfevySoval mnozstvim roztoce rodu Carabodes (Sest nymf
z celkem jedenacti osekvenovanych jedincit). Tento jev nelze jasné vysvétlit. Bylo by piekvapivé, kdyby
rozto€i vyuzivali pro vyvoj nedospélych stadii lisejnik C. ,, rubrotincta“ a v dospélosti se stehovali na
okolni liSejniky (napf. pravé na druhy Cladonia coniocraea ¢i dal§i druhy dutohlavek), které by
preferovali jako potravu. Pro vyjasnéni této teorie by bylo vhodné osekvenovat vice juvenild
z ¢ervenych komiirek pro lepsi pfedstavu zastoupeni jednotlivych druhti roztoct a potravné preferencni
testy zkoumajici rozdily ve vyberu druhti liSejnikd provedené prave s rozto¢em M. carli.

-

- e
200um

Obr. 37: Mycobates carli

DalSim nalezenym roztoCem, ktery byl svou frekvenci pomérné Casty (i kdyz ne pfiili§ zastoupeny
pocetné) a dokonce se vyskytoval na vSech zkoumanych druzich liSejnikti, byl Neobrachychthonius
marginatus magnus. Tento druh z liSejnikd neni znamy a jeho typickym prostiedim jsou spise kyselé
lesni puidy (Weigmann 2006), je tedy pravdépodobné, Ze na lisejnicich se vyskytoval spise piechodné ¢i
byl extrahovan ze substratu, na kterém lisejniky rostly.

Mezi dal§imi Castymi roztoci na Cladonia ,, rubrotincta“ byly druhy Caleremaeus sp., Eueremaeus cf.
valkanovi, Melanozetes mollicomus, Phthiracarus sp., Scheloribates pallidulus, Suctobelba regia,
Suctobelbella arcana, a Tectocepheus velatus velatus. Tyto druhy nejsou na liSejnicich bézné, vyskytuji
se prevazné v lesnich pudach a v mechovych polStafich (Weigmann 2006). V ptipadé druhu
Tectocepheus velatus velatus jsou béznym stanovistém travnaté horské az vysokohorské plochy
(Weigmann 20006), ale byl téZ zaznamenan na dutohlavkach Cladonia arbuscula, Cladonia rangiferina
a Cladonia stellaris (Melekhina 2023). Liebmann-Reindl (2024) nasla mezi ¢astymi extrahovanymi
roztoCi druhy Caleremaeus lignophilus, Hermannia gibba a navic pak Liacarus coracinus,
Mesoplophora pulchra a Odontocepheus elongatus. Ani tyto druhy primarné liejniky neobyvaji a jsou
typické pro lesni ptidy (Weigmann 2006). Pravdépodobné¢ se ptes liSejnik st¢huji na vhodnéjsi substrat.

Na lisejnicich druhu Cladonia norvegica byli Castymi zastupci rozto¢i druht Chamobates cuspidatus
(znamy také z lesnich pud), Melanozetes mollicomus (zndmy z lesnich pud, mechi, raSelinisti a
viesovistl) a Zygoribatula exilis (obyvajici predev§$im mechy) (Weigmann 2006), ale téZ nalézanym na
liSejnicich (Smrz a Kocourkova 1999; Materna 2000; Weigmann 2006; Wehner et al. 2016).
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5.6. Potravni testy

Vysledky potravné preferen¢nich testi ukéazaly, ze rozto€i druhu Carabodes marginatus preferuji
cervené casti liSejniku Cladonia ,,rubrotincta“, ackoliv konzumuji i ¢asti zelené. To by mohlo
poukazovat na to, Ze kyselina rhodokladonova ve skute¢nosti roztocim pfi konzumaci ptinasi urcité
vyhody (jak bylo jiz zmin¢éno vySe v kapitole 5.3. Kyselina rhodokladonova) nebo dospélci pozitivne
reagovali na sekre¢ni produkt nymfy v komarce. Druh Carabodes areolatus naopak preferoval zelené
casti stélky, ackoliv byl pozorovan i okus Cervenych casti stélky. Tento druh konzumoval lisejniky jen
velmi malo. Moznym vysvétlenim je jeho vetsi citlivost na vlhkost a dalsi podminky prostredi. Jelikoz
nejvetsi narust fekalnich pelet byl pozorovan v boxech, které obsahovaly starsi sadru, je mozné, Ze testy
ovlivnilo pouziti sadry nové, ktera témto roztoctiim neposkytovala vhodné podminky. Jinym vysvétlenim
muze byt vétsi proporce roztocu Cerstve extrahovanych (oproti Carabodes marginatus, kdy bylo pouzito
vice roztocu ze starsi extrakce). Je mozné, Ze roztoci, kteti byli déle chovani mimo lisejnik, se na nové
podminky boxu se sadrou adaptovali, a béhem experimentl tak 1épe prosperovali. Zaroven, protoze byli
po delsi Cas bez potravy, méli pii zahdjeni testu vétsi pottebu konzumace. Pro ptesnéjsi vysledky by
bylo potieba potravni testy s druhem Carabodes areolatus zopakovat a nechat roztoce pied testy déle
bez potravy. Navrhuji téz provést testy s dal§imi druhy rozto¢t vyvijejicimi se v Cervenych komirkach
jako je Carabodes labyrinthicus a Mycobates carli. Uzitecné by bylo téz provést tyto testy s juvenilnimi
roztoci, coz se ale vzhledem k Zivotnimu cyklu téchto druhii zd4 byt nemozné (nymfy a larvy po extrakci
ze stélek rychle hynou).

Carabodes marginatus v druhém experimentu preferoval (byt ne piilis vyrazn¢) druh Cladonia
., rubrotincta* pted druhem Cladonia norvegica. Toto zjisténi je zajimavé vzhledem k tomu, ze sloZeni
sekundarnich metabolitl zelenych ¢asti obou druhti je dle TLC totozné. Moznym vysvétlenim miize byt
vybirani si potravy na zaklade struktury stélky (Reutimann a Scheidegger 1987). Dalsim divodem by
mohl byt obsah zivin lisejnikt, na které poukazuji u meékkyst Baur et al. (1994), kteti zjistili preferenci
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sekundarnich metabolitt).

Zjisténi, ze Carabodes areolatus si v tomto experimentu opét vybiral predevsim odlisny liSejnik (tedy
v tomto ptipad¢ Cladonia norvegica), muze byt opét vysvétleno nespolehlivosti experimentu
zpusobenou nizkou konzumaci timto druhem roztocii pravdépodobné v reakci na nevhodnou sadru,
ktera tomuto druhu nevyhovovala. Zopakovani experimentu (a pouziti dalSich druhti roztocd) by
pomohlo pochopit atraktivitu téchto dvou druhti liSejnikd pro spasace.

Liebmann-Reindl (2024) zkousela potravné preferencni testy s rozto¢i druhti Carabodes marginatus,
Carabodes areolatus a Carabodes labyrinthicus. Témto rozto¢im nabizela rizné druhy dutohlavek —
Cladonia ,,rubrotincta“ (kterou ma své praci pod nazvem Cladonia norvegica), Cladonia furcata a
Cladonia coniocraea. Viechny tfi druhy roztoci preferovali jako potravu druh Cladonia ,, rubrotincta “.
Carabodes marginatus se ukazal byt druhem nejvice produkujicim fekalni pelety (tedy pravdépodobné
i nejvice konzumujicim), coz by odpovidalo i mnou ziskanym vysledkim potravnich testu.

Dalsi potravné preferencni testy, které by zahrnovaly rozto¢e rodu Carabodes a lisejnik Cladonia
, rubrotincta* ¢ Cladonia norvegica nebyly nikym provedeny.

Vysledkem pozorovani potravné preferencnich testti byla absence vybéru vrstvy stélky dosp&lymi
jedinci roztoc¢t. Ve studii Meier et al. (2002) se ukazalo, Ze se rozto¢i vyhybaji spodni kite lisejniku
Xanthoria parietina, coz by mohlo byt dano riznym rozmisténim sekundarnich metabolitd v rdmci
stélky lisejnikti (Asplund 2011). Béhem potravnich testll v ramci této prace vsak nebylo pozorovano, ze
by se roztoci jakékoliv ¢asti stélky vyhybali, coz by poukazovalo na nepfitomnost ¢i nespecifické
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umisténi odrazujicich sekundarnich metabolitd, ¢i to mtze byt vysvétlenou odlisnou strukturou stélky
(napf. spodni ktira Supin dutohlavek mize byt pro roztoce 1épe pozivatelnd). Zaroveni bylo pozorovano,
ze fekalni pelety roztocd mély odlisnou barvu dle konzumovanych ¢asti (jak pozoroval i Meier et al.
2002); cervenou barvu mély v piipadé konzumace cCervenych ¢asti Cladonia ,,rubrotincta®, zelenou
barvu ziejmé v piipadé konzumace fotobionti vrstvy zelenych ¢asti téhoz liSejniku a bilou v ptipadé
konzumace dieni. Cervena barva fekalnich pelet poukazuje na to, e kyselina rhodokladonova
pravdépodobné vydrzi prichod travicim traktem panciinikt.

5.7. Interakce roztoCu a liSejnikt

Povaha interakce rozto¢i vyuzivajici liSejniky pro vyvoj svych juvenilnich stadii s liSejniky reagujicimi
cervenym zbarvenim je nejasna. Mohlo by se jednat o mutualismus, vzhledem k tomu, ze liSejnik pro
odpuzeni rozto¢l ziejm& nevyuziva efektivni sekundarni metabolity. Rozto¢i by tak mohli
zprostiedkovavat liSejniku $ifeni rozptylem liSejnikovych fragmentii pii st€hovani se na jiny substrat
(jak pozorovali na riznych liSejnicich a roztocich napt. Smith 1921; Stubbs 1995; Root et al. 2007). To
by mohlo byt zvlasté vyhodné u roztoce Mycobates carli, ktery se dle vySe zminénych pozorovani
pravdépodobné ste¢huje po nakladeni vajicek na jiné druhy dutohlavek (odliSené habitaty juvenilnich
stadii a dospélct pancifnikd komentovali také Maraun a Scheu 2000; Seniczak et al. 2018).

Vzhledem k tomu, Ze roztoci liSejniku zptisobuji deformace, coz je patrné predevs§sim na drobnych
podéciich, je dalsim moznym vysvétlenim této interakce také parazitismus. Je mozné, zZe se liSejnik brani
okusu tvorbou kyseliny rhodokladonové, na kterou se ale roztoci mohli adaptovat. Dalsi moznosti je
také imunitni reakce liSejniku, ktery kyselinou rhodokladonovou chrani poskozené casti stélky napt.
proti bakteriim a dal§im mikroorganismim (jako bylo ukézano na riznych sekundarnich metabolitech
lisejnikd — napf. na atranorinu, kyseling, gyroforové, physodové, usnové, parietinu; Rankovi¢ et al.
2008, kyselin€ fumarprotocetrarove, lekanorové, protocetrarove a stictové; Rankovic¢ a Misi¢ 2008). Pro
potvrzeni této teorie by bylo vhodné vénovat se ucinklim kyseliny rhodokladonové v plodnicich
cervenoplodych dutohlavek a objasnit, jak na tuto kyselinu reaguji i jiné druhy roztoc¢t a dalsi organismy.

Neutralngjsi typy symbiodz jako je komensalismus (tedy, Ze roztoci by z této interakce vyhodné tézili a
liSejniku by naopak nepfinaseli nic uzite¢ného, ani mu neskodili) jsou také mozné vzhledem k tomu, ze
v ramci této prace nebylo pozorovano, ze by rozto¢i svym spasanim zpasobovali lisejniku velké Skody
(jako naopak pozoroval Sowter (1971) na lisejniku, ktery se kvuli okusu ani nedal identifikovat). Tuto
teorii by podporovalo, pokud by rozto¢i nepomahali liSejniku Sifenim (na coz tato prace nebyla
zaméfena). Pro zodpovézeni otazky tykajici se povahy interakce roztoct s liSejnikem druhu Cladonia
, rubrotincta* by bylo zapotiebi provést studii zkoumajici mozné Sifeni a viabilitu liSejnikovych
fragmentli rozto€i (inspirovanou napf. studii na toto téma Meier et al. 2002).

Je mozné, Ze co se tyCe vyvinu juvenilnich stadii, jsou dani rozto€i na liSejnicich opravdu zavisli. Bylo
by vhodné pokusit se najit juvenilni stadia ve stélkach dalSich druhti liSejnika (tedy zkusit stélky natezat
a hledat v nich larvy a nymfy). Extrakce roztoct v tomto neni dostacujici, nebot” se zdd, Ze juvenilové
roztocl vyvijejicich se v komirkach liSejniku nejsou schopny bez lisejniku déle prezit (po manualni
extrakci rychle hynou a nebyli mezi extrahovanymi roztoci nalezeni).

Tato diplomova prace vnesla prvotni vhled do problematiky této interakce a oteviela tak dalsi otazky a
oblasti badani, které by si zaslouzily pozornost. Lisejnik druhu Cladonia ,,rubrotincta™ je pro to
idedlnim modelovym organismem, nebot’ je jeho reakce na pfitomnost juvenilnich stadii roztoct
pancifniktl viditelna.
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6.7aver

Tato prace se zabyvala interakci liSejnikti a roztoc¢l. Na vSechny vytyCené otazky tykajici se této
interakce na konkrétnich druzich liSejnikd se podafilo odpovédét. Byly provedeny chemicke,
molekularni a fylogenetické analyzy studovanych lisejnikd, molekularni analyzy roztoci, dale probéhlo
morfologické uréovani rozto¢li a potravné preferencni testy s roztoci.

Cervené barvivo produkované na stélce lidejniku bylo potvrzeno jako kyselina rhodokladonova.
Lisejniky obsahujici tuto latku spadaji do monofyletické linie v ramci Ochroleucae, ktera byla objevena
na zékladé¢ fylogenetickych analyz (pomoci markerti ITS rDNA, mtSSU a EF-1a). Tato linie tvofi novy
druh, ktery bude popsan jako Cladonia sp. nov. ,,rubrotincta“ v ptipravovaném clanku. Stejné jako
pfibuzny druh Cladonia norvegica i tento liSejnik obsahuje kyseliny barbatovou a 4-O-
demethylbarbatovou, podle kterych je mozné tyto dva druhy odliSit od ostatnich morfologicky
podobnych dutohlavek. C. norvegica se zda byt na zikladé fylogenetickych analyz taxonem
polyfyletickym.

Za Cervené skvrny na liSejniku Cladonia ,,rubrotincta“ jsou zodpovédni rozto¢i druhti Carabodes
areolatus, Carabodes labyrinthicus, Carabodes marginatus a Mycobates carli. Tito roztoCi se vyvijeji
uvnitt stélky lisejniku v ¢ervenych komirkach. Nejedna se o specialisty, ale o roztoce ¢asto nalézané na
lisejnicich i na dal$ich substratech (napt. mechorostech, patezech ¢i v lesni ptid€). Roztoc¢i nalezeni na
druzich Cladonia ,,rubrotincta* a Cladonia norvegica se druhové pfili§ nelisili v zavislosti na druhu
lisejniku. Absence ¢ervenych skvrn v ptipadé druhu Cladonia norvegica tedy neni zptisobena absenci
roztocl. Na zkoumanych liSejnicich jsem nasla dal$i druhy rodu Carabodes, ale také dalsi roztoci ze
skupin Astigmata, Mesostigmata, Prostigmata a pfedevSim Oribatida, ktefi ale nemaji uzké vztahy
k lisejniktim a vyskytuji se typicky na jinych substratech.

Potravné preferencni testy s rozto¢i druhti Carabodes areolatus a Carabodes marginatus ukazaly, ze
roztoci se kyselin¢ rhodokladonové nevyhybaji, a ta tedy nema vici témto druhiim efektivni ochranou
funkci. Ukazaly se rozdily v potravni preferenci rozto¢t mezi Cladonia ,,rubrotincta” a Cladonia
norvegica; odlisné trendy byly pozorovany u riznych druhti rozto¢t. Vzhledem k tomu, Ze rozto¢i druhu
Carabodes areolatus béhem experimenti stélky téméf nekonzumovali (mozna kvuli jejich vétsi
citlivosti na podminky prostredi), je v§ak tento rozdil v preferenci druhu liSejniku spise nesmérodatny a
vyzaduje si dal$i studium.

Tato diplomova prace poskytla cenné poznatky v oblasti interakce roztoct a lisejnikd. Vzhledem k tomu,
ze je liSejnik druhu Cladonia ,, rubrotincta” diky viditelné Cervené reakci na pritomnost juvenilnich
stadii roztoc vhodnym modelovym organismem pro studium téchto interakci, zaslouzil by si dalsi
studium. Bylo by uzitecné odpoveédét na otazky tykajici se funkce kyseliny rhodoklanové, kterd by
mohla byt zkoumana pfimo na juvenilnich roztocich. Také by bylo zajimavé osekvenovat vice nymf
z Cervenych komirek liSejniku druhu C. ,, rubrotincta®. Dale by bylo vhodné v budoucnu zopakovat
potravné preferenéni testy, a to i s dalSimi druhy roztoc¢t (i liSejnikd). Nezodpovézenou otazkou také
zustava, zda se nalezené druhy roztocd vyvijeji uvniti stélky i u jinych druhi lisejnikti. Zodpovézeni
této otazky by mohlo vnést novy pohled na celou interakci rozto¢u a liSejnikt a pfinést tak zasadni
poznatky do ekologie spoleCenstev téchto organismti.
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8. Ptilohy

Tab. A: Prehled polozek lisejnikl pouzitych pro molekularni analyzy, chemické analyzy a extrakei roztoctl; ¢ervené oznacené

ID znamena formu druhu Cladonia norvegica s Cervenymi skvrnami a zelen¢ oznacené ID formu bez cervenych skvrn, “TLC

23 je oznaceni pro prvni TLC provedené v srpnu 2023 zdokumentované na Obr. B—D, Ptilohy, “TLC 24* je z bfezna 2024
zdokumentované na Obr. 8 a Obr. A, Pfilohy, “Cu
dohledatelna oznacovala lisejniky, které se ukazaly byt jinymi druhy dutohlavek, pripadné s nimi bylo TLC zopakovano kvili

prvotnimu nepfesnému vysledku

znaci CiIS

lo vzorku na deskach TLC; cisla, ktera nejsou v této tabulce

1D polozky DNA D |Lokalita GPS koordinaty Sbératel Datum sbéru |TLC |C.

7P 32349 N1 CR, Sumava, Cerny Kfiz, Volary 48.8604167N, 13.8665833E |Zdenék Palice 30.12.2021| 24| 1
JS 1005 N3 Norsko, Trgndelag, ca. 3 km SV od Snasa 64.2516500N, 12.4266728E |Jana Steinova 26.08.2021( 23|24
DS 29.10.2022 |[N13A  |CR, Novohradské hory, Zofinsky prales 48.6659N, 14.700661E David Svoboda 29.10.2022| 24| 2
JS1220 N14 CR, Sumava, ca. 500m SZ od suté u byvalé Halkovy chaty 49.0789300N, 13.5068644E |Jana Steinova 24.09.2022( 23|27
VV1 N5 CR, Treborisko, Nitovice 49.1620000N, 14.8080000E |Véra Vtipilova 24.08.2022| 23|21
VV2 N15 Norsko, Viken, Enebakk, Fjell 59.7942000N, 10.9801222E |Véra Vtipilova, Jana Steinova, Einar Timdal 13.10.2022| 23|28
VV3 N16 Norsko, Viken, Enebakk, Fjell 59.7939028N, 10.9795586E |Véra Vtipilova, Jana Steinova, Einar Timdal 13.10.2022| 23|29
V4 N17 Norsko, Viken, Enebakk, Nordre Vinholtjern 59.7883636N, 11.0083983E |Véra Vtipilovd, Jana Steinova, Einar Timdal 13.10.2022| 23|30
VV5 N18 Norsko, Viken, Enebakk, Nordre Vinholtjern 59.7874078N, 11.0097097E |Véra Vtipilova, Jana Steinova, Einar Timdal 13.10.2022| 23|31
VV6 N19 Norsko, Viken, Enebakk, Nordre Vinholtjern 59.7841117N, 11.0150167E |Véra Vtipilovd, Jana Steinova, Einar Timdal 13.10.2022| 23|33
ZP 33812 N20 CR, Tieborisko, NPR Zofinka 48.8152778N, 14.8793056E |Zdenék Palice 21.06.2022| 23|34
ZP 33807 N21 CR, Trebonsko, NPR Zofinka 48.8152778N, 14.8793056E |Zdenék Palice 21.06.2022( 23|17
ZP 33582 N22 CR, Sumava, Horska Kvilda 49.0554167N, 13.5434722E |Zdenék Palice 24.05.2022| 23|18
JS1221 N24 CR, Sumava, Mrtvy luh 48.8701072N, 13.8663342E |Jana Steinova 25.09.2022| 23|26
JS1219 N25 CR, Sumava, ca. 300m S od suté u byvalé Halkovy chaty 49.0788075N, 13.5101569E |Jana Steinova 24.09.2022( 23|22
JS 1066 N26 Norsko, Trgndelag, Snaase - Snasa 64.2532011N, 12.4351175E [Jana Steinova 26.08.2021( 23|25
TRH-L-16331 ([NJ2 Norsko, Trgndelag, Flatanger, Lislstgelva nature reserve 64.3694N, 10.8797E Jana Steinova 08.09.2015

H2 H2 Rakousko, Steiermark, Landl, Hieflau 47.58564N, 14.70632E Philipp Resl| 24.08.2022( 23|19
H1 H1 Rakousko, Steiermark, Landl, Hieflau 47.5862575N, 14.7061034E |Philipp Resl 24.08.2022( 23|16
EW EW Rakousko, Steiermark, Bad Schwanberg - Oberfresen 46.7430118N, 15.0796671E |Philipp Resl 18.05.2022| 23|20
EB3 EB3 Rakousko, Steiermark, Kindberg - Eiwegg Sattel 47.4203889N, 15.4519589E |Philipp Resl| 25.09.2022| 23|15
ER ER Rakousko, Steiermark, Bad Schwanberg - Oberfresen 46.7430118N, 15.0796671E |Philipp Res| 18.05.2022| 23|13
V7 N27 Norsko, Trgndelag, Stjgrdal, Forradalen 63.4947000N, 11.4065000E |Hakon Holien 12.09.2023| 23|36
V8 TRTYP |[Norsko, Trgndelag, S od jezera Benna 63.1956250N, 10.2522131E |Véra Vtipilova, Jana Steinova 19.06.2023| 23|12
VV9 TR1 Norsko, Trgndelag, Hommelvik 63.3704686N, 10.9076597E |Véra Vtipilova, Jana Steinova 19.06.2023| 24|13
w11 TR3C Norsko, Trgndelag, Lundamo, Sokna 63.1340769N, 10.3951781E |Véra Vtipilova, Jana Steinova 19.06.2023| 23| 3
V12 TR4 Norsko, Trgndelag, Brgttem 63.2498975N, 10.5165189E |Véra Vtipilova, Jana Steinova 20.06.2023( 23| 4
V13 TR5 Norsko, Trgndelag, Brottem 63.2563533N, 10.5376736E |Véra Vtipilova, Jana Steinova 20.06.2023( 23| 6
VW14 TR7 Norsko, Trgndelag, Lgkkstad 63.3578400N, 10.5588967E |Véra Vtipilova, Jana Steinova 20.06.2023( 23| 7
VV15 TR7C Norsko, Trgndelag, Lgkkstad 63.3578400N, 10.5588967E |Véra Vtipilova, Jana Steinova 20.06.2023( 23| 8
VV16 TR8 Norsko, Trgndelag, Granasen 63.3774669N, 10.2885589E |Véra Vtipilova, Jana Steinova 21.06.2023( 23| 9
V17 TR9 Norsko, Trgndelag, Granasen 63.3775617N, 10.2872650E |Véra Vtipilova, Jana Steinova 21.06.2023( 23|10
V18 TR10 Norsko, Trgndelag, Stjgrdal, Hegra 63.4454231N, 11.0915864E |Véra Vtipilova, Jana Steinova 21.06.2023( 23|11
VV19 N28 Rakousko, Steiermark, Weinebene 46.8417563N, 15.0206204E |Véra Vtipilova, Philipp Resl, Jana Steinova 09.08.2023| 24| 3
VV20 N28A |Rakousko, Steiermark, Weinebene 46.8411546N, 15.0221733E |Véra Vtipilova, Philipp Resl, Jana Steinova 09.08.2023| 24| 4
ZP 35719 N29 CR, Sumava, Cerny Kiz 48.8596389N, 13.8826389E |Zdenék Palice 03.06.2023| 24| 6
VW21 N30 Skotsko, Kimlochewe 57.60406N, 5.29230W Lukas Janosik 22.09.2023( 24| 7
VV22 N31 Rakousko, Steiermark, Sankt Radegund bei Graz, Schocklkreuz [47.2059017N, 15.4819816E |Véra Vtipilova 26.10.2023( 24| 8
VV23 N32 Estonsko, Parnu County 58.286081N, 25.016297E Piret L6hmus 23.10.2023( 24| 9
16204 N35 Rakousko, Steiermark, Ybbstaler Alpen, Grosser Urwald 47.77689N, 15.09471E Jifi Malicek 02.08.2023| 24|10
3A4-S3-BA N41 Kanada, Ontario, Thunder Bay District 48.650935N, 86.305119W [Rémi Boisvert 14.07.2021| 24|11
3C4-S1-BA N43 Kanada, Ontario, Thunder Bay District 48.661116N, 86.273823W |Rémi Boisvert 19.07.2021| 24|12
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Obr. B: TLC 23 (ze srpna 2023) — systém A; rémeckem je oznaceny standard, BAR znaci kyselinu barbatovou, 4-0 DEMBAR
kyselinu 4-0-demethylbarbatovou, UN oznacuje neznamé latky
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Obr. C: TLC 23 (ze srpna 2023) — systém B‘; rameckem je oznaceny standard, BAR znaci kyselinu barbatovou, 4-0 DEMBAR
kyselinu 4-0-demethylbarbatovou, UN oznacuje neznamé latky
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Obr. D: TLC 23 (ze srpna 2023) — systém C; rameckem je oznaceny standard, BAR znaci kyselinu barbatovou, 4-0
DEMBAR kyselinu 4-0-demethylbarbatovou, UN oznacuje neznamé latky
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Obr. E: UV spektra individualnich latek detekovanych ve vzorku B1 ¢ervené stélky lisejniku Cladonia ,, rubrotincta®
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Obr. F: UV spektra individualnich latek detekovanych ve vzorku B5 Cervené plodnice Cladonia bellidiflora
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