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Abstrakt 

Výběr fotobiontů lišejníků je obvykle ovlivněn podmínkami prostředí, ve kterém daný lišejník 

roste (např. klimatické podmínky, typ a pH substrátu). V prostředí, které je pro lišejníky nějakým 

způsobem stresující, se může v jedné stélce lišejníku vyskytovat více druhů (i rodů) fotobiontů záro-

veň. V nepříznivém prostředí může také mykobiont vyměnit svého obvyklého fotobionta za fotobi-

onta, který je na podmínky daného prostředí lépe adaptovaný. Ukazuje se, že oba tyto fenomény se 

vyskytují u lišejníků rostoucích na recentně vzniklých antropogenních stanovištích s vysokým obsa-

hem těžkých kovů (výsypky, haldy, odkaliště).  

V rámci své práce si kladu za cíl zjistit druhové složení fotobiontů lišejníků rostoucích na had-

cích, které lze považovat za přírodní analogy antropogenně vzniklých (postindustriálních) stanovišť 

s vysokým obsahem těžkých kovů, a porovnat jej s druhovou skladbou fotobiontů lišejníků rostou-

cích na kontrolní hornině amfibolitu, který představuje přirozeně vzniklý substrát s odlišnou hladi-

nou těžkých kovů. Fotobionti hadcových lišejníků jsou dosud známí pouze z 13 stélek lišejníků 

z jedné hadcové lokality. 

Stélky deseti euryekních druhů lišejníků a jednoho hadcového specialisty jsem sbírala na pěti 

hadcových a pěti klimaticky srovnatelných amfibolitových lokalitách v rámci České republiky. Iden-

titu mykobiontů i fotobiontů jsem potvrdila na základě úseku ITS rDNA. Stélky lišejníků obsahovaly 

17 linií řas rodu Trebouxia a 11 linií řas rodu Asterochloris. Tyto linie se však mezi hadci a amfibolity 

lišily jen minimálně. V jediné stélce lišejníku Lecanora rupicola jsem pomocí Illumina metabar-

codingu odhalila pluralitu fotobiontů. Přítomnost rodů Trebouxia a Coccomyxa jsem následně potvr-

dila i pomocí světelné mikroskopie. 

Na všech lokalitách jsem měřila obsah těžkých kovů pomocí přenosného rentgenfluorescen-

čního analyzátoru (XRF), pH a konduktivitu. K ověření přítomnosti částic bohatých na kovy ve stél-

kách lišejníků a jejich vizualizaci jsem použila skenovací elektronovou mikroskopii s energiově dis-

perzním spektrometrem (SEM/EDS). Podařilo se mi tak potvrdit, že korovité lišejníky přijímají do 

svých stélek velké množství úlomků horniny, kterou porůstají. 

Mykobionti hadcových lišejníků, které jsem zkoumala, vykazují nízkou míru specificity i selek-

tivity vůči fotobiontům, se kterými jsou v symbiotickém vztahu. Je pravděpodobné, že těžké kovy 

z hadců nejsou pro lišejníky dostupné, proto nejspíš hadce nepředstavují pro lišejníky ani volně žijící 

fotobionty toxický substrát. Z tohoto důvodu se ve stélkách lišejníků z hadcových lokalit vyskytují 

fotobionti, které známe i z jiných netoxických substrátů.  

 

Klíčová slova: hadec, amfibolit, fotobionti, Trebouxia, Asterochloris, těžké kovy, pH, XRF, 

SEM-EDS 

  



Abstract 

The choice of lichen photobionts is usually influenced by the environmental conditions in which 

the lichen grows (e.g. climatic conditions, substrate type and pH). In environments that are stressful 

to lichens in some way, multiple species (and genera) of photobionts may occur in a single lichen 

thallus at the same time. In a hostile environment, a mycobiont may also replace its usual photobiont 

with a photobiont that is better adapted to the environmental conditions. Both of these phenomena 

appear to occur in lichens growing in recently formed anthropogenic habitats with high levels of 

heavy metals (dumps, heaps, tailings).  

The aim of my work is to determine the species composition of photobionts of lichens growing 

on serpentinites, which can be considered as natural analogues of anthropogenically formed (post-

industrial) habitats with high content of heavy metals, and to compare it with the species composition 

of photobionts of lichens growing on the control rock amphibolite, which represents a naturally 

formed substrate with different heavy metal levels. Photobionts of serpentinite lichens are so far only 

known from only 13 lichen thalli from one serpentinite locality. 

I collected thalli of ten euryoecious lichen species and one serpentinite specialist from five ser-

pentinite and five climatically comparable amphibolite localities within the Czech Republic. I con-

firmed the identity of mycobionts and photobionts based on ITS rDNA. The lichen thalli contained 

17 lineages of algae of the genus Trebouxia and 11 lineages of algae of the genus Asterochloris. 

These lineages, however, differed only minimally between serpentinites and amphibolites. I detected 

a plurality of photobionts in a single thallus of the lichen Lecanora rupicola using Illumina meta-

barcoding. I subsequently confirmed the presence of the genera Trebouxia and Coccomyxa by light 

microscopy. 

At all sites, I measured heavy metal content using a portable X-ray fluorescence analyzer (XRF), 

pH and conductivity. I used scanning electron microscopy with energy dispersive spectrometer 

(SEM-EDS) to verify the presence of metal-rich particles in the lichen thalli and to visualize them. I 

was thus able to confirm that the crustose lichens take up large amounts of fragments of the rock they 

grow in their thalli. 

The mycobionts of the serpentinite lichens that I examined exhibit a low level of specificity and 

selectivity towards the photobionts with which they are in a symbiotic relationship. It is likely that 

heavy metals from the serpentinites are not available to the lichens and therefore serpentinites prob-

ably do not represent a toxic substrate for the lichens or free-living photobionts. For this reason, 

photobionts known from other non-toxic substrates are found in the thalli of lichens from serpentinite 

sites. 

Key words: serpentinite, amphibolite, Trebouxia, Asterochloris, heavy metals, pH, XRF,  

SEM-EDS 
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1 Úvod 

Všechny živé organismy potřebují ke svému růstu a správnému fungování alespoň stopové 

množství kovů. Nejinak je tomu u hub, které se díky své schopnosti akumulovat a přeměňovat prvky 

z prostředí staly nejvýznamnějšími hráči na poli biogeochemických procesů (Gadd, 1993). Některé 

houby dokážou určité prvky přijímat a následně ukládat ve stélkách ve vysokých koncentracích, a to 

i v případě, že se jedná o prvky, které jsou pro ostatní organismy toxické. Takové houby jsou nazý-

vány hyperakumulátory (Sesli & Tüzen, 1999; Alonso et al., 2003; García et al., 2009). K akumulaci 

prvků ve stélce dochází především v prostředí, které se vyznačuje vysokým obsahem daného prvku. 

Houby disponují funkčními detoxikačními mechanismy, pomocí kterých zvládají toxické prvky vy-

loučit ze stélky či imobilizovat (Khullar & Reddy, 2018) (Khullar & Reddy, 2018). Rostliny mají 

také mechanismy, kterými se s vysokými koncentracemi toxických prvků vyrovnávají, např. syntézu 

fytochelatinů (Grill et al., 1985; Cobbett, 2001). I přesto však zůstávají vůči stresu (např. z vysokého 

obsahu těžkých kovů v prostředí) citlivější. Pro rostliny je tedy výhodné spojení s houbou, která je 

před přímým působením toxických prvků alespoň částečně ochrání. Děje se tak především prostřed-

nictvím ektomykorhizy, při které jsou kořeny rostlin obaleny houbovými vlákny. S toxickými prvky 

je tak v kontaktu primárně houba, která působí jako „nárazník“ – těžké kovy z prostředí vyváže, 

detoxikuje a k rostlině je pustí v mnohem menší míře, případně vůbec. Tento druh symbiózy pak 

rostlinám umožňuje osídlit i prostředí, ve kterém by jinak samy nepřežily (Hartley et al., 1997; Smith 

& Read, 2010). V lišejníku poskytují obdobné služby mykobionti fotobiontům. 

1.1 Osud těžkých kovů ve stélce lišejníku 

Lišejníky jsou vybaveny řadou mechanismů, pomocí kterých se s nadbytkem těžkých kovů vy-

rovnávají. Většinu těchto mechanismů zajišťuje právě mykobiont – dalo by se tak říct, že si chrání 

svého fotobionta, který je obecně považován za citlivějšího z obou partnerů, a to nejen vůči působení 

těžkých kovů, ale vůči všem abiotickým faktorům jako je desikace, přílišné ozáření slunečními pa-

prsky a vysoké nebo nízké teploty (Ahmadjian, 1993; Pawlik-Skowrońska, 2000; Bačkor & Fahselt, 

2008). Stélka lišejníku je navíc až z 90 % tvořena právě houbovým partnerem (Ahmadjian, 1993), 

který je tím pádem schopen na povrch buněčných stěn navázat více kovových iontů než buněčné 

stěny fotobionta, který je v lišejníku v menšině (Goyal & Seaward, 1981). 

Ve chvíli, kdy začnou ionty kovů pronikat do vnitřních prostor stélky, dochází k aktivaci extra-

celulárních mechanismů, jejichž úkolem je udržet kationty mimo buňku a dovnitř buňky je vpouštět 

jen postupně a v malém množství. Na povrchu buněk obou symbiontů se proto nacházejí vazebná 

místa nazývaná ligandy, na které se kationty kovů navážou výměnou za iont vodíku nebo jiného 

kovu, který je vázán jen slabou vazbou (Puckett et al., 1973; Nieboer et al., 1976). Takto znehybněný 

kationt těžkého kovu je považován za netoxický (Tyler, 1989). Dalším extracelulárním mechanis-

mem je vylučování kovů. Děje se tak díky syntéze speciálních látek – sekundárních metabolitů 

a/nebo oxalátů. Tvorbu obou látek zajišťuje výhradně mykobiont (Fahselt et al., 1973). Syntéza 
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oxalátů je považována za nejvýznamnější a také velmi častý mechanismus detoxikace těžkých kovů 

v lišejníku (Purvis, 1984; Purvis & Pawlik-Skowrońska, 2008). Sekundárních metabolitů je dosud 

z lišejníků známých přes 1000 (Goga et al., 2020), přičemž většina z nich je typická pouze pro lišej-

níky. V lišejníku mohou mít mnoho funkcí – od ochrany před UV zářením (Rundel, 1978), přes ale-

lopatické (Cardarelli et al., 1997) či antiherbivorní účinky (Lawrey, 1986), po ochranu před těžkými 

kovy (Purvis, 1984; Bačkor & Fahselt, 2004a, 2004b). Oba typy těchto látek fungují na stejném 

principu – vytvoří spolu s těžkými kovy komplexy, ty pak zůstanou ve formě krystalků na povrchu 

houbových hyf nebo jsou vyloučeny na povrch stélky (Purvis, 1984; Purvis et al., 1987; Purvis & 

Pawlik-Skowrońska, 2008). 

Intracelulární příjem kovů spočívá v produkci látek, které na sebe těžké kovy navážou a dopraví 

je do vakuol, kde dojde k jejich detoxikaci (Grill et al., 1985; Khullar & Reddy, 2018). Buňky my-

kobionta produkují metalotioneiny a/nebo glutationy (Khullar & Reddy, 2018), zelené řasy tvoří fy-

tochelatiny (Gekeler et al., 1988; Pawlik‐Skowrońska et al., 2002), což jsou látky, které k detoxikaci 

těžkých kovů využívají i cévnaté rostliny (Grill et al., 1985; Cobbett, 2001). Sinice nejsou schopné 

tvořit žádnou ze zmíněných látek (Pawlik-Skowrońska et al., 1995 v Pawlik‐Skowrońska et al., 

2002). Všechny tyto látky lze nazvat pomyslnou „krabičkou poslední záchrany“. K jejich syntéze 

totiž dochází ve chvíli, kdy se kovy ve stélce nahromadí ve velkém množství, extracelulární mecha-

nismy pak nedokážou všechny kovy detoxikovat a jejich ionty tak proniknou dovnitř buněk jednoho 

nebo obou symbiontů (Bačkor & Fahselt, 2008). Schéma všech těchto mechanismů je zobrazeno na 

Obr. 1. 

Fotobionti jsou považováni za citlivější vůči stresu způsobenému těžkými kovy než mykobionti 

(Bačkor & Fahselt, 2008), tudíž lze předpokládat, že rozšíření lišejníku ovlivňuje především schop-

nost fotobionta v takovém prostředí přežít (Osyczka et al., 2021).  
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1.2 Fotobionti lišejníků narušených stanovišť 

Ve stélkách lišejníků bylo dosud zaznamenáno přibližně 200 druhů řas a sinic (Muggia et al., 

2020) – nejčastějšími rody zelených řas zapojenými do lišejníkové symbiózy jsou: Trebouxia, Tren-

tepohlia, Coccomyxa a Myrmecia, u sinic se pak nejčastěji jedná o následující rody: Nostoc, Scyto-

nema, Stigonema, Gleocapsa a Calothrix (Ahmadjian, 1993).  

Citlivým monitorem fyziologického poškození je fotosyntéza, kterou zajišťují právě fotobionti 

(Brown & Beckett, 1983, 1984). Jak zmiňuji výše, fotobionti jsou obecně vůči abiotickému stresu 

citlivější než mykobionti (Ahmadjian, 1993; Bačkor & Fahselt, 2008), proto se předpokládá, že ve 

srovnání s houbovými partnery mohou hrát významnější roli v rozšíření lišejníků – na substrátech s 

vyšším obsahem těžkých kovů mohou růst takové lišejníky, které obsahují fotobionty tolerantnější 

vůči fyziologickému stresu (Bačkor et al., 2010; Álvarez et al., 2012; Osyczka et al., 2020). Je také 

možné, že mykobiont minimalizuje stres, který na fotobionta dopadá, čímž rozšiřuje svou (i jeho) 

ekologickou niku. 

Fotobiontům na substrátech s vysokým obsahem kovů se podrobně věnovali Osyczka a kol. 

(Osyczka et al., 2020), kteří ve své studii uvádějí následující: Typickým příkladem toxi-tolerantního 

fotobionta jsou řasy rodu Trebouxia, které vykazují ve stélkách lišejníků tím vyšší genetickou diver-

zitu, čím více těžkých kovů se vyskytuje v prostředí, kde lišejníky rostou. Zároveň se jedná o řasy, 

které jsou úzce vázané na substráty vytvořené člověkem – počet lišejníků obsahujících řasu rodu 

Trebouxia závisí spíš na množství těžkých kovů v substrátu než na druhu lišejníku. Trebouxioidní 

řasy tak mohou být i alternativními fotosyntetickými partnery pro určité lišejníky rostoucí v oblas-

tech s vysokým obsahem těžkých kovů – např. lišejníky rodu Cladonia jsou obvykle asociovány 

Obr. 1 Schéma detoxikačních mechanismů lišejníků  

1 – vnik těžkých kovů do mezibuněčných prostor lišej-

níku  

2 – navázání na ligandy buněčných stěn mykobionta i 

fotobionta  

3 – tvorba komplexů těžkých kovů a sekundárních me-

tabolitů  

4 – tvorba komplexů těžkých kovů a oxalátů  

5 – některé sekundární metabolity (např. kys. usnová) a 

oxaláty se nevylučují pouze na povrchu hyf, ale také na 

povrchu stélky lišejníku  

6 – těžké kovy pronikají dovnitř buňky mykobionta, 

který spouští syntézu metalothioneinů a glutathionů  

7 – těžké kovy pronikají dovnitř buňky fotobionta, který 

spouští syntézu fytochelatinů 

(Ghlimová, 2021) 
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pouze s řasami rodu Asterochloris, při specifických podmínkách daných stanovišť jsou však schopné 

začít relichenizační proces s řasami rodu Trebouxia a vytvořit s nimi stabilní spojení. Fotobionti ale 

mohou být ve stélkách nahrazováni i v průběhu životního cyklu lišejníku (Piercey-Normore & De-

Priest, 2001; Ertz et al., 2018). 

Mykobionti se vzájemně liší v počtu řasových partnerů, se kterými mohou tvořit symbiózu – 

tento vztah je označován termínem specificita. Zároveň mohou být mykobionti vůči fotobiontům 

různě selektivní. Mohou upřednostňovat pouze jeden druh (případně skupinu druhů) fotobiontů, tyto 

mykobionty pak označujeme za specialisty, nebo jsou naopak ve výběru pružnější, takové označu-

jeme za generalisty (Yahr et al., 2004). Většina mykobiontů preferuje spojení pouze s jedním rodem, 

např. mykobionti lišejníků rodu Cladonia, Diploschistes nebo Lepraria dávají přednost řasám rodu 

Asterochloris (Peksa, 2011a). Jiné lišejníky ale vytvářejí symbiózu dokonce s různými rody řas – 

lišejníky rodu Stereocaulon mohou obsahovat řasy rodů Asterochloris, Vulcanochloris a Chloroidium 

(Vančurová et al., 2018). Rozdíly ve specificitě mezi různými mykobionty mají i ekologické impli-

kace: čím nižší míru specificity vůči fotobiontovi mykobiont vykazuje, tím více různých stanovišť 

zvládne osídlit (Osyczka et al., 2021). Předpokládá se tedy, že široce rozšířené lišejníky obsahují 

mykobionta-generalistu (Vančurová et al., 2018) a fotobionta, který se v prostředí běžně nachází 

(Peksa & Škaloud, 2011; Grube & Spribille, 2012; Osyczka et al., 2020). 

Některé studie ze substrátů bohatých na kovy ukazují, že mykobionti si vybírají fotobionty i 

podle jejich schopnosti tolerovat těžké kovy (Vančurová et al., 2018; Rola et al., 2021), jiné toto však 

nepotvrzují (Beck, 2002; Hauck et al., 2007; Bačkor et al., 2010). 

1.2.1  Pluralita fotobiontů ve stélce 

Lišejníky jsou, s výjimkou tripartitních druhů, stále obecně vnímány jako soužití jednoho druhu 

houby a jednoho druhu řasy, případně sinice. Otázka Co je to lišejník? zůstává stále nedostatečně 

zodpovězená. V posledním desetiletí se stále více začíná diskutovat o dalších organismech, které 

mohou být součástí lišejníku, a jejich funkci v něm. Jedná se o bakterie, kvasinky nebo další 

druhy/rody fotobiontů (Uphof, 1925; Muggia et al., 2014; Spribille et al., 2016; Wedin et al., 2016; 

Vančurová et al., 2018). Ve výběru vhodných fotobiontů hrají významnou roli podmínky prostředí. 

Jak bylo zmíněno v kapitole 1.1, mykobiont pravděpodobněji vytvoří konečnou symbiózu s fotobio-

ntem, který je pro dané stanoviště nejlépe adaptovaný (Muggia et al., 2014). V prostředí, které se 

často mění, je pak výhodné umět si ve stélce udržet více různých fotobiontů a pro růst si vybrat toho, 

který je na dané podmínky nejlépe přizpůsobený (Dal Grande et al., 2012; Muggia et al., 2014; Park 

et al., 2015; Osyczka et al., 2020). Výskyt více fotobiontů v jedné stélce lišejníku je nejspíš častějším 

jevem, než se předpokládalo (Bačkor et al., 2010; Muggia et al., 2011, 2014; Park et al., 2015; Voyt-

sekhovich & Beck, 2016; Onuț-Brännström et al., 2018), avšak není pravidlem, jelikož v jiných pra-

cích obsahovaly lišejníky výhradně jediného fotobionta (Beck & Koop, 2001; Škaloud et al., 2018), 

či byl výskyt různých druhů fotobiontů v jedné stélce zaznamenán jen výjimečně (Bačkor et al., 
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2010; Muggia et al., 2013; Vančurová et al., 2018; Molins et al., 2020). V nestabilních podmínkách 

prostředí však může být výskyt více fotobiontů ve stélce zásadní pro přežití lišejníku (Casano et al., 

2011). 

Vznik plurality fotobiontů ve stélce zatím není stoprocentně objasněn, ale existuje několik teo-

rií, jak k výskytu více fotobiontů v jedné stélce může dojít. Lišejníky rozmnožující se pohlavně po-

mocí spor jsou při vzniku nové stélky odkázány na výskyt potenciálních fotobiontů v místě dopadu 

spory (Ahmadjian, 1993). Je tedy možné, že se spora asociuje s více různými fotobionty najednou a 

pro tvorbu stélky si nakonec vybere toho nejlépe adaptovaného (Bhattacharya et al., 1996; Werth & 

Sork, 2010; Dal Grande et al., 2014; Muggia et al., 2014).  

U vegetativně rozmnožujících se lišejníků, které se rozšiřují pomocí speciálních propagulí 

(soredií, izidií) nebo pomocí fragmentace stélky, se v propaguli/úlomku stélky nachází fotobiont po-

cházející z mateřského lišejníku. Předpokládá se tedy, že další fotobiont se do stélky dostane z okolí 

v průběhu jejího rozrůstání nebo může dojít k blízkému kontaktu dvou stélek a výměny fotobiontů 

mezi nimi, jak ukazuje Obr. 2 (Beck et al., 1998; Ohmura et al., 2006, 2019). Pokud se tento fotobi-

ont ukáže jako lépe adaptovaný pro dané podmínky prostředí, může dokonce nahradit původního 

fotobionta (Ohmura et al., 2006). Další způsob, jak se do stélky mohou dostat noví fotobionti, 

představuje porušení svrchní kůry způsobené např. herbivorií (Dal Grande et al., 2014, 2018). V pří-

padě pohlavního rozmnožování hovoříme o přenosu horizontálním (Dal Grande et al., 2012), v pří-

padě vegetativního rozmnožování mluvíme o tzv. vertikálním přenosu fotobiontů (Werth & Sork, 

2010). 

Obr. 2 Možnosti diverzifikace genetických kombinací mezi fotobiontem a mykobiontem Parmotrema perlatum.  

A Výměna původního fotobionta za kompatibilního fotobionta z prostředí nebo za fotobionta z jiné stélky lišejníku.  

B Výměna fotobionta nebo mykobionta jako důsledek spojení dvou geneticky odlišných jedinců.  

(Ohmura et al., 2006) 
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1.3 Hadce 

Hadec (serpentinit) řadíme mezi ultramafické a ultrabazické horniny (Krist & Křivý, 1985). 

Jedná se o horninu pokrývající asi 1 % zemského povrchu, avšak její výskyt je omezen na menší 

ostrůvky uvnitř masy jiné horniny (Kolář & Vít, 2008). Serpentinity se vyznačují vysokým obsahem 

některých těžkých kovů, především niklu (Ni), chromu (Cr) a kobaltu (Co), dále vysokým obsahem 

hořčíku (Mg) a železa (Fe) (Faust et al., 1956; Faust & Fahey, 1962). Pro některé hadce je typický i 

nízký obsah základních biogenních živin, kterými jsou dusík (N), fosfor (P), draslík (K), a vápníku 

(Ca) (Krause, 1958 v Proctor & Woodell, 1975). V hadcových substrátech se snoubí také hned něko-

lik zvláštních fyzikálních vlastností: Hadce samotné i půdy, které na nich vznikají, jsou špatně te-

pelně vodivé, kvůli čemuž zde dochází ke značnému kolísání teplot mezi dnem a nocí (Hrudička, 

1937). S touto skutečností souvisí i fakt, že se často jedná o otevřené výchozy, které nejsou nijak 

chráněné před větrem, a navíc zde roste málo cévnatých rostlin, které by dané stanoviště zastínily. 

Sucho je tak další vlastností, kterou hadce i půdy na nich oplývají (Proctor & Woodell, 1975). Je 

však nutné zdůraznit, že i přes určitou vzájemnou podobnost mohou mít různé hadcové horniny vý-

razně odlišné chemické vlastnosti – na některých lokalitách lze naměřit normální hladinu živin (N, 

P, K), zatímco některé půdy vznikající na hadci se neliší od půd vznikajících na jiné, netoxické pod-

ložní hornině (Proctor, 1971). Hadcová půda je však obecně považována za neúrodnou (Proctor & 

Woodell, 1975). 

V České republice se nachází osm významnějších hadcových těles, která se vzájemně liší abio-

tickými (rozdílná nadmořská výška, geomorfologie i rozdílný úhrn srážek) a biotickými (odlišné 

vegetační a fytogeografické vazby) faktory (Kolář & Vít, 2008). 

Organismy, které na hadcových substrátech dokážou růst, musí tolerovat jak jeho fyzikální 

vlastnosti (především sucho), tak specifický chemismus daných půd (Walker, 1954). Reakce na had-

cový substrát byly nejprve zaznamenána u cévnatých rostlin, a to jak morfologické – např. nanismus, 

redukce velikosti listů, tak i anatomické – např. vyšší obsah cytosolu v buňkách (Messeri, 1936; 

Ritter-Studnička, 1972). Pro všechny tyto adaptace zavedl Novák (1928) souhrnný termín serpenti-

nomorfózy. Je však nutné dodat, že podobné adaptace nalezneme i u organismů z jiných extrémních 

habitatů, které se vyznačují vysokou ozářeností, nízkou vlhkostí nebo nedostatkem živin a nejedná 

se tedy o adaptace specifické výlučně pro hadcové substráty. 

První studie zabývající se výhradně lišejníky rostoucími na hadcích vznikla na půdě bývalého 

Československa, konkrétně se jedná o studii Jindřicha Suzy (1928), která se věnuje západočeským 

serpentinitům. Diverzita lišejníků na hadcových substrátech je velmi proměnlivá, liší se v závislosti 

na konkrétním typu hadce (míře serpentinizace), ale i na dalších podmínkách, kterými může být 

nadmořská výška, klimatické podmínky nebo třeba zastínění. Obecně však hadce zahrnují mnoho 

mikrostanovišť a hostí i druhy, které jinak preferují jiné typy hornin, např. žulu, čedič, gabro nebo i 

vápencové horniny (Paukov, 2009). Díky tomu považují někteří autoři druhovou diverzitu lišejníků 
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na hadcích za vyšší než na ostatních horninách (Favero-Longo et al., 2004; Harris et al., 2007). Vět-

šina lišejníků, které na hadcích rostou, tedy vykazuje nízkou specifitu pro hadcový substrát (Paukov, 

2009), existují ale i druhy, které se na hadcový substrát specializují (Suza, 1928; Ritter-Studnička & 

Klement, 1968; Sánchez-Biezma & López de Silanes, 1999). Jelikož hadce obsahují vysoké koncen-

trace kovů, lze na nich často nalézt druhy metalofytní (Purvis & James, 1985), xerotermofytní – 

především na exponovaných stanovištích, kterými jsou například svislé výslunné svahy (Suza, 1928; 

Sánchez-Biezma Serrano & Álvarez Andrés, 2001). Zatímco hadce oplývají endemity, co se cévna-

tých rostlin týče, nevyskytuje se zde příliš mnoho lišejníkových endemitů – některé druhy, které byly 

dříve považovány za endemické, byly později objeveny i na jiných typech hornin, například čediči 

nebo vápenci (Wirth, 1972; Hafellner, 1991; Favero-Longo et al., 2004). Za hadcové specialisty lze 

považovat druhy Cladonia praetermissa var. modesta, Pertusaria chiodectonoides nebo Porpidia 

nadvornikiana (Kantvilas, 1991; Wirth & Hertel, 2009), poslední zmíněný druh byl dlouho považo-

ván za endemita českého, avšak posléze byl objeven i na hadcích ve Španělsku, Skotsku a v soused-

ním Německu (Vězda, 1972; Sánchez-Biezma & López de Silanes, 1999; Smith et al., 2009; Wirth 

& Hertel, 2009). 

Druhovou skladbu fotobiontů lišejníků rostoucích na hadcových substrátech studoval Peksa et 

al. (2022), ale pouze na jediné lokalitě ve Slavkovském lese. Více prozkoumaná je diverzita fotobi-

ontů lišejníků vyskytujících se na antropogenních substrátech bohatých na kovy, např. na výsypkách, 

tedy substrátech analogních k hadcovým substrátům z hlediska vysokých koncentrací těžkých kovů 

(např. Osyczka et al., 2020; Rola et al., 2021). V těchto pracích bylo zjištěno, že lišejníky obsahují 

jiné fotobionty než lišejníky z lokalit, které nejsou obohacené o kovy, ale také, že lišejníky z těchto 

substrátů mohou ve svých stélkách obsahovat více fotobiontů. Nabízí se tedy otázka, jaká je druhová 

skladba fotobiontů lišejníků rostoucích na přirozeně vzniklých substrátech s vysokým obsahem těž-

kých kovů, kterými jsou právě hadce. 

Ve své práci jsem se rozhodla zkoumat nejen druhové složení fotobiontů z hadcových substrátů, 

ale i z nehadcové horniny, za kterou jsem zvolila amfibolit. Lichenoflóru hadců a amfibolitů porov-

nával z čistě floristického pohledu již Suza (1928). Důvodem, proč jsem si za kontrolní horninu vy-

brala právě amfibolit, je jednak z části se překrývající druhová skladba lišejníků na obou typech 

horniny a jednak jeho charakter. Obě horniny můžeme zařadit do skupiny bazických silikátových 

hornin – v případě hadce se jedná o ultrabazickou horninu obsahující < 45 % SiO2, v případě amfib-

olitu o horninu bazickou s obsahem SiO2 mezi 45 a 52 % (Krist & Křivý, 1985). Zároveň jde o 

horniny, které mají stejný původ, řadíme je mezi horniny metamorfované. Rozdíly mezi těmito typy 

hornin jsou v obsahu hořčíku a těžkých kovů (Ni, Cr, Co), který by měl být v amfibolitech výrazně 

nižší (René, 2007). Díky této kontrolní hornině je možné porovnat druhové složení fotobiontů nejen 

s výsledky studií z antropogenně vzniklých substrátů obohacených o těžké kovy, ale i s druhovou 

identitou fotobiontů přirozeně vzniklé horniny, která se však v obsahu těžkých kovů liší. 
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2 Cíle práce 

 

Hlavním cílem mé diplomové práce je zjistit, zda se ve stélkách lišejníků rostoucích na hadco-

vých substrátech vyskytují jiní fotobionti než na substrátech amfibolitových. 

 

Konkrétně si kladu následující otázky týkající se druhového složení fotobiontů: 

a) Jaká je druhová skladba fotobiontů lišejníků rostoucích na hadcích? Vyskytují se zde v li-

šejnících specifické linie řas? 

b) Liší se druhové složení fotobiontů mezi hadcovými a amfibolitovými substráty? 

c) Bude si druhové složení fotobiontů z jednotlivých hadcových lokalit vzájemně podobné, 

nebo se bude lišit? 

d) Dochází k příjmu částic horniny do stélky lišejníku?  

Zajímá mě ale také, do jaké míry působí přítomnost těžkých kovů na druhové složení fotobiontů. 
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3 Materiál a metody 

3.1 Výběr druhů lišejníků 

Pro svou diplomovou práci jsem vybrala deset běžně rostoucích euryekních druhů lišejníků, 

které právě díky své ekologické nevyhraněnosti dokážou růst na různých typech substrátu. Konkrétně 

se jedná o následující druhy: Acarospora fuscata, Candelariella coralliza, Candelariella vitellina, 

Cladonia pyxidata, Lecanora polytropa, Lecanora rupicola, Lecidea fuscoatra, Lecidella car-

pathica, Protoparmeliopsis muralis a Rhizocarpon geographicum. Devět z těchto druhů je saxikol-

ních s korovitým typem stélky. Korovité lišejníky jsou v bezprostředním kontaktu s podložní horni-

nou a může je proto značně ovlivnit přítomnost těžkých kovů v ní (Beck, 1999). Zbývající druh, 

Cladonia pyxidata, je druhem terikolním s dimorfickou stélkou. Tři z mnou vybraných druhů (Le-

canora polytropa, Lecidea fuscoatra, Protoparmeliopsis muralis) jsou považovány za hyperakumu-

látory těžkých kovů (Purvis et al., 2008; Rola et al., 2016). Zároveň jsem se rozhodla zjistit, které 

fotobionty obsahuje lišejník Pertusaria chiodectonoides, který se v ČR vyskytuje výhradně na had-

cích a je tak jedním z mála hadcových specialistů. 

3.2 Výběr lokalit a sběr lišejníků 

Lišejníky jsem sbírala na pěti hadcových lokalitách v rámci České republiky: PP Borecká skalka 

(BS), NPP Hadce u Želivky (Želivka, ZE), PR Holubovské hadce (HH), NPP Křížky (KR), NPR 

Mohelenská hadcová step (Mohelno, MO). Ke každé z hadcových lokalit jsem vybrala jednu amfib-

olitovou lokalitu s podobným úhrnem srážek (Tab. 1). Sbírala jsem tedy na následujících amfiboli-

tových lokalitách: PR Kalvárie (KA), Ráj (RA), Třebovské Hradisko (TH), PR U doutné skály (Bí-

tov, DS), PR Údolí Teplé (Teplá, TE). Geografické rozmístění lokalit je patrné z Obr. 3, fotografie 

jsou uvedené v příloze (Příloha 1). Mapu jsem vytvořila v programu R. v. 4.4.0 s využitím balíčku 

rworldmap (South, 2011). 

Výběr kontrolní horniny jsem konzultovala s geologem doc. RNDr. Kryštofem Vernerem, Ph.D. 
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Sběr lišejníků probíhal od listopadu roku 2021 do září roku 2023. Jelikož se jedná výhradně o 

saxikolní druhy, odsekávala jsem je pomocí majzlíku a kladiva i s kusem podkladové horniny. Od 

každého druhu lišejníku jsem sesbírala tři stélky z různých míst v rámci dané lokality, v případě ne-

dostatečného množství stélek jsem sebrala maximální počet přítomných stélek. Sběr materiálu ztě-

žoval fakt, že jsem sebrané položky lišejníků dále používala i pro měření těžkých kovů pomocí XRF 

analyzátoru – měření je důležité provádět na co nejrovnější ploše, aby docházelo k minimálnímu 

zkreslení výsledků (viz kapitolu 3.10). Zároveň některé lišejníky porůstaly mikrostanoviště, která 

pro sběr nebyla vhodná (např. skalní spáry) a při odsekávání by došlo ke znehodnocení celé položky, 

případně by takto rostoucí lišejník nebylo možné vůbec odebrat. I z tohoto důvodu nebylo možné na 

některých lokalitách odebrat tři různé stélky. Všechny položky jsem následně uchovávala v papíro-

vých obálkách v pokojové teplotě. Položky budou uloženy v herbáři Univerzity Karlovy v Praze 

(PRC). 

Obr. 3 Mapa navštívených lokalit, stejné symboly označují klimatické páry. 

nadm. výška srážky t zima t léto t

m n. m. mm °C °C °C

Křížky 812 620,6 -8,9 28,9 7,6

Teplá 622 596,3 -9 30,7 8,1

Mohelno 339 484 -8,6 31,8 9,4

Bítov 360 513,4 -9,2 32,0 9,2

Holubovské hadce 470 619,5 -9,5 31,4 8,8

Ráj 614 673,1 -8,3 29,1 7,5

Želivka 395 579,1 -8,7 32,3 9,5

Kalvárie 222 542,9 -7,9 30,7 8,8

Borecká skalka 418 622,4 -9 31,9 9,3

Třebovské hradisko 350 600,3 -9 31,4 9,1

Tab. 1 Přehled nadmořské výšky, průměrných srážek, teploty v 15. nejchladnější a 

nejteplejší den a průměrné teploty mezi lety 2014–2019, žlutá = hadec, zelená = 

amfibolit, dvě po sobě následující lokality představují klimatický pár. 



18 

 

3.2.1  Klimatická data 

Klimatická data, na základě kterých jsem provedla konečný výběr amfibolitových lokalit, mi 

zprostředkoval Matěj Man.  

Klimatická data byla extrahována proložením souřadnic výzkumných ploch s rastry charakteri-

zujícími střednědobý trend klimatu mezi lety 2014 a 2019 na základě měření stanic Českého hydro-

meteorologického institutu (ČHMÚ). Bodová měření ČHMÚ byla prostorově interpolována pro 

území celé ČR v rozlišení 30 x 30 m pro potřeby hrubé charakteristiky klimatu (Man et. al. 2022, 

nepublikovaná data).  

Podkladem pro vytvoření klimatických rastrů byly denní údaje o průměrné, minimální a maxi-

mální teplotě z cca 200 stanic a souhrnných denních srážkách z cca 500 stanic ČHMÚ. Tato denní 

data jsou volně dostupná na portálu ČHMÚ https://www.chmi.cz/historicka-data/pocasi/denni-

data/Denni-data-dle-z.-123-1998-Sb pro období od roku 1961 do současnosti. Pro potřeby klimatic-

kých rastrů bylo zvoleno období od 1. 1. 2014 do 31. 12. 2019, kdy měřilo naráz nejvíce stanic. 

Denní data byla agregována na roční kromě těch, kde průměrná roční teplota byla vypočítána jako 

průměr denních hodnot, minimální teplota jako pátý a maximální teplota jako 95. percentil denních 

hodnot. Tyto roční hodnoty posoužily jako trénovací data pro kalibraci interpolačních modelů.  

Pro interpolace teplot bylo testováno několik statistických metod v kombinaci s různými pre-

diktory. Mezi testovanými interpolačními modely byly: lineární model, generalizovaný lineární mo-

del, Krigging (Hengl et al., 2004), Lasso (Nussbaum et al., 2018) a model strojového učení Random 

forest (Breiman, 2001). Modely byly posouzeny na základě prostorové, desetinásobné, blokové kros 

validace (Roberts et al., 2017) s pomocí RMSE (root mean square error, tj. odmocnina střední kva-

dratické chyby). Jako prediktory byly testovány topografické proměnné (Man et. al. 2022, nepubli-

kovaná data) odvozené z digitálního modelu terénu páté generace ČR (DMR 5G), poskytovaného 

Českým úřadem zeměměřickým a katastrálním (ČUZK) https://ags.cuzk.cz/geoprohli-

zec/?atom=dmr5g.  

Na základě prostorové kros validace a nejnižšího RMSE byl pro predikce teplot použit model 

Random forest a pro srážky model Krigging.  

  

https://www.chmi.cz/historicka-data/pocasi/denni-data/Denni-data-dle-z.-123-1998-Sb
https://www.chmi.cz/historicka-data/pocasi/denni-data/Denni-data-dle-z.-123-1998-Sb
https://ags.cuzk.cz/geoprohlizec/?atom=dmr5g
https://ags.cuzk.cz/geoprohlizec/?atom=dmr5g
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3.3 Izolace DNA 

Před samotnou izolací DNA jsem každou stélku omývala po několik minut pod tekoucí vodou 

a zároveň jemně očišťovala její povrch zubním kartáčkem, aby se snížila možnost získání DNA z epi-

lichenicky rostoucích řas a řas, které se na stélce pouze zachytily, ale nijak se nepodílejí na fotosyn-

téze a látkové výměně s mykobiontem. Takto omyté lišejníky jsem nechala jeden až dva dny vy-

sychat, až poté jsem přistoupila k vlastní přípravě na izolaci. Pomocí sterilních nástrojů (žiletka, pin-

zeta) jsem dostatečné množství materiálu z různých částí stélek přenesla do 2ml zkumavek. Izolace 

DNA proběhla podle modifikovaného CTAB (cetyltrimethylamoniumbromid) protokolu (Cubero et 

al., 1999): 

1. K suchému materiálu jsem do zkumavek přidala 2 wolframkarbidové kuličky, pomocí kterých 

byl materiál v mlýnku (Retsch MM200) drcen při 30 000 otáčkách za minutu (rpm) po dobu 5 

minut. 

2. K takto nadrcenému materiálu jsem přidala 700 μl extrakčního pufru CTAB a na špičku špacht-

ličky prášku PVP (polyvinylpyrrolidon), který absorbuje sekundární metabolity, které by jinak 

mohly inhibovat PCR reakci. Uzavřené zkumavky jsem několikrát ručně protřepala a poté vložila 

do termobloku (Eppendorf Thermomixer R), kde jsem je nechala 30 minut inkubovat při 60 °C 

a 1 200 rpm. 

3. Po inkubaci jsem do zkumavek přidala 500 μl roztoku chloroform:izoamylalkohol (24:1). Uza-

vřené zkumavky jsem opět několikrát ručně protřepala a po 5 minutách, kdy jsem je nechala stát 

v klidu v pokojové teplotě, jsem je stáčela v centrifuze (Eppendorf 5415D) při 13 200 rpm po 

dobu 6 minut. 

4. Supernatant (500–600 μl) jsem přepipetovala do čistých 1,5ml zkumavek, do kterých jsem pře-

dem přidala 500 μl isoamylalkoholu vychlazeného na -20 °C. Zkumavky jsem ručně protřepala 

a následně uložila na 30 minut do -20 °C. Během této doby došlo k vysrážení DNA. 

5. Zkumavky s vysráženou DNA jsem stáčela v centrifuze při 13 200 rpm po dobu 3 minut. Po vyn-

dání z centrifugy jsem na dně zkumavky pozorovala bílou peletku DNA. Zbylý obsah zkumavky 

jsem opatrně vylila do odpadu. 

6. Do zkumavek jsem přidala 400 μl 96% ethanolu vychlazeného na teplotu -20 °C. Poté jsem 

vzorky 15 minut inkubovala na termobloku při teplotě 37 °C a 350 rpm. Po uplynutí této doby 

jsem je opět centrifugovala při 13 200 rpm po dobu 3 minut. 

7. Následně jsem 96% ethanol opatrně vylila (pelet DNA drží na stěně zkumavky). Do zkumavek 

jsem přidala 200 μl 70% ethanolu a poté je ponechala po dobu 5 minut v klidu. Po uplynutí této 

doby jsem 70% ethanol vylila a zkumavky nechala na papírovém kapesníku dnem vzhůru po 

dobu několika minut. Aby došlo k úplnému odpaření ethanolu, umístila jsem otevřené zkumavky 

do termobloku, kde jsem je ponechala při 60 °C po dobu 5–10 minut. 
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8. Vysušený pelet jsem rozpouštěla ve 150 μl TE pufru na termobloku při 40 °C a 600 rpm po dobu 

30 minut. Na závěr jsem vzorky důkladně promíchala na vortexu (Genie 2), aby došlo k úplnému 

rozpuštění peletky DNA. 

9. Koncentrace DNA jsem bezprostředně po každé izolaci změřila na nanodropu (NanoDrop 1000). 

10. Vyizolovanou DNA jsem uchovávala v lednici při 4 °C. 

3.4 PCR a sekvenace 

 Identifikace mykobiontů i fotobiontů na úrovni druhů proběhla na základě úseku ITS (Internal 

Transcribed Spacer, Obr. 4).  

Tento úsek jsem u mykobiontů amplifikovala pomocí kombinace univerzálního primeru ITS4 a 

primeru ITS1F specifického pro houby z oddělení Ascomycota. K amplifikaci úseku ITS u 

fotobiontů došlo s použitím primerů ITS4 a SSU1780, který je specifický pro zelené řasy (odd. 

Chlorophyta). Sekvence všech primerů a jejich orientace jsou uvedeny v Tab. 2. 

  

Tab. 2 Přehled primerů použitých pro PCR 

Název Sekvence Orientace Specificita Zdroj 

ITS4 5'-GCATATCAATAAGCGGAGGA-3' reverse univerzální White et al., 1990 

ITS1F 3'-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-5' forward Ascomycota Gardes & Bruns, 1993 

mrSSU1 5'-AGCAGTGAGGAATATTGGTC-3' forward Ascomycota Zoller et al., 1999 

mrSSU3R 5'-ATGTGGCACGTCTATAGCCC-3' reverse Ascomycota Zoller et al., 1999 

SSU1780 3'-CTGCGGAAGGATCATTGATTC-5' forward Chlorophyta 
Piercey-Normore & DePriest, 

2001 

Obr. 4 Pozice amplifikovaných úseků ITS upraveno podle Baldwin et al. (1995) 
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V případě několika vzorků lišejníku Lecidella carpathica (HH11–14, KR17, KR36, KR41) 

jsem pro ověření druhu mykobionta použila i úsek malé ribosomální podjednotky (mtSSU), jelikož 

úsek ITS nebyl průkazný. 

 PCR amplifikace vybraných úseků se odehrávala v celkovém objemu 20 μl reakční směsi, jejíž 

složení bylo následující: 

• 14,4 μl voda (ddH2O) 

• 4 μl pufr MyTaq™ Reaction Buffer Red (Bioline) 

• 0,2 μl forward primer (ITS1F/SSU1780) v koncentraci 25 pM/μl 

• 0,2 μl reverse primer (ITS4) v koncentraci 25 pM/μl 

• 0,2 μl polymerázy MyTaq™ HS DNA (Bioline) 

• 1 μl DNA 

PCR reakce probíhala v termocykleru Eppendorff Mastercycler pro, průběh cyklu byl stejný pro 

oblast ITS mykobionta i fotobionta: 

• iniciální denaturace (95 °C, 1 minuta) 

• 35 cyklů: denaturace (95 °C, 30 vteřin), annealing (54 °C, 30 vteřin), elongace (72 °C, 

30 vteřin) 

• finální elongace (72 °C, 3 minuty) 

Průběh PCR reakce pro oblast mitochondriální SSU mykobionta byl následující: 

• iniciální denaturace (95 °C, 1 minuta) 

• 35 cyklů: denaturace (95 °C, 30 vteřin), annealing (60 °C, 30 vteřin), elongace (72 °C, 

30 vteřin) 

• finální elongace (72 °C, 3 minuty) 

Přítomnost PCR produktů a jejich kvalitu jsem ověřila elektroforézou – 2 μl PCR produktu jsem 

nanesla na 1% agarózový gel s ethidium bromidem nebo později s barvičkou MIDORI Green Adva-

nce. PCR produkty byly následně vizualizovány pomocí UV záření. Délku fragmentů jsem porovná-

vala s žebříčkem Thermo Scientific™ GeneRuler 100 bp DNA Ladder. PCR produkty jsem přečiš-

ťovala pomocí paramagnetických kuliček SPRI AMPure XP (Beckman Coulter) podle protokolu vý-

robce. Koncentraci přečištěných PCR produktů jsem měřila na nanodropu (NanoDrop 1000). Sange-

rovo sekvenování univerzálním primerem ITS4 a primerem mtSSU1 probíhalo ve společnosti Ma-

crogen Europe (Amsterdam, Nizozemsko).  

3.5 Illumina metabarcoding 

Pro Illumina metabarcoding jsem vybrala jeden ze vzorků, u kterých se mi opakovaně nepodařilo 

získat kvalitní sekvenci fotobionta Sangerovým sekvenováním. Konkrétně šlo o vzorek KR7, tedy 

lišejník Lecanora rupicola z Křížků. Knihovnu s tímto vzorkem připravila Ivana Černajová, 
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následné zpracování dat provedl Pavel Škaloud. Pro metabarcoding byla využita mnou vyizolovaná 

DNA postupem, který popisuji výše v kapitole 3.3. Nejprve proběhla nested PCR, při níž došlo k am-

plifikaci úseku ITS2 za použití primerů 1378j02 (navržený P. Škaloudem, nepublikováno) a ITS4 

(White et al., 1990), poté následovala druhá PCR s použitím značeného primeru specifického pro 

chlorofytní řasy 5.8F-Chlorophyta (Vančurová et al., 2020) a ITS4 (White et al., 1990). Přehled po-

užitých primerů zobrazuje Tab. 3. 

Nested PCR proběhla v následující reakční směsi o celkovém objemu 20 μl: 

• 10 μl Q5® High-Fidelity DNA polymerázy (BioLabs Inc.)  

• 1,5 μl forward primeru 

• 1,5 μl reverse primeru 

• 1 μl DNA 

• 6 μl vody (Milli-Q ddH2O)  

Takto připravené vzorky byly vloženy do termocykleru Eppendorff Mastercycler pro a PCR 

proběhla při tomto nastavení: 

• iniciální denaturace (98 °C, 30 vteřin) 

• 22 cyklů: denaturace (98 °C, 10 vteřin), annealing (52 °C, 45 vteřin), elongace (72 °C, 

1 minuta) 

• finální elongace (72 °C, 2 minuty) 

Kvalita a přítomnost PCR produktu byla ověřena pomocí elektroforézy, kdy byly 2 μl DNA 

smíchány s 1 μl modré barvičky a následně naneseny na 1% agarózový gel s ethidium bromidem. 

PCR produkt byl přečištěn paramagnetickými kuličkami SPRI AMPure XP (Beckman Coulter) dle 

návodu výrobce. Tento PCR produkt byl následně použit pro druhou PCR. Ta probíhala taktéž v ob-

jemu 20 μl reakční směsi se složením:  

• 10 μl Q5® High-Fidelity DNA polymerázy (BioLabs Inc.)  

• 1,5 μl forward primeru 

• 1,5 μl reverse primeru 

• 3 μl DNA 

• 4 μl vody (Milli-Q ddH2O) 

Název Sekvence Orientace Specificita Zdroj 

ITS4 5'-GCATATCAATAAGCGGAGGA-3' reverse univerzální White et al., 1990 

1378j02 5’-TTGCCTTGTCAGGTTGATTCC-3’ forward univerzální Škaloud, nepubl. 

5.8F-Chlorophyta 5′-GAATTCCGTGAACCATCGAAT CTTT-3′ forward Chlorophyta Vančurová et al., 2020 

Tab. 3 Přehled primerů použitých pro metabarcoding 
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Průběh PCR byl pak následovný: 

• iniciální denaturace (98 °C, 30 vteřin) 

• 24 cyklů: denaturace (98 °C, 10 vteřin), annealing (52 °C, 45 vteřin), elongace (72 °C, 

1 minuta) 

• finální elongace (72 °C, 2 minuty) 

Poté byla opět ověřena přítomnost a kvalita PCR produktu pomocí elektroforézy a DNA byla 

přečištěna, jak jsem popsala výše. Koncentrace DNA byla změřena na qubitu Qubit 2.0 (Thermo 

Fisher Scientific). Vzorek byl připraven v duplikátu. Oba vzorky byly následně zaslány k osekveno-

vání na platformě MiSeq Illumina do společnosti Fasteris (Plan-lesOuates, Švýcarsko). 

Kvalita kontroly readů byla provedena za použití programu FastQC v. 0.11.8 (Andrews 2010). 

Surová data byla zpracována podle (Bálint et al., 2014), zpracování zahrnovalo filtrování dle kvality, 

složení paired-end readů, odstranění primerových artefaktů, extrakci readů dle barkódů, orientaci 

všech readů do směru 5‘→3‘, demultiplexizaci, dereplikaci a clusterování do OTU. V posledním 

zmíněném kroku byl použit program Swarm v. 2 (Mahé et al., 2015) s denoisingem nastaveným na 

d = 3 a odfiltrováním chimér. Jednotlivé OTU byly identifikovány algoritmem BLASTN (Zhang et 

al., 2000) v prgramu SEED2 (Větrovský et al., 2018).  

3.6 Tvorba alignmentu 

Kvalitu získaných sekvencí jsem kontrolovala v programu SeqAssem v. 09/2004 (Hepperle, 

2004). Alignment mykobiontů i fotobiontů jsem vytvořila v programu MAFFT v. 7 (Katoh et al., 

2019) a následně jej upravila v programu MEGA11 (Tamura et al., 2021). Sekvence jsem dále iden-

tifikovala pomocí online algoritmu BLASTN (Zhang et al., 2000) který porovnává vloženou sek-

venci s dalšími sekvencemi v databázi GenBank. Pro každý druh mykobionta jsem vytvořila speci-

ální alignment, pouze pro druhy Candeariella coralliza a Candelariella vitellina jsem vytvořila alig-

nment společný, u fotobiontů jsem vytvořila dva alignmenty – jeden pro řasy rodu Trebouxia (obsa-

hující sekvence získané Sangerovým sekvenováním i Illumina metabarcodingem), druhý pro řasy 

rodu Asterochloris. Pro fylogenetickou analýzu a odhalení cladů a linií, do kterých řasy rodu Trebou-

xia spadají, jsem alignment doplnila o 228 sekvencí ze studie Peksy a kol. (Peksa et al. 2022), která 

byla zaměřena na fotobionty rodu Trebouxia, a pět sekvencí získaných metabarcodingem. Do align-

mentu řas rodu Asterochloris jsem přidala 78 sekvencí ze studie Vančurové a kol. (Vančurová et al., 

2021). V obou případech byly v alignmentu ponechány pouze unikátní sekvence, čehož jsem docílila 

použitím balíčku Biostrings (Pagès et al., 2024) v programu R v. 4.4.0. Dále jsem pomocí balíčku 

ape (Paradis et al., 2004) odstranila z alignmentů pozice, které obsahovaly více než 95 % mezer. 

Ruční zastřižení alignmentů jsem provedla v programu MEGA11 (Tamura et al., 2021). 

Do alignmentů mykobiontů jsem přidala sekvence, které měly podle algoritmu BLASTN nej-

vyšší shodou s vloženými sekvencemi, a sekvence, které slouží jako outgroup. V alignmentech byly 
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ponechány všechny získané sekvence. Zbývající zpracování alignmentů bylo shodné se zpracováním 

alignmentů fotobiontů. 

3.7 Fylogenetické analýzy 

Fylogenetické analýzy jsem provedla pro každý zastoupený rod fotobiontů a pro každý druh 

mykobiontů s výjimkou rodu Candelariella, kde jsem zpracovala dohromady druhy Candelariella 

coralliza a Candelariella vitellina.  

Úsek ITS fotobiontů jsem rozdělila na části ITS1, 5,8S a ITS2. Následně jsem pro každou část 

získala substituční model na základě Bayesovského informačního kritéria (BIC) v programu jMo-

delTest2 v. 2.1.6 (Darriba et al., 2012) na portálu CIPRES (Miller et al., 2010). Fylogenetické stromy 

jsem nalezla metodou Bayesovy inference (BI) v programu Mr. Bayes v. 3.2.7a (Ronquist et al., 

2012) pomocí Markov Chain Monte Carlo (MCMC) metody. Použila jsem dva paralelní MCMC 

chody, každý se třemi horkými a jedním studeným řetězcem. Každých 100 generací došlo k zazna-

menání parametrů a stromů. Hodnota SDSF (standard deviation of split frequencies) sloužila k vy-

hodnocení konvergence běhů. Prvních 25 % stromů bylo vyřazeno jako burn-in. Použité substi-

tuční modely pro jednotlivé části úseku ITS, jak byly zadány do programu MrBayes (který nedispo-

nuje všemi výslednými substitučními modely z programu jModelTest), celkový počet generací a ko-

nečnou hodnotu SDSF shrnuje Tab. 4. 

Podpory větví byly spočítány také pomocí ultrafast bootstrapu s 1000 opakováními v pro-

gramu RAxML v. 8.2.10 (Stamatakis, 2014). Tato analýza proběhla podle modelu GTR+G pro 

všechny části úseku ITS.  

 

U mykobiontů jsem pracovala s celým úsekem ITS. Substituční model jsem získala po-

mocí BIC v programu jModelTest2 v. 2.1.6 na portálu CIPRES. Fylogenetické stromy jsem nalezla 

metodou ML v programu RAxML v. 8.2.10, podpory větví byly spočítány ultrafast bootstrapem 

s 1000 opakováními. Substituční modely uvádím v Tab. 5. 

Fylogenetické stromy jsem graficky zpracovala v programech FigTree v. 1.4.4 (Rambaut & Drum-

mond, 2020) a Affinity Photo (Serif). 

 

Tab. 4 Použité substituční modely (SM) pro jednotlivé části úseku ITS fotobiontů, jak byly zadány 

do programu MrBayes (SM MrBayes), počet generací a výsledná hodnota SDSF 

Rod Úsek SM SM MrBayes Počet generací SDSF

ITS1 TrNef+G SYM+G 

5,8S JC JC

ITS2 TPM1+G GTR+G

ITS1 TIM2+G GTR+G

5,8S TrNef+G SYM+G

ITS2 TPM2+G GTR+G

Asterochloris 15 000 000 0,0046

Trebouxia 50 000 000 0,0046



25 

 

 

3.8 Morfologické potvrzení plurality fotobiontů 

Vzhledem k výsledkům metabarcodingu jsem provedla příčné řezy různými částmi stélky lišej-

níku Lecanora rupicola (KR7), abych morfologicky potvrdila přítomnost obou rodů řas v nich. Řezy 

jsem pozorovala ve světelném mikroskopu a některé řezy následně přenesla do mikroskopu Olympus 

BX51 a vyfotografovala je.  

 

  

Tab. 5 Použité substituční modely (SM) pro úsek ITS mykobiontů 

Druh/rod Úsek SM jModelTest SM RAxML

Acarospora fuscata ITS K80 GTRCAT

Candelariella coralliza a vitellina ITS TPM2+G GTRGAMMA

Cladonia pyxidata ITS TrNef+G GTRGAMMA

Lecanora polytropa ITS TrNef+G GTRGAMMA

Lecanora rupicola ITS HKY+G GTRGAMMA

Lecidea fuscoatra ITS TrNef+G GTRGAMMA

Lecidella carpathica ITS TrNef+G GTRGAMMA

Pertusaria chiodectonoides ITS TrNef GTRCAT

Protoparmeliopsis muralis ITS TrNef+G GTRGAMMA

Rhizocarpon geographicum ITS TrNef+G GTRGAMMA
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3.9 Měření pH a konduktivity 

V rámci každé lokality jsem vybrala tři položky, ze kterých jsem pomocí majzlíku a kladiva 

odsekla cca 10 g horniny. Na jedné z položek vždy rostl acidofilní druh Rhizocarpon geographicum, 

toto neplatí pro lokalitu na Třebovském hradisku, kde tento druh nebyl přítomný. Těchto 10 g horniny 

jsem nejdříve kladivem nadrtila na frakci < 5 mm a posléze umlela na analytickou jemnost na mlýnku 

Retsch MM400 v Laboratoři environmentální chemie a analýzy půd (LECHAP), v Ústavu pro ži-

votní prostředí na Univerzitě Karlově. Mletí probíhalo následovně:  

• 5 g horniny bylo vloženo do 35ml nádoby a mleto pomocí kuličky při 30 000 otáčkách 

za minutu po dobu 30 vteřin. 

• Mezi drcením jednotlivých položek byla nádoba vždy vymyta a vytřena ethanolem. 

Pro stanovení pH hornin není zavedena žádná obecně platná 

metodika, proto jsem následovala metodiku pro měření pH půd-

ních vzorků (ISO 10390:2005). Na přesné váze Mettler Toledo, 

New Classic MF, ML104/01 jsem odvážila 2 g namleté horniny 

(Obr. 5). Vážení proběhlo rovnou v 15ml zkumavce, do které 

jsem následně přidala 10 ml demineralizované (demi) vody (v po-

měru 1:5). Z každé 10g položky jsem vytvořila tři replikáty. Vý-

sledné pH v rámci jedné lokality je aritmetickým průměrem všech 

těchto měření. Po přidání demi vody jsem zkumavky vložila do 

třepačky GFL 3018, kde jsem je nechala třepat po dobu 1 hodiny 

při frekvenci 100 kmitů za minutu. Poté jsem nechala zkumavky 

stát 1 hod. ve svislé poloze ve stojánku. pH jsem měřila přenos-

ným pH metrem WTW 3310 dokud nedošlo k ustálení hodnoty 

pH, což trvalo cca 2 min. Podobnou metodiku zvolili ve své studii i Paukov a kol. (Paukov et al., 

2019), ti sice použili jiný poměr namleté horniny a demi vody (1:10), ale následné louhování probí-

halo po delší dobu – 48 hodin. Mohli proto dosáhnout podobných výsledků jako já při louhování 

v menším objemu po kratší čas. 

Příprava vzorků pro měření konduktivity je totožná s přípravou pro měření pH, tudíž jsem 

mohla použít stejné vzorky pro obě metody. Konduktivitu jsem měřila přenosným konduktometrem 

HandyLab 200, dokud se její hodnota neustálila, tedy po dobu cca 1 min. Výsledná hodnota je opět 

aritmetickým průměrem daných měření. 

Konduktivitu i pH jsem měřila v Laboratoři environmentální geochemie I na Fakultě životního 

prostředí, Katedře geoenvironmentálních věd na České zemědělské univerzitě (Obr. 6).  

 

 

Obr. 5 Odvažování 2 g namleté horniny 
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Lišejníky jsou v kontaktu se svrchní vrstvou horniny, která je více zvětralá. Provedla jsem proto 

i měření pH povrchu horniny. Metodu měření povrchového pH s rozdílným substrátem (borka 

stromů) použil např. Pelant (2020). Na povrch zvětralé i nezvětralé (zdravé) části horniny, na které 

nerostl lišejník nebo mech, jsem nanesla kapku destilované vody a jednu minutu počkala. Poté jsem 

měřila pH přenosným pH metrem WTW pH/Cond 340i, dokud se naměřená hodnota neustálila, tedy 

cca 2 min. Provedla jsem vždy jen jedno měření v rámci dané položky. Během jednotlivých měření 

docházelo ke kolísání hodnot, kdy hodnota nejprve začala stoupat a až posléze klesat, případně chvíli 

stoupala a chvíli klesala. Jelikož jsem musela sondu ručně držet přitisknutou přímo na měřeném 

objektu, nevyhnula jsem se ani lehkým pohybům během měření, což opět způsobilo jeho výkyvy. 

  

Obr. 6 Měření pH a konduktivity 
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3.10 Měření obsahu těžkých kovů 

Obsah těžkých kovů jsem měřila ručním rentgenfluorescenčním analyzátorem (XRF) Delta Pro-

fessional. Rentgenfluorescenční analýza je nedestruktivní analýza, při níž lze změřit obsah prvků 

těžších než Mg. Princip této metody je následující – rentgenové záření o vysoké energii vyrazí elek-

trony z vnitřních orbitalů atomu, čímž způsobí jeho nestabilitu. Na uvolněná místa poté přeskakují 

elektrony z vyšších energetických hladin, čímž dojde k uvolnění energie, která se rovná energetic-

kému rozdílu zúčastněných orbitalů. Díky tomu je záření charakteristické pro každý typ atomu a tím 

i pro každý chemický prvek. Ve spektrometru poté dochází k analýze tohoto záření a tvorbě výsled-

ného energetického spektra, ze kterého lze získat informace o chemickém složení materiálu v místě 

měření (Karathanasis & Hajek, 2018). Jelikož k měření pomocí ručního XRF analyzátoru nedochází 

ve vakuu, je nutné použití vyšší energie budícího zdroje a paprsek tak proniká do větších hloubek 

materiálu. Hloubku, do které paprsek pronikne, však nelze jednoznačně určit, jelikož závisí na typu 

materiálu, který je měřen. Měření pomocí přenosného XRF spektrometru nemusí předcházet žádná 

příprava měřeného objektu, navíc je tato metoda velmi efektivní, rychlá a levná. 

Měření jsem prováděla vždy přes 

stélku lišejníku, kvůli kterému jsem da-

nou položku sbírala. Jedno měření pro-

bíhalo pomocí dvou rentgenových pa-

prsků, každý z nich měřil obsah prvků 

po dobu 30 vteřin. Na každé položce 

jsem provedla vždy dvě měření na jedné 

ploše (asi 0,5 cm2), výsledný obsah 

prvků je tedy aritmetickým průměrem 

těchto měření. Analyzátor je vybaven 

kamerou, na obrazu je zakroužkováno 

místo, kde bude měření probíhat, díky čemuž lze před začátkem měření zkontrolovat, zda „mířím“ 

opravdu na místo, které chci měřit. To bylo výhodné především u malých položek (< 3 cm). Měření 

položek v NPR Křížky probíhalo v terénu (Obr. 7) ještě před odseknutím dané položky, všechna 

ostatní měření probíhala v laboratoři. 

Výsledky měření jsou však spíše orientační, jelikož nevíme, do jaké hloubky rentgenové pa-

prsky proniknou. V mém případě navíc záleží i na tloušťce stélky, skrze kterou je měření prováděno. 

Měření je nejpřesnější na rovném a hladkém povrchu, ačkoliv jsem se snažila vybírat co nejrovnější 

části hornin, jistě nejsou úplně hladké a může tak docházet k odrážení energie mimo detektor. Pro 

měření skrze stélku jsem se rozhodla z několika důvodů: (i) zajímá mě obsah kovů přímo v hornině 

pod danou stélkou (ii) najít v bezprostředním okolí lišejníku místo bez jakéhokoliv jiného lišejníku, 

mechorostu či řas je často velmi obtížné a ke zkreslení výsledků by tak došlo téměř vždy. Tato metoda 

Obr. 7 Měření pomocí ručního XRF analyzátoru v NPR Křížky, 

16. 11. 2021 
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tak slouží především ke zjištění, zda se daný prvek v hornině opravdu nachází a zda je ho více, či 

méně než na hornině z jiné lokality. 

3.11 SEM-EDS 

Pro skenovací elektronovou mikroskopii (SEM) s energiově disperzním spektrometrem (EDS) 

jsem vybrala takové položky, ve kterých jsem naměřila největší množství těžkých kovů XRF analy-

zátorem. Celkem jsem vybrala pět položek z obou typů substrátu (Tab. 6). Z těchto položek jsem bez 

použití kovových nástrojů, tedy pomocí keramického nože a plastové pinzety, připravila příčné řezy 

stélkou, případně jsem na nosiče vzorku jen přenesla kousky lišejníku s i bez podložní horniny. Takto 

připravené vzorky byly následně v laboratoři Geologického ústavu AV ČR pokoveny uhlíkem a vlo-

ženy do skenovacího elektronového mikroskopu TESCAN VEGA 3XMU propojeného s energiově 

dispersním spektrometrem Bruker QUANTAX 200.  

 

Touto metodou lze vizualizovat jednotlivé částečky horniny obsa-

hující kovy a sledovat jejich přesnou lokalizaci ve stélce lišejníku. Díky 

propojení s EDS je také možné změřit obsah prvků zastoupených jak ve 

stélce lišejníku, tak v hornině samotné. Detekce prvkového složení pro-

bíhá jedním paprskem elektronů urychlených napětím 20 kV, což umož-

ňuje provést měření na ploše o průměru 1 m, takže lze změřit obsahy 

i u opravdu malých částic hornin. Provedena byla denormalizovaná ana-

lýza, v rámci které není navyšováno množství naměřených prvků do 

celkového objemu 100 hmotnostních procent. Tento typ analýzy jsme 

zvolily, abychom dostaly co nejreálnější obraz o prvkovém složení 

v místě měření, protože v případě normalizované analýzy by došlo ke 

zkreslení výsledků.  

Tab. 6 Vybrané druhy lišejníků pro analýzu SEM-EDS; H = hadec, A = amfibolit 

 

Obr. 8 Schéma SEM-EDS 

(MATCA, 2024) 

MO75 Lecanora rupicola NPR Mohelenská hadcová step H

DS20 Lecidea fuscoatra PP U doutné skály A

RA10 Protoparmeliopsis muralis Ráj A

RA24 Acarospora fuscata Ráj A

ZE5 Lecidella carpathica NPP Hadce u Želivky H
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Zároveň i zde, stejně jako při měření 

XRF, nelze říct, do jaké hloubky elektro-

nový paprsek přesně dosáhne (Obr. 8, 

Obr. 9). Obzvlášť u organického materi-

álu může při měření obsahu prvků ve 

stélce dojít k měření částečky, která je uk-

rytá pod houbovými hyfami a na obrazu 

tak není vidět. Při zobrazení povrchu po-

mocí zpětně odražených elektronů (BSE) 

také není možné rozlišit, zda jsou částice 

opravdu začleněné dovnitř stélky, či se 

nacházejí pouze na povrchu vzorku, kam mohly být naneseny při přípravě či manipulaci se vzorkem. 

To je způsobené tím, že BSE pocházejí z větších hloubek interakčního objemu materiálu. Potvrzení 

přítomnosti částic horniny přímo ve stélce jsem proto provedla pomocí snímání sekundárních elek-

tronů (SE), díky kterým lze sledovat topografii sledovaného povrchu. Pořídila jsem fotografie vy-

braných vzorků zahrnujících měřené částice. 

Následné zpracování získaných dat (vykreslení prvkového spektra) jsem provedla v programu 

MS Excel 365.  

Všechny geochemické analýzy (měření pH a konduktivity z výluhu z horniny, XRF, SEM-EDS) 

jsem prováděla po konzultaci a pod dohledem geochemičky doc. Mgr. Martiny Vítkové, Ph.D. 

z České zemědělské univerzity, Katedry geoenvironmentálních věd. 

3.12 Statistické zpracování dat 

Všechna získaná data (výsledky měření obsahu těžkých kovů XRF analyzátorem, měření pH a 

sekvence myko- i fotobiontů získané Sangerovým sekvenováním) jsem statisticky vyhodnotila v pro-

gramu R v. 4.4.0. Pro zjištění korelace mezi parametry vstupujícími do analýzy (průměrný obsah 

jednotlivých prvků v rámci lokality) jsem použila Pearsonův korelační koeficient (Příloha 2). 

Z prvků, které spolu korelovaly (Fe a Mn, Ni a Cr) jsem ponechala pouze jeden (Fe a Ni). Hodnoty 

naměřených prvků byly následně standardizovány. Odlišnost lokalit na základě prvkového složení 

(Ni, Mg, Fe, Si, Ti) a odlišnost jednotlivých společenstev fotobiontů z daných lokalit byla vizualizo-

vána metodou neparametrického mnohorozměrného škálování (NMDS), matice vzdáleností byla 

v obou případech vypočtena na základě Euklidovy metriky. Pro další analýzy jsem vytvořila unime-

trické fylogenetické stromy v programu BEAST v. 2.5 (Bouckaert et al., 2019) zvlášť pro všechny 

fotobionty rodu Trebouxia a všechny mykobionty. Fotobionty rodu Asterochloris jsem z těchto ana-

lýz vyloučila, jelikož měření prvků pod stélkami, ve kterých se vyskytují, bylo z většiny neúspěšné 

(více viz kapitolu 4.2) a jejich zapojení by také významně zvyšovalo fylogenetickou diverzitu (PD). 

Pomocí unimetrických fylogenetických stromů jsem následně vypočítala PD obou symbiontů, tzv. 

Obr. 9 Schéma hloubky, které jednotlivé typy elektronů dosáhnou. 

(Chatterjee, N.) 
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standardized effect size (ses) of PD, fylogenetickou strukturu a jejich rozdíly mezi oběma typy sub-

strátu. Díky těmto analýzám jsem zjistila míru příbuznosti mykobiontů a fotobiontů na studovaných 

substrátech, z čehož bylo možné odvodit vliv vnějších vlivů (podmínek prostředí nebo vzájemné 

kompetice). Následně jsem výpočtem sesPD testovala, zda přítomnost fotobiontů na lokalitě není 

filtrována obsahem nebo absencí těžkých kovů v hornině. Klima jsem charakterizovala pomocí prů-

měrné teploty mezi lety 2014 a 2019, pátého percentilu nejnižší naměřené teploty, 95. percentilu 

nejvyšší naměřené teploty (tedy 15. nejchladnější a nejteplejší den) a průměrným úhrnem srážek ve 

stejném období. Chemismus horniny byl vyjádřen pomocí pH zkoumaných lokalit a naměřených 

hodnot prvků Mg, Si, Ti, Fe, Mn, Cr, Ni pod každou stélkou. Efekt těchto proměnných na druhové 

složení fotobiontů jsem hodnotila rozkladem variability. Fylogenetické vzdálenosti mykobiontů i fo-

tobiontů byly spočítány na základě unimetrických fylogenetických stromů a převedeny na hlavní osy 

pomocí analýzy hlavních koordinát (PCoA). V případě klimatu a chemismu jsem použila analýzu 

hlavních komponent (PCA). Pro rozklad variability jsem následně použila 30 hlavních os genetické 

vzdálenosti symbiontů, všechny komponenty klimatu (čtyři) i chemismu (osm).  

Balíčky využité pro tyto analýzy byly následující: dplyr (Wickham et al., 2014), vegan (Ok-

sanen et al., 2001), corrplot (Wei et al., 2021), caret (Kuhn et al., 2023), phytools (Revell, 2024), 

geiger (Harmon et al., 2023), ape (Paradis et al., 2004), picante (Kembel et al., 2020), ade4 (Dray et 

al., 2023), rJava (Urbanek, 2024), venneuler (Wilkinson, 2024).  

Skript pro statistické vyhodnocení získaných dat mi poskytl Pavel Škaloud.  
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4 Výsledky 

4.1 pH a konduktivita 

Vzhledem k tomu, že neexistuje standardizovaná metodika pro měření pH hornin, měřila jsem 

pH dvěma metodami, které jsem se rozhodla porovnat. Ukázalo se, že mezi výsledky obou měření je 

velký rozdíl. Nejvyšší hodnoty pH jsem naměřila ve výluhu z horniny namleté na analytickou jem-

nost (Obr. 10). Při této metodě dojde k namletí všech minerálů, které hornina obsahuje, čímž se 

zvětší povrch, který může reagovat s destilovanou vodou během louhování. Zároveň reakce povrchu 

namleté horniny s vodou probíhala po dobu dvou hodin, zatímco při použití druhé (povrchové) me-

tody byl povrch kamene pokryt kapkou vody pouze po dobu jedné minuty. Aby byly obě metody 

porovnatelné, měřila jsem pH povrchovou metodou i na zdravé straně horniny, protože výluh z na-

mleté horniny obsahoval převážně tu část horniny, která zvětrávacím procesem neprošla. Toto měření 

jsem však doplnila i o měření zvětralého povrchu, protože lišejníky jsou v kontaktu právě s touto 

vrstvou horniny. Mohla bych tak tímto typem měření získat hodnotu nejpodobnější tomu, s čím se 

lišejník na daném stanovišti setkává. 

Tab. 7 Výsledky t-testů pro hadec a amfibolit a různé metody měření 

 

  

t-test výluh povrch zdravá hornina 

 DF p-hodnota DF p-hodnota DF p-hodnota 

pH 6,2945 < 0,001 7,6355 0,8565 5,961 0,4404 

Obr. 10 Výsledky měření pH  
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Zatímco měření pH ve výluhu přineslo vysoké hodnoty (> 7) u hadce i amfibolitu, z měření 

zdravé horniny povrchovou metodou vyplynulo, že obě horniny vykazovaly subneutrální až neutrální 

pH. Rozdíl mezi hadcem a amfibolitem představuje v případě měření výluhu i více než jeden stupeň, 

zatímco při použití druhé metody se horniny téměř neliší. Při měření zvětralého povrchu jsem naopak 

získala hodnoty spíše kyselé (< 7) a rozdíly mezi oběma horninami jsou výraznější (nikoliv signifi-

kantní) než v případě měření zdravé horniny. Výsledky t-testů rozdílů naměřených hodnot na hadci 

a amfibolitu pro použité metody měření jsou uvedeny v Tab. 7. 

Pro další analýzy jsem se rozhodla pracovat s hodnotami naměřenými z výluhu horniny, a to 

především z důvodu průběhu měření. Zatímco při stanovování pH z výluhu byl průběh měření vždy 

stejný (sonda byla vždy ponořená a umístěná v držáku, hodnota na pH metru vždy klesala/stoupala 

v průběhu měření, dokud nedošlo k jejímu ustálení), měření na povrchu položek se ukázalo jako 

problematičtější. Po nanesení kapky vody na položku došlo v několika případech během oné jedné 

minuty „louhování“ k jejímu vsáknutí. Musela jsem ji proto nanášet opakovaně, protože sonda pH 

metru musí být pro správné měření v kontaktu s tekutinou (destilovaná voda, KCl). Celkový čas, po 

kterou mohl povrch s vodou reagovat se tak snížil. Zároveň docházelo během měření k výkyvům, 

jak jsem popsala v kapitole 3.9. 

Jednou ze tří měřených položek byla vždy položka, na které rostl Rhizocarpon geographicum 

(pokud se na dané lokalitě vyskytoval). Tento lišejník sice není ekologicky příliš vyhraněný, ale pre-

feruje spíše kyselé substráty (Wirth, 1995). Na hadci je pH vyšší než na amfibolitu, proto jsem se 

snažila ověřit, zda bude na hadcové hornině růst preferenčně na místech s nižším pH, než jaké panuje 

na zbytku lokality. Tento předpoklad se mi potvrdit nepodařilo, a to ani jednou z použitých metod. 

Konduktivita naměřená ve výluhu z obou typů substrátu je velmi nízká, což znamená málo roz-

puštěných iontů ve výluhu. Pro představu – pitná voda v ČR může mít podle vyhlášky č. 252/2004 

Sb. konduktivitu max. 125 μS/cm, doporučená konduktivita je pak 25–50 μS/cm. Na hadcích jsem 

naměřila ve většině případů vyšší konduktivitu než na amfibolitech (Tab. 8). Výjimku tvoří amfibo-

litová lokalita Ráj, kde jsem naměřila konduktivitu srovnatelnou s hadcovými lokalitami. To je nej-

spíš způsobeno vysokým obsahem Fe na této lokalitě (Obr. 12). Vyšší konduktivitu na hadcích při-

kládám především vysokému obsahu Mg, Ca, Ni a Cr, ze kterých se mohou ionty uvolňovat.  
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4.2 XRF 

Celkem jsem na hadcích a amfibolitech provedla 337 měření obsahu těžkých kovů přenosným 

XRF analyzátorem. Počet měření se v rámci všech lokalit různil, neboť jsem měřila vždy přes stélku 

sbíraného lišejníku a počet sbíraných lišejníků se na každé lokalitě lišil. Abych získala co nejvěro-

hodnější obraz o prvkovém složení horniny na dané lokalitě, využila jsem všechna měření včetně 

těch, která byla provedena přes stélku, ze které se mi nepodařilo získat sekvenci mykobionta (nebo 

jsem molekulárně potvrdila jiný druh mykobionta či lichenikolní houbu). Celkem jsem tak provedla 

191 měření hadcové horniny a 146 měření horniny amfibolitové. 

Ačkoliv se v literatuře uvádí, že hadce obsahují velké množství Ni, Cr a Co (Faust et al., 1956; 

Faust & Fahey, 1962), má měření potvrdila pouze vysoký obsah Ni a Cr (Obr. 11). Oba tyto prvky 

se v největší míře vyskytují na třech hadcových lokalitách – Mohelenské hadcové stepi, Želivce a 

Holubovských hadcích. Na amfibolitech se tyto kovy vyskytují minimálně. Jak ukazuje krabicový 

graf obsahu Co (Obr. 11), jediná lokalita, na které byl naměřen vysoký obsah tohoto prvku, je Mo-

helenská hadcová step. Na ostatních lokalitách nebyl ve většině měření vůbec detekován, případně 

se zde vyskytuje ve větších koncentracích (i více než 5000 mg/kg), ale pouze ojediněle, a to i na 

amfibolitových lokalitách.  

Tab. 8 Průměrné hodnoty pH a konduktivity naměřené na jednotlivých lokalitách, jejich směrodatné odchylky (sd) a je-

jich průměry pro oba typy substrátu – žlutá = hadec, zelená = amfibolit, dvě po sobě následující lokality představují kli-

matický pár. 
lokalita pH výluh sd pH povrch pH zdravá hornina konduktivita (μS/cm) sd (μS/cm)

Křížky 9,14 0,05 5,80 7,74 69,19 8,56

Teplá 7,52 0,07 5,58 7,19 31,65 6,62

Mohelno 8,89 0,07 5,39 6,96 60,61 6,35

Bítov 6,83 0,07 5,60 6,74 41,38 3,10

Borecká skalka 8,62 0,17 5,82 6,76 64,26 5,68

Třebovské hradisko 7,63 0,17 6,01 6,69 20,17 1,91

Želivka 9,01 0,17 6,11 6,84 74,06 3,40

Kalvárie 8,02 0,18 5,90 6,98 42,04 2,91

Holubov 9,24 0,18 5,67 7,04 53,81 3,80

Ráj 7,63 0,18 5,57 6,94 64,92 5,90

hadec 8,98 0,13 5,76 7,07 64,38 5,56

amfibolit 7,52 0,14 5,73 6,91 40,03 4,09
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Obr. 11 Krabicové grafy obsahu Ni a Cr měřených pomocí XRF analyzátoru 
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Výsledky měření prokázaly, že i amfibolity jsou bohaté na některé těžké kovy, konkrétně man-

gan (Mn), železo (Fe) a titan (Ti). Mangan a železo se na amfibolitových lokalitách vyskytuje ve 

většině případů ve větším množství než na hadcových lokalitách. Jedinou výjimku tvoří Želivka – na 

této lokalitě se vyskytuje v hadci více obou prvků než na většině amfibolitových lokalit (Obr. 12). 

V případě Ti je jeho množství v amfibolitech výrazně vyšší než v hadci napříč všemi lokalitami (Obr. 

13). 

 

 

  

Obr. 12 Krabicový graf obsahu Mn a Fe měřeného pomocí XRF analyzátoru 
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Posledními dvěma prvky, kterými jsem se zabývala, jsou hořčík (Mg) a křemík (Si). V případě 

těchto prvků se nejedná o těžké kovy, ale jsou to prvky, které jsou ve zkoumaných horninách vý-

znamně zastoupené a přispívají tak k charakteristice daného typu horniny. Je obecně známo, že hadce 

jsou bohaté na Mg, což se mým měřením potvrdilo. Jak ale popisuji v kapitole 3.10 věnující se me-

todice měření XRF analyzátorem, Mg je sice nejlehčím prvkem, jehož obsah v hornině je možné 

XRF analyzátorem změřit, ale přesto je jeho měření nepřesné. V mnoha případech bylo jeho množ-

ství pod limitem detekce, ačkoliv jiná měření z dané lokality potvrdila vysoký obsah Mg. Měření 

tohoto prvku je proto nutné brát s rezervou a uvádím jej spíš pro zajímavost a demonstraci limitů této 

metody. Jedinou lokalitou, kde se Mg nepodařilo detekovat vůbec, byly Hadce u Želivky (Obr. 14). 

Chemický vzorec hadce je M3T2O5 (OH)4, kde M může být nahrazeno Mg, Fe2+, Fe3+, Al, Ni, Mn2+, 

Zn, zatímco místo T může být obsazeno Si, Al, Fe3+. Zároveň je hadec tvořen především minerály 

serpentinu, kterými jsou antigorit, lizarit a chrysolit, které mají stejné složení – Mg3Si2O5(OH)4, a 

vznikly hydrotermální alterací z železito-hořečnatých silikátů jako olivín a pyroxen (Rakovan, 2011). 

Přítomnost Mg na všech hadcových lokalitách je vzhledem k jejich původu nutná. Hořčík byl navíc 

v položce z Želivky naměřen metodou SEM-EDS v podobném množství jako v položce z Mohelen-

ské hadcové stepi.  

Křemík se vyskytuje v obou horninách. V případě většiny klimatických párů převažuje jeho 

množství v amfibolitech (Obr. 14). 

Obr. 13 Krabicový graf obsahu Ti naměřeného pomocí XRF analyzátoru 
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Rozdíly v prvkovém složení se ukázaly ve většině případů jako signifikantní (Tab. 10). Mini-

mální, maximální a průměrné hodnoty naměřených prvků a směrodatné odchylky daných měření 

uvádím v Tab. 11. 

Jelikož jsem chtěla mít představu o obsahu prvků v hornině/stélce všech sbíraných lišejníků, 

snažila jsem se změřit prvkové složení i v lišejnících druhu Cladonia pyxidata. Ukázalo se ale, že 

tato měření jsou mnohdy nemožná, nejspíš kvůli nerovnosti povrchu (přízemní šupiny) nebo malé 

šířce podecia. Docházelo pak k měření volného vzduchu a tato měření byla často zrušená předčasně. 

Nedokončená měření jsem z analýz vyloučila.  

Obr. 14 Krabicový graf obsahu Mg a Si naměřeného pomocí XRF analyzátoru 
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Na některých lokalitách (Křížky, Mohelno) jsem provedla i měření nezvětralé části horniny. Na 

Křížkách byl obsah prvků měřený pod převisem ve všech případech vyšší, než je průměr měření přes 

stélku lišejníku v rámci celé lokality. Na Mohelně bylo totéž prokázáno ve všech případech kromě 

Cr (Tab. 9). 

 

Rozdíly obou substrátů na základě prvkového složení jsem ověřila pomocí NMDS (Obr. 15) – 

lokality sice vytvářejí dvě skupiny, ovšem nejedná se o dva oddělené clustery. Ze vzdálenosti mezi 

jednotlivými lokalitami lze navíc odvodit, že mají horniny různé chemické složení, a to i v rámci 

stejného typu horniny.  

 

  

Mg Si Cr Ni Fe

Mohelno průměr 50386,8 66067,6 10023,45 46529,3 1121,36

Mohelno zdravá hornina 128250,0 159950 3224 61500 1545

Křížky průměr 941,0 30740,0 625,1 669,9 27773,3

Křížky převis 115150,0 104600 879 1957,5 66950

Tab. 9 Výsledky měření obsahu prvků ve zdravé hornině, žlutě zvýrazněné jsou vyšší z naměřených hodnot, 

všechny hodnoty jsou uvedeny v mg/kg. 

Obr. 15 NMDS diagram zobrazující rozdílnost lokalit na základě jejich chemismu (průměrný obsah Mg, Si, Ti, Fe a Ni), 

tučně jsou vyznačené signifikantní proměnné, Euklidovská metrika, stres = 0,027 
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4.3 SEM-EDS 

Pomocí SEM se mi podařilo vizualizovat průřez stélkou lišejníku a její svrchní i spodní povrch. 

Zatímco tmavé struktury představují organickou hmotu (tedy stélku lišejníku), světlá místa předsta-

vují horninu, případně její částice (Obr. 16). Právě tyto částice mě nejvíce zajímaly vzhledem k tomu, 

že jsou v přímém kontaktu se stélkou lišejníku. Rozdíly ve světlosti pozorovaných struktur jsou způ-

sobené rozdílnými atomovými čísly prvků, které jsou v nich obsažené. Svítivější (světlejší) místa 

tedy obsahují prvky s vyšším atomovým číslem. Taková místa jsme s M. Vítkovou vytipovaly a ne-

chaly změřit jejich obsah prvků pomocí EDS. Celkem jsme provedly 120 měření obsahu prvků ve 

stélkách lišejníků a částicích horniny v 15 vzorcích pocházejících z pěti položek ze čtyř lokalit a 

obou typů substrátu (viz Tab. 6., kapitolu 3.11). Uvádím zde pouze výsledky nejzajímavějších mě-

ření. 

Po vykreslení spektra má každý prvek na ose x jedinečnou pozici určenou množstvím odražené 

energie – díky tomu lze jednotlivé vrcholy spektra identifikovat. Výška jednotlivých vrcholů pak 

odpovídá počtu countů za vteřinu a je možné z ní vyčíst koncentrace daného prvku ve vzorku. Ovšem 

nejedná se o přesné hodnoty jako spíš o orientační informaci o prvkovém složení vzorku – prvky, 

které se ve vzorku vyskytují v největší míře (>10 hm.%) budou mít vrcholy nejvyšší, minoritní prvky 

(1–10 hm. %) mají vrcholy nízké a stopové prvky mají vrcholy ještě nižší, případně vůbec nejsou 

detekovatelné (Rasch et al., 2024). 

Ve většině případů patřily svítivé částečky oxidům železa, ale prokázala se i přítomnost jiných 

těžkých kovů – především Ni a Cr v případě hadce, Ti v případě amfibolitu. Hlavním parametrem 

potvrzujícím rozdíl mezi anorganickou a organickou hmotou je (ne)přítomnost C, který je 

v organické hmotě více zastoupen než v hmotě anorganické. To je zřejmé z Obr. 16, ze kterého je 

Obr. 16 Vlevo: Příčný řez stélkou lišejníku Lecanora rupicola z Mohelenské hadcové stepi ze SEM (BSE), barevně jsou 

zaznačené jednotlivé části stélky a horniny: 1 – hornina, 2 – přechodová vrstva mezi horninou a stélkou lišejníku, 3 – 

dřeň, 4 – vrstva fotobionta, 5 – korová vrstva a svrchní povrch stélky, šipky s označením sp. 1 a 2 označují body měření 

EDS. Vpravo: Spektra zobrazující prvkové složení v bodech měření. 
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ale patrný i rozdíl v prvkovém složení horniny a stélky lišejníku. Je na něm fotografie příčného řezu 

stélkou lišejníku Lecanora rupicola z Mohelenské hadcové stepi. Je zřejmé, že zatímco hornina (v 

tomto případě hadec) obsahuje značné množství Mg, O a Al a menší množství Fe, C, Cr, Co, Mn a 

Si, stélka lišejníku obsahuje především velké množství C, O a Si. Hliníku a Mg zde nalezneme oproti 

hornině málo a některé prvky (Cr, Mn, Co) zde nenalezneme vůbec. Chlor sice v hornině také nebyl 

naměřen, ale jeho výskyt ve stélce lišejníku nepovažuji za relevantní vzhledem k jeho nízkému 

obsahu a možnosti, že byl na vzorek nanesen při manipulaci s ním jako kontaminace – např. ve formě 

potu (NaCl) z rukou. 

 

 

Obr. 17 a – příčný řez stélkou lišejníku Lecanora rupicola z Mohelenské hadcové stepi, šipky označují body měření 

(BSE), b – spektra prvků naměřených v bodech měření, c – detail měřené částečky horniny (sp. 3) ve stélce (BSE), d – 

stejná částečka horniny zobrazená snímáním SE 

c d 

b a 
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Ze stejného průřezu stélkou jsem získala další dva zajímavé výsledky z měření podložní horniny 

a částice ve stélce lišejníku (Obr. 17). V tomto případě je však nutné si všimnout odlišného množství 

countů zachycených za vteřinu na ose y – v tomto případě nelze pouze porovnat výšku vrcholů 

jednotlivých prvků a vyvozovat z ní závěry o množstevním zastoupení jednotlivých prvků. Zatímco 

obsah prvků v místě měření ve svrchní části horniny je lehce nadhodnocený (celkem změřeno 117 

hm. %), měření částice, která se nachází ve stélce lišejníku, nedosáhlo 100 hm. %, ale pouze 69 hm. 

%. Je však zřejmé, že se částice i pevná hornina v obsahu prvků částečně překrývají a v obou tak 

nalezneme následující prvky: C, O, Mg, Al, Si, Cr, Mn a Co. V částici ve stélce se vyskytuje navíc 

Zn.  

Potvrzení o včlenění měřené částečky do 

stélky lišejníku jsem získala pomocí snímání SE, 

tedy zobrazení topografie povrchu vzorku (Obr. 

17d). Ze snímku je patrné, že je částice překrytá 

houbovými hyfami. Na tomto obrázku je také 

možné si povšimnout hranového efektu, což je jev, 

ke kterému dochází při snímání SE a použití 

vysokého urychlovacího napětí elektronů. Jak už 

název tohoto jevu napovídá, hranový efekt se 

projevuje na hranách nebo jiných ostrých výčnělcích vzorku. Na rovné ploše je část elektronů 

vzorkem absorbována, zatímco na hraně, kde je větší část reakčního objemu u povrchu, nedojde 

k absorbování těchto elektronů (Obr. 18). To se projeví jako světlejší, přesvícená oblast (Juříková, 

2021; Krumeich, 2023).  

Inkorporaci částic do prothallu lišejníku Lecidella carpathica ze Želivky zobrazuje Obr. 19. 

V tomto případě jsem nesnímala příčný řez stélkou, ale samotný povrch stélky i horniny, na které 

tento lišejník rostl. Kromě prothallu, stélky a apothecií je možné vidět i sinice, které jsem podle jejich 

morfologie zařadila do rodu Stigonema. Prvkové zastoupení měřených částic odpovídá hadcové 

hornině – obsahuje Mg a stopové množství Cr a v případě jedné z částic i Co. Zajímavá je stopová 

přítomnost stroncia (Sc), které se v jiných měřeních nevyskytuje. Z téměř shodného prvkového 

složení lze také usuzovat, že se jedná o částečky stejného původu. 

 

 

 

 

 

 

Obr. 18 Schéma vzniku hranového efektu  

(Krumeich, 2023) 
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Na řezu apotheciem lišejníku Lecidea fuscoatra z PR U doutné skály (Obr. 20 a – příčný řez 

apotheciem lišejníku Lecidea fuscoatra z PR U doutné skály (BSE), šipka označuje místo měření,  

1 = okraj apothecia, 2 = epithecium, 3 = thecium (hymenium), b + c – spektrum prvků naměřených 

v místech měření,  

d – detail spodního povrchu stélky lišejníku Acarospora fuscata (BSE), šipka označuje místo měření, 

kroužek zvýrazňuje částici na povrchu vzorku, e – detail spodního povrchu stélky lišejníku Acaro-

spora fuscata (SE)a) je možné pozorovat lokalizaci částic horniny uvnitř apothecia. Částice se ve 

větší míře vyskytují pouze ve svrchní vrstvě apothecia (epitheciu) a pod výtrusorodou vrstvou 

(hymeniem), zatímco v hymeniu je jejich výskyt značně omezen. Měřená částice byla méně svítivá, 

čemuž odpovídá i její prvkové složení. Nenacházejí se v ní žádné těžké kovy – obsahuje pouze C, O 

Obr. 19 a – svrchní povrch lišejníku Lecidella carpathica ze Želivky, šipky označují body měření (BSE), 1 = prothallus, 2 

= volně žijící sinice b – spektra prvků naměřených v bodech měření, c – detail obou měřených částic (BSE), d – detail 

obou měřených částic (SE) 

d c 

b a 
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a Si. Ačkoliv není možné určit přesný chemický vzorec dané sloučeniny, lze předpokládat, že se 

jedná o zrníčko křemene (s chemickým vzorcem SiO2). Část C může být také falešným signálem 

pocházejícím z pokovení vzorku, které se provádí právě uhlíkem.  

Zbývající dvě fotografie zobrazují spodní povrch stélky lišejníku Acarospora fuscata z Ráje. 

Měřená částice obsahuje přibližně 25 hm. % Ti, což je těžký kov, který byl ve vysoké míře naměřen 

i XRF analyzátorem na všech amfibolitových lokalitách (viz kapitolu 4.2). Tato částice je začleněná 

do stélky lišejníku, jak ukazuje Obr. 20 a – příčný řez apotheciem lišejníku Lecidea fuscoatra z PR 

U doutné skály (BSE), šipka označuje místo měření,  

1 = okraj apothecia, 2 = epithecium, 3 = thecium (hymenium), b + c – spektrum prvků naměřených 

v místech měření,  

d – detail spodního povrchu stélky lišejníku Acarospora fuscata (BSE), šipka označuje místo měření, 

Obr. 20 a – příčný řez apotheciem lišejníku Lecidea fuscoatra z PR U doutné skály (BSE), šipka označuje místo měření,  

1 = okraj apothecia, 2 = epithecium, 3 = thecium (hymenium), b + c – spektrum prvků naměřených v místech měření,  

d – detail spodního povrchu stélky lišejníku Acarospora fuscata (BSE), šipka označuje místo měření, kroužek zvýrazňuje 

částici na povrchu vzorku, e – detail spodního povrchu stélky lišejníku Acarospora fuscata (SE) 
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kroužek zvýrazňuje částici na povrchu vzorku, e – detail spodního povrchu stélky lišejníku Acaro-

spora fuscata (SE)e. Na těchto dvou fotografiích lze spatřit rozdíl v tom, jak vypadá při snímání 

topografie povrchu částice, která je zarostlá ve stélce a která je pouze na povrchu vzorku (v kroužku). 

Zajímavá je častá přítomnost zirkonů v položce RA10 z Ráje, které zde byly hojně přítomné na 

povrchu stélky lišejníku Protoparmeliopsis muralis. V této položce byly přítomné i částice čistého 

Fe bez přítomnosti O. 

  

 

4.4 Mykobionti 

Získání sekvencí mykobiontů se u některých položek ukázalo jako náročné z důvodu častého 

napadení sbíraných lišejníků lichenikolními houbami (Obr. 21). Pro extrakci DNA jsem se snažila 

vybírat pouze části stélek, které nevykazovaly viditelnou přítomnost lichenikolních hub – tedy ve 

většině případů nejmladší části stélek (okraje laloků, areol). V mnoha případech však získaná sek-

vence nebyla kvalitní a musela jsem proto opakovat PCR. Pokud nedošlo ke zlepšení kvality sek-

vence, přistoupila jsem k opětovné izolaci DNA. Ani to ale nebylo v některých případech zárukou 

úspěchu a sekvenci se mi z 49 stélek lišejníků opakovaně nepodařilo získat.  

Z celkového počtu 278 sebraných stélek lišejníků jsem získala sekvenci a molekulárně potvrdila 

identitu 203 mykobiontů. Ve 26 případech byla sice sekvence kvalitní, ale prokázala příslušnost k 

jinému druhu lišejníku, než jak jsem jej morfologicky určila. Pokud se jednalo o druh lišejníku, který 

nepatřil mezi 11 mnou sbíraných druhů, tak jsem sekvenci vyřadila. Pro další zpracování jsem 

Obr. 21 Sekvence lišejníku Lecanora polytropa z Křížků obsahující mykobionta a lichenikolní houbu 

Tab. 12 Počet položek s potvrzeným mykobiontem i fotobiontem na každé z lokalit,  

prázdná buňka = 0, žlutá = hadec, zelená = amfibolit 
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použila pouze vzorky, u kterých se mi podařilo získat sekvenci DNA obou symbiontů, celkem jsem 

tedy pracovala se 157 vzorky. Tab. 12 zobrazuje, z kolika položek z dané lokality se mi povedlo 

získat kvalitní sekvenci obou symbiontů. Vzhledem k tomu, že se počet sebraných druhů lišejníků 

na spárovaných lokalitách různí, jsem se rozhodla upustit od porovnávání fotobiontů v rámci klima-

tických párů a přistoupit k porovnání fotobiontů lišejníků celkově z obou typů horniny. Osmdesát 

položek pochází z hadce a 77 z amfibolitu. 

U některých položek druhu Lecidella carpathica (HH11–14, KR36, KR41) jsem zaznamenala 

pouze nízkou shodu se sekvencemi úseku ITS v rámci databáze GenBank. Tyto položky vykazují 

shodu 93–95 % s lišejníkem Lecidella scabra, avšak žádná z položek netvoří soredie, jsou naopak 

bohatě plodné. Nejvyšší shoda (> 98 %) byla nalezena se sekvencemi MN906289 a OP730574. První 

zmíněná sekvence pochází z Aljašky z několika sorediosních i nesorediosních bohatě plodných po-

ložek určených pouze do rodu Lecidella. Tyto položky obsahovaly xanthony a atranorin (McCune et 

al., 2020). Druhá sekvence pochází z lišejníku Lecidella sp., který byl nalezen J. Malíčkem v PR 

Ptačí stěna v Blanském lese (Malíček, 2022). Mé položky pocházejí jednak z PR Holubovské hadce 

(všechny s kódem HHxx), která je od výše zmíněné lokality vzdálená 11,7 km vzdušenou čarou a 

nachází se také v pohoří Blanský les, a jednak z NPR Křížky (kód KRxx). Zatímco v NPR Křížky i 

PR Holubovské hadce byly lišejníky tohoto druhu nalezeny rostoucí na hadcovém substrátu, PR Ptačí 

Obr. 22 Nezakořeněný fylogenetický strom mykobiontů náležícím do druhu Lecidella carpathica vytvořený metodou ML na základě 

úseku ITS rDNA. Čísla nad větvemi zobrazují ML bootstrap, zobrazeny jsou hodnoty >75.Tučně vyznačené vzorky pocházejí z této 

práce, barva určuje typ substrátu – žlutá = hadec, zelená = amfibolit. 
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stěna leží celou svou rozlohou na granulitové podložní hornině. Stejně jako položky J. Malíčka vy-

kazovaly všechny mé položky K+ žlutou reakci, naopak C+ oranžovou reakci jsem však zaznamenala 

jen u dvou položek z Holubovských hadců – HH12 a HH13. Metodou ML jsem vytvořila fylogene-

tický strom úseku ITS zahrnující všechny sekvence druhu L. carpathica (Obr. 22). Ze stromu lze 

vyčíst, že mnou sebrané lišejníky druhu L. carpathica utvářejí tři clady, přičemž jeden tvoří právě 

vzorky z Křížků a Holubovských hadců. U těchto vzorků jsem se proto rozhodla amplifikovat i úsek 

mtSSU. Ten již vykazoval vyšší shodu s druhem L. carpathica – 97,3–97,7 %. Pro účely této diplo-

mové práce jsem se rozhodla tyto nejednoznačné položky zahrnout do druhu L. carpathica, ale tento 

druh by si v budoucnu jistě zasloužil více pozornosti.  

Dalším druhem, u kterého se ukázalo nejednoznačné rozlišení na základě úseku ITS, je druh 

Lecidea fuscoatra. Před dvěma lety byl v ČR zaznamenán výskyt druhu Lecidea fuscoatrina (Von-

drák et al., 2022). Tyto druhy je v terénu nemožné rozeznat a jejich odlišení je možné především na 

základě chemismu – zatímco L. fuscoatra obsahuje gyrofovou kyselinu, L. fuscoatrina ji neobsahuje, 

ale vyznačuje se přítomností kyseliny konfluentové (Malíček et al., 2024). K ověření (ne)přítomnosti 

kyseliny gyrofové v kůře a dřeni je možné provést bodový test roztokem chlornanu sodného (běžně 

se používá neředěné Savo). Ověření přítomnosti kyseliny konfluentové je nutné provést pomocí ten-

kovrstevné chromatografie (TLC). U položek, které vykazovaly shodu úseku ITS s oběma výše 

Obr. 23 Nezakořeněný fylogenetický strom mykobiontů rodu Cladonia vytvořený metodou ML na základě úseku ITS 

rDNA. Čísla nad větvemi zobrazují ML bootstrap, zobrazeny jsou hodnoty >75. Tučně vyznačené vzorky pocházejí z této 

práce, barva určuje typ substrátu – žlutá = hadec, zelená = amfibolit. 
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zmíněnými druhy, jsem provedla příčný řez stélkou, ke kterému jsem následně pod mikroskopem 

přidala pár kapek Sava. Ve většině případů došlo k reakci (růžové až červené zbarvení kůry a dřeně), 

jen u tří položek (DS20, DS22, DS31) k žádné reakci nedošlo. Tyto lišejníky, které jsem přiřadila 

druhu L. fuscoatrina, rostly na lokalitě PR U doutné skály společně s lišejníky druhu L. fuscoatra, 

které červenou reakci vykazovaly. Vzorky druhu L. fuscoatrina jsem vyřadila.  

Dva vzorky rodu Cladonia (DS35 a TE31) vykazovaly nejvyšší shodu (> 99 %) s druhem Cla-

donia grayi, jeden (TE15) s druhem Cladonia merochlorophaea (> 99 %, Obr. 23). Morfologicky a 

chemicky však všechny položky odpovídaly druhu Cladonia pyxidata – na podeciu se vyskytovaly 

granulky až destičky a v UV světle nedošlo k žádné reakci. Je také pozoruhodné, že mnoho sekvencí 

nevykazuje vysokou shodu (> 98 %) s žádnou sekvencí v databázi GenBank. Úsek ITS však nemusí 

být spolehlivý pro odlišení některých druhů dutohlávek (Kelly et al., 2011; Kanz et al., 2015). Vy-

mezení druhů v této skupině dutohlávek navíc zatím nebylo komplexně studováno. Z těchto důvodů 

jsem tyto vzorky zařadila do dalších analýz jako druh C. pyxidata. 

Fylogenetické stromy všech zbývajících mykobiontů jsou uvedené v příloze (Příloha 6). 

Ačkoliv je Lecanora rupicola běžně se vyskytujícím lišejníkem, který je i v terénu dobře roz-

poznatelný, kvalitní sekvenci se mi podařilo získat pouze ve 12 případech z celkových 21 sebraných 

stélek. Většina stélek, ze kterých se mi nepodařilo získat sekvenci, nevykazovala žádné viditelné 

napadení lichenikolními houbami (což ovšem nevylučuje jejich přítomnost). V případě tohoto lišej-

níku nepomohl ani pečlivý výběr kousků stélky, ze kterých jsem izolovala DNA, ani opakování PCR.  

Z fylogenetických stromů (Obr. 22, Obr. 23, Příloha 6) je patrné, že se v některých druzích 

vyskytují linie mykobiontů vykazující afinitu k jednomu ze substrátů. Takové linie se nacházejí 

ve druzích Cladonia pyxidata, Lecanora rupicola, Lecanora polytropa, Lecidea fuscoatra, Lecidella 

carpathica, Protoparmeliopsis muralis. Nelze s jistotou tvrdit, že do těchto linií nebudou spadat i 

mykobionti z jiných substrátů, jelikož počet stélek, které jsem na jednotlivých lokalitách sbírala, byl 

nízký. Z tohoto důvodu by si problematika mykobiontů rostoucích na hadcových substrátech zaslou-

žila hlubší zkoumání. 

a b 

Obr. 24 a – porovnání fylogenetické diverzity mykobiontů asociovaných s fotobionty rodu Trebouxia, b – porovnání fyloge-

netické struktury mykobiontů asociovaných s fotobionty rodu Trebouxia 
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Fylogenetická diverzita mykobiontů tvořících symbiózu s řasou rodu Trebouxia je nižší na am-

fibolitech než na hadcích (Obr. 24a), z toho lze odvodit, že mykobionti z amfibolitových lokalit jsou 

vzájemně příbuznější než z lokalit hadcových. Více diverzní mykobionti však neobsahují více di-

verzní fotobionty (Obr. 26). Fylogenetická struktura se u těchto mykobiontů neliší v závislosti na 

typu horniny, kterou porůstají (Obr. 24b).  

 

 

Hodnoty sesPD v případě mykobiontů do-

sahují ve všech případech kromě Křížků zápor-

ných hodnot, v pěti případech jde o signifikantní 

výsledky (Obr. 25). Znamená to tedy, že spole-

čenstvo mykobiontů je spíše filtrováno typem 

substrátu než např. kompeticí. 

 

 

4.5 Fotobionti 

Z celkového počtu 278 sebraných stélek se mi podařilo získat 174 kvalitních sekvencí fotobio-

ntů. Nejprve jsem vzorky zpracovávala postupně – až po potvrzení druhu mykobionta jsem přistou-

pila ke zpracování DNA fotobionta. Později jsem však musela přistoupit k souběžnému zpracovávání 

vzorků. Z tohoto důvodu jsem získala 14 kvalitních sekvencí fotobiontů, u kterých jsem ale moleku-

lárně neprokázala identitu mykobionta. Tyto vzorky jsem vyřadila a dál pracovala pouze se 157, u 

Obr. 26 Závislost PD mykobiontů na PD fotobiontů 

* 
* 

* 
* 

* 

Obr. 25 Fylogenetická struktura společenstva mykobiontů, 

žlutě hadec, zeleně amfibolit, hvězdička označuje signifikantní 

výsledek s p < 0,01. 
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kterých jsem získala kvalitní sekvence obou symbiontů. V 60 případech byla sekvence i po opako-

vaných PCR nekvalitní. Ve 21 případech jsem při vizualizaci PCR produktů zaznamenala dva 

proužky na gelu, což může svědčit o přítomnosti druhého fotobionta ve stélce nebo kontaminaci 

volně žijící řasou. Ze 157 analyzovaných sekvencí patří 133 sekvencí řasám rodu Trebouxia a 24 

řasám rodu Asterochloris.  

Řasy rodu Trebouxia pocházejí z deseti druhů lišejníků, zatímco řasy rodu Asterochloris ze 

stélek lišejníků morfologicky odpovídajících druhu Cladonia pyxidata. 

Vliv typu substrátu na druhové složení fotobiontů jsem vizualizovala pomocí NMDS diagramu 

(Obr. 27). Je z něj patrné, že druhové složení je na obou lokalitách podobné a vliv substrátu je tím 

pádem minimální. 

 

4.5.1  Fotobionti rodu Trebouxia 

Fylogenetický strom řas rodu Trebouxia obsahuje celkem 341 unikátních sekvencí. Původní 

alignment ze studie Peksy a kol. (Peksa et al., 2022) obsahoval 213 unikátních sekvencí, přidala jsem 

k němu 117 nově získaných unikátních sekvencí. Zbylých 16 duplicitních sekvencí jsem spárovala 

s unikátními sekvencemi v alignmentu a následně je do fylogenetického stromu ručně doplnila. Do 

původního alignmentu jsem přidala i sekvence získané metodou Illumina metabarcodingu. Spolu 

s nově získanými sekvencemi jsem přidala i referenční sekvence z databáze GenBank, které vyka-

zovaly nejvyšší shodu při použití algoritmu BLASTN. Výsledný fylogenetický strom (Příloha 5) 

tedy zobrazuje příbuzenské vztahy mezi 358 vzorky řas rodu Trebouxia. Zjednodušený fylogenetický 

strom (Obr. 28) obsahuje názvy všech linií, čísla označují počty stélek, ve kterých jsem danou linii 

Obr. 27 NMDS diagram vlivu typu substrátu na druhové složení fotobiontů, Bray-Curtisův index, stres = 0,11 
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identifikovala. Jednotlivé clady a linie uvnitř nich jsem identifikovala podle studie Peksy a kol. 

(Peksa et al., 2022).  
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) 

Obr. 28 Zjednodušený nezakořeněný BI strom linií fotobiontů rodu Trebouxia vytvořený na základě úseku ITS. Čísla nad vět-

vemi zobrazují statistickou podporu určenou dvěma metodami – BI posteriorní pravděpodobnost / ML bootstrap. Zobrazeny 

jsou hodnoty > 89 pro BI a jim odpovídající hodnoty ML. Tučně jsou vyznačené linie s BI = 1. Čísla za jmény linií udávají počet 

stélek, ze kterých jsem získala sekvenci daného fotobionta, barva odpovídá substrátu, na kterém stélka rostla – žlutá = hadec, 

zelená = amfibolit, písmena A, S, C, I označují jednotlivé clady. 
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Nejvíce fotobiontů z mé práce (celkem 102) patří do cladu A, 28 fotobiontů do cladu S a tři do 

cladu I. V rámci cladu A náleží fotobionti devíti liniím – A01 (T. cretacea), A03 (T jamesii), A04, 

A06 (T. incrustata), A10 (T. vagua), A13 (T. arboricola/crenulata), A33 (T. decolorans), A35 (T. 

solaris) a Ax. Trebouxia z lišejníku Lecidella carpathica z Holubovských hadců (HH11) patří do již 

známé, avšak nepojmenované linie, fotobionti ze dvou stélek lišejníku Protoparmeliopsis muralis 

z Třebovského hradiska pak vytvářejí zcela novou linii, nebo minimálně nezaznamenanou ve výše 

zmíněné studii Peksy a kol., která ale patří do cladu A. V rámci cladu S patří řasy do pěti linií – S02 

(T. „hypogymniae“), S03, S04, S05 (T. „suecica“) a S10b. Zástupci cladu I se sdružují v jediné linii 

– I01a.  

Hadce a amfibolity se příliš neliší v počtu linií, které jsem ve stélkách identifikovala. V 69 had-

cových stélkách se vyskytovalo 11 linií, zatímco v 64 stélkách z amfibolitů patřili fotobionti do 12 

linií.  

Šest linií z celkového počtu 17 linií jsem nalezla na obou typech substrátu, 11 linií pak vykazo-

valo preferenci pro jeden z typů substrátu: hadec (pět) nebo amfibolit (šest, Obr. 29). Počty stélek, 

ze kterých tyto linie pocházejí, je však velmi nízký (v průměru 1,7 stélky). Tabulka shrnující přesné 

počty jednotlivých linií na hadci a amfibolitu se nachází v příloze (Příloha 4). Řasy z cladu A se 

Obr. 29 Zastoupení jednotlivých linií rodu Trebouxia na hadci a amfibolitu, čísla nad sloupci udávají počet stélek, ve kte-

rých se daná linie nacházela. 



55 

 

vyskytovaly na všech lokalitách. Počet stélek, ve kterých se vyskytovali fotobionti z cladu S, je na 

obou typech horniny stejný – 14 stélek. Clade I se vyskytoval ve dvou stélkách z hadce a jedné z 

amfibolitu 

Někteří mykobionti sice asociovali s více liniemi fotobiontů, ale vykazovali preferenci pro ně-

kterou z linií – Candelariella coralliza, Candelariella vitellina a Lecidella carpathica obsahovaly ve 

více než 60 % stélek linii A06 (Obr. 30). Tato linie byla přítomná ve všech sbíraných druzích, devět 

z deseti druhů obsahovalo i druhou nejhojněji zastoupenou linii A10. Tyto dvě linie se vyskytovaly 

nejhojněji i ve studii Peksa a kol. (Peksa et al., 2022). Clade S byl obsažen v pěti druzích, nejvíce 

v 11 stélkách druhu Rhizocarpon geographicum. Fotobionti náležející do cladu I se vyskytovali 

pouze ve třech druzích (Acarospora fuscata, Candelariella coralliza a Lecanora rupicola). Nejvíce 

linií je zastoupeno ve druzích R. geographicum (deset) a L. rupicola (sedm).  

 

 

  

Obr. 30 Zastoupení linií rodu Trebouxia ve sbíraných druzích lišejníků, čísla nad sloupci udávají celkový počet stélek da-

ného druhu mykobionta. 
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Obr. 31 Asociace jednotlivých linií fotobiontů rodu Trebouxia s mykobionty, čísla nad sloupci udávají celkový počet 

stélek s danou linií fotobionta. 

Obr. 32 Zastoupení linií rodu Trebouxia v rámci lokalit, barevné číslo udává počet stélek, barva odpovídá typu hor-

niny – zelená = amfibolit, žlutá = hadec, černé číslo udává počet mykobiontů z dané lokality. 
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Na všech lokalitách byl zastoupen clade A, clade S se vyskytoval na osmi lokalitách (na všech 

kromě Bítova a Borecké skalky) a clade I na třech (Křížkách, Mohelně a Třebovském hradisku). 

Lokality Ráj a Borecká skalka byly co do počtu linií fotobiontů nejchudší – lišejníky z obou lokalit 

asociovaly jen se dvěma liniemi. Naopak nejvíce linií se vyskytovalo na lokalitě Želivka (sedm) a 

Křížky (šest). Na všech lokalitách kromě lokality Teplá se nacházela linie A06 (Obr. 32). 

Jednotlivé klimatické páry se vždy překrývaly v přítomnosti minimálně jedné linie řas. V pří-

padě čtyř párů se jednalo o linii A06, tři páry pak sdílely i linii A10 (Mohelno–Bítov, Želivka–Kal-

várie, Borecká skalka–Třebovské hradisko). Jedinou výjimku vytvářel klimatický pár Křížky–Teplá, 

kde nedocházelo ke sdílení řas z cladu A, ale z cladu S, konkrétně linií S10b a S02a. Všechny sdílené 

linie představují linie, které se v rámci daných cladů vyskytují nejčastěji. 

Z Obr. 33a je patrné, že fylogenetická diverzita fotobiontů se mezi oběma typy substrátu téměř neliší 

stejně jako fylogenetická struktura (Obr. 33b). sesPD dosahuje ve většině případů záporných hodnot 

(Obr. 35), což znamená, že se v rámci lokality může jednat o vzájemně příbuznější si druhy, jejichž 

přítomnost na dané lokalitě způsobil tlak daného substrátu. V případě kladných hodnot by se jednalo 

o tlak způsobený např. kompeticí.  

 

Fylogenetickou diverzitu a strukturu jsem zjišťovala i v rámci přítomnosti některých těžkých 

kovů (Ti, Ni, Cr). Ačkoliv diverzita fotobiontů se liší mezi stélkami, které rostly na těžkých kovech 

a mimo ně (Obr. 35), hodnoty sesPD byly pozitivní, ale a nevyšly signifikantně ani v jediném pří-

padě. Jako důležitější se tedy jeví vliv jiných podmínek dané lokality než to, zda byla pod stélkou 

zjištěna přítomnost některého z výše zmíněných těžkých kovů. 

Obr. 33 a – porovnání fylogenetické diverzity fotobiontů na hadci a amfibolitu, b – porovnání fylogenetické struktury fo-

tobiontů na hadci a amfibolitu 

a b 
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Na Obr. 36 jsou zobrazeny výsledky rozkladu variability. Genetickou variabilitu fotobiontů 

jsem vysvětlovala chemismem substrátu (pH, hodnoty prvků Mg, Si, Ti, Fe, Mn, Cr, Ni měřené pod 

každou stélkou), klimatem (průměrná teplota mezi lety 2014 a 2019, pátý percentil nejnižší a 95. 

nejvyšší naměřené teploty ve stejném časovém rozmezí) a genetickou diverzitou asociovaných my-

kobiontů. Nejvíce variability vysvětluje vztah mykobionta a fotobionta (celkem 38 %, 54 % v kom-

binaci s klimatickými proměnnými), následně klima (2 %, 18 % v kombinaci s asociovaným myko-

biontem) a chemismus substrátu (6 %). 

  

Obr. 36 Vennův diagram zobrazující rozklad variability genetické diverzity 

fotobiontů rodu Trebouxia. 

* 
* 

* 
* 

Obr. 35 Fylogenetická struktura společenstva fotobiontů, žlutě 

hadec, zeleně amfibolit, hvězdička označuje signifikantní vý-

sledek s p < 0,02. 

Obr. 35 Fylogenetická diverzita fotobiontů v závislosti 

na přítomnosti kovů v místě růstu stélky 

ne ano 
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4.5.2  Fotobionti rodu Asterochloris 

Fylogenetický strom (Obr. 38) zobrazuje fylogenezi 102 fotobiontů, z čehož 78 pochází ze stu-

die Vančurové a kol. (Vančurová et al., 2021) a 24 z této práce z druhu Cladonia pyxidata. Příslušnost 

fotobiontů k jednotlivým liniím jsem určila podle Vančurové a kol. (Vančurová et al., 2021). 

Celkem fotobionti přísluší sedmi již dříve popsaným liniím rodu Asterochloris – Asterochloris 

aff. italiana, Asterochloris clady 12 a 8, A. glomerata, A. italiana, StA3, StA9 a A. woessiae. Tři 

fotobionti pak vytvářejí tři nové linie. Všechny linie jsou vysoce statisticky podpořené. Přesné počty 

fotobiontů zastoupených ve výše zmíněných liniích shrnuje Příloha 3. Tři linie jsem nalezla na hadci 

i amfibolitu, dvě pouze na hadci a čtyři pouze na amfibolitu (Obr. 37). 

  

Obr. 37 Zastoupení jednotlivých linií rodu Asterochloris na hadci a amfibolitu, čísla nad sloupci udávají počet stélek, ve 

kterých se daná linie nacházela. 
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Obr. 38 Nezakořeněný BI strom fotobiontů rodu Asterochloris vytvořený na základě úseku ITS. Čísla nad větvemi zobrazují 

statistickou podporu určenou dvěma metodami – BI posteriorní pravděpodobnost / ML bootstrap. Zobrazeny jsou hodnoty  

> 89 pro BI a jim odpovídající hodnoty ML. Tučně jsou vyznačené linie s BI = 1. Barva odpovídá substrátu, na kterém stélka 

rostla – žlutá = hadec, zelená = amfibolit, vyznačeny jsou pouze linie obsahující vzorky z mé diplomové práce. 
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V lišejnících z hadcového substrátu jsem zaznamenala celkem osm linií, v lišejnících na amfi-

bolitech sedm. Lokalitami s nejvyšší zaznamenanou diverzitou fotobiontů rodu Asterochloris jsou 

Holubovské hadce, Křížky a Třebovské hradisko, kde byly tři různé stélky dutohlávky asociované se 

třemi různými liniemi fotobiontů (Obr. 39). V případě Holubovských hadců se jednalo o linie A. aff. 

italiana, A.clady 8 a 12, v případě Křížků A. clady 8 a 12 a A. glomerata a na Třebovském hradisku 

se pak nacházely clady A. StA3, A. clade 8 a jedna blíže nezařazená linie. Naopak v případě Bítova 

byl ve všech 4 stélkách A. glomerata. Blíže nezařazené linie pocházejí z Mohelna (dvě) a Třebov-

ského hradiska. 

  

Obr. 39 Zastoupení linií rodu Asterochloris v rámci lokalit, čísla nad sloupci udávají počet stélek, ze kterých pocházejí. 
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4.5.3  Pluralita fotobiontů ve stélce 

 Z jediného vzorku (K7, druhu Lecanora rupicola z Křížků), u kterého byl proveden Illumina 

metabarcoding, jsem získala 121441 readů v 39 OTU (operational taxonomic unit). Z nich jsem vy-

loučila všechny OTU, které nepatřily zeleným řasám. Po spočítání relativní abundance jednotlivých 

linií jsem vyřadila všechny, které měly relativní abundanci nižší než jedno procento. Celkem jsem 

tedy pracovala s devíti OTU, které patří do dvou rodů zelených řas – Coccomyxa a Trebouxia. 

V rámci rodu Coccomyxa jsem získala tři OTU, přičemž všechny představují druh Coccomyxa an-

tarctica. Všechny OTU náležející do rodu Trebouxia jsem přidala do společného alignmentu ostat-

ních sekvencí tohoto rodu, vytvořila z nich fylogenetický strom a na základě studie Peksy a kol. 

(Peksa et al., 2022) jsem je identifikovala. Celkem pět OTU spadá do čtyř linií, které náleží dvěma 

cladům – A a S (Obr. 40). 

  

Obr. 40 Relativní abundance jednotlivých linií fotobiontů ve vzorku KR7 
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4.5.3.1 Morfologické potvrzení plurality fotobiontů 

Řasy rodu Trebouxia a Coccomyxa jsou morfologicky odlišné, hlavním odlišovacím znakem je 

absence pyrenoidu u řas rodu Coccomyxa, a naopak jeho přítomnost u řas rodu Trebouxia. Z tohoto 

důvodu jsem se rozhodla provést příčné řezy stélkou, abych mohla potvrdit výsledky metabar-

codingu, tedy přítomnost obou výše zmíněných řas v jedné stélce. Na základě morfologických znaků 

se mi povedlo potvrdit společnou přítomnost obou rodů řas v různých částech stélky. V některých 

areolách se však nacházely pouze řasy rodu Trebouxia. Řasy se vzájemně liší barvou, velikostí, 

(ne)přítomností pyrenoidů a tukových tělísek, ale i způsobem růstu. Zatímco Trebouxia tvoří typic-

kou podkorovou vrstvu fotobionta, Coccomyxa roste odděleně od řasy rodu Trebouxia a nedochází 

tak k jejich vzájemnému prolínání. V některých areolách se nachází dokonce až pod vrstvou řasy 

rodu Trebouxia, tedy přímo v dřeňové vrstvě. Jindy ji lze nalézt v pomyslných „váčcích“, které ji od 

druhé přítomné řasy oddělují (Obr. 41b). 

Pro zajímavost jsem provedla i pozorování ve fluorescenci (Obr. 41d). Tato pozorování odha-

lila, že zatímco jsou buňky fotobionta rodu Trebouxia z většiny mrtvé, buňkám řas rodu Coccomyxa 

chlorofyl nedegradoval, což může poukazovat na jejich větší životaschopnost. Lze také spatřit žlutě 

svítící vrstvu sekundárních metabolitů v korové vrstvě lišejníku.  

Obr. 41 a–c – příčný řez stélkou lišejníku Lecanora rupicola ve světelném mikroskopu, d – příčný řez stélkou ve flu-

orescenci – žlutá vrstva = sekundární metabolity, modrá vrstva = korová vrstva, růžová = mrtvé buňky fotobionta s de-

gradovaným chlorofylem, červená = buňky fotobionta s nedegradovaným chlorofylem, Co = Coccomyxa antarctica, Tr = 

Trebouxia, zvětšení je uvedeno na fotografiích 

c d 

b a 

Co 

Co 

Co 

Tr 

Tr 
Tr 
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5 Diskuse 

5.1 Výhody a nevýhody použitých metod 

5.1.1  Molekulární metody 

Druhové složení fotobiontů jsem zjišťovala pomocí Sangerova sekvenování, což je nejběžněji 

používaná metoda studia identity fotobiontů. Touto metodou však nelze zjistit druhové složení v pří-

padě lišejníků obsahujících více fotobiontů v jedné stélce. Pokud přítomnost minoritního fotobionta 

přesáhne 30 %, dojde k narušení signálu a získání nekvalitní sekvence (Paul et al., 2018; Moya et 

al., 2021). Dvojí signál (Obr. 42), který může indikovat více fotobiontů ve stélce (např. Vančurová 

et al., 2020), jsem zaregistrovala ve 40 případech (vše u lišejníků s fotobiontem rodu Trebouxia).  

Pro postihnutí celkové diverzity řas v lišejníku a zachycení případné plurality fotobiontů je 

nutné použít metabarcoding. Tato metoda je náročnější jak na přípravu, tak finančně. Je také nutná 

pečlivá příprava položek (důkladné omytí), aby se zamezilo kontaminaci např. volně žijícími řasami. 

Při použití metabarcodingu může dojít k nadhodnocení počtu přítomných fotobiontů, a tak je důleži-

tým krokem výsledná interpretace výsledků. Ideální je kombinace metabarcodingu a některé z mi-

kroskopických metod, např. světelné mikroskopie nebo TEM (Dědková, 2023).  

5.1.2  Měření pH 

Charakterizovat lokality pomocí pH se ukázalo být nelehkým úkolem. Ačkoliv metoda analýzy 

výluhu z namleté horniny nejspíše nejlépe odráží skutečné pH horniny, získaná hodnota pravděpo-

dobně není relevantní pro lišejníky. Ty se ve většině případů nesetkávají se zdravou horninou, ale 

s horninou zvětralou. Významnější by proto byla hodnota pH zvětralého povrchu horniny, ovšem 

použitá metodika měření se ukázala jako nepříliš vyhovující (důvody jsou popsány v kapitole 4.1). 

Jinou metodu získávání pH použili ve své studii Peksa a kol. (Peksa et al., 2022) – 10 g hrubě drcené 

horniny nechali louhovat v destilované vodě po dobu 24 hod., posléze měřili pH výluhu. Při použití 

této metody však také dochází k většinové reakci zdravé horniny s destilovanou vodou a získané 

hodnoty pH nemusí odpovídat pH, kterému je vystaven lišejník (např. pokud na horninu zaprší a 

stélky začnou být metabolicky aktivní, a tedy také citlivější vůči chemismu substrátu). Ideální by 

tedy bylo odebrat pouze svrchní zvětralou část horniny, louhovat ji nedrcenou v destilované vodě po 

dobu cca 24 hodin a pH výluhu následně analyzovat. Tato metoda je náročná na přípravu a také není 

jasné, jak tlustá vrstva zvětralé horniny by měla být z položky odebrána, aby výsledná hodnota 

opravdu odrážela hodnoty pH, kterému jsou stélky lišejníku vystavené. 

Příjem kovů do stélky lišejníku je především děj fyzikálně-chemický a pH tak představuje jeden 

z hlavních faktorů, které ho mohou ovlivnit (Nieboer et al., 1976). Se snižujícím se pH může vzrůstat 

Obr. 42 Část sekvencí z jedné stélky lišejníku Candelariella vitellina ze Želivky pocházejících ze dvou různých izolátů DNA  
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rozpustnost některých kovů a mohou se začít více uvolňovat z částic substrátu nebo atmosférické 

depozice (Bačkor & Loppi, 2009). pH udržované uvnitř stélky lišejníku tedy může přímo ovlivňovat 

uvolňování kovových kationtů z částic, které jsou ve stélce obsažené (viz kapitolu 5.2). 

5.1.3  XRF 

Měření těžkých kovů příručním XRF analyzátorem představuje rychlou a velmi levnou metodu, 

díky které lze během dvou minut získat představu o prvkovém složení měřeného objektu. Analyzátor 

je vybaven kamerou, díky které jej lze přiložit přesně na místo, které zvolíme. Na rozdíl od jiných 

XRF metod používaných pro měření obsahu prvků v lišejnících (Favero-Longo et al., 2015; Herrero 

Fernández et al., 2016; Ibarrondo et al., 2017), není v tomto případě před měřením nutná žádná pří-

prava vzorků, což přispívá k rychlosti této metody. Měření je tak možné provádět přímo v terénu, 

což umožňuje vytipovat konkrétní místa s vysokým (nebo nízkým, v závislosti na předmětu vý-

zkumu) obsahem prvků těžších než Mg. Měření Mg bohužel nebylo v mém případě v mnoha přípa-

dech průkazné, v případě Želivky byl Mg ve 100 % případů pod limitem detekce, i když díky měření 

obsahu prvků pomocí SEM-EDS vím, že se zde Mg vyskytuje (Obr. 19). Ačkoliv se zaměřuji na 

přítomnost těžkých kovů (především Ni a Cr) v hadcovém substrátu, Mg je jedním z prvků charak-

terizujících hadec – a také limitujících růst cévnatých rostlin (Alexander et al., 2007), proto by bylo 

zajímavé znát jeho obsah v hornině. Druhou nevýhodou pro toto „terénní“ použití je fakt, že měření 

probíhá nejpřesněji na rovném povrchu. V případě nerovností dochází k odražení záření mimo de-

tektor a tím pádem ke zkreslení výsledků měření. Ačkoliv jsem se snažila odsekávat a měřit co nej-

rovnější plošky, dokonale rovný povrch jsem nikdy získat nedokázala. V této práci sice uvádím kon-

krétní hodnoty naměřených prvků, ale je třeba je brát spíše orientačně. Poslední nevýhodu předsta-

vuje neznámá hloubka měření – nemohla jsem proto zjistit, zda měřím ještě stélku nebo už horninu. 

I když jsem zde vyjmenovala hned několik nevýhod, které tato metoda přináší, je díky své rychlosti 

i terénnímu využití unikátní metodou pro zjištění obsahu těžkých kovů (nejen) v horninách. Důvěry-

hodnost této metody potvrzuje i fakt, že výsledky měření jsou srovnatelné s jinými metodami měření 

obsahu prvků v horninách, které byly prováděny laboratorně (Sarala, 2016; Brent et al., 2017). 

5.1.4  SEM-EDS 

Ze všech typů stélky jsou korovité lišejníky v největším kontaktu se substrátem, na kterém ros-

tou, a proto mohou být nejvíce ovlivňovány jeho chemickými vlastnostmi. Studium těchto lišejníků 

je však poměrně náročné – získat dostatečné množství materiálu pro analýzy může v některých pří-

padech představovat problém. Právě z tohoto důvodu je ideální metodou pro studium obsahu těžkých 

kovů SEM-EDS, pro kterou stačí pouze malé množství materiálu (Williamson et al., 1998; Bačkor 

& Fahselt, 2008). SEM-EDS byla použita pro studium zvětrávacích procesů horniny způsobených 

přítomností lišejníku již před více než 40 lety (Jones et al., 1981; Wilson et al., 1981), od té doby se 

těší oblibě právě při studiu příjmu částic ze substrátu a jejich zvětrávání (Acaso & Wierzchos, 1994; 

Vingiani et al., 2013; De Vasconcelos et al., 2015), ale i při studiu atmosférické depozice (Marié et 



66 

 

al., 2018; Ramić et al., 2019; Yavuz & Çobanoğlu, 2021). Jelikož je SEM-EDS velmi citlivou me-

todou, nesmí být při přípravě vzorků použity žádné kovové nástroje, které by mohly zanechat „otisk“ 

na připravovaném vzorku – pokud není stélka dostatečně tlustá, je příprava vzorku keramickým no-

žem (který jsem pro tyto účely používala) téměř nemožná. Ve většině případů se v rámci této metody 

snímají výbrusy anorganických materiálů – tedy plochy vzorků, které jsou úplně rovné. Příprava 

výbrusu zároveň z organického i anorganického materiálu je složitější s nejistým výsledkem, proto 

jsme se s M. Vítkovou rozhodly od ní pro účely diplomové práce upustit. Sledované vzorky tak ne-

byly dokonale hladké, což v některých případech způsobilo ne zcela spolehlivá měření. Zároveň není 

možné určit přesnou hloubku měření (1–5 μm pod povrchem vzorku), a to především u organického 

materiálu, který může překrývat částici, která se nachází jen kousek pod jeho povrchem. I přes tyto 

drobné nedostatky však považuji tuto metodu za přínosnou, jelikož umožňuje nejen vizualizaci 

přesné lokalizace částic horniny ve stélce, ale zároveň umožňuje vytipovat částice s prvky s vyšším 

atomovým číslem, ve kterých lze změřit jejich obsah. Navíc lze provést měření i velmi malých částic 

díky elektronovému paprsku o průměru 1 μm. 

5.2 Příjem částic horniny do stélky lišejníku 

Pozorováním vzorků z obou typů horniny v SEM jsem potvrdila výskyt anorganických částic 

uvnitř stélky lišejníku. Částice bohaté na kovy pronikají do stélky lišejníku ze dvou směrů – skrze 

spodní i svrchní povrch stélky. Na detailu rozhraní stélky a horniny (Obr. 44) je možné sledovat růst 

hyf mykobionta, které vnikají do prasklin v hornině, čímž může docházet k oddělování částeček od 

zbytku horniny a jejich postupnému začlenění do stélky lišejníku. Toto zvětrávání horniny je nejspíš 

způsobené fyzikálními vlivy jako např. mrznoucí vodou (Fahey, 1983), mechanickým působením 

houbových hyf (Acaso & Wierzchos, 1994), ale může k němu docházet i společným působením roz-

růstání houbových hyf a vylučování sekundárních metabolitů (Wilson et al., 1981; detailně v Chen 

et al., 2000; De Vasconcelos et al., 2015). Jelikož jsou lišejníky dlouhověké pomalu rostoucí orga-

nismy, je možné, že dochází i k inkorporaci prachových částic rozličného původu, které pokrývají 

substrát (Acaso & Wierzchos, 1994). Provedená měření, která se v obsahu prvků shodují mezi jed-

notlivými částicemi a substrátem (přítomnost Mg a Ni nebo Cr v případě hadců, Fe, Mn a vyššího 

obsahu Si v případě amfibolitů), a lokalizace prvků ve spodní části stélky lišejníku však poukazují 

spíše na substrátový zdroj těchto částic. Příjem částic substrátu do stélky byl již dříve potvrzen, a to 

u lišejníků se všemi základními typy stélky – korovitou, lupenitou (Acaso & Wierzchos, 1994) i 

keříčkovitou/dimorfickou (De Vasconcelos et al., 2015). 
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Druhým zdrojem částic bohatých na kovy je suchá i 

mokrá atmosférická depozice (Nash, 2008). Tyto částice lze 

nalézt v korové vrstvě, kam pronikají skrze svrchní povrch 

lišejníku (Obr. 43). Částice z atmosférické depozice je 

možné pozorovat i v epihymeniu apothecií (Obr. 20 a – 

příčný řez apotheciem lišejníku Lecidea fuscoatra z PR U 

doutné skály (BSE), šipka označuje místo měření,  

1 = okraj apothecia, 2 = epithecium, 3 = thecium (hyme-

nium), b + c – spektrum prvků naměřených v místech mě-

ření,  

d – detail spodního povrchu stélky lišejníku Acarospora fuscata (BSE), šipka označuje místo měření, 

kroužek zvýrazňuje částici na povrchu vzorku, e – detail spodního povrchu stélky lišejníku Acaro-

spora fuscata (SE)a). Zdroj těchto částic je nejspíš jak v okolním substrátu, tak mohou být přineseny 

z větších vzdáleností. Jejich přítomnost je proto ovlivněna převažujícím prouděním větru na dané 

lokalitě.  

Z řezu stélkou (Obr. 16) je patrné, že množství částic se snižuje směrem k vrstvě fotobionta. To 

je logické, vzhledem k faktu, že se vrstva fotobionta nachází pod korovou vrstvou a od substrátu ji 

Obr. 44 Detail rozhraní lišejníku Lecanora rupicola a hadce z Mohelenské hadcové 

stepi, žluté šipky označují místa, kde pronikají hyfy mykobionta do prasklin v sub-

strátu. 

Obr. 43 Svrchní povrch stélky lišejníku 

Lecanora rupicola 
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tudíž odděluje celá dřeňová vrstva, která většinu částic ze substrátu zachytí. Stejně tak je vrstva fo-

tobionta chráněná před atmosférickou depozicí svrchní korovou vrstvou. Stejné pozorování provedl 

v lišejníku rodu Acarospora i Purvis (2014). Vrstva fotobionta je tak více chráněná před přímým 

kontaktem s částicemi, ze kterých by mohlo dojít k úniku kationtů těžkých kovů do okolního pro-

storu. Stejně tak je chráněná výtrusorodá vrstva v apotheciích – zde se částečky vyskytují v hypothe-

ciu a epihymeniu.  

5.3 Diverzita fotobiontů na hadci a amfibolitu 

Druhové složení fotobiontů dvou zkoumaných substrátů se víceméně neliší. Na každém sub-

strátu se nacházejí linie, které na druhém typu substrátu scházejí, na amfibolitu je těchto linií více. 

Tím se tedy vyvrátila hypotéza, že se na hadcích budou ve většině stélek nacházet jiné linie fotobio-

ntů než na amfibolitech, nebo že se zde budou ve stélkách lišejníků ve větší míře vyskytovat linie řas 

specifické pouze pro hadce a jiné lokality s vysokým obsahem těžkých kovů. To je poměrně překva-

pivé zjištění vzhledem k faktu, že jsem v hadcích naměřila vysoké hodnoty těžkých kovů (Ni, Cr), 

vůči kterým jsou fotobionti citliví (Bačkor et al., 2007; Bačkor & Fahselt, 2008). Předpokládá se, že 

se na substrátech s vysokými hladinami těžkých kovů budou vyskytovat právě takoví fotobionti, kteří 

dokážou zatížení těžkými kovy dobře tolerovat (Bačkor et al., 2010; Álvarez et al., 2012; Osyczka 

et al., 2020).  

5.3.1  Toxicita hadcových substrátů 

Oba studované substráty obsahují těžké kovy – hadec Ni a Cr, amfibolit Mn a Ti. Na hadcích se 

navíc vyskytuje ve velkém množství Mg, zatímco na amfibolitech Fe. Důležitějším faktorem než 

konkrétní druh přítomného kovu však může být obecně zvýšený obsah těžkých kovů v substrátu, 

který lišejník porůstá. Lišejníky totiž reagují na přítomnost kationtů těžkých kovů pomocí stejných 

mechanismů, ať už se jedná o kterýkoliv těžký kov (viz kapitolu 1.1, Tyler et al., 1989; Bačkor et al., 

2009). Lišejníky z obou substrátů tak přicházejí do styku s těžkými kovy.  

Pro pochopení interakce mezi lišejníky a kovy v substrátu je třeba znát širší kontext příjmu kovů 

do stélky lišejníku. Pod spojením „příjem kovů do stélky“ se skrývají tři mechanismy – prosté za-

chycení částic uvnitř stélky lišejníku, extracelulární a intracelulární příjem kovových iontů (Nieboer 

et al., 1978; Richardson, 1995; Bargagli & Mikhailova, 2002). Tyto mechanismy podrobněji popisuji 

v kapitole 1.1. Ačkoliv se některé (především korovité) druhy lišejníku považují za hyperakumulá-

tory těžkých kovů, je tento termín nedostatečně definován – zatímco někteří autoři jej používají pro 

zachycení částic bohatých na těžké kovy, jiní jej spojují s obsahem iontů kovů ve stélce lišejníku 

(Chisholm et al., 1987; Pawlik-Skowrońska et al., 2006). Pokud však dojde pouze k zachycení/pří-

jmu částice ze substrátu nebo atmosférické depozice, neznamená to nutně, že jsou kovy z ní pro 

lišejník dostupné. Tyto částice mohou zůstat po dlouhou dobu uvnitř lišejníku, aniž by z nich dochá-

zelo k uvolňování iontů (Brown & Beckett, 1985). Důležité je zmínit, že kov se stává pro lišejník 

toxickým až ve chvíli, kdy dojde k jeho intracelulárnímu příjmu (Tyler, 1989; Purvis & Pawlik-
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Skowrońska, 2008; Bačkor & Loppi, 2009). Korovité saxikolní lišejníky obsahují velké množství 

drobných částic horniny, kterou porůstají (viz kapitoly 4.3 a 5.1.4), což ale nutně nemusí znamenat, 

že se mykobionti a fotobionti potýkají s vysokými koncentracemi iontů těžkých kovů, které by ohro-

žovaly jejich vitalitu. Stejně jako v případě částic horniny dosáhne vrstvy fotobionta jen minimum 

iontů těžkých kovů (Richardson & Nieboer, 1983; Garty, 2001; Toppi et al., 2004; Sanità Di Toppi 

et al., 2005), díky čemuž je fotobiont chráněn před přímým působením těchto kovů.  

Uvolňování iontů kovů závisí na dalším faktoru, který hraje při příjmu kovů roli – na pH. Čím 

je pH substrátu nižší, tím snáze se z něj ionty kovů uvolňují (Lucas & Davis, 1961; Bačkor & Loppi, 

2009; Paukov et al., 2019). České hadce dosahují vysokých hodnot pH, což může zmírňovat dostup-

nost kovů ze substrátu a tím i jejich toxicitu. Ačkoli pH substrátu hraje velkou roli při uvolňování 

těžkých kovů, je otázkou, jaké pH panuje v lišejníku. Pokud by bylo pH uvnitř stélky nižší než pH 

substrátu, mohlo by zde docházet k uvolňování kationtů z částic, které jsou ve stélce zachycené. 

V regulaci pH uvnitř lišejníku hrají roli sekundární metabolity (Favero-Longo et al., 2015), které 

zároveň přispívají k vylučování těžkých kovů na povrch hyf mykobionta nebo na povrch stélky. 

Oběma těmito funkcemi přispívají k homeostázi v lišejníku a ochraně fotobionta před stresem z pří-

tomnosti těžkých kovů.  

Vitalita fotobionta je důležitá pro celkové fungování lišejníku. Těžké kovy mohou způsobit po-

škození fotosyntézy (Bačkor & Fahselt, 2008), což vede ke snížení produkce cukerných alkoholů 

(Fahselt, 1994), které jsou základním stavebním kamenem sekundárních metabolitů (Lines et al., 

1989). To vede k dalšímu snížení tvorby sekundárních metabolitů a ještě většímu pronikání těžkých 

kovů dovnitř buněk obou symbiontů (Fahselt, 1994). Udržení homeostáze v lišejníku je proto zásadní 

pro odolávání stresu způsobeném těžkými kovy. 

Ze sekundárních metabolitů se na hadcích dostávají ke slovu především šťavelany. Hořčík se 

z větší části sráží extracelulárně ve formě dihydrátu šťavelanu hořečnatého, což je ve vodě neroz-

pustná sůl, která zůstává extracelulárně vyloučená na povrchu hyf. Dihydrát šťavelanu hořečnatého 

je podobný a izomorfní s dihydráty šťavelanu Ni, Fe, Zn, Co a Mn (Lagier et al., 1969; Dubernat & 

Pezerat, 1974 cit. v Wilson et al., 1981), což znamená, že se tyto prvky mohou vzájemně zastupovat 

v krystalové mřížce. Na hadcích by tímto způsobem mohlo dojít k zamezení intracelulárního příjmu 

kovů (Wilson et al., 1981).  

Fotobionti lišejníků z hadcových substrátů se nemusejí potýkat s kationty těžkých kovů pouze 

ve stélkách lišejníků, kde jsou díky výše zmíněným mechanismům dostatečně chránění před půso-

bením těžkých kovů. Všechny lišejníky, které jsem v rámci své diplomové práce studovala, se roz-

množují převážně pohlavně. To znamená, že si spora po vyklíčení musí najít vhodného fotobionta 

v prostředí (Honegger, 1986) nebo ho získat z vyvinuté stélky jiného lišejníku (Ott, 1987). Volně 

žijící fotobiont je před započetím lichenizačního procesu v bezprostředním kontaktu se substrátem. 

To je také důvod, proč jsem očekávala, že budou lišejníky z hadců obsahovat specifické linie 
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fotobiontů, které jsou na substráty s vysokým obsahem kovů adaptované. Jak už jsem zmínila výše, 

biologická dostupnost těžkých kovů souvisí s hodnotou pH, která je na hadcích vysoká a těžké kovy 

by tedy měly být dostupné minimálně. To se potvrdilo měřením konduktivity výluhu namleté hor-

niny. Hadce sice mají konduktivitu vyšší než amfibolity, obě hodnoty jsou ale velmi nízké a pouka-

zují na malé množství rozpuštěných iontů v měřeném výluhu. Paukov et al. (2019) ve své studii 

naměřili na hadcích podobné pH (> 8), ale konduktivitu mnohonásobně vyšší (v přepočtu 2900 

μS/cm). Přesto však předpokládají, že lišejníky z hadců přicházejí do styku s poměrně koncentrova-

nými roztoky iontů, ovšem ty patří z většiny Mg a Ca a jen minimálně ostatním prvkům, které jsou 

biologicky málo dostupné. Nutno však dodat, že v porovnání s touto studií jsem naměřila nižší obsah 

Mg, ale zato vyšší obsah Ni a Cr, což může znamenat, že jsou i poměry iontů jednotlivých kovů 

v měřeném roztoku rozdílné. Ani to však nemění nic na faktu, že výluh z hadců má velmi nízkou 

konduktivitu. Pro účely měření pH i konduktivity jsem namlela z většiny zdravou horninu – lze tedy 

předpokládat, že zvětralý povrch horniny bude obsahovat ještě méně dostupných kovů, protože jsou 

po tisíciletí vystaveny vnějším vlivům a došlo tak k jejich vymytí. Druhou možností však je, že budou 

kovy ze zvětralé vrstvy dostupnější z důvodu nižšího pH způsobeném zvětrávacími silami jako např. 

kyselé deště. 

Různá hadcová tělesa se vzájemně liší v obsahu těžkých kovů, jejich biologické dostupnosti i 

pH (Kruckeberg, 1992; Paukov, 2009; Paukov et al., 2019). Je proto možné, že na jiných lokalitách 

budou hadce představovat stanoviště, na kterých budou kovy biologicky dostupnější a budou tedy 

více působit na oba lišejníkové symbionty.  

Jelikož je na hadci jen málo biologicky dostupných kovů, nepředstavují hadce pro fotobionty 

(ani mykobionty) překážku, kterou by museli překonávat, a z hlediska obsahu těžkých kovů tedy 

není důvod, aby se zde vyskytovaly jiné linie fotobiontů než na kontrolní amfibolitové hornině. 

5.3.2  Co ovlivňuje druhovou skladbu fotobiontů? 

5.3.2.1 Selektivita & specificita 

Protože nebylo prokázáno, že má přítomnost těžkých kovů v substrátu zásadní vliv na druhovou 

skladbu fotobiontů na hadcích a amfibolitech (pouze 6 %), lze předpokládat, že je přítomnost foto-

biontů na studovaných lokalitách ovlivňována především jinými faktory. U lišejníků v této studii je 

přítomnost konkrétní linie fotobionta nejvíce řízená druhem mykobionta, se kterým vytváří lišejní-

kovou stélku (Obr. 36). Jak zmiňuji výše, všechny lišejníky, které jsem studovala, se rozmnožují 

převážně pohlavně a musí si tudíž najít vhodného fotosyntetického partnera v místě dopadu spory. 

Zásadní pro vznik vztahu mezi oběma symbionty je míra jejich pružnosti ve výběru partnera – tedy 

jejich specificita (množství druhů/linií, se kterými je daný symbiont schopen započít symbiózu, Ram-

bold et al., 1998). Partneři k sobě však mohou být i různě selektivní – mohou preferovat spojení jen 

s jedním druhem/linií nebo naopak akceptovat širokou škálu druhů/linií. Mezi oběma extrémy se 

nachází i řada přechodných typů (Yahr et al., 2004; Otálora et al., 2013; Belinchón et al., 2015). U 
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kosmopolitně se vyskytujících lišejníků s širokou ekologickou amplitudou tak hraje roli nízká speci-

ficita i selektivita mykobiontů, která jim umožňuje započít lichenizaci s lokálně adaptovanými foto-

bionty, a tím i osídlit stanoviště s nejrůznějšími klimatickými i chemickými podmínkami (Muggia et 

al., 2014). 

Žádný z morfologicky určených druhů mykobiontů, které jsem studovala, nevykazoval jako ce-

lek specificitu vůči některé linii fotobiontů. Specificitu vůči některé linii fotobiontů jsem zazname-

nala pouze u dvou genetických linií, a to v rámci druhu Protoparmeliopsis muralis a Candelariella 

vitellina. U prvního zmíněného druhu asociovali mykobionti ze stélek ze stejné lokality (Želivky) 

ZE22, ZE24 a ZE3 (Obr. 22) s fotobionty linie A10. Linie A10 představuje linii, která je na této 

lokalitě nejhojněji zastoupená – nachází se v deseti stélkách z celkového počtu 18 stélek, které obsa-

hují trebouxioidních fotobionta. V rámci druhu C. vitellina jsem nalezla fotobionty linie A06 ve třech 

vzorcích (DS23, MO11, TH3) tvořících jeden clade, které pocházejí ze dvou amfibolitových (Bítov, 

Třebovské hradisko) a jedné hadcové lokality (Mohelno). 

U některých genetických linií mykobiontů převažoval výskyt jedné linie fotobionta. V rámci 

druhu Lecidella carpathica (Obr. 22) se v šesti stélkách jednoho cladu (KR17, KR36, KR41, HH12–

14) nacházela linie A06 a v jedné stélce (HH11) blíže nezařazená linie z cladu A. Všechny tyto po-

ložky zároveň představují mykobionty, kteří na základě úseku ITS nevykazovali vysokou shodu  

(> 98 %) s druhem L. carpathica (viz kapitolu 4.4). Jiná genetická linie téhož druhu pak obsahovala 

ve třech případech linii A10 (vzorky ZE18, ZE5, BS9) a v jedné stélce linii A06 (BS18).  

U čtyř druhů mykobiontů (Candelariella vitellina, Lecidella carpathica, Protoparmeliopsis mu-

ralis a Pertusaria chiodectonoides) jsem však zaznamenala pouze linie z cladu A. Stejného výsledku 

dosáhli u prvních tří jmenovaných druhů i Peksa a kol. (Peksa et al., 2022), fotobionti lišejníku Per-

tusaria chiodectonoides nebyli podrobeni bližšímu zkoumání. V lišejníku Protoparmeliopsis muralis 

potvrzují přítomnost fotobiontů pouze z cladu A Muggia a kol. (Muggia et al., 2013). Naopak linie 

fotobiontů z různých cladů v lišejníku Lecanora rupicola nalezli i Blaha a kol. (Blaha et al., 2006). 

Mykobionti druhů Candelariella vitellina, Candelariella coralliza a Lecidella carpathica vykazovali 

selektivitu vůči linii A06, kterou obsahovalo 60 a více procent sebraných stélek. Všechny lišejníky, 

kterým jsem se v rámci své diplomové práce věnovala, proto považuji za generalisty, co se výběru 

linie fotobionta týče. To jim spolu s širokou ekologickou amplitudou, ve které jsou schopni růst, 

umožňuje osídlit nejrůznější stanoviště a stát se tak úspěšnými druhy na rozsáhlém geografickém 

území. 

Ačkoliv je průměrný počet linií fotobiontů vyskytujících se na lokalitách 4,3, některé lokality 

jsou na linie fotobiontů bohatší (Želivka – sedm, Křížky – šest), zatímco na jiných jsem zaznamenala 

jen nízký počet linií fotobiontů (Borecká skalka, Ráj – dvě). Jedním z možných vysvětlení je vyšší 

dostupnost kovových iontů na této lokalitě. Ráj je lokalitou, kde byla naměřena nejvyšší konduktivita 

ze všech amfibolitových lokalit (64,92 μS/cm, průměr všech amfibolitových lokalit je pouze 40,03 
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μS/cm) a nejvyšší obsah Fe, Mn i Ti. Do vodného roztoku se tedy uvolnilo více iontů, které patří 

některému nebo všem výše zmíněným prvkům. Je nutné mít na paměti, že ačkoliv je tato konduktivita 

vyšší než na ostatních amfibolitových lokalitách, je stále velmi nízká a množství iontů, které jsou ze 

substrátu dostupné, tak zůstává také nízké. Podobný trend v nízké diverzitě fotobiontů z lokality bo-

haté na Fe zjistil i Beck (1999), který v devíti druzích z okruhu Acarosporetum sinopicae zaznamenal 

jediného fotobionta Trebouxia jamesii. Ve stélkách z Ráje jsem zaznamenala v deseti stélkách linii 

A06 (T. incrustata) a v jedné stélce linii A03 (T. jamesii). Na lokalitě Borecká skalka jsem naměřila 

podobnou konduktivitu jako na lokalitě Ráj (64,26 μS/cm), zároveň hornina na této lokalitě a nevy-

niká v obsahu žádného kovu. Je proto sporné, zda na Ráji může za nízkou diverzitu fotobiontů vyšší 

obsah dostupných např. železitých iontů nebo zda hraje roli jiný faktor. 

5.3.2.2 Podmínky prostředí 

Podmínky prostředí určují, zda na daném stanovišti dokáže volně žijící fotobiont přežít a bude 

tak k dispozici pro klíčící spory. Klíčovou roli v rozšíření fotobiontů tak může sehrávat pH (Brodo, 

1973; Beck, 2002; Helms, 2003; Peksa & Škaloud, 2011; Peksa et al., 2022; Škvorová et al., 2022), 

klimatické poměry v rámci studované lokality (Helms, 2003; Blaha et al., 2006; Guzow-Krzemińska, 

2006; Muggia et al., 2008; Peksa & Škaloud, 2011; Vančurová et al., 2021) i mikroklima jednotli-

vých stanovišť (Noh et al., 2020).  

Předpokládá se, že fotosyntetický aparát řas je citlivý vůči pH a dokáže tolerovat jen určité 

rozmezí jeho hodnot (Lechowicz, 1982; Scott & Hutchinson, 1987). Jednotlivé linie řas rodu Tre-

bouxia rozřadili Peksa a kol. (Peksa et al., 2022) do tří skupin podle jejich preference pH: (i) acido-

filní linie (pH < 5,7) – S02a, S02b, S04, S05, S10a, A03, A04, Ax, I01a, (ii) subneutrální linie (pH 

5,7–7) – A06, A10 a (iii) bazifilní linie (pH > 7) – Ay, A01 a A11. Helms (2003) určil jednotlivé 

kategorie pH podobně jako Peksa a kol., tedy kyselé prostředí dosahuje hodnot pH < 6, ± neutrální 

6–8 a zásadité > 8. Clade S podle Peksy a kol. vykazuje výhradně acidofilní charakter, což potvrzuje 

i Helms (2003). Beck (2002) našel zástupce tohoto cladu i na substrátech s vysokým obsahem těž-

kých kovů. Nejvyšší počet linií z cladu S (celkem čtyři) jsem zaznamenala na amfibolitové lokalitě 

v Údolí Teplé (ve 12 stélkách z celkového počtu 13 sebraných stélek). Údolí Teplé představuje dru-

hou nejkyselejší lokalitu v rámci této práce (pH 7,52). Na nejkyselejší lokalitě (Bítov, pH = 6,83) 

jsem však nezaznamenala jedinou linii z tohoto cladu. Je zajímavé, že na Křížkách (pH 9,14), tedy 

lokalitě sousedící s Údolím Teplé, byly řasy z cladu S přítomné v sedmi stélkách ze 17 analyzova-

ných.  

Zároveň je nutné podotknout, že hodnoty pH, které jsem na lokalitách naměřila, jsou výrazně 

vyšší než ty naměřené ve studii Peksy a kol. (Peksa et al., 2022) a jejich rozdělení linií na základě 

preferencí pH tím pádem neodpovídá mým výsledkům. pH substrátů, které porůstají lišejníky s fo-

tobiontem z cladu S v rámci mé práce, dosahuje v průměru hodnoty 8,2, což je o 2,5 stupně vyšší 

hodnota než maximální pH, ve kterém rostly lišejníky s fotobiontem z cladu S ve výše zmíněné 
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studii. Na jediné hadcové lokalitě v této studii naměřili Peksa a kol. pH 6,32, zatímco aritmetický 

průměr pH všech hadcových lokalit z této práce dosahuje hodnoty 8,98. Takto rozdílné hodnoty pH 

jsou způsobené použitím odlišné metody měření pH, resp. odlišné přípravy výluhu. Problematiku 

měření pH substrátu rozebírám podrobněji v kapitole 5.1.2.  

Překvapivým zjištěním je, že nejčastějšími liniemi trebouxioidních řas v obou porovnávaných 

pracích jsou linie A06 a A10, které podle studie Peksy et al. vykazují subneutrální preference. Z ba-

zifilních linií jsem zaznamenala pouze linii A01 v jediné stélce z amfibolitové lokality Kalvárie (pH 

8,02), která představuje nejzásaditější amfibolitovou lokalitu. Na hadcích, na kterých je pH vyšší, 

jsem ale žádnou z bazifilních linií neidentifikovala. Ačkoliv jsou rozdíly v naměřeném pH mezi had-

cem a amfibolitem významné, druhové složení fotobiontů v rámci zkoumaných lokalit tyto rozdíly 

nereflektuje. Tato skutečnost jen podporuje fakt, že zvětralá vrstva horniny má jiné pH než zdravá 

hornina a je tudíž možné, že pH povrchu horniny, které jsem naměřila, je i přes problematický průběh 

měření blíže tomu, s čím přichází lišejník do přímého kontaktu. Zjištění hodnoty pH, které je lišejník 

vystaven, se mi proto jeví jako zásadní pro pochopení biogeochemických procesů, které se odehrá-

vají mezi substrátem, mykobiontem a fotobiontem. 

K výměně fotobiontů v lišejníku nemusí docházet jen vlivem měnícího se pH, ale i na základě 

jiného gradientu prostředí, především teploty nebo teploty a srážek (Blaha et al., 2006; Rolshausen 

et al., 2018, 2020; Vančurová et al., 2021; Nelsen et al., 2022). V rámci své diplomové práce jsem 

nezaznamenala afinitu některé z linií fotobiontů k určitému rozmezí teplot, ačkoliv klima společně 

s druhem mykobionta vysvětluje 18 % genetické variability fotobiontů (klima samotné však pouze 2 

%). Mezi lokalitami ale nejsou velké teplotní rozdíly na rozdíl od studií, které zmiňuji výše. 

5.4 Diverzita mykobiontů na hadci 

Existují dvě hypotézy, jak hadce ovlivňují spektrum druhů lišejníků, které na nich dokážou růst. 

První přikládá význam působení těžkých kovů a předpokládá proto, že se na hadcích vyskytují pouze 

druhy, které dokážou vysoké koncentrace těžkých kovů dobře tolerovat (Bačkor & Loppi, 2009). 

Druhá teorie naopak vlivu těžkých kovů význam nepřikládá, ale zaměřuje se spíš na ostatní vlastnosti 

hadce, jako je společné působení jeho chemických a fyzikálních vlastností (viz kapitolu 1.3), mikro-

klimatu (Paukov, 2009) i makroklimatu (Rajakaruna et al., 2009). Vzhledem k výsledkům mé diplo-

mové práce se přikláním k druhé teorii, jelikož těžké kovy jsou ze substrátu pravděpodobně jen velmi 

málo dostupné. Provedená měření navíc potvrzují, že jsou v hadcích jednotlivé prvky nehomogenně 

rozmístěné, což jen podporuje množství mikrostanovišť, na kterých mohou lišejníky růst, a tím i 

vyšší diverzitu přítomných druhů. O tom, že hadce nepředstavují substrát, na který se lišejníky musí 

adaptovat, svědčí i malé množství známých hadcových lišejníkových endemitů. 
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5.5 Fotobionti hadců a postindustriálních stanovišť 

Hadce představují přirozeně vzniklé stanoviště s vysokým obsahem těžkých kovů. Nabízí se 

proto srovnání druhové skladby fotobiontů s antropogenně vzniklými stanovišti zatíženými těžkými 

kovy, kterými jsou nejrůznější postindustriální stanoviště jako haldy nebo výsypky. 

Na postindustriálních stanovištích s vysokým obsahem těžkých kovů byla zjištěna přítomnost 

alternativních fotobiontů ve stélkách lišejníku rodu Cladonia (Osyczka et al., 2020). Dutohlávky 

preferují tvorbu symbiózy s řasami rodu Asterochloris (Bačkor et al., 2010; Peksa, 2011a; Peksa & 

Škaloud, 2011), vlivem těžkých kovů však mohou řasu rodu Asterochloris vyměnit za řasy rodu 

Trebouxia (Beck, 2002). Právě fotobionty rodu Trebouxia objevili ve stélkách dutohlávek na postin-

dustriálních stanovištích Osyczka et al. (2020), přičemž jejich přítomnost byla ovlivněná obsahem 

těžkých kovů v substrátu – čím vyšší hladiny těžkých kovů substrát obsahoval, tím více stélek obsa-

hovalo trebouxioidní fotobionty. V případě, že se v prostředí vyskytovaly i řasy rodu Asterochloris, 

došlo k jejich preferenčnímu zapojení do tvorby lišejníkové stélky. Řasy rodu Trebouxia tak předsta-

vují alternativní fotobionty pro lišejníky, které s ní umí započít symbiózu. Tím mohou pionýrské 

lišejníky zvýšit svůj kolonizační potenciál a rozšířit tak svou ekologickou amplitudu (Osyczka et al., 

2020). Druhy rodu Cladonia studované v této práci obsahovaly pouze řasy rodu Trebouxia z cladů A 

a I – to může být v lehkém rozporu s tvrzením, že řasy z cladu S nalezneme na substrátech obsahu-

jících těžké kovy (Beck, 2002). Zároveň však clade S preferuje kyselé substráty a na studovaných 

stanovištích bylo naměřeno subneutrální pH (6–7). 

Nejvyšší koncentrace těžkých kovů ve stélkách dutohlávek na postindustriálních stanovištích 

byla zjištěna ve spodní části podecia a přízemních šupinách – tedy v částech stélky, které jsou v bez-

prostředním kontaktu se substrátem. Kationty těžkých kovů jsou do stélek přijaty pasivním příjmem 

vodného roztoku (skrze kapilaritu), ve kterém se vyskytují (Osyczka et al., 2016). To svědčí o jejich 

biologické dostupnosti a uvolňování ze substrátu.  

Sekvence fotobiontů druhu Cladonia pyxidata jsem získala ze všech studovaných hadcových 

lokalit. Ani v jedné stélce jsem však nezjistila alternativního fotobionta jiného rodu, což potvrzuje 

mou teorii o nedostupnosti kovů z hadcového substrátu. Zatímco přirozené hadcové výchozy před-

stavují dlouhodobě stabilní stanoviště se stálými podmínkami a ustáleným druhovým složením, po-

stindustriální stanoviště jsou opuštěná jen desítky až stovky let a jedná se tak o raně sukcesní stano-

viště (Osyczka et al., 2020). Tomu odpovídá nejen dostupnost kovů ze substrátu, ale i druhová 

skladba lišejníků, kdy na výše popsaných industriálních stanovištích rostou pionýrské druhy lišej-

níků. Druhové složení fotobiontů lišejníků závisí právě i na sukcesním stádiu daného stanoviště 

(Osyczka et al., 2020). Přítomnost alternativního fotobionta nemusí poukazovat pouze na chemismus 

substrátu, ale může být i reakcí na mikroklimatické podmínky v místě růstu stélky. Noh a kol. (2020) 

zjistili, že ve stélce lišejníku Cladonia squamosa dominují v jejích bazálních částech fotobionti 

z třídy Trebouxiophyceae a Ulvophyceae, zatímco v apikálních částech se vyskytují především 
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fotobionti druhu Asterochloris erici, který dokáže tolerovat vyšší míru desikace (Noh et al., 2020). 

Schopnost vyměnit fotobionta za méně preferovaného, ale dostupného, představuje účinnou a nutnou 

strategii, jak na takovém stanovišti přežít a být minimálně citlivý vůči podmínkám prostředí (Wornik 

& Grube, 2010; Dal Grande et al., 2018). Nabízí se otázka, zda neobsahují stélky druhu Cladonia 

pyxidata z této práce v přízemních šupinách jiné fotobionty než v podeciích, ze kterých jsem jejich 

sekvence získala.  

5.6 Hadcový specialista a jeho preference 

Pertusaria chiodectonoides je druhem, který (minimálně 

v rámci ČR) preferuje hadcové substráty a je možné ho spolu 

s druhem Porpidia nadvornikana označit za hadcového speci-

alistu. Jeho vzhled je nenápadný a v terénu je možná záměna 

za některý z druhů rodu Aspicilia, o čemž svědčí i její syno-

nymní jméno Pertusaria aspicilioides (Nimis, 2024). Rozší-

ření této děratky je v ČR sporé. V minulosti byl její růst potvr-

zen pouze na čtyřech moravských lokalitách – Mohelně, Rou-

chovanech, Stříteži a Dolních Libochovanech (Suza, 1944; Vězda, 1959), na kterých se však v sou-

časné době výskyt ověřit nepodařilo (Malíček et al., 2024). Recentně došlo k zaznamenání tohoto 

druhu na dvou nových lokalitách – Hadcích u Želivky (Malíček & Vondrák, 2013) a na několika 

hadcových výchozech ve Slavkovském lese (NPP Křížky – Peksa, 2011b; PP Dominova skalka – 

Peksová & Peksa, 2022; Palice nepubl.). Přítomnost druhu na lokalitách NPP Křížky a NPP Hadce 

u Želivky se mi podařilo ověřit. Zároveň jsem odhalila i novou lokalitu výskytu tohoto lišejníku – 

jedná se o bývalý hadcový lom Borek nedaleko Chotěboře (PP Borecká skalka), kde roste ve svrch-

ních partiích na drobných hadcových výchozech.  

Obr. 46 Pertusaria chiodectonoides (BS22) 

z nově objevené lokality Borecká skalka, 

foto: F. Bouda 

Obr. 45 Rozšíření lišejníku Pertusaria chiodectonoides v ČR, modře – historicky udávané 

lokality, zeleně – současně známé lokality, červeně – nově zaznamenaná lokalita v PP Bo-

recká skalka. (upraveno z Malíček et al., 2024) 
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Jelikož je Pertusaria chiodectonoides hadcovým specialistou, předpokládala jsem, že bude po-

růstat místa obsahující nadprůměrná množství jednotlivých kovů a bude obsahovat fotobionty, kteří 

jsou na takový substrát adaptovaní. Těmi by mohli být fotobionti z cladu S, kteří se vyskytují právě 

na substrátech s vysokým obsahem těžkých kovů (Beck, 2002). Tento předpoklad se však nepotvrdil. 

Všechny vzorky obsahovaly fotobionta rodu Trebouxia z cladu A, konkrétně stélky z Borecké skalky 

a Křížků asociovaly s fotobiontem z linie A06 (T. incrustata), stélky z Želivky s fotobiontem z linie 

A10 (T. vagua). Fotobionta z těchto linií obsahuje celkem 85 stélek sebraných lišejníků. Ačkoliv se 

mi podařilo získat DNA pouze z pěti vzorků lišejníku Pertusaria chiodectonoides, zahrnují všechny 

recentní oblasti výskytu. Skrze většinu stélek jsem naměřila nadprůměrný obsah Cr, Fe i Ni (Tab. 

13). Pro vyvozování obecných závěrů o vazbě na tyto kovy však nemám k dispozici dostatečné 

množství vzorků. 

 

5.7 Pluralita fotobiontů ve stélce 

V posledních letech se ukazuje, že pluralita fotobiontů v rámci jedné stélky lišejníku je nejspíš 

častějším jevem, než se dříve předpokládalo (Dědková, 2023). Ve většině studií zabývajících se plu-

ralitou fotobiontů bylo ve stélce lišejníku objeveno více druhů řas téhož rodu (Bačkor et al., 2010; 

Muggia et al., 2011, 2011; Park et al., 2015; Voytsekhovich & Beck, 2016; Molins et al., 2021), 

nikoli více rodů – avšak i takové případy jsou známé (např. Vančurová et al., 2018; Chrismas et al., 

2021). Přítomnost více druhů/rodů fotobiontů ve stélce může představovat výhodu v disturbovaném 

prostředí s měnícími se podmínkami (Casano et al., 2011; Muggia et al., 2014; Vančurová et al., 

2020; Chrismas et al., 2021).  

Lišejník Lecanora rupicola není vyhraněný, co se asociovaných fotobiontů týče, naopak je aso-

ciován s mnoha liniemi řas rodu Trebouxia z různých cladů (Blaha et al., 2006). V rámci této diplo-

mové práce jsem vůbec poprvé v jedné stélce tohoto druhu lišejníku objevila řasy dvou rodů – Tre-

bouxia a Coccomyxa, a to jak na základě molekulárních dat pocházejících z Illumina metabar-

codingu, tak na základě jejich morfologické odlišnosti. Rod Coccomyxa navíc dosud nebyl zazna-

menán jako fotobiont tohoto druhu lišejníku. 

Tab. 13 Obsah kovů naměřený skrze stélky lišejníku Pertusaria chiodectonoides, žlutě jsou vyznačené 

nadprůměrné hodnoty, všechny hodnoty jsou uvedeny v mg/kg. 

kód lokalita Cr Mn Fe Ni

ZE15 Želivka 12197,5 5745,5 583650,0 54000,0

ZE16 Želivka 16421,5 6262,5 610350,0 56350,0

ZE17 Želivka 10545,0 6413,0 593800,0 44200,0

Želivka průměr Želivka 10957,7 6741,3 563153,1 39512

BS22 Borecká skalka 1263,0 564,0 50864,0 1062,5

Borecká skalka průměr Borecká skalka 998,6 468,4 45488,7 1121,6

KR40 Křížky 681 360,0 38550 1243

Křížky průměr Křížky 625,1 382,9 27773,3 669,9
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Zatímco buňky náležející rodu Trebouxia jsou ve stélce volně roztroušené a tvoří fotosyntetizu-

jící vrstvu, jakou známe z ostatních lišejníků s heteromerickou stélkou, buňky patřící rodu 

Coccomyxa se vyskytují ve „váčcích“ nebo minimálně prostorově oddělené houbovými vlákny od 

buněk druhého fotobionta (Obr. 41). Oba rody řas produkují stejný cukerný alkohol – ribitol (Ri-

chardson, 1973), důvodem pro oddělení buněk rodu Coccomyxa tedy nebude rozdíl v produktu foto-

syntézy poskytovaném houbě. Řasy rodu Coccomyxa můžeme nalézt i volně žijící, v takovém pří-

padě mohou buňky produkovat slizové pochvy – díky nim vytvářejí kolonie a pro jiné řasy by mohlo 

být obtížné růst mezi takovými buňkami. Díky této schopnosti nejspíš mohou buňky tvořit kompaktní 

kolonii i v lišejníku a vytvářet tak pomyslný váček. Na druhou stranu bylo pozorováno, že pokud se 

buňky tohoto rodu nacházejí v lišejníku v roli fotosyntetizujícího partnera, tento sliz vytvářejí v mno-

hem menší míře (Tschermak-Woess, 1988).  

Nabízí se tedy otázka, zda je takto pozoro-

vaná Coccomyxa opravdu druhým rovnocen-

ným fotobiontem daného lišejníku, či zda se 

jedná pouze o epilichenicky rostoucí řasu, která 

využila např. drobné praskliny korové vrstvy či 

jiného mechanického poškození dané areolky a 

vytvořila kolonii mezi houbovými vlákny. V ně-

kterých případech byly buňky rodu Coccomyxa 

pozorovány až hluboko ve dřeňové vrstvě, tedy 

pod vrstvou řasy rodu Trebouxia, což by rozpo-

rovalo teorii o vniku do stélky porušením 

svrchní korové vrstvy. Coccomyxa byla také přítomna ve většině areol dané stélky, nejedná se tedy 

o náhodný výskyt v několika málo areolách. To potvrzují i výsledky metabarcodingu, které ukazují, 

že relativní abundance řasy Coccomyxa antarctica v tomto vzorku dosahuje 45 %. Na dalších lišej-

nících z této hadcové lokality jsem pozorovala epilichenicky rostoucí řasy, avšak po provedení příč-

ných řezů a pozorování ve světelném mikroskopu, jsem je uvnitř stélek nikdy nenacházela, a to ani 

přímo v místě jejich růstu. Nutno také podotknout, že pozorování řas na povrchu jiných lišejníků 

není podloženo molekulárními daty a nevím tak, o které řasy se přesně jednalo.  

Ačkoliv jsou řasy rodu Coccomyxa v rámci této stélky přítomné ve většině areol, stélka obsa-

huje i areoly, ve kterých jsem tuto řasu nepozorovala. Z toho usuzuji, že „hlavním“ fotobiontem zů-

stává rod Trebouxia a rod Coccomyxa představuje jakýsi druh „doplňkového“ fotobionta, jehož pří-

tomnost představuje pro danou část stélky nějakou výhodu. Jak ukazuje fotografie fluorescence chlo-

rofylu obou řas (Obr. 41d), buňky řasy rodu Coccomyxa mají i po necelých dvou letech v herbáři, 

tedy v podmínkách, při kterých došlo k úplnému vysušení zkoumané stélky, stále nedegradovaný 

chlorofyl – na rozdíl od buněk řasy rodu Trebouxia, což by mohlo poukazovat na její schopnost lépe 

Obr. 47 Detail oddělení řasy rodu Coccomyxa od svrchního 

povrchu stélky rodu Trebouxia 



78 

 

odolávat dlouhodobé desikaci. Přítomnost řas rodu Coccomyxa může být pro lišejník výhodná právě 

pro překlenutí dlouhých období sucha.  

Volně žijící řasy rodu Coccomyxa můžeme nalézt rostoucí i přímo na substrátu, a to včetně 

substrátů s vysokým obsahem těžkých kovů nebo na radioaktivních substrátech. Z tohoto důvodu lze 

předpokládat, že buňky disponují účinnými mechanismy, jak se s vysokou koncentrací těžkých kovů 

vypořádat (např. tvorbou kyseliny askorbové) (Kováčik et al., 2017), a mohly by tím pádem před-

stavovat efektivního fotobionta pro lišejníky rostoucí na substrátech s vysokým obsahem těžkých 

kovů. Je také možné, že Coccomyxa může představovat fotobionta, který je přítomný ve stélce, ale 

mykobiont jej začne využívat až ve chvíli, kdy jeho dosavadní fotobiont přestane fungovat např. 

právě z důvodu toxicity těžkých kovů. V tomto bodě je však nutné zmínit, že hodnoty Ni a Cr namě-

řené XRF analyzátorem přímo skrze stélky těchto pluralitních lišejníků nebyly nikterak vysoké, do-

konce byly podprůměrné, stejně jako celkově hodnoty naměřené v rámci této lokality (Obr. 11, Tab. 

11). Zde se také nabízí otázka, co znamená „vysoká koncentrace těžkých kovů“ z pohledu fotobionta. 

Vysoká koncentrace kovů ve stélce se navíc nutně nemusí rovnat míře toxicity, neboť záleží i na 

schopnosti obou symbiontů detoxikovat těžké kovy. 

Díky SEM/EDS také víme, že se ve vrstvě fotobionta nachází méně částic bohatých na těžké 

kovy (Obr. 16). Fotobionti jsou tedy účinně chráněni před přímým kontaktem s nimi, a to z obou 

stran – ze svrchní strany zajišťuje ochranu před atmosférickou depozicí svrchní korová vrstva, ze 

strany spodní chrání před částicemi ze substrátu především vrstva dřeňová, ve které je zachycena 

většina těchto částic. Toto se však týká pouze pevných částic, nikoli iontů těžkých kovů, které se 

z těchto částic uvolnily a mohou putovat stélkou lišejníku, dokud nedojde k jejich detoxikaci. Vzhle-

dem k lokalizaci částic horniny ve stélce, nižší koncentraci kovů v nich a jejich biologické nedostup-

nosti je možné, že přítomnost dvou fotobiontů ve stélce pomáhá lišejníku překonat jiné nepříznivé 

podmínky prostředí, než jakými je přítomnost těžkých kovů v hornině. 

Stále zde zůstává možnost, že se nejedná o fotobionta, ale pouze o epilichenicky rostoucí řasu, 

která se dostala skrze mechanickým poškozením povrchu areoly dovnitř stélky, kde dokázala přežít. 

To by pro ni mohlo být výhodné – využívala by všech „služeb“ mykobionta (ochrana před UV záře-

ním, vysycháním, těžkými kovy), ale nemusela by se dělit o své produkty fotosyntézy. Pokud by 

tomu tak bylo, mohl by se ji mykobiont snažit izolovat od zbytku stélky, aby nedocházelo k jejímu 

většímu rozrůstání. K potvrzení nebo vyvrácení těchto teorií by bylo ideální ověřit přítomnost nebo 

absenci houbových vláken mezi buňkami řasy rodu Coccomyxa pomocí konfokálního mikroskopu. 
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5.8 Lišejníky vs. cévnaté rostliny – 1:0 

Zatímco lišejníky hadcový substrát výrazně neovlivňuje v druhové skladbě, růstu, ani ve výběru 

fotosyntetického partnera, cévnaté rostliny jsou vůči hadcové půdě citlivější. Projevují se u nich 

změny na anatomické i morfologické úrovni, tzv. serpentinomorfózy (Novák, 1928 cit. v Proctor & 

Woodell, 1975; Ritter-Studnička, 1972), ale i v druhovém složení, které se odlišuje od okolních ne-

hadcových substrátů. Přítomnost odlišných druhů může být způsobena více faktory, které souvisí 

s fyzikálními i chemickými vlastnostmi hadců.  

Hlavní roli limitující schopnost cévnatých rostlin růst na hadcové půdě nehraje vysoký obsah 

těžkých kovů, ale vysoký obsah Mg. Hořčík totiž snižuje dostupnost vápenatých iontů pro rostliny, 

přičemž některé hadcové půdy jsou navíc na Ca chudé. Důležitý je celkový poměr Ca:Mg v půdě 

(Walker, 1954; Walker et al., 1955). Zásadní adaptací umožňující rostlinám růst na hadcovém sub-

strátu je proto schopnost přijímat přednostně Ca a příjem Mg omezit (Walker, 1954). Těžké kovy na 

rostliny také působí (Hunter & Vergnano, 1953; Kabata-Pendias & Pendias, 2001), ale opět vyvstává 

stejná otázka – do jaké míry jsou těžké kovy z hadcové půdy pro rostliny dostupné? O nedostupnosti 

těžkých kovů může svědčit fakt, že se projevy toxicity těžkých kovů (nekróza a intervenální chloróza 

listů) neobjevují obecně na všech hadcových lokalitách (Hunter & Vergnano, 1953). Kovy se navíc 

vzájemně ovlivňují v toxickém působení (např. nízký obsah Fe v půdě zvyšuje toxicitu Ni), pro sta-

novení jejich vlivu na rostliny je proto nutné znát obsahy všech přítomných kovů (Hunter & Verg-

nano, 1953; Crooke & Inkson, 1955).  

Kdybychom rostliny z hadců přesadili do úrodné půdy, prosperovaly by lépe – přesto je však 

v okolí hadců nenajdeme. To je nejspíš způsobené tím, že jsou konkurenčně slabé a jsou tedy vytla-

čené na hadcové ostrovy (Kruckeberg, 1951). Na hadcích roste řada endemických druhů, ale také 

druhů reliktních, které hadce osídlily před rozšířením zapojeného lesa a pro které nyní hadce před-

stavují refugium (Kolář & Vít, 2008). Mezi lišejníky se naopak vyskytuje jen velmi málo hadcových 

endemitů (viz kapitolu 1.3). 

Chemické vlastnosti hadců limitují růst cévnatých rostlin, ale nikoli lišejníků. Podobné trendy 

byly zaznamenány i u ostatních kryptogam. Houby dosahují na hadcích stejné i vyšší diverzity než 

na nehadcových substrátech a nejsou tedy limitovány jeho chemismem (Hopkins, 1987; Urban et al., 

2008; Moser et al., 2009; Branco, 2010; Branco & Ree, 2010). Stélky mechorostů z hadcového sub-

strátu obsahují vyšší koncentrace Ni, Cr a Mg a nižší poměr Ca:Mg, což se shoduje s trendy zazna-

menanými u vyšších rostlin (Briscoe et al., 2009; Rajakaruna et al., 2009). Oproti cévnatým rostli-

nám se však mechorosty shodují s lišejníky a houbami v nízké míře endemismu na hadcových sub-

strátech. Stejně jako u lišejníků byly některé druhy mechů popsány z hadce a považovány za ende-

mické pro tento substrát, následně však byly nalezeny i na nehadcových substrátech (Favero-Longo 

et al., 2004). Řasy z hadců byly studovány pouze v několika studiích, v rámci kterých bylo zjištěno, 

že hadce neovlivňují jejich diverzitu (Terlizzi & Karlander, 1979; Venter et al., 2018). 
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Kryptogamické organismy jsou považovány za vysoce tolerantní vůči vlastnostem substrátu a vyka-

zují rozsáhlé geografické areály zahrnující i více než jeden kontinent (Schuster 1983 v Rajakaruna 

et al., 2009). Je však nutné podotknout, že vliv hadců na výše zmíněné skupiny organismů byl dosud 

studován nedostatečně (Rajakaruna et al., 2009; Hugonnot, 2019).  

Na rozdíl od cévnatých rostlin, které jsou vůči hadcové půdě citlivé, lze považovat bezcévné 

rostliny a lišejníky za tolerantní vůči vlastnostem hadcových substrátů. 
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6 Další směr výzkumu 

Biogeochemické procesy mezi lišejníky a substrátem, který porůstají, si jistě zaslouží další po-

zornost. Na následujících řádcích proto uvádím možné směry výzkumu a nastiňuji jejich metodiku. 

Hodnota pH, které je lišejník vystaven, se ukazuje jako zásadní pro interpretaci výsledků. Je 

proto nutné zvolit správnou metodiku měření, aby naměřená hodnota pH odpovídala skutečnému pH 

v místě, které lišejník porůstá. Pro měření pH je proto nutné seříznout pouze tenkou vrstvu zvětralé 

horniny tak, aby nedošlo k odhalení zdravé horniny. Tento seříznutý kus horniny nechat vyluhovat 

v destilované vodě po dobu, po kterou může vlhkost působit na horninu i v přírodě, tedy asi 24 hod. 

Použití destilované vody také není zcela ideální, jelikož v přírodě vzniká vodný roztok, do kterého 

se kovy mohou uvolňovat, z dešťové vody, která může výsledné pH roztoku (a tedy i množství kati-

ontů, které se do něj uvolní) ovlivnit. Nabízí se ještě možnost provést silikátovou analýzu horniny. 

Touto metodou lze zjistit poměr zásado- a kyselotvorných minerálů, který pak lze porovnat s namě-

řenou hodnotou pH. 

Fakt, že hadce obsahují vysoké hladiny těžkých kovů, ještě nutně neznamená, že jsou tyto kovy 

biologicky dostupné, a tedy ovlivňují lišejníky nebo jejich jednotlivé symbionty. Je proto nutné zjistit 

biologickou dostupnost kovů ve svrchní vrstvě horniny, která je se stélkou lišejníku v bezprostředním 

kontaktu. To lze provést pomocí hmotnostní spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem. Touto 

metodou lze také zjistit množství kovů, které lišejník do stélky absorboval. Při přípravě vzorků však 

nestačí pouze ručně odebrat viditelné částečky horniny ze spodního povrchu stélky, jako to dělali 

např. Osyczka et al. (2021) a Rola et al. (2019, 2021). Částice horniny se totiž vyskytují i ve stélce 

lišejníku (viz kapitolu 4.3), a je tak nutné zajistit, že při rozkladu organického materiálu v roztoku 

kyselin nedojde i k rozkladu těchto zrníček. Tomu lze zamezit rozdílnou dobou rozkladu organického 

materiálu (který se rozkládá kratší dobu) a materiálu anorganického. Zajímavé také bude porovnání 

biologické dostupnosti kovů ve zdravé hornině a jejího zvětralého povrchu. 

Přesnou lokalizaci kovů lze vizualizovat prvkovou mapou, kterou pomocí energiově dispersního 

spektrometru vytvořil např. Purvis (2014). Ukazuje se, že některé kovy se vyskytují preferenčně ve 

specifických částech stélky – např. Cu je shromažďována v apotheciích, ve kterých se vyskytují pig-

menty melaninu (Bačkor & Fahselt, 2008; Osyczka et al., 2016). Ty mají schopnost absorbovat velká 

množství těžkých kovů (Gadd, 1993; Fogarty & Tobin, 1996). Známé „úložiště“ těžkých kovů 

v rámci stélky by mohlo pomoci k celkovému obrazu, jak lišejníky s těžkými kovy nakládají a 

k hlubšímu porozumění mechanismům detoxikace těžkých kovů uvnitř stélky. Nejpřínosnější by 

bylo vytvoření prvkové mapy příčného řezu lišejníkem, zvětralou i zdravou vrstvou horniny, kde by 

bylo možné sledovat distribuci jednotlivých prvků a jejich kontakt s lišejníkem.  

Ideální by také bylo pozorovat řez stélkou lišejníku v SEM, ovšem před vložením do mikro-

skopu provést výbrus horniny i lišejníku. To by umožnilo přesná měření obsahu prvků v částicích 

horniny přijatých do stélky lišejníku pomocí EDS. Zároveň by bylo také přínosné provést tato 
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pozorování i ve stélkách lupenitých a keříčkovitých, které jsou v menším kontaktu se substrátem než 

korovité druhy. Osyczka et al. (2016) zjistili, že lišejníky rodu Cladonia rostoucí na substrátech s vy-

sokým obsahem těžkých kovů obsahují nejvíce těžkých kovů ve spodních částech podecií, zatímco 

jejich svrchní části (kromě apothecií) zůstávají těžkými kovy téměř nedotčené. To připisují pasiv-

nímu příjmu kovů rozpuštěných ve vodě. Je však otázkou, do jaké míry a případně i výšky, se v po-

deciu (i přízemních šupinách) vyskytují částečky horniny, jako je tomu u korovitých lišejníků. 

Vyvstává také otázka, proč některé lišejníky preferují hadcový substrát. Má teorie, že zde tvoří 

symbiózu se specifickými druhy řas, se ukázala jako lichá (byť pouze na základě jednoho druhu 

specializujícího se na hadce). Je otázkou, zda existuje nějaký faktor ovlivňující jejich výskyt (např. 

úzké rozmezí pH, které tolerují, nebo fyzikální vlastnosti hadce) nebo zda jde o souhrn různých fak-

torů, které pro ně činí hadec jediným vhodným substrátem k růstu.  

Vzhledem k objevené pluralitě fotobiontů ve stélce lišejníku Lecanora rupicola očekávám, že 

přítomnost více fotobiontů ve stélce lišejníků bude častějším jevem, který si jistě zaslouží pozornost, 

a to nejen na hadcových substrátech. 

Některé linie mykobiontů vykazují preference k hadcovému nebo amfibolitovému substrátu. 

Bylo by proto užitečné zaměřit pozornost nejen na fotobionty, ale i mykobionty z hadcových sub-

strátů. 

Otázce biologické dostupnosti kovů v hornině a jejich příjmu a lokalizaci v lišejníkové stélce a 

pluralitě fotobiontů se budu věnovat v rámci svého doktorského studia. 
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7 Závěr 

V rámci své diplomové práce jsem se věnovala diverzitě fotobiontů lišejníků rostoucích na had-

covém substrátu. Za kontrolní horninu jsem zvolila amfibolit, abych mohla výsledky porovnat s jinou 

přirozeně vzniklou horninou, která se však liší v množství obsažených těžkých kovů. Na pěti hadco-

vých a pěti amfibolitových lokalitách v České republice jsem sbírala deset druhů lišejníků s širokou 

ekologickou amplitudou (Acarospora fuscata, Candelariella coralliza, Candelariella vitellina, Cla-

donia pyxidata, Lecanora polytropa, Lecanora rupicola, Lecidea fuscoatra, Lecidella carpathica, 

Protoparmeliopsis muralis a Rhizocarpon geographicum) a jeden druh rostoucí výlučně na hadcích 

(Pertusaria chiodectonoides). 

Fotobionty i mykobionty jsem identifikovala na základě úseku ITS rDNA. Celkem jsem ve 157 

stélkách lišejníků zaznamenala 28 linií fotobiontů – 17 linií řas rodu Trebouxia a jedenáct linií řas 

rodu Asterochloris. Na obou substrátech jsem celkově zaznamenala stejný počet linií fotobiontů (17). 

Nejčastěji zastoupenými fotobionty byly linie řas rodu Trebouxia A06 a A10. Jednu linii řas prefero-

valy pouze dvě genetické linie mykobiontů v rámci druhů Candelariella vitellina a Protoparmeliop-

sis muralis, nikoliv jednotlivé druhy jako celek. Někteří mykobionti sice obsahovali více linií, ale 

vykazovali preference vůči jedné linii – Candelariella coralliza, Candelariella vitellina a Lecidella 

carpathica preferovaly linii A06. Tři druhy pak vykazovaly preferenci cladu A a řasy z jiných cladů 

jsem v jejich stélkách nezjistila. Většina linií na hadcích a amfibolitech (a tedy i na jednotlivých 

hadcových lokalitách) se vzájemně překrývala. 

Abych zjistila geochemickou charakteristiku studovaných hornin, provedla jsem měření pH, 

konduktivity a obsahu těžkých kovů pomocí přenosného XRF analyzátoru na všech studovaných 

lokalitách. Hadce a amfibolity se liší v obsahu těžkých kovů – zatímco hadce obsahují vysoké hla-

diny Ni a Cr, v amfibolitech se vyskytuje velké množství Mn a Fe. Dlouhá doba zvětrávání a vysoké 

pH (průměr 8,98) naměřené na hadcích vede k nižší biologické dostupnosti přítomných kovů. To se 

potvrdilo i měřením konduktivity, která se na obou typech horniny ukázala jako velmi nízká (< 75 

μS/cm). Předpokládám proto, že hadce nepředstavují pro lišejníky toxický substrát a není tedy nutné, 

aby lišejníky obsahovaly speciální (toxitolerantní) linie fotobiontů. Vysoký počet linií ve studova-

ných druzích svědčí o nízké selektivitě i specificitě daných mykobiontů – to umožňuje těmto euryek-

ním druhům osidlovat široké rozpětí substrátů i klimatických podmínek. 

Pomocí SEM-EDS jsem ověřila, že korovité lišejníky přijímají do stélky velké množství částic 

podložní horniny, které mohou obsahovat těžké kovy. Samotná přítomnost částic horniny ve stélce 

však nic nevypovídá o schopnosti lišejníků tolerovat těžké kovy, protože tyto kovy nemusí být pro 

lišejník dostupné. Termín „hyperakumulátor“ by se tak měl používat pouze pro lišejníky, které jsou 

schopné se vypořádat s vysokým obsahem iontů kovů, a to jak extracelulárními, tak intracelulárními 

mechanismy. 
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V jedné stélce lišejníku Lecanora rupicola z hadcové lokality Křížky jsem pomocí Illumina 

metabarcodingu a následně i světelné mikroskopie zaznamenala dva rody fotobiontů – Trebouxia a 

Coccomyxa. Otázkou stále zůstává, jakou výhodu lišejníku přináší přítomnost druhého fotobionta ve 

stélce. 

Příjem kovů ze substrátu do stélky lišejníku a jejich toxicita pro lišejník (a potažmo i fotobionta, 

který je ve stélce přítomný) je velmi komplexním tématem, ve kterém hraje roli řada proměnných – 

pH substrátu, pH v lišejníku, stáří substrátu, interakce s ostatními kovy, ale i morfologická stavba 

lišejníku, tvorba sekundárních metabolitů nebo schopnost oddálit intracelulární příjem iontů kovů 

pomocí extracelulárních mechanismů detoxikace. Ačkoliv již víme, jak spolu některé proměnné sou-

visejí, zaslouží si toto téma v budoucnu jistě další pozornost.  
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9 Příloha  

Příloha 1 Fotografie studovaných lokalit: A – Křížky, B – Údolí Teplé, C – Mohelenská hadcová step, D – U doutné 

skály, E – Želivka, F – Kalvárie (foto: Maryška, P.), G – Holubovské hadce, H – Ráj (z důvodu chybějící fotodokumen-

tace přikládám ilustrační obrázek; AI-Copilot), I – Borecká skalka, J – Třebovské hradisko; levý sloupec = hadce, pravý 

sloupec = amfibolity, každá dvojice představuje klimatický pár. 
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Příloha 2 Korelační matice obsahu kovů naměřených XRF analyzátorem skrze 

stélku lišejníku vytvořená na základě Pearsonova korelačního koeficientu. 

linie hadec amfibolit
počet 

celkem

A. aff. italiana 1 0 1

A. clade 12 2 0 2

A. clade 8 3 1 4

A. glomerata 3 5 8

A. italiana 0 1 1

StA3 0 1 1

StA9 0 1 1

A. woessiae 0 3 3

nezařazeno 1 1 0 3

nezařazeno 2 0 1 0

nezařazeno 3 1 0 0

Příloha 3 Počty stélek s jednotlivými liniemi řas rodu Asterochlo-

ris na hadci a amfibolitu 
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linie hadec amfibolit počet celkem

A01 (T. cretacea) 0 1 1

A03 (T. jamesii) 0 2 2

A04 2 0 2

A06 (T. incrustata) 25 34 59

A10 (T. vagua) 19 7 26

A13 (T. 

arboricola/crenulata)
3 0 3

A33 (T. decolorans) 1 3 4

A35 (T. solaris) 1 0 1

Ax 1 0 1

nezařazeno 1 0 2 2

nezařazeno 2 1 0 1

I01a 2 1 3

S02 (T. „hypogymniae“) 6 3 9

S03 0 1 1

S04 0 2 2

S05 0 3 3

S10b 8 5 13

Příloha 4 Počty stélek s jednotlivými liniemi řas rodu Trebouxia na hadci a amfibolitu 
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Příloha 5 Nezakořeněný BI strom fotobio-

ntů rodu Trebouxia vytvořený na základě 

úseku ITS. Čísla nad větvemi zobrazují 

statistickou podporu určenou dvěma me-

todami – BI posteriorní pravděpodobnost 

/ ML bootstrap. Zobrazeny jsou hodnoty 

> 89 pro BI a jim odpovídající hodnoty 

ML. Tučně jsou vyznačené linie s BI = 1. 

Barva odpovídá substrátu, na kterém 

stélka rostla – žlutá = hadec, zelená = 

amfibolit, vyznačeny jsou pouze linie ob-

sahující vzorky z mé diplomové práce. 
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Acarospora fuscata 

Pertusaria chiodectonoides 

Příloha 6 Fylogenetické stromy mykobiontů druhu Acarospora fuscata, Lecidea fuscoatra, Lecanora polytropa, L. rupi-

cola, Pertusaria chiodectonoides, Protoparmeliopsis muralis, Rhizocarpon geographicum a rodu Candelariella vytvo-

řené metodou ML na základě úseku ITS rDNA. Čísla nad větvemi zobrazují ML bootstrap, zobrazeny jsou hodnoty >75. 

Tučně vyznačené vzorky pocházejí z této práce, barva určuje typ substrátu – žlutá = hadec, zelená = amfibolit. 
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Lecidea fuscoatra 

Rhizocarpon geographicum 
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Lecanora polytropa 

Lecanora rupicola 
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Candelariella coralliza, C. vitellina 

Protoparmeliopsis muralis 


