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Abstrakt

Vybér fotobiontt lisejnikd je obvykle ovlivnén podminkami prostedi, ve kterém dany liSejnik
roste (napf. klimatické podminky, typ a pH substratu). V prostiedi, které je pro liSejniky n&jakym
zpusobem stresujici, se mize v jedné stélce liSejniku vyskytovat vice druhti (i rodd) fotobiontl zaro-
ven. V nepfiznivém prostfedi miize také mykobiont vymeénit svého obvyklého fotobionta za fotobi-
onta, ktery je na podminky daného prostiedi lépe adaptovany. Ukazuje se, Ze oba tyto fenomény se
vyskytuji u lisejniki rostoucich na recentné vzniklych antropogennich stanovistich s vysokym obsa-

hem tézkych kovi (vysypky, haldy, odkaliste).

V ramci své prace si kladu za cil zjistit druhové sloZeni fotobionti liSejnikt rostoucich na had-
cich, které lze povazovat za ptirodni analogy antropogenn¢ vzniklych (postindustridlnich) stanovist’
s vysokym obsahem t¢zkych kovii, a porovnat jej s druhovou skladbou fotobiontt liSejnikti rostou-
cich na kontrolni horniné¢ amfibolitu, ktery pfedstavuje ptirozené vznikly substrat s odlisnou hladi-
nou tézkych kovi. Fotobionti hadcovych liSejnikd jsou dosud znami pouze z 13 stélek lisejnikt

z jedné hadcové lokality.

Stélky deseti euryeknich druhti liSejnikil a jednoho hadcového specialisty jsem sbirala na péti
hadcovych a péti klimaticky srovnatelnych amfibolitovych lokalitach v ramci Ceské republiky. Iden-
titu mykobiontii i fotobiontl jsem potvrdila na zaklade Gseku ITS rDNA. Stélky lisejnikti obsahovaly
17 linii fas rodu Trebouxia a 11 linii fas rodu Asterochloris. Tyto linie se v§ak mezi hadci a amfibolity
lisily jen minimaln€. V jediné stélce liSejniku Lecanora rupicola jsem pomoci Illumina metabar-
codingu odhalila pluralitu fotobiontt. Pfitomnost rodd Trebouxia a Coccomyxa jsem nasledné€ potvr-

dila i pomoci svételné mikroskopie.

Na vsech lokalitach jsem méfila obsah tézkych kovii pomoci penosného rentgenfluorescen-
¢niho analyzatoru (XRF), pH a konduktivitu. K ovétfeni pritomnosti ¢astic bohatych na kovy ve stél-
kach lisejnikt a jejich vizualizaci jsem pouzila skenovaci elektronovou mikroskopii s energiove dis-
perznim spektrometrem (SEM/EDS). Podafilo se mi tak potvrdit, Ze korovité liSejniky piijimaji do

svych stélek velké mnozstvi ulomki horniny, kterou poristaji.

Mykobionti hadcovych lisejnikt, které jsem zkoumala, vykazuji nizkou miru specificity i selek-
tivity vaci fotobiontdim, se kterymi jsou v symbiotickém vztahu. Je pravdépodobné, ze t€zké kovy
z hadci nejsou pro lisejniky dostupné, proto nejspis hadce nepiedstavuji pro liSejniky ani volné Zijici
fotobionty toxicky substrat. Z tohoto ditvodu se ve stélkach lisejnikti z hadcovych lokalit vyskytuji

fotobionti, které zndme i z jinych netoxickych substratd.

Kli¢ova slova: hadec, amfibolit, fotobionti, Trebouxia, Asterochloris, t€zké kovy, pH, XREF,
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, XREF,

SEM-EDS
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1 Uvod

Vsechny zivé organismy potiebuji ke svému rlstu a spravnému fungovani alesponi stopové
mnozstvi kovil. Nejinak je tomu u hub, které se diky své schopnosti akumulovat a pireménovat prvky
z prostiedi staly nejvyznamnéjSimi hraci na poli biogeochemickych procesi (Gadd, 1993). Nekteré
houby dokazou urcité prvky piijimat a nasledn¢ ukladat ve stélkach ve vysokych koncentracich, a to
1 v ptipad¢, ze se jedna o prvky, které jsou pro ostatni organismy toxické. Takové houby jsou nazy-
vany hyperakumulatory (Sesli & Tiizen, 1999; Alonso et al., 2003; Garcia et al., 2009). K akumulaci
prvka ve stélce dochazi predevsim v prostiedi, které se vyznacuje vysokym obsahem daného prvku.
Houby disponuji funkénimi detoxika¢nimi mechanismy, pomoci kterych zvladaji toxické prvky vy-
loucit ze stélky ¢i imobilizovat (Khullar & Reddy, 2018) (Khullar & Reddy, 2018). Rostliny maji
také mechanismy, kterymi se s vysokymi koncentracemi toxickych prvkid vyrovnavaji, napt. syntézu
fytochelatint (Grill et al., 1985; Cobbett, 2001). I piesto vSak ziistdvaji viici stresu (napfi. z vysokého
obsahu tézkych kovil v prostiedi) citlivéjsi. Pro rostliny je tedy vyhodné spojeni s houbou, ktera je
pted piimym plsobenim toxickych prvki alesponi ¢astecné ochrani. Déje se tak piredevsim prostied-
nictvim ektomykorhizy, pfi které jsou koteny rostlin obaleny houbovymi vlakny. S toxickymi prvky
je tak v kontaktu primarn€ houba, ktera ptsobi jako ,,naraznik — t€zké kovy z prostfedi vyvaze,
detoxikuje a k rostlin€ je pusti v mnohem mensi mife, pfipadné viibec. Tento druh symbidzy pak
rostlinam umoziuje osidlit i prostiedi, ve kterém by jinak samy nepiezily (Hartley et al., 1997; Smith

& Read, 2010). V lisejniku poskytuji obdobné sluzby mykobionti fotobiontim.

1.1 Osud tézkych kovi ve stélce liSejniku

LiSejniky jsou vybaveny fadou mechanismt, pomoci kterych se s nadbytkem tézkych kovu vy-
rovnavaji. Vétsinu téchto mechanismu zajist'uje pravé mykobiont — dalo by se tak Fict, Ze si chrani
svého fotobionta, ktery je obecné povazovan za citlivéjsiho z obou partnert, a to nejen vic¢i ptisobeni
tézkych kovu, ale vic¢i vSem abiotickym faktorim jako je desikace, pfilisné ozafeni slune¢nimi pa-
prsky a vysoké nebo nizké teploty (Ahmadjian, 1993; Pawlik-Skowronska, 2000; Backor & Fahselt,
2008). Stélka lisejniku je navic az z 90 % tvorena pravé houbovym partnerem (Ahmadjian, 1993),
ktery je tim padem schopen na povrch bunéénych stén navazat vice kovovych iontl nez bunécné

stény fotobionta, ktery je v liSejniku v mensin¢ (Goyal & Seaward, 1981).

Ve chvili, kdy za¢nou ionty kovt pronikat do vnitfnich prostor stélky, dochazi k aktivaci extra-
celularnich mechanismt, jejichz tikolem je udrzet kationty mimo bunku a dovniti buiiky je vpoustét
jen postupné a v malém mnozstvi. Na povrchu bun¢k obou symbiontli se proto nachazeji vazebna
mista nazyvand ligandy, na které se kationty kovli navaZzou vymeénou za iont vodiku nebo jiného
kovu, ktery je vazan jen slabou vazbou (Puckett et al., 1973; Nieboer et al., 1976). Takto znehybnény
kationt tézkého kovu je povazovan za netoxicky (Tyler, 1989). Dal§im extracelularnim mechanis-
mem je vylucovani kovl. Déje se tak diky syntéze specialnich latek — sekundarnich metabolitt

a/nebo oxalatd. Tvorbu obou latek zajistuje vyhradné mykobiont (Fahselt ef al., 1973). Syntéza
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oxalatil je povazovana za nejvyznamngjsi a také velmi Casty mechanismus detoxikace tézkych kovi
v liSejniku (Purvis, 1984; Purvis & Pawlik-Skowronska, 2008). Sekundarnich metaboliti je dosud
z liSejnikti znamych pires 1000 (Goga et al., 2020), pficemz vétSina z nich je typicka pouze pro liSej-
niky. V liSejniku mohou mit mnoho funkci — od ochrany pfed UV zafenim (Rundel, 1978), ptes ale-
lopatické (Cardarelli et al., 1997) ¢i antiherbivorni u€inky (Lawrey, 1986), po ochranu pted tézkymi
kovy (Purvis, 1984; Backor & Fahselt, 2004a, 2004b). Oba typy téchto latek funguji na stejném
principu — vytvoii spolu s té¢zkymi kovy komplexy, ty pak zstanou ve formé krystalkd na povrchu
houbovych hyf nebo jsou vylouc¢eny na povrch stélky (Purvis, 1984; Purvis et al., 1987; Purvis &
Pawlik-Skowronska, 2008).

Intracelularni ptijem kovt spociva v produkci latek, které na sebe t€zké kovy navazou a dopravi
je do vakuol, kde dojde k jejich detoxikaci (Grill et al., 1985; Khullar & Reddy, 2018). Buniky my-
kobionta produkuji metalotioneiny a/nebo glutationy (Khullar & Reddy, 2018), zelené fasy tvoti fy-
tochelatiny (Gekeler et al., 1988; Pawlik-Skowronska et al., 2002), coz jsou latky, které k detoxikaci
tézkych kovl vyuzivaji i cévnaté rostliny (Grill et al., 1985; Cobbett, 2001). Sinice nejsou schopné
tvofit zadnou ze zminénych latek (Pawlik-Skowronska et al., 1995 v Pawlik-Skowronska et al.,
2002). Vsechny tyto latky Ize nazvat pomyslnou ,krabi¢kou posledni zachrany®. K jejich syntéze
totiz dochazi ve chvili, kdy se kovy ve stélce nahromadi ve velkém mnozZstvi, extracelularni mecha-
nismy pak nedokazou v§echny kovy detoxikovat a jejich ionty tak proniknou dovnitf bunék jednoho
nebo obou symbiontil (Backor & Fahselt, 2008). Schéma vSech téchto mechanismt je zobrazeno na

Obr. 1.
Fotobionti jsou povazovani za citlivejsi vii€i stresu zptisobenému t€zkymi kovy nez mykobionti
(Backor & Fahselt, 2008), tudiz 1ze predpokladat, Ze rozsiteni liSejniku ovliviiuje pfedevsim schop-

nost fotobionta v takovém prostredi prezit (Osyczka et al., 2021).
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Bufika fotobionta 1 — vnik tézkych kovii do mezibunécnych prostor lisej-

niku
2 — navazani na ligandy bunécnych stéen mykobionta i
fotobionta

3 — tvorba komplexii tézkych kovit a sekundarnich me-
tabolitii

Burika fotobionta

oei 4 — tvorba komplexii tezkych kovii a oxalatii

5 — nékteré sekunddarni metabolity (napr. kys. usnova) a
oxalaty se nevylucuji pouze na povrchu hyf, ale také na

Buitka mykobionta povrchu stélky lisejniku

6 — tezké kovy pronikaji dovniti burniky mykobionta,
ktery spousti syntézu metalothioneinit a glutathionii

7 — tezké kovy pronikaji dovniti buriky fotobionta, ktery
spousti syntézu fytochelatinii

(Ghlimovda, 2021)

Spodni povrch stélky

1.2 Fotobionti liSejniki naruSenych stanovist’
Ve stélkach lisejnikl bylo dosud zaznamenéno ptiblizn€ 200 druhti fas a sinic (Muggia ef al.,
2020) — nejcastéjsimi rody zelenych fas zapojenymi do lisejnikové symbidzy jsou: Trebouxia, Tren-
tepohlia, Coccomyxa a Myrmecia, u sinic se pak nejcastéji jednd o nasledujici rody: Nostoc, Scyto-

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

Citlivym monitorem fyziologického poskozeni je fotosyntéza, kterou zajistuji pravé fotobionti
(Brown & Beckett, 1983, 1984). Jak zminuji vySe, fotobionti jsou obecné vici abiotickému stresu
citlivéjsi nez mykobionti (Ahmadjian, 1993; Backor & Fahselt, 2008), proto se pfedpoklada, ze ve
srovnani s houbovymi partnery mohou hrat vyznamné;jsi roli v rozsiteni liSejnikd — na substratech s
vy$§im obsahem tézkych kovii mohou rust takové lisejniky, které obsahuji fotobionty tolerantnéjsi
viici fyziologickému stresu (Backor et al., 2010; Alvarez et al., 2012; Osyczka et al., 2020). Je také
mozné, ze mykobiont minimalizuje stres, ktery na fotobionta dopada, ¢imz roz§ifuje svou (i jeho)

ekologickou niku.

Fotobiontim na substratech s vysokym obsahem kovii se podrobné vénovali Osyczka a kol.
(Osyczka et al., 2020), ktefi ve své studii uvadéji nasledujici: Typickym ptikladem toxi-tolerantniho
fotobionta jsou fasy rodu Trebouxia, které vykazuji ve stélkach lisejnikl tim vyssi genetickou diver-
zitu, ¢im vice té€zkych kovi se vyskytuje v prostiedi, kde liSejniky rostou. Zaroven se jedna o fasy,
které jsou uzce vazané na substraty vytvorené ¢lovékem — pocet liSejnikd obsahujicich fasu rodu
Trebouxia zavisi spi§ na mnozstvi tézkych kovi v substratu nez na druhu liSejniku. Trebouxioidni

fasy tak mohou byt i alternativnimi fotosyntetickymi partnery pro urcité liSejniky rostouci v oblas-

tech s vysokym obsahem tézkych kovii — napt. liSejniky rodu Cladonia jsou obvykle asociovany
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pouze s fasami rodu Asterochloris, pti specifickych podminkach danych stanovist' jsou vSak schopné
zacit relicheniza¢ni proces s fasami rodu Trebouxia a vytvotit s nimi stabilni spojeni. Fotobionti ale
mohou byt ve stélkach nahrazovani i v pribéhu zivotniho cyklu liSejniku (Piercey-Normore & De-

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

Mykobionti se vzajemné lisi v poctu fasovych partnerti, se kterymi mohou tvofit symbidzu —
tento vztah je oznacovan terminem specificita. Zaroven mohou byt mykobionti vici fotobiontim
ruzné selektivni. Mohou uptfednostiiovat pouze jeden druh (pfipadné skupinu druhti) fotobiontd, tyto
jeme za generalisty (Yahr et al., 2004). Vétsina mykobiontt preferuje spojeni pouze s jednim rodem,
napt. mykobionti lisejnikli rodu Cladonia, Diploschistes nebo Lepraria davaji prednost fasam rodu
Asterochloris (Peksa, 2011a). Jiné lisejniky ale vytvareji symbidézu dokonce s riznymi rody fas —
lisejniky rodu Stereocaulon mohou obsahovat fasy rodi Asterochloris, Vulcanochloris a Chloroidium
(Vancurova et al., 2018). Rozdily ve specificit¢ mezi riznymi mykobionty maji i ekologické impli-
kace: ¢im niz8i miru specificity vici fotobiontovi mykobiont vykazuje, tim vice riznych stanovist’
zvladne osidlit (Osyczka et al., 2021). Predpoklada se tedy, Ze Siroce rozsitené liSejniky obsahuji
mykobionta-generalistu (VancCurova et al., 2018) a fotobionta, ktery se v prostfedi bézné nachazi

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

Nekteré studie ze substratii bohatych na kovy ukazuji, Ze mykobionti si vybiraji fotobionty i
podle jejich schopnosti tolerovat tézké kovy (Vancurova et al., 2018; Rola et al., 2021), jiné toto vSak
nepotvrzuji (Beck, 2002; Hauck et al., 2007; Backor et al., 2010).

1.2.1 Pluralita fotobionti ve stélce

Lisejniky jsou, s vyjimkou tripartitnich druhi, stale obecn€ vnimany jako souziti jednoho druhu
houby a jednoho druhu fasy, pfipadné sinice. Otdzka Co je to liSejnik? zlstava stale nedostatecné
zodpovézena. V poslednim desetileti se stale vice zacind diskutovat o dalSich organismech, které
mohou byt soucasti liSejniku, a jejich funkci v ném. Jednd se o bakterie, kvasinky nebo dalsi
druhy/rody fotobiontti (Uphof, 1925; Muggia et al., 2014; Spribille ef al., 2016; Wedin et al., 2016;
Vancurova et al., 2018). Ve vybéru vhodnych fotobiontil hraji vyznamnou roli podminky prostredi.
Jak bylo zminéno v kapitole 1.1, mykobiont pravdépodobnéji vytvoii konec¢nou symbidzu s fotobio-
ntem, ktery je pro dané stanovisté nejlépe adaptovany (Muggia et al., 2014). V prostiedi, které se
¢asto méni, je pak vyhodné umét si ve stélce udrzet vice riiznych fotobiontl a pro rust si vybrat toho,
ktery je na dané podminky nejlépe ptizpisobeny (Dal Grande et al., 2012; Muggia et al., 2014; Park
etal.,2015; Osyczka et al., 2020). Vyskyt vice fotobiontt v jedné stélce liSejniku je nejspis ¢astéjSim
jevem, nez se predpokladalo (Backor ef al., 2010; Muggia et al., 2011, 2014; Park et al., 2015; Voyt-
sekhovich & Beck, 2016; Onut-Brinnstrom et al., 2018), av§ak neni pravidlem, jelikoz v jinych pra-
cich obsahovaly lisejniky vyhradné jediného fotobionta (Beck & Koop, 2001; Skaloud ef al., 2018),

¢i byl vyskyt riznych druhti fotobiontl v jedné stélce zaznamenan jen vyjimecné (Backor et al.,
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2010; Muggia et al., 2013; Vancurova et al., 2018; Molins et al., 2020). V nestabilnich podminkach
prostfedi vSak miize byt vyskyt vice fotobiontt ve stélce zasadni pro pieziti liSejniku (Casano et al.,

2011).

Vznik plurality fotobionti ve stélce zatim neni stoprocentné objasnén, ale existuje nékolik teo-
rif, jak k vyskytu vice fotobiontli v jedné stélce mtize dojit. LiSejniky rozmnozujici se pohlavné po-
moci spor jsou pii vzniku nové stélky odkazany na vyskyt potencialnich fotobiontd v misté¢ dopadu
spory (Ahmadjian, 1993). Je tedy mozné, Ze se spora asociuje s vice riznymi 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 ef al., 2014).

U vegetativné rozmnozujicich se liSejnikii, které se rozSifuji pomoci specidlnich propaguli
(soredii, izidii) nebo pomoci fragmentace stélky, se v propaguli/ilomku stélky nachazi fotobiont po-
chazejici z matefského lisejniku. Predpoklada se tedy, Ze dalsi fotobiont se do stélky dostane z okoli
v prubéhu jejiho rozriustani nebo miize dojit k blizkému kontaktu dvou stélek a vymény fotobiontt
mezi nimi, jak ukazuje Obr. 2 (Beck et al., 1998; Ohmura et al., 2006, 2019). Pokud se tento fotobi-
ont ukaze jako lépe adaptovany pro dané podminky prostiedi, mize dokonce nahradit piivodniho
fotobionta (Ohmura et al., 2006). Dalsi zplsob, jak se do stélky mohou dostat novi fotobionti,
predstavuje poruseni svrchni kiiry zptisobené napt. herbivorii (Dal Grande et al., 2014, 2018). V pfi-
padé pohlavniho rozmnozovani hovotime o prenosu horizontalnim (Dal Grande et al., 2012), v pii-
padé vegetativniho rozmnozovani mluvime o tzv. vertikalnim pfenosu fotobiontii (Werth & Sork,

2010).

Photabiont exchange
. to exotic alga
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m f - 1] <
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Obr. 2 Moznosti diverzifikace genetickych kombinaci mezi fotobiontem a mykobiontem Parmotrema perlatum.

A Vyména piivodniho fotobionta za kompatibilniho fotobionta z prostredi nebo za fotobionta z jiné stélky lisejniku.

B Vymena fotobionta nebo mykobionta jako diisledek spojeni dvou geneticky odlisnych jedincii.

(Ohmura et al., 2006)
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1.3 Hadce
Hadec (serpentinit) fadime mezi ultramafické a ultrabazické horniny (Krist & Kfivy, 1985).

Jedna se o horninu pokryvajici asi 1 % zemského povrchu, avsak jeji vyskyt je omezen na mensi
ostravky uvnitf masy jiné horniny (Kolar & Vit, 2008). Serpentinity se vyznacuji vysokym obsahem
nekterych tézkych kovi, predevsim niklu (Ni), chromu (Cr) a kobaltu (Co), dale vysokym obsahem
hot¢iku (Mg) a Zeleza (Fe) (Faust ef al., 1956; Faust & Fahey, 1962). Pro n¢které hadce je typicky i
nizky obsah zékladnich biogennich zivin, kterymi jsou dusik (N), fosfor (P), draslik (K), a vapniku
(Ca) (Krause, 1958 v Proctor & Woodell, 1975). V hadcovych substratech se snoubi také hned néko-
lik zvlastnich fyzikalnich vlastnosti: Hadce samotné i ptudy, které na nich vznikaji, jsou Spatné te-
pelné vodivé, kvili cemuz zde dochazi ke zna¢nému kolisani teplot mezi dnem a noci (Hrudicka,
1937). S touto skutecnosti souvisi i fakt, ze se Casto jedna o oteviené vychozy, které nejsou nijak
chranéné pred vétrem, a navic zde roste malo cévnatych rostlin, které by dané stanovisté zastinily.
Sucho je tak dalsi vlastnosti, kterou hadce i pidy na nich oplyvaji (Proctor & Woodell, 1975). Je
v§ak nutné zdlraznit, ze i pies urcitou vzajemnou podobnost mohou mit rizné hadcové horniny vy-
razn€ odlisné chemické vlastnosti — na nékterych lokalitach 1ze naméfit normalni hladinu Zivin (N,
P, K), zatimco né€které¢ pidy vznikajici na hadci se nelisi od pud vznikajicich na jiné, netoxické pod-
lozni horning (Proctor, 1971). Hadcova pida je vSak obecné povazovana za neurodnou (Proctor &

Woodell, 1975).

V Ceské republice se nachazi osm vyznamngjsich hadcovych téles, ktera se vzajemné 1isi abio-
tickymi (rozdilnd nadmotské vyska, geomorfologie i rozdilny thrn srazek) a biotickymi (odlisné

vegetacni a fytogeografické vazby) faktory (Kolat & Vit, 2008).

Organismy, které na hadcovych substratech dokazou rust, musi tolerovat jak jeho fyzikalni
vlastnosti (pfedevsim sucho), tak specificky chemismus danych ptid (Walker, 1954). Reakce na had-
covy substrat byly nejprve zaznamenana u cévnatych rostlin, a to jak morfologické — napt. nanismus,
redukce velikosti listd, tak i anatomické — napt. vyssi obsah cytosolu v buiikach (Messeri, 1936;
Ritter-Studnicka, 1972). Pro vSechny tyto adaptace zavedl Novak (1928) souhrnny termin serpenti-
nomorfo6zy. Je vSak nutné dodat, ze podobné adaptace nalezneme i u organismil z jinych extrémnich
habitatt, které se vyznacuji vysokou ozafenosti, nizkou vlhkosti nebo nedostatkem zivin a nejedna

se tedy o adaptace specifické vylucné pro hadcové substraty.

Prvni studie zabyvajici se vyhradné liejniky rostoucimi na hadcich vznikla na pudé byvalého
Ceskoslovenska, konkrétng se jednd o studii Jindficha Suzy (1928), ktera se vénuje zapadodeskym
serpentinitim. Diverzita liSejnikti na hadcovych substratech je velmi proménliva, 1isi se v zavislosti
na konkrétnim typu hadce (mife serpentinizace), ale i na dalSich podminkach, kterymi mize byt
nadmorska vyska, klimatické podminky nebo tieba zastinéni. Obecné vSak hadce zahrnuji mnoho
mikrostanovist’ a hosti i druhy, které jinak preferuji jiné typy hornin, napt. zulu, ¢edi¢, gabro nebo i

vapencové horniny (Paukov, 2009). Diky tomu povazuji n¢ktefi autofi druhovou diverzitu liSejnikt
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na hadcich za vys$$i nez na ostatnich horninach (Favero-Longo et al., 2004; Harris ef al., 2007). Vét-
Sina liSejnikd, které na hadcich rostou, tedy vykazuje nizkou specifitu pro hadcovy substrat (Paukov,
2009), existuji ale i druhy, které se na hadcovy substrat specializuji (Suza, 1928; Ritter-Studnicka &
Klement, 1968; Sanchez-Biezma & Lopez de Silanes, 1999). Jelikoz hadce obsahuji vysoké koncen-
trace kovil, 1ze na nich ¢asto nalézt druhy metalofytni (Purvis & James, 1985), xerotermofytni —
pfedev§im na exponovanych stanovistich, kterymi jsou naptiklad svislé vyslunné svahy (Suza, 1928;
Sanchez-Biezma Serrano & Alvarez Andrés, 2001). Zatimco hadce oplyvaji endemity, co se cévna-
tych rostlin tyce, nevyskytuje se zde pfilis mnoho lisejnikovych endemitti — n€které druhy, které byly
diive povazovany za endemické, byly pozdéji objeveny i na jinych typech hornin, naptiklad cedici
nebo vapenci (Wirth, 1972; Hafellner, 1991; Favero-Longo et al., 2004). Za hadcové specialisty 1ze
povazovat druhy Cladonia praetermissa var. modesta, Pertusaria chiodectonoides nebo Porpidia
nadvornikiana (Kantvilas, 1991; Wirth & Hertel, 2009), posledni zminény druh byl dlouho povazo-
véan za endemita &eského, avsak posléze byl objeven i na hadcich ve Spanélsku, Skotsku a v soused-
nim Némecku (Vézda, 1972; Sanchez-Biezma & Lopez de Silanes, 1999; Smith ef al., 2009; Wirth
& Hertel, 2009).

Druhovou skladbu fotobiontd liSejnika rostoucich na hadcovych substratech studoval Peksa et
al. (2022), ale pouze na jediné lokalité ve Slavkovském lese. Vice prozkoumana je diverzita fotobi-
ontu lisejniki vyskytujicich se na antropogennich substratech bohatych na kovy, napt. na vysypkach,
tedy substratech analognich k hadcovym substratim z hlediska vysokych koncentraci tézkych kovt
(napt. Osyczka et al., 2020; Rola ef al., 2021). V téchto pracich bylo zjisténo, Ze liejniky obsahuji
jiné fotobionty nez liSejniky z lokalit, které nejsou obohacené o kovy, ale také, ze liSejniky z téchto
substratti mohou ve svych stélkach obsahovat vice fotobiontd. Nabizi se tedy otazka, jaka je druhova
skladba fotobiontt liSejnikti rostoucich na piirozené vzniklych substratech s vysokym obsahem t&éz-

kych kovii, kterymi jsou prave hadce.

Ve své praci jsem se rozhodla zkoumat nejen druhové slozeni fotobiontd z hadcovych substratd,
ale i z nehadcové horniny, za kterou jsem zvolila amfibolit. Lichenofloru hadcii a amfiboliti porov-
naval z Cisté floristického pohledu jiz Suza (1928). DGvodem, pro¢ jsem si za kontrolni horninu vy-
brala pravé amfibolit, je jednak z Casti se prekryvajici druhova skladba liSejnikd na obou typech
horniny a jednak jeho charakter. Obé horniny miizeme zatadit do skupiny bazickych silikatovych
hornin — v ptipadé hadce se jedna o ultrabazickou horninu obsahujici <45 % SiO», v pfipadé amfib-
olitu o horninu bazickou s obsahem SiO; mezi 45 a 52 % (Krist & Kiivy, 1985). Zaroven jde o
horniny, které maji stejny ptivod, fadime je mezi horniny metamorfované. Rozdily mezi t€mito typy
hornin jsou v obsahu hoi¢iku a tézkych kovt (Ni, Cr, Co), ktery by mél byt v amfibolitech vyrazné
nizsi (René, 2007). Diky této kontrolni hornin€ je mozné porovnat druhové slozeni fotobiontl nejen
s vysledky studii z antropogenné vzniklych substratli obohacenych o tézké kovy, ale i s druhovou

identitou fotobionti pfirozené vzniklé horniny, ktera se v§ak v obsahu t€Zkych kovi lisi.
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2 Cile prace

Hlavnim cilem mé diplomové prace je zjistit, zda se ve stélkach liSejnika rostoucich na hadco-

vych substratech vyskytuji jini fotobionti nez na substratech amfibolitovych.

Konkrétné si kladu nésledujici otazky tykajici se druhového slozeni fotobionti:

a) Jaka je druhova skladba fotobiontt lisejnikti rostoucich na hadcich? Vyskytuji se zde v li-
Sejnicich specifické linie fas?

b) Lisi se druhové sloZeni fotobiontti mezi hadcovymi a amfibolitovymi substraty?

¢) Bude si druhové sloZeni fotobiontl z jednotlivych hadcovych lokalit vzajemné podobné,
nebo se bude lisit?

d) Dochazi k ptijmu Castic horniny do stélky liSejniku?

Zajima mé ale také, do jaké miry ptisobi pfitomnost t€zkych kovii na druhové slozeni fotobionti.
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3 Material a metody

3.1 Vybér druhii liSejniki

Pro svou diplomovou praci jsem vybrala deset bézné rostoucich euryeknich druhi lisejnikd,
které pravée diky své ekologické nevyhranénosti dokazou riist na riiznych typech substratu. Konkrétné
se jedna o nasledujici druhy: Acarospora fuscata, Candelariella coralliza, Candelariella vitellina,
Cladonia pyxidata, Lecanora polytropa, Lecanora rupicola, Lecidea fuscoatra, Lecidella car-
pathica, Protoparmeliopsis muralis a Rhizocarpon geographicum. Devét z téchto druhtl je saxikol-
nich s korovitym typem stélky. Korovité liSejniky jsou v bezprosttednim kontaktu s podlozni horni-
nou a mize je proto znacné ovlivnit pfitomnost tézkych kovi v ni (Beck, 1999). Zbyvajici druh,
Cladonia pyxidata, je druhem terikolnim s dimorfickou stélkou. Tti z mnou vybranych druht (Le-
canora polytropa, Lecidea fuscoatra, Protoparmeliopsis muralis) jsou povazovany za hyperakumu-
latory tézkych kovt (Purvis et al., 2008; Rola et al., 2016). Zaroven jsem se rozhodla zjistit, které
fotobionty obsahuje lisejnik Pertusaria chiodectonoides, ktery se v CR vyskytuje vyhradné na had-

cich a je tak jednim z mala hadcovych specialistt.

3.2 Vybér lokalit a sbér liSejnika

Ligejniky jsem sbirala na péti hadcovych lokalitach v ramci Ceské republiky: PP Borecké skalka
(BS), NPP Hadce u Zelivky (Zelivka, ZE), PR Holubovské hadce (HH), NPP Kiizky (KR), NPR
Mohelenska hadcova step (Mohelno, MO). Ke kazdé z hadcovych lokalit jsem vybrala jednu amfib-
olitovou lokalitu s podobnym uhrnem srazek (Tab. 1). Sbirala jsem tedy na nasledujicich amfiboli-
tovych lokalitach: PR Kalvarie (KA), R4j (RA), Tiebovské Hradisko (TH), PR U doutné skaly (Bi-
tov, DS), PR Udoli Teplé (Tepla, TE). Geografické rozmisténi lokalit je patrné z Obr. 3, fotografie
jsou uvedené v priloze (Piiloha 1). Mapu jsem vytvofila v programu R. v. 4.4.0 s vyuzitim balicku

rworldmap (South, 2011).

Vybér kontrolni horniny jsem konzultovala s geologem doc. RNDr. Krystofem Vernerem, Ph.D.
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Obr. 3 Mapa navstivenych lokalit, stejné symboly oznacuji klimatické pary.

Sbér lisejnikil probihal od listopadu roku 2021 do zaii roku 2023. Jelikoz se jedna vyhradné o
saxikolni druhy, odsekavala jsem je pomoci majzliku a kladiva i s kusem podkladové horniny. Od
kazdého druhu liSejniku jsem sesbirala tii stélky z riznych mist v ramci dané lokality, v ptipadé ne-
dostate¢ného mnozstvi stélek jsem sebrala maximalni pocet pfitomnych stélek. Sbér materidlu zte-
zoval fakt, Ze jsem sebrané polozky liSejnikti dale pouzivala i pro méteni tézkych kovi pomoci XRF
analyzatoru — méfeni je dalezité provadét na co nejrovnéjsi plose, aby dochazelo k minimalnimu
zkresleni vysledkt (viz kapitolu 3.10). Zaroven nékteré liSejniky pordstaly mikrostanovisté, ktera
pro sbér nebyla vhodna (napft. skalni spary) a pti odsekavani by doslo ke znehodnoceni celé polozky,
ptipadné by takto rostouci lisejnik nebylo mozné viibec odebrat. I z tohoto diivodu nebylo mozné na
nekterych lokalitach odebrat tfi rtizné stélky. VSechny polozky jsem nasledné uchovavala v papiro-
vych obalkach v pokojové teploté. Polozky budou uloZeny v herbati Univerzity Karlovy v Praze

(PRC).

Tab. 1 Prehled nadmorské vysky, priumernych srazek, teploty v 15. nejchladnéjsi a
nejteplejsi den a prumeérné teploty mezi lety 2014—2019, Zluta = hadec, zelend =
amfibolit, dve po sobé nasleduiici lokality vredstavuii klimaticky par.

nadm. vysSka | srazky | tzima | tléto t

mn. m. mm °C °C °C
Krizky 812 620,6 -8,9 289 | 7,6
Tepld 622 596,3 -9 30,7 | 8,1
Mohelno 339 484 -8,6 318 | 94
Bitov 360 513,4 -9,2 320 | 9,2
Holubovské hadce 470 619,5 -9,5 31,4 8,8
R3j 614 673,1 -8,3 291 | 7,5
Zelivka 395 579,1 -8,7 323 | 95
Kalvarie 222 542,9 -7,9 30,7 | 8,8
Borecka skalka 418 622,4 -9 31,9 9,3
Trebovské hradisko 350 600,3 -9 31,4 9,1
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3.2.1 Klimaticka data

Klimatické data, na zéklad¢ kterych jsem provedla konecny vybér amfibolitovych lokalit, mi

zprostiedkoval Maté€j Man.

Klimatickd data byla extrahovana prolozenim soutfadnic vyzkumnych ploch s rastry charakteri-
zujicimi sttednédoby trend klimatu mezi lety 2014 a 2019 na zakladé méfeni stanic Ceského hydro-
meteorologického institutu (CHMU). Bodova méfeni CHMU byla prostorové interpolovéna pro
tizemi celé CR v rozligeni 30 x 30 m pro potieby hrubé charakteristiky klimatu (Man et. al. 2022,

nepublikovana data).
Podkladem pro vytvoreni klimatickych rastrti byly denni udaje o primérné, minimalni a maxi-
malni teploté z cca 200 stanic a souhrnnych dennich srazkach z cca 500 stanic CHMU. Tato denni

data jsou voln& dostupni na portilu CHMU https://www.chmi.cz/historicka-data/pocasi/denni-

data/Denni-data-dle-z.-123-1998-Sb pro obdobi od roku 1961 do soucasnosti. Pro potieby klimatic-

kych rastrti bylo zvoleno obdobi od 1. 1. 2014 do 31. 12. 2019, kdy méfilo nardz nejvice stanic.
Denni data byla agregovana na ro¢ni kromé téch, kde priimérna ro¢ni teplota byla vypocitana jako
pramér dennich hodnot, minimalni teplota jako paty a maximalni teplota jako 95. percentil dennich

hodnot. Tyto ro¢ni hodnoty posouzily jako trénovaci data pro kalibraci interpolacnich modelt.

Pro interpolace teplot bylo testovano nékolik statistickych metod v kombinaci s riiznymi pre-
diktory. Mezi testovanymi interpolacnimi modely byly: linearni model, generalizovany linearni mo-
del, Krigging (Hengl et al., 2004), Lasso (Nussbaum et al., 2018) a model strojového u¢eni Random
forest (Breiman, 2001). Modely byly posouzeny na zaklad¢€ prostorové, desetinasobné, blokové kros
validace (Roberts ef al., 2017) s pomoci RMSE (root mean square error, tj. odmocnina stfedni kva-
dratické chyby). Jako prediktory byly testovany topografické proménné (Man et. al. 2022, nepubli-
kovana data) odvozené z digitalniho modelu terénu paté generace CR (DMR 5G), poskytovaného

Cesk)'Im ufadem zemémetickym a  katastralnim (CUZK) https://ags.cuzk.cz/geoprohli-

zec/?atom=dmr5g.

Na zaklad€ prostorové kros validace a nejnizsitho RMSE byl pro predikce teplot pouzit model
Random forest a pro srazky model Krigging.
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3.3 Izolace DNA

Pted samotnou izolaci DNA jsem kazdou stélku omyvala po né€kolik minut pod tekouci vodou

a zarovei jemné oCiSt'ovala jeji povrch zubnim kartackem, aby se snizila moznost ziskani DNA z epi-

lichenicky rostoucich fas a fas, které se na stélce pouze zachytily, ale nijak se nepodileji na fotosyn-

téze a latkové vyméné s mykobiontem. Takto omyté liSejniky jsem nechala jeden az dva dny vy-

sychat, az poté jsem pfistoupila k vlastni pfipraveé na izolaci. Pomoci sterilnich nastrojt (ziletka, pin-

zeta) jsem dostate¢né mnozstvi materidlu z riznych ¢ésti stélek prenesla do 2ml zkumavek. Izolace

DNA probéhla podle modifikovaného CTAB (cetyltrimethylamoniumbromid) protokolu (Cubero et
al., 1999):

1.

K suchému materialu jsem do zkumavek ptidala 2 wolframkarbidové kulicky, pomoci kterych
byl material v mlynku (Retsch MM200) drcen pii 30 000 otackach za minutu (rpm) po dobu 5
minut.

K takto nadrcenému materialu jsem piidala 700 ul extrakéniho pufru CTAB a na $picku $pacht-
licky prasku PVP (polyvinylpyrrolidon), ktery absorbuje sekundarni metabolity, které by jinak
mohly inhibovat PCR reakci. Uzaviené zkumavky jsem nékolikrat ru¢né protiepala a poté vlozila
do termobloku (Eppendorf Thermomixer R), kde jsem je nechala 30 minut inkubovat pii 60 °C
a 1200 rpm.

Po inkubaci jsem do zkumavek ptidala 500 pl roztoku chloroform:izoamylalkohol (24:1). Uza-
viené zkumavky jsem opét nékolikrat rucné protepala a po 5 minutach, kdy jsem je nechala stat
v klidu v pokojové teploté, jsem je stacela v centrifuze (Eppendorf 5415D) pii 13 200 rpm po
dobu 6 minut.

Supernatant (500-600 pl) jsem prepipetovala do €istych 1,5ml zkumavek, do kterych jsem pie-
dem piidala 500 pl isoamylalkoholu vychlazeného na -20 °C. Zkumavky jsem ru¢né prottepala
a nasledné ulozila na 30 minut do -20 °C. Béhem této doby doslo k vysrazeni DNA.

Zkumavky s vysrazenou DNA jsem stacela v centrifuze pii 13 200 rpm po dobu 3 minut. Po vyn-
dani z centrifugy jsem na dné zkumavky pozorovala bilou peletku DNA. Zbyly obsah zkumavky
jsem opatrné¢ vylila do odpadu.

Do zkumavek jsem pridala 400 ul 96% ethanolu vychlazeného na teplotu -20 °C. Poté jsem
vzorky 15 minut inkubovala na termobloku pfi teplot€ 37 °C a 350 rpm. Po uplynuti této doby
jsem je opét centrifugovala pii 13 200 rpm po dobu 3 minut.

Nasledné jsem 96% ethanol opatrné vylila (pelet DNA drzi na sténé zkumavky). Do zkumavek
jsem ptidala 200 ul 70% ethanolu a poté je ponechala po dobu 5 minut v klidu. Po uplynuti této
doby jsem 70% ethanol vylila a zkumavky nechala na papirovém kapesniku dnem vzhtiru po
dobu n¢kolika minut. Aby doslo k uplnému odpateni ethanolu, umistila jsem oteviené zkumavky

do termobloku, kde jsem je ponechala pii 60 °C po dobu 5—10 minut.
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8. VysuSeny pelet jsem rozpoustéla ve 150 ul TE pufru na termobloku pii 40 °C a 600 rpm po dobu

30 minut. Na zavér jsem vzorky dikladné promichala na vortexu (Genie 2), aby doslo k Gplnému

rozpusténi peletky DNA.

9. Koncentrace DNA jsem bezprostfedné po kazdé izolaci zméfila na nanodropu (NanoDrop 1000).

10. Vyizolovanou DNA jsem uchovévala v lednici pti 4 °C.

3.4 PCR a sekvenace

Identifikace mykobiontl i fotobiontd na tirovni druhi probehla na zaklade useku ITS (Internal

Transcribed Spacer, Obr. 4).

nr SSU 1780
ITS 1IF
lllll +
185 NUCLEAR :DNA | 110 [2%51 75 | 265 NUCLEAR rDNA
......
ITS4
L ]
|
ITS Region

Obr. 4 Pozice amplifikovanych usekii ITS upraveno podle Baldwin et al. (1995)

Tento isek jsem u mykobiontli amplifikovala pomoci kombinace univerzalniho primeru ITS4 a

primeru ITSIF specifického pro houby z odd€leni Ascomycota. K amplifikaci tseku ITS u

fotobiontd doslo s pouzitim primert ITS4 a SSU1780, ktery je specificky pro zelené fasy (odd.

Chlorophyta). Sekvence vSech primert a jejich orientace jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2 Prehled primeru pouzitych pro PCR

Nazev Sekvence Orientace | Specificita Zdroj

1TS4 5'-GCATATCAATAAGCGGAGGA-3' reverse univerzalni 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 2P(i)eor;:ey—Nor‘more & DePriest
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V ptipadé nékolika vzorkl liSejniku Lecidella carpathica (HH11-14, KR17, KR36, KR41)
jsem pro ovéteni druhu mykobionta pouzila i tsek malé ribosomalni podjednotky (mtSSU), jelikoz

usek ITS nebyl prukazny.

PCR amplifikace vybranych tsekl se odehravala v celkovém objemu 20 pl reakéni smési, jejiz
slozeni bylo nasledujici:
e 14,4 pl voda (ddH20)
e 4 ul pufr MyTaq™ Reaction Buffer Red (Bioline)

e 0,2 pl forward primer (ITS1F/SSU1780) v koncentraci 25 pM/ul
e 0,2 ul reverse primer (ITS4) v koncentraci 25 pM/pul

0,2 pl polymerazy MyTaq™ HS DNA (Bioline)
e 1 ulDNA

PCR reakce probihala v termocykleru Eppendorff Mastercycler pro, priabéh cyklu byl stejny pro
oblast ITS mykobionta i fotobionta:

e inicialni denaturace (95 °C, 1 minuta)
e 35 cykli: denaturace (95 °C, 30 vtetin), annealing (54 °C, 30 vtefin), elongace (72 °C,
30 vtefin)

o finalni elongace (72 °C, 3 minuty)
Pribeéh PCR reakce pro oblast mitochondrialni SSU mykobionta byl nasledujici:

e inicialni denaturace (95 °C, 1 minuta)
e 35 cykll: denaturace (95 °C, 30 vtefin), annealing (60 °C, 30 vtetin), elongace (72 °C,
30 vtefin)

e finalni elongace (72 °C, 3 minuty)

Pritomnost PCR produktt a jejich kvalitu jsem ovétila elektroforézou — 2 ul PCR produktu jsem
nanesla na 1% agardzovy gel s ethidium bromidem nebo pozd¢ji s barvickou MIDORI Green Adva-
nce. PCR produkty byly nasledné vizualizovany pomoci UV zateni. Délku fragmentd jsem porovna-
vala s zebfickem Thermo Scientific™ GeneRuler 100 bp DNA Ladder. PCR produkty jsem piecis-
tovala pomoci paramagnetickych kulicek SPRI AMPure XP (Beckman Coulter) podle protokolu vy-
robce. Koncentraci pre¢isténych PCR produkti jsem méfila na nanodropu (NanoDrop 1000). Sange-
rovo sekvenovani univerzalnim primerem ITS4 a primerem mtSSU1 probihalo ve spole¢nosti Ma-

crogen Europe (Amsterdam, Nizozemsko).

3.5 Illumina metabarcoding
Pro Illumina metabarcoding jsem vybrala jeden ze vzorkd, u kterych se mi opakované nepodatilo
ziskat kvalitni sekvenci fotobionta Sangerovym sekvenovanim. Konkrétné Slo o vzorek KR7, tedy

lisejnik Lecanora rupicola z Kiizkli. Knihovnu s timto vzorkem pfipravila Ivana Cernajova,
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nasledné zpracovani dat provedl Pavel Skaloud. Pro metabarcoding byla vyuzita mnou vyizolovana

DNA postupem, ktery popisuji vyse v kapitole 3.3. Nejprve probéhla nested PCR, pii niz doslo k am-

plifikaci tiseku ITS2 za pouziti primert 1378j02 (navrzeny P. Skaloudem, nepublikovano) a ITS4

(White et al., 1990), poté nasledovala druha PCR s pouzitim zna¢eného primeru specifického pro

chlorofytni fasy 5.8F-Chlorophyta (Vancurova et al., 2020) a ITS4 (White et al., 1990). Ptehled po-

uzitych primert zobrazuje Tab. 3.

Tab. 3 Prehled primeri pouzitych pro metabarcoding

Nazev Sekvence Orientace | Specificita Zdroj

1TS4 5'-GCATATCAATAAGCGGAGGA-3' reverse univerzalni White et al., 1990
1378502 5’>-TTGCCTTGTCAGGTTGATTCC-3’ forward univerzalni Skaloud, nepubl.
5.8F-Chlorophyta | 5-GAATTCCGTGAACCATCGAAT CTTT-3' | forward Chlorophyta | Vancurova et al., 2020

Nested PCR probehla v nasledujici reakéni smési o celkovém objemu 20 pl:

10 ul Q5® High-Fidelity DNA polymerazy (BioLabs Inc.)

1,5 pl forward primeru

1,5 pl reverse primeru

1 ul DNA

6 ul vody (Milli-Q ddH20)

Takto pfipravené vzorky byly vlozeny do termocykleru Eppendorff Mastercycler pro a PCR

probéhla pii tomto nastaveni:

inicialni denaturace (98 °C, 30 vtefin)

22 cyklu: denaturace (98 °C, 10 vtefin), annealing (52 °C, 45 vtefin), elongace (72 °C,

1 minuta)

finalni elongace (72 °C, 2 minuty)

Kvalita a pfitomnost PCR produktu byla ovéfena pomoci elektroforézy, kdy byly 2 pl DNA

smichany s 1 ul modré barvicky a nasledné naneseny na 1% agarézovy gel s ethidium bromidem.

PCR produkt byl ptecistén paramagnetickymi kulickami SPRI AMPure XP (Beckman Coulter) dle

navodu vyrobce. Tento PCR produkt byl nasledné pouzit pro druhou PCR. Ta probihala taktéz v ob-

jemu 20 ul reakéni smési se slozenim:

10 ul Q5® High-Fidelity DNA polymerazy (BioLabs Inc.)

1,5 pl forward primeru

1,5 pl reverse primeru

3 ul DNA

4 pl vody (Milli-Q ddH20)
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Prab¢h PCR byl pak nasledovny:

e inicialni denaturace (98 °C, 30 vtefin)
e 24 cyklt: denaturace (98 °C, 10 vtefin), annealing (52 °C, 45 vtefin), elongace (72 °C,
1 minuta)

e finalni elongace (72 °C, 2 minuty)

Poté byla opét ovétena piitomnost a kvalita PCR produktu pomoci elektroforézy a DNA byla
ptecisténa, jak jsem popsala vySe. Koncentrace DNA byla zmétfena na qubitu Qubit 2.0 (Thermo
Fisher Scientific). Vzorek byl ptfipraven v duplikatu. Oba vzorky byly néasledné zaslany k osekveno-

véni na platform& MiSeq Illumina do spole¢nosti Fasteris (Plan-lesOuates, Svycarsko).

Kuvalita kontroly readt byla provedena za pouziti programu FastQC v. 0.11.8 (Andrews 2010).
Surové data byla zpracovéana podle (Balint et al., 2014), zpracovani zahrnovalo filtrovani dle kvality,
sloZeni paired-end readli, odstranéni primerovych artefaktd, extrakci readti dle barkddd, orientaci
vSech readti do sméru 5‘—3°, demultiplexizaci, dereplikaci a clusterovani do OTU. V poslednim
zminéném kroku byl pouzit program Swarm v. 2 (Mahé et al., 2015) s denoisingem nastavenym na
d = 3 a odfiltrovanim chimér. Jednotlivé OTU byly identifikovany algoritmem BLASTN (Zhang et
al., 2000) v prgramu SEED2 (Vétrovsky et al., 2018).

3.6 Tvorba alignmentu

Kvalitu ziskanych sekvenci jsem kontrolovala v programu SeqAssem v. 09/2004 (Hepperle,
2004). Alignment mykobiontt i fotobiontd jsem vytvofila v programu MAFFT v. 7 (Katoh et al.,
2019) a nasledné jej upravila v programu MEGA11 (Tamura et al., 2021). Sekvence jsem dale iden-
tifikovala pomoci online algoritmu BLASTN (Zhang et al., 2000) ktery porovnava vloZenou sek-
venci s dal$imi sekvencemi v databazi GenBank. Pro kazdy druh mykobionta jsem vytvoftila speci-
alni alignment, pouze pro druhy Candeariella coralliza a Candelariella vitellina jsem vytvotila alig-
nment spolecny, u fotobiontl jsem vytvofila dva alignmenty — jeden pro fasy rodu Trebouxia (obsa-
hujici sekvence ziskané Sangerovym sekvenovanim i Illumina metabarcodingem), druhy pro fasy
rodu Asterochloris. Pro fylogenetickou analyzu a odhaleni cladi a linii, do kterych fasy rodu Trebou-
xia spadaji, jsem alignment doplnila o 228 sekvenci ze studie Peksy a kol. (Peksa et al. 2022), ktera
byla zamétena na fotobionty rodu Trebouxia, a pét sekvenci ziskanych metabarcodingem. Do align-
mentu fas rodu Asterochloris jsem pridala 78 sekvenci ze studie Vancurové a kol. (Vancurova et al.,
2021). V obou ptipadech byly v alignmentu ponechany pouze unikatni sekvence, ¢ehoz jsem docilila
pouzitim bali¢ku Biostrings (Pages ef al., 2024) v programu R v. 4.4.0. Dale jsem pomoci balicku
ape (Paradis et al., 2004) odstranila z alignmentt pozice, které obsahovaly vice nez 95 % mezer.

Rucni zasttizeni alignmentti jsem provedla v programu MEGA11 (Tamura ef al., 2021).

Do alignmentti mykobiontti jsem pridala sekvence, které mély podle algoritmu BLASTN nej-

vyssi shodou s vlozenymi sekvencemi, a sekvence, které slouzi jako outgroup. V alignmentech byly
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ponechany vSechny ziskané sekvence. Zbyvajici zpracovani alignmenti bylo shodné se zpracovanim

alignmentt fotobiontd.

3.7 Fylogenetické analyzy
Fylogenetické analyzy jsem provedla pro kazdy zastoupeny rod fotobiontii a pro kazdy druh
mykobiontl s vyjimkou rodu Candelariella, kde jsem zpracovala dohromady druhy Candelariella

coralliza a Candelariella vitellina.

Usek ITS fotobiontil jsem rozdélila na &asti ITS1, 5,8S a ITS2. Nasledné jsem pro kazdou &ast
ziskala substitu¢ni model na zakladé Bayesovského informac¢niho kritéria (BIC) v programu jMo-
delTest2 v. 2.1.6 (Darriba et al., 2012) na portalu CIPRES (Miller ef al., 2010). Fylogenetické stromy
jsem nalezla metodou Bayesovy inference (BI) v programu Mr. Bayes v. 3.2.7a (Ronquist ef al.,
2012) pomoci Markov Chain Monte Carlo (MCMC) metody. Pouzila jsem dva paralelni MCMC
chody, kazdy se tfemi horkymi a jednim studenym fetézcem. Kazdych 100 generaci doslo k zazna-
menani parametru a stromt. Hodnota SDSF (standard deviation of split frequencies) slouzila k vy-
hodnoceni konvergence behti. Prvnich 25 % stromi bylo vyfazeno jako burn-in. Pouzité substi-
tucni modely pro jednotlivé casti tseku ITS, jak byly zadany do programu MrBayes (ktery nedispo-
nuje vSemi vyslednymi substitu¢nimi modely z programu jModelTest), celkovy pocet generaci a ko-

nec¢nou hodnotu SDSF shrnuje Tab. 4.

Podpory vétvi byly spocitany také pomoci ultrafast bootstrapu s 1000 opakovanimi v pro-
gramu RAXML v. 8.2.10 (Stamatakis, 2014). Tato analyza prob¢hla podle modelu GTR+G pro

vSechny ¢asti useku ITS.

Tab. 4 Pouzité substitucni modely (SM) pro jednotlivé casti useku ITS fotobiontii, jak byly zadany
do programu MrBayes (SM MrBayes), pocet generaci a vysledna hodnota SDSF

Rod Usek SM SM MrBayes |Pocet generaci | SDSF
ITS1 TrNef+G [SYM+G

Asterochloris 5,88 JC JC 15000 000 0,0046
ITS2 TPM1+G [GTR+G
ITS1 TIM2+G |GTR+G

Trebouxia 5,8S TrNef+G [SYM+G 50000 000 0,0046
ITS2 TPM2+G [GTR+G

U mykobiontl jsem pracovala s celym usekem ITS. Substitu¢ni model jsem ziskala po-
moci BIC v programu jModelTest2 v. 2.1.6 na portalu CIPRES. Fylogenetické stromy jsem nalezla
metodou ML v programu RAXML v. 8.2.10, podpory vétvi byly spocitany ultrafast bootstrapem

s 1000 opakovanimi. Substitu¢ni modely uvadim v Tab. 5.

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

mond, 2020) a Affinity Photo (Serif).
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Tab. 5 Pouzité substitucni modely (SM) pro usek ITS mykobiontii

Druh/rod Usek | 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

3.8 Morfologické potvrzeni plurality fotobiontu
Vzhledem k vysledkiim metabarcodingu jsem provedla pfi¢né fezy riznymi ¢astmi stélky liSej-
niku Lecanora rupicola (KR7), abych morfologicky potvrdila p¥itomnost obou rod fas v nich. Rezy
jsem pozorovala ve svételném mikroskopu a nékteré fezy nasledné pienesla do mikroskopu Olympus

BXS51 a vyfotografovala je.
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3.9 Meéreni pH a konduktivity
V ramci kazdé lokality jsem vybrala tii polozky, ze kterych jsem pomoci majzliku a kladiva
odsekla cca 10 g horniny. Na jedné z polozek vzdy rostl acidofilni druh Rhizocarpon geographicum,
toto neplati pro lokalitu na Tfebovském hradisku, kde tento druh nebyl pfitomny. Téchto 10 g horniny
jsem nejdiive kladivem nadrtila na frakci < 5 mm a posléze umlela na analytickou jemnost na mlynku
Retsch MM400 v Laboratofi environmentélni chemie a analyzy ptd (LECHAP), v Ustavu pro Zi-

votni prostfedi na Univerzit¢ Karlové. Mleti probihalo nasledovné:

e 5 g horniny bylo vloZeno do 35ml nadoby a mleto pomoci kulicky pti 30 000 otackach
za minutu po dobu 30 vtefin.

e Mezi drcenim jednotlivych polozek byla nadoba vzdy vymyta a vytiena ethanolem.

Pro stanoveni pH hornin neni zavedena zadna obecn¢ platna
metodika, proto jsem nésledovala metodiku pro méfeni pH pid-
nich vzorkt (ISO 10390:2005). Na presné vaze Mettler Toledo,
New Classic MF, ML104/01 jsem odvazila 2 g namleté horniny |
(Obr. 5). Vazeni probéhlo rovnou v 15ml zkumavce, do které
jsem nasledné ptidala 10 ml demineralizované (demi) vody (v po-
meéru 1:5). Z kazdé 10g polozky jsem vytvorila tfi replikaty. Vy-
sledné pH v ramci jedné lokality je aritmetickym primérem vSech
téchto méfeni. Po piidani demi vody jsem zkumavky vlozila do
ttepacky GFL 3018, kde jsem je nechala tiepat po dobu 1 hodiny

pri frekvenci 100 kmit za minutu. Poté jsem nechala zkumavky

stat 1 hod. ve svislé poloze ve stojanku. pH jsem méfila pienos-

Obr. 5 Odvazovani 2 g namleté horniny

nym pH metrem WTW 3310 dokud nedoslo k ustaleni hodnoty
pH, coz trvalo cca 2 min. Podobnou metodiku zvolili ve své studii i Paukov a kol. (Paukov et al.,
2019), ti sice pouzili jiny pomé&r namleté horniny a demi vody (1:10), ale nasledné louhovani probi-
halo po delsi dobu — 48 hodin. Mohli proto dosahnout podobnych vysledki jako ja pti louhovani
v mensim objemu po kratsi Cas.

Ptiprava vzorkli pro méteni konduktivity je totozna s ptipravou pro méfeni pH, tudiz jsem
mohla pouzit stejné vzorky pro obé metody. Konduktivitu jsem méfila pfenosnym konduktometrem

HandyLab 200, dokud se jeji hodnota neustalila, tedy po dobu cca 1 min. Vysledna hodnota je opét

aritmetickym primérem danych méteni.

Konduktivitu i pH jsem méfila v Laboratofi environmentalni geochemie I na Fakulté zivotniho

prostfedi, Katedie geoenvironmentalnich véd na Ceské zemédé&lské univerzité (Obr. 6).
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Obr. 6 Mereni pH a konduktivity

LiSejniky jsou v kontaktu se svrchni vrstvou horniny, kterd je vice zvétrala. Provedla jsem proto
i méfeni pH povrchu horniny. Metodu méteni povrchového pH s rozdilnym substratem (borka
stromul) pouzil napt. Pelant (2020). Na povrch zvétralé i nezvétralé (zdravé) ¢asti horniny, na které
nerostl lisejnik nebo mech, jsem nanesla kapku destilované vody a jednu minutu pockala. Poté jsem
méfila pH prenosnym pH metrem WTW pH/Cond 3401, dokud se namétena hodnota neustalila, tedy
cca 2 min. Provedla jsem vzdy jen jedno méteni v ramci dané polozky. B€hem jednotlivych méfeni
dochazelo ke kolisani hodnot, kdy hodnota nejprve zacala stoupat a az posléze klesat, piipadné chvili
stoupala a chvili klesala. Jelikoz jsem musela sondu ru¢né drzet ptitisknutou pfimo na méteném

objektu, nevyhnula jsem se ani lehkym pohybim béhem méteni, coZ opét zpuisobilo jeho vykyvy.
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3.10 Méieni obsahu tézkych kovi

Obsah tézkych kovli jsem méfila ruénim rentgenfluorescenénim analyzatorem (XRF) Delta Pro-
fessional. Rentgenfluorescencni analyza je nedestruktivni analyza, pti niz 1ze zméfit obsah prvka
téz8ich nez Mg. Princip této metody je ndsledujici — rentgenové zareni o vysoké energii vyrazi elek-
trony z vnitfnich orbitalti atomu, ¢imz zpasobi jeho nestabilitu. Na uvolnéna mista poté preskakuji
elektrony z vysSSich energetickych hladin, ¢imz dojde k uvolnéni energie, kterd se rovna energetic-
kému rozdilu zicastnénych orbitald. Diky tomu je zafeni charakteristické pro kazdy typ atomu a tim
i pro kazdy chemicky prvek. Ve spektrometru poté dochézi k analyze tohoto zafeni a tvorbé€ vysled-
ného energetického spektra, ze kterého Ize ziskat informace o chemickém slozeni materialu v miste
meéfeni (Karathanasis & Hajek, 2018). Jelikoz k méfeni pomoci ru¢niho XRF analyzatoru nedochazi
ve vakuu, je nutné pouziti vyssi energie budiciho zdroje a paprsek tak pronika do vétsich hloubek
materialu. Hloubku, do které paprsek pronikne, v§ak nelze jednoznaéné urcit, jelikoz zavisi na typu
materialu, ktery je méfen. Méfeni pomoci prenosného XRF spektrometru nemusi predchazet zadna

priprava méteného objektu, navic je tato metoda velmi efektivni, rychlé a levna.

Me¢fieni jsem provadéla vzdy pies
stélku lisejniku, kvuli kterému jsem da-
nou polozku sbirala. Jedno méteni pro-
bihalo pomoci dvou rentgenovych pa-
prskil, kazdy z nich méfil obsah prvki
po dobu 30 vtefin. Na kazdé polozce
jsem provedla vzdy dvé méfeni na jedné

plose (asi 0,5 cm?), vysledny obsah

prvka je tedy aritmetickym primérem

téchto meéfeni. Analyzator je vybaven Or. 7erm’ pomoci rucniho XR na/za'toru v NPR Kiizky,
kamerou, na obrazu je zakrouzkovano 101t 20t

misto, kde bude méfeni probihat, diky cemuz lze pied zacdtkem meéteni zkontrolovat, zda ,,mifim*
opravdu na misto, které chci méfit. To bylo vyhodné predevsim u malych polozek (< 3 cm). Méteni
polozek v NPR Kfizky probihalo v terénu (Obr. 7) jesté pred odseknutim dané polozky, vSechna

ostatni méteni probihala v laboratofi.

Vysledky méfeni jsou vSak spiSe orientacni, jelikoz nevime, do jaké hloubky rentgenové pa-
prsky proniknou. V mém piipadé€ navic zalezi i na tloust’ce stélky, skrze kterou je méfeni provadéno.
Me¢éfeni je nejpresnéjsi na rovném a hladkém povrchu, ackoliv jsem se snazila vybirat co nejrovné;jsi
¢asti hornin, jisté nejsou Gplné hladké a muze tak dochazet k odrazeni energie mimo detektor. Pro
méteni skrze stélku jsem se rozhodla z n¢kolika diivodi: (i) zajima mé obsah kovil pfimo v horniné
pod danou stélkou (ii) najit v bezprostiednim okoli liSejniku misto bez jakéhokoliv jiného lisejniku,

mechorostu i fas je ¢asto velmi obtizné a ke zkresleni vysledkt by tak doslo témét vzdy. Tato metoda
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tak slouzi pfedevs$im ke zjisténi, zda se dany prvek v horniné opravdu nachazi a zda je ho vice, ¢i

méné nez na horning z jiné lokality.

3.11 SEM-EDS

Pro skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM) s energiove disperznim spektrometrem (EDS)
jsem vybrala takové polozky, ve kterych jsem namétila nejvétsi mnozstvi tézkych kovli XRF analy-
zatorem. Celkem jsem vybrala pét polozek z obou typt substratu (Tab. 6). Z téchto polozek jsem bez
pouziti kovovych néstroji, tedy pomoci keramického noze a plastové pinzety, ptipravila pricné fezy
stélkou, ptipadné jsem na nosice vzorku jen ptenesla kousky liSejniku s i bez podlozni horniny. Takto
pripravené vzorky byly nasledné v laboratofi Geologického tistavu AV CR pokoveny uhlikem a vlo-
zeny do skenovaciho elektronového mikroskopu TESCAN VEGA 3XMU propojeného s energioveé
dispersnim spektrometrem Bruker QUANTAX 200.

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

MO75
DS20

Lecanora rupicola NPR Mohelenska hadcova step
Lecidea fuscoatra PP U doutné skaly

RA10 Protoparmeliopsis muralis Raj

RA24 Acarospora fuscata Raj

ZE5 Lecidella carpathica NPP Hadce u Zelivky

I|>|>|>|T

Touto metodou lze vizualizovat jednotlivé ¢astecky horniny obsa-

hujici kovy a sledovat jejich piesnou lokalizaci ve stélce lisejniku. Diky ELEKTRONOVY
ZDROJ
propojeni s EDS je také mozné zméfit obsah prvki zastoupenych jak ve

stélce liSejniku, tak v horniné¢ samotné. Detekce prvkového slozeni pro- SPEKTROMETR

biha jednim paprskem elektront urychlenych napétim 20 kV, coz umoz-

nuje provést mereni na plose o praméru 1 pm, takze 1ze zméfit obsahy
i u opravdu malych ¢astic hornin. Provedena byla denormalizovana ana-
lyza, v ramci které neni navySovano mnozstvi namétenych prvkd do
celkového objemu 100 hmotnostnich procent. Tento typ analyzy jsme
zvolily, abychom dostaly co nejredlnéjsi obraz o prvkovém slozeni
v misté¢ méfeni, protoze v piipadé normalizované analyzy by doslo ke

zkresleni vysledk.
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Zaroven i zde, stejn¢ jako pfi meteni

XREF, nelze fict, do jaké hloubky elektro-

Incident electrons

novy paprsek presné¢ dosdhne (Obr. 8,

Secondary electrons

Obr. 9). Obzvlast’ u organického materi- )

Auger electrons
alu maze pfi méfeni obsahu prvka ve
Backscattered electrons
stélce dojit k méfeni Castecky, ktera je uk-

A 4 1 1 Continuum X-rays
ryta pod houbovymi hyfami a na obrazu ¢ Characteristic X-rays
tak neni vidét. Pfi zobrazeni povrchu po- ~ Ffuerescent Xrays
moci zpétné odrazenych elektront (BSE)
také neni mozné rozlisit, zda jsou ¢astice  Obr. 9 Schéma hloubky, které jednotlivé typy elektronii dosdhnou.

w1 w1 Y, .. (Chatterjee, N.)
opravdu zaclenéné dovnitt stélky, ¢i se
nachazeji pouze na povrchu vzorku, kam mohly byt naneseny pfi pfiprave ¢i manipulaci se vzorkem.
To je zptsobené tim, ze BSE pochazeji z vétsich hloubek interakéniho objemu materialu. Potvrzeni
pritomnosti ¢astic horniny piimo ve stélce jsem proto provedla pomoci snimani sekundarnich elek-
tronti (SE), diky kterym Ize sledovat topografii sledovaného povrchu. Poftidila jsem fotografie vy-

branych vzorkil zahrnujicich métené Castice.

Nasledné zpracovani ziskanych dat (vykresleni prvkového spektra) jsem provedla v programu

MS Excel 365.

Vsechny geochemické analyzy (métfeni pH a konduktivity z vyluhu z horniny, XRF, SEM-EDS)
jsem provadéla po konzultaci a pod dohledem geochemicky doc. Mgr. Martiny Vitkové, Ph.D.

z Ceské zemédé€lské univerzity, Katedry geoenvironmentalnich véd.

3.12 Statistické zpracovani dat

Vsechna ziskand data (vysledky méfeni obsahu t€Zkych koviit XRF analyzatorem, méteni pH a
sekvence myko- i fotobiontti ziskané Sangerovym sekvenovanim) jsem statisticky vyhodnotila v pro-
gramu R v. 4.4.0. Pro zjisténi korelace mezi parametry vstupujicimi do analyzy (primérny obsah
jednotlivych prvkli vramci lokality) jsem pouzila Pearsontiv korelacni koeficient (PFiloha 2).
Z prvki, které spolu korelovaly (Fe a Mn, Ni a Cr) jsem ponechala pouze jeden (Fe a Ni). Hodnoty
naméfenych prvkl byly nasledné standardizovany. Odlisnost lokalit na zaklad¢é prvkového slozeni
(Ni, Mg, Fe, Si, Ti) a odli$nost jednotlivych spolecenstev fotobiontd z danych lokalit byla vizualizo-
vana metodou neparametrického mnohorozmérného skalovani (NMDS), matice vzdalenosti byla
v obou pripadech vypoctena na zakladé Euklidovy metriky. Pro dal$i analyzy jsem vytvofila unime-
trické fylogenetické stromy v programu BEAST v. 2.5 (Bouckaert et al., 2019) zvlast’ pro vSechny
fotobionty rodu Trebouxia a viechny mykobionty. Fotobionty rodu Asterochloris jsem z téchto ana-
lyz vyloucila, jelikoz métfeni prvkt pod stélkami, ve kterych se vyskytuji, bylo z vétSiny netispé§né
(vice viz kapitolu 4.2) a jejich zapojeni by také vyznamn¢ zvySovalo fylogenetickou diverzitu (PD).

Pomoci unimetrickych fylogenetickych stromt jsem nasledné vypocitala PD obou symbiontd, tzv.
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standardized effect size (ses) of PD, fylogenetickou strukturu a jejich rozdily mezi obéma typy sub-
stratu. Diky témto analyzam jsem zjistila miru piibuznosti mykobiontt a fotobiontii na studovanych
substratech, z ¢ehoz bylo mozné odvodit vliv vnéjSich vlivii (podminek prostfedi nebo vzijemné
kompetice). Nasledné jsem vypoctem sesPD testovala, zda pfitomnost fotobiontl na lokalité neni
filtrovana obsahem nebo absenci tézkych kovii v hornin€. Klima jsem charakterizovala pomoci prii-
nejvyssi naméiené teploty (tedy 15. nejchladnéjsi a nejteplejsi den) a primérnym thrnem srdzek ve
stejném obdobi. Chemismus horniny byl vyjadfen pomoci pH zkoumanych lokalit a namétenych
hodnot prvkit Mg, Si, Ti, Fe, Mn, Cr, Ni pod kazdou stélkou. Efekt téchto proménnych na druhové
sloZeni fotobiontil jsem hodnotila rozkladem variability. Fylogenetické vzdalenosti mykobiontt i fo-
tobiontd byly spocitany na zaklad€ unimetrickych fylogenetickych stromi a pievedeny na hlavni osy
pomoci analyzy hlavnich koordinat (PCoA). V ptipadé klimatu a chemismu jsem pouzila analyzu
hlavnich komponent (PCA). Pro rozklad variability jsem nasledné pouzila 30 hlavnich os genetické

vzdalenosti symbiontti, vSechny komponenty klimatu (Ctyfi) i chemismu (osm).

Bali¢ky vyuzité pro tyto analyzy byly nasledujici: 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 vyhodnoceni ziskanych dat mi poskytl Pavel Skaloud.
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4 Vysledky

4.1 pH a konduktivita

Vzhledem k tomu, Ze neexistuje standardizovana metodika pro méfeni pH hornin, méfila jsem
pH dvéma metodami, které jsem se rozhodla porovnat. Ukazalo se, Ze mezi vysledky obou méfeni je
velky rozdil. Nejvyssi hodnoty pH jsem naméfila ve vyluhu z horniny namleté na analytickou jem-
nost (Obr. 10). Pii této metodé dojde k namleti vS§ech mineralii, které hornina obsahuje, ¢imzZ se
zveétsi povreh, ktery mtize reagovat s destilovanou vodou béhem louhovani. Zaroven reakce povrchu
namleté horniny s vodou probihala po dobu dvou hodin, zatimco pii pouziti druhé (povrchové) me-
tody byl povrch kamene pokryt kapkou vody pouze po dobu jedné minuty. Aby byly obé metody
porovnatelné, méfila jsem pH povrchovou metodou i1 na zdravé stran€ horniny, protoze vyluh z na-
mleté horniny obsahoval pfevazné tu ¢ast horniny, ktera zvétravacim procesem neprosla. Toto méfeni
jsem vSak doplnila i o méfeni zvétralého povrchu, protoze liSejniky jsou v kontaktu prave s touto
vrstvou horniny. Mohla bych tak timto typem méfeni ziskat hodnotu nejpodobnéjsi tomu, s ¢im se

lisejnik na daném stanovisti setkava.

pH
9
8 .
[r— Hornina
jc::. hadec
v . i £ amfibolit

o XX :
& o &
Q ¥
&fb
&
Typ méfeni

Obr. 10 Vysledky mereni pH
Tab. 7 Vysledky t-testit pro hadec a amfibolit a riizné metody méreni

t-test vyluh povrch zdrava hornina

DF p-hodnota DF p-hodnota DF p-hodnota
pH 6,2945 <0,001 7,6355 0,8565 5,961 0,4404

32




Zatimco méfeni pH ve vyluhu pfineslo vysoké hodnoty (> 7) u hadce i amfibolitu, z méteni
zdravé horniny povrchovou metodou vyplynulo, Ze ob& horniny vykazovaly subneutralni az neutralni
pH. Rozdil mezi hadcem a amfibolitem ptedstavuje v piipadé méteni vyluhu i vice nez jeden stupeni,
zatimco pfi pouziti druhé metody se horniny téméf nelisi. Pfi méfeni zvétralého povrchu jsem naopak
ziskala hodnoty spise kyselé (< 7) a rozdily mezi obéma horninami jsou vyraznéjsi (nikoliv signifi-
kantni) nez v pfipadé méteni zdravé horniny. Vysledky t-testd rozdili naméfenych hodnot na hadci

a amfibolitu pro pouzité metody méfeni jsou uvedeny v Tab. 7.

Pro dalsi analyzy jsem se rozhodla pracovat s hodnotami naméfenymi z vyluhu horniny, a to
ptedevsim z dvodu pribéhu méteni. Zatimco pii stanovovani pH z vyluhu byl prabéh méteni vzdy
stejny (sonda byla vzdy ponofena a umisténa v drzaku, hodnota na pH metru vzdy klesala/stoupala
v pribéhu méfeni, dokud nedoslo k jejimu ustaleni), mefeni na povrchu polozek se ukazalo jako
problematictéjsi. Po naneseni kapky vody na polozku doslo v nékolika piipadech béhem oné jedné
minuty ,,Jouhovani“ k jejimu vsaknuti. Musela jsem ji proto nanaSet opakované, protoze sonda pH
metru musi byt pro spravné méteni v kontaktu s tekutinou (destilovana voda, KCl). Celkovy ¢as, po
kterou mohl povrch s vodou reagovat se tak snizil. Zaroven dochazelo béhem méfeni k vykyvim,

jak jsem popsala v kapitole 3.9.

Jednou ze tfi méfenych polozek byla vzdy polozka, na které rostl Rhizocarpon geographicum
(pokud se na dané lokalité vyskytoval). Tento liSejnik sice neni ekologicky pfili§ vyhranény, ale pre-
feruje spise kyselé substraty (Wirth, 1995). Na hadci je pH vyssi nez na amfibolitu, proto jsem se
snazila ovéfit, zda bude na hadcové horning rtst preferencné na mistech s niz§im pH, nez jaké panuje

na zbytku lokality. Tento pfedpoklad se mi potvrdit nepodafilo, a to ani jednou z pouzitych metod.

Konduktivita namétena ve vyluhu z obou typil substratu je velmi nizka, coz znamena malo roz-
pusténych iontl ve vyluhu. Pro pfedstavu — pitnd voda v CR miize mit podle vyhlasky &. 252/2004
Sb. konduktivitu max. 125 pS/cm, doporuc¢end konduktivita je pak 25-50 puS/cm. Na hadcich jsem
nameéfila ve vétsing pripadd vyssi konduktivitu nez na amfibolitech (Tab. 8). Vyjimku tvoii amfibo-
litova lokalita R4j, kde jsem naméfila konduktivitu srovnatelnou s hadcovymi lokalitami. To je nej-
spis zplsobeno vysokym obsahem Fe na této lokalité¢ (Obr. 12). Vys$si konduktivitu na hadcich pfi-

kladam predevsim vysokému obsahu Mg, Ca, Ni a Cr, ze kterych se mohou ionty uvoliiovat.
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Tab. 8 Prumeérné hodnoty pH a konduktivity namérené na jednotlivych lokalitach, jejich smérodatné odchylky (sd) a je-
jich priméry pro oba typy substratu — Zlutd = hadec, zelena = amfibolit, dvé po sobé nasledujici lokality predstavuji kli-
maticky par.

lokalita pH vyluh sd pH povrch pH zdravé hornina | konduktivita (uS/cm) | sd (uS/cm)
Kizky 9,14 0,05 5,80 7,74 69,19 8,56
Tepla 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
Bitov 6,83 0,07 5,60 6,74 41,38 3,10
Borecka skalka 8,62 0,17 5,82 6,76 64,26 5,68
Trebovské hradisko 7,63 0,17 6,01 6,69 20,17 1,91
Zelivka 9,01 0,17 6,11 6,84 74,06 3,40
Kalvarie 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
Ré&j 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
4.2 XRF

Celkem jsem na hadcich a amfibolitech provedla 337 méfeni obsahu tézkych kovli prenosnym
XRF analyzatorem. Pocet méfeni se v ramci vSech lokalit riznil, nebot’ jsem méftila vzdy pies stélku
sbiraného liSejniku a pocet sbiranych liSejniki se na kazdé lokalité lisil. Abych ziskala co nejvéro-
hodnéjsi obraz o prvkovém slozeni horniny na dané lokalité, vyuzila jsem vSechna méfeni vCetné
téch, ktera byla provedena pies stélku, ze které se mi nepodatilo ziskat sekvenci mykobionta (nebo
jsem molekularné potvrdila jiny druh mykobionta ¢i lichenikolni houbu). Celkem jsem tak provedla

191 meéfeni hadcové horniny a 146 méteni horniny amfibolitové.

Ackoliv se v literature uvadi, ze hadce obsahuji velké mnozstvi Ni, Cr a Co (Faust et al., 1956;
Faust & Fahey, 1962), ma méfeni potvrdila pouze vysoky obsah Ni a Cr (Obr. 11). Oba tyto prvky
se v nejvétsi mife vyskytuji na tfech hadcovych lokalitach — Mohelenské hadcové stepi, Zelivce a
Holubovskych hadcich. Na amfibolitech se tyto kovy vyskytuji minimalné. Jak ukazuje krabicovy
graf obsahu Co (Obr. 11), jedina lokalita, na které byl naméfen vysoky obsah tohoto prvku, je Mo-
helenska hadcova step. Na ostatnich lokalitach nebyl ve vétsiné méfeni vilbec detekovan, ptipadné
se zde vyskytuje ve vétSich koncentracich (i vice nez 5000 mg/kg), ale pouze ojedinéle, a to i na

amfibolitovych lokalitach.
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Obr. 11 Krabicové grafy obsahu Ni a Cr merenych pomoci XRF analyzatoru
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Vysledky méteni prokazaly, Ze i amfibolity jsou bohaté na nekteré tézké kovy, konkrétné man-

gan (Mn), Zelezo (Fe) a titan (Ti). Mangan a Zelezo se na amfibolitovych lokalitach vyskytuje ve

vétSing piipadl ve vét§im mnozstvi nez na hadcovych lokalitach. Jedinou vyjimku tvoti Zelivka — na

této lokalité se vyskytuje v hadci vice obou prvkll nez na vétsiné amfibolitovych lokalit (Obr. 12).

V ptipadé Ti je jeho mnozstvi v amfibolitech vyrazné vyssi nez v hadci napfic vSemi lokalitami (Obr.

13).
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Obr. 12 Krabicovy graf obsahu Mn a Fe méreného pomoci XRF analyzdtoru
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Obr. 13 Krabicovy graf obsahu Ti naméreného pomoci XRF analyzatoru

Poslednimi dvéma prvky, kterymi jsem se zabyvala, jsou hof¢ik (Mg) a kiemik (Si). V piipadée
téchto prvkl se nejedna o t€zké kovy, ale jsou to prvky, které jsou ve zkoumanych horninach vy-
znamng zastoupené a prispivaji tak k charakteristice daného typu horniny. Je obecné€ znamo, Ze hadce
jsou bohaté na Mg, coz se mym méfenim potvrdilo. Jak ale popisuji v kapitole 3.10 vénujici se me-
todice méfeni XRF analyzdtorem, Mg je sice nejlehcim prvkem, jehoz obsah v horning je mozné
XRF analyzatorem zméfit, ale piesto je jeho méreni nepfesné. V mnoha piipadech bylo jeho mnoz-
stvi pod limitem detekce, ackoliv jind méteni z dané lokality potvrdila vysoky obsah Mg. Méteni
tohoto prvku je proto nutné brat s rezervou a uvadim jej spis pro zajimavost a demonstraci limiti této
metody. Jedinou lokalitou, kde se Mg nepodafilo detekovat viibec, byly Hadce u Zelivky (Obr. 14).
Chemicky vzorec hadce je M3T,0s (OH)s, kde M miize byt nahrazeno Mg, Fe?', Fe**, Al, Ni, Mn**,
Zn, zatimco misto T miize byt obsazeno Si, Al, Fe*". Zaroven je hadec tvofen piedevs§im mineraly
serpentinu, kterymi jsou antigorit, lizarit a chrysolit, které maji stejné slozeni — Mg3Si,0s(OH)4, a
vznikly hydrotermalni alteraci z zelezito-hofe¢natych silikatd jako olivin a pyroxen (Rakovan, 2011).
Pritomnost Mg na vS§ech hadcovych lokalitach je vzhledem k jejich ptivodu nutna. Hoi¢ik byl navic
v poloZce z Zelivky naméien metodou SEM-EDS v podobném mnozstvi jako v polozce z Mohelen-

ské hadcové stepi.

Kiemik se vyskytuje v obou horninach. V piipadé vétsiny klimatickych part pievazuje jeho

mnozstvi v amfibolitech (Obr. 14).
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Obr. 14 Krabicovy graf obsahu Mg a Si naméreného pomoci XRF analyzatoru
Rozdily v prvkovém slozeni se ukdzaly ve vétsing pfipadi jako signifikantni (Tab. 10). Mini-
malni, maximalni a primérné hodnoty namétenych prvka a smérodatné odchylky danych meéteni

uvadim v Tab. 11.

Jelikoz jsem chtéla mit predstavu o obsahu prvkil v horniné/stélce vSech sbiranych liSejniki,
snazila jsem se zméfit prvkové slozeni i v liSejnicich druhu Cladonia pyxidata. Ukazalo se ale, ze
tato méfeni jsou mnohdy nemozna, nejspi$ kvtli nerovnosti povrchu (pfizemni Supiny) nebo malé
Sifce podecia. Dochazelo pak k méteni volného vzduchu a tato méteni byla Casto zrusend predcasné.

Nedokoncend méteni jsem z analyz vyloucila.
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Na néekterych lokalitach (Kiizky, Mohelno) jsem provedla i méteni nezvétralé casti horniny. Na
Ki#izkach byl obsah prvki méfeny pod previsem ve vSech pripadech vyssi, nezZ je primér méfeni pies
stélku lisejniku v ramci celé lokality. Na Moheln€ bylo totéz prokézano ve vSech ptipadech kromé

Cr (Tab. 9).

Tab. 9 Vysledky méreni obsahu prvkii ve zdravé horniné, zluté zvyraznéné jsou vyssi z namérenych hodnot,
vSechny hodnoty jsou uvedeny v mg/kg.

Mg Si Cr Ni Fe
Mohelno priimér 50386,8 66067,6 10023,45 46529,3 1121,36
Mohelno zdrava hornina | 128250,0 159950 3224 61500 1545
Kfizky pramér 941,0 30740,0 625,1 669,9 27773,3
KFizky previs 115150,0 104600 879 1957,5 66950

Rozdily obou substrat na zaklad€ prvkového slozeni jsem ovétila pomoci NMDS (Obr. 15) —
lokality sice vytvareji dveé skupiny, ovSem nejedna se o dva oddélené clustery. Ze vzdalenosti mezi
jednotlivymi lokalitami 1ze navic odvodit, Ze maji horniny rizné chemické slozeni, a to i v ramci

stejného typu horniny.
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Obr. 15 NMDS diagram zobrazujici rozdilnost lokalit na zakladé jejich chemismu (primeérny obsah Mg, Si, Ti, Fe a Ni),
tucné jsou vyznacené signifikantni promenné, Euklidovska metrika, stres = 0,027
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Tab. 10 Vysledky t-testit namérenych prvki pro hadce a amfibolity

 test Mg Si Ti Cr Mn Fe Ni
DF |p-hodnota|DF |p-hodnota|DF ([p-hodnota|DF |p-hodnota|DF |p-hodnota |[DF |p-hodnota|DF |p-hodnota
K¥izky + Tepla 38 | 0,1661 |[35.2| <0,001 34 | <0,001 46 | <0,001 [36.8/ <0,001 |35.2| <0,001 |49.5| <0,001
Mohelno + Bitov 51 <0,001 ([28.9| <0,001 26 | <0,001 47 | <0,001 [26.4| <0,001 27 | <0,001 |51.3| <0,001
Zelivka + Kalvarie X X 37.8] 0,029 29 | <0,001 |29.3] <0,001 |37.3] <0,001 ([34.3| <0,001 32 <0,001
Holubovské hadce + R3j 24 | <0,001 |45.5| <0,001 24 | <0,001 24 | <0,001 |44.9| <0,001 | 45 <0,001 25 | >0,0035
Borecka skalka + Trebovské hradisk{ 21 <0,001 (24.9| <0,001 22 <0,001 [23.3] <0,001 (27.2] <0,001 |26.6| <0,001 |21.6f <0,001
hadec + amfibolit 170 <0,001 259 <0,001 139 <0,001 173| <0,001 269| <0,001 287| <0,001 182 <0,001

Tab. 11 Minimalni (min) a maximalni (max) namérené hodnoty XRF analyzatorem, jejich priumeéry a smerodatné odchylky jednotlivych meéreni. Odlehlé hodnoty jsou vyloucené. Vsechny hodnoty

jsou uvedeny v mg/k,

&

g, nd = nedete

kovadno, pod limitem detekce. Zluté jsou oznacené hadce, zelené amfibolity, dveé po sobé nasledujici lokality predstavuji klimaticky par.

Mg Si Ti Cr Mn Fe Ni Co

Kizky min—max nd—36700 2405,5-91900 nd-1930,5 nd-1862 nd-1155,5 418,5-72750 nd-1970 nd
prameér + SD 941 + 187493,6 30740 +540,1 nd + 1930,5 625,1 +55 382,9+ 23535 27773,3 £ 306.3 669,9 + 20 nd + 687,2

Tepls min—max nd 9617-268950 nd-11681,5 nd 48-953,5 1241112550 nd-105,5 nd

pramér £ SD nd 147528,6 + 1175,1 | 10322,2 + 399,3 nd 2263,2+1129 196679,9 + 866,4 129+2,2 nd
Mohelno min—max nd-196100 8383-123450 nd 1331,5-31436,5 304-1241 121-2495,5 16129—72850 197-880,5
pramér+SD | 50386,8 + 53648,1 66067,6 + 999,6 nd + 22606,6 100234 + 136 704,3 +734,6 1121,4 + 40,5 46529,3 + 566,4 | 580,9 + 30,1

Bitov min—max nd 272250-732250 14950-34450 nd-777 1209,5-8000 85900673000 nd-2000,5 nd

primér + SD nd 445389,7 + 24241 | 24339,3 £1125 145,2 £ 36 4304,3 £320,7 | 386467,2 £1982,8 | 551,5+107,7 nd

Felivka min—max nd 203600548250 nd—-8850 2501-22182 4677,5-10046,5 398500700200 16800-58600 nd

pramér + SD nd 366750 £+ 1851,5 23485 +409,6 | 10957,7+363,1 | 6741,3+362,3 | 563153,1 +1828,1 | 39512 + 726,6 nd

Kalvérie min—max nd 19642-574000 2408-49400 nd-1809,5 296,5-10881,5 30300627350 nd—865 nd

pramér + SD nd 296108,4 + 1568,6 | 22036,3 + 530,3 140,1 + 24,6 3603,5+140,9 | 2568209 +11134 167,4 + 30,5 nd

Holubovské hadce min—max nd—208400 3414,5-599800 nd—4200 nd—17600 84,5-9749,5 1821654550 39,5-50500 nd
prameér + SD 51132,7 + 45725 185026,7 + 1400,8 | 982,26 + 5828,1 4707 + 160,5 2780,1 +128,8 2116595 +921,3 | 124423+ 2182 | nd +386,3

Raj min—max nd 103000496600 1255040900 nd 4088-12828,5 247750-837150 nd-2100 nd

pramér + SD nd 332609,6 + 1967,3 29564 + 854 nd 79343 +3216 | 560473,1+1886,5 | 557,2+110,8 nd

Borecks skalka min—max nd—86650 17328,5-79200 383-950,5 252-2026 124-676 21878-56550 436-1712,5 nd

pramér + SD 25526,1+5191,3 44803 +711,4 605,8 + 125,5 998,6 + 34,8 4684 + 27,2 45488,7 + 4934 1121,6 + 23,4 nd

Trebovské hradisko min—max nd 25003271000 869,5-12035,5 nd-189,5 131-1875 12927,5-149000 nd-146,5 nd

prameér + SD nd 1282719 + 12406 | 6189,3 + 255,3 55,1+10,9 998,5 + 39,6 813436 £679,1 66,5+ 9,6 nd




4.3 SEM-EDS

Pomoci SEM se mi podatilo vizualizovat prufez stélkou liSejniku a jeji svrchni i spodni povrch.
Zatimco tmavé struktury predstavuji organickou hmotu (tedy stélku liSejniku), svétla mista predsta-
vuji horninu, pfipadné jeji ¢astice (Obr. 16). Praveé tyto ¢astice mé nejvice zajimaly vzhledem k tomu,
ze jsou v piimém kontaktu se stélkou lisejniku. Rozdily ve svétlosti pozorovanych struktur jsou zpti-
sobené rozdilnymi atomovymi Cisly prvki, které jsou v nich obsazené. Svitivéjsi (svétlejsi) mista
tedy obsahuji prvky s vys$im atomovym Cislem. Takova mista jsme s M. Vitkovou vytipovaly a ne-
chaly zméfit jejich obsah prvkli pomoci EDS. Celkem jsme provedly 120 méfeni obsahu prvkl ve
stélkach liSejnikl a ¢asticich horniny v 15 vzorcich pochazejicich z péti polozek ze ctyt lokalit a
obou typtl substratu (viz Tab. 6., kapitolu 3.11). Uvadim zde pouze vysledky nejzajimavéjSich mé-
feni.

Po vykresleni spektra ma kazdy prvek na ose x jedine¢nou pozici urcenou mnozstvim odrazené
energie — diky tomu Ize jednotlivé vrcholy spektra identifikovat. Vyska jednotlivych vrcholti pak
odpovida poctu countdl za vtetinu a je mozné z ni vy¢ist koncentrace daného prvku ve vzorku. Ov§em
nejedna se o piesné hodnoty jako spi$ o orienta¢ni informaci o prvkovém slozeni vzorku — prvky,

M7 .

které se ve vzorku vyskytuji v nejvetsi mife (>10 hm.%) budou mit vrcholy nejvyssi, minoritni prvky

(1-10 hm. %) maji vrcholy nizké a stopové prvky maji vrcholy jesté nizsi, ptipadné viibec nejsou

detekovatelné (Rasch et al., 2024).
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Obr. 16 Vievo: Pricny rez stélkou lisejniku Lecanora rupicola z Mohelenské hadcové stepi ze SEM (BSE), barevné jsou
zaznacené jednotlivé casti stélky a horniny: 1 — hornina, 2 — prechodova vrstva mezi horninou a stélkou lisejniku, 3 —
dren, 4 — vrstva fotobionta, 5 — korova vrstva a svrchni povrch stélky, Sipky s oznacenim sp. 1 a 2 oznacuji body méreni
EDS. Vpravo: Spektra zobrazujict prvkové slozeni v bodech méren.

Ve vétsiné pripadu patfily svitivé ¢astecky oxidum zeleza, ale prokazala se 1 pfitomnost jinych
tézkych kovi — predev§im Ni a Cr v pfipadé hadce, Ti v pfipadé amfibolitu. Hlavnim parametrem
potvrzujicim rozdil mezi anorganickou a organickou hmotou je (ne)pfitomnost C, ktery je

v organické hmot¢ vice zastoupen nez v hmoté anorganické. To je ziejmé z Obr. 16, ze kterého je
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ale patrny i rozdil v prvkovém sloZeni horniny a stélky liSejniku. Je na ném fotografie pticného fezu
stélkou lisejniku Lecanora rupicola z Mohelenské hadcové stepi. Je ziejmé, ze zatimco hornina (v
tomto ptipadé hadec) obsahuje zna¢né mnozstvi Mg, O a Al a mensi mnozstvi Fe, C, Cr, Co, Mn a
Si, stélka liSejniku obsahuje ptedevsim velké mnozstvi C, O a Si. Hliniku a Mg zde nalezneme oproti
hornin€ mélo a nékteré prvky (Cr, Mn, Co) zde nenalezneme viibec. Chlor sice v horning také nebyl
nameéfen, ale jeho vyskyt ve stélce liSejniku nepovazuji za relevantni vzhledem k jeho nizkému
obsahu a moZznosti, Ze byl na vzorek nanesen pfi manipulaci s nim jako kontaminace — napft. ve formé

potu (NaCl) z rukou.

Obr. 17 a — pricny rez stélkou lisejniku Lecanora rupicola z Mohelenské hadcové stepi, Sipky oznacuji body méreni
(BSE), b — spektra prvkii namérenych v bodech mérent, ¢ — detail merené castecky horniny (sp. 3) ve stélce (BSE), d —
stejna castecka horniny zobrazena snimanim SE
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Ze stejného prirezu stélkou jsem ziskala dalsi dva zajimavé vysledky z méfeni podlozni horniny
a ¢astice ve stélce liSejniku (Obr. 17). V tomto pfipad¢ je v8ak nutné si v§imnout odlisSného mnozstvi
countll zachycenych za vtefinu na ose y — v tomto pfipadé nelze pouze porovnat vysku vrcholi
jednotlivych prvkil a vyvozovat z ni zavéry o mnozstevnim zastoupeni jednotlivych prvkil. Zatimco
obsah prvkil v misté méfeni ve svrchni ¢asti horniny je lehce nadhodnoceny (celkem zméteno 117
hm. %), méteni Castice, ktera se nachdzi ve stélce liSejniku, nedosahlo 100 hm. %, ale pouze 69 hm.
%. Je vSak zfejmé, Ze se Castice 1 pevna hornina v obsahu prvkii ¢astecné prekryvaji a v obou tak
nalezneme nésledujici prvky: C, O, Mg, Al, Si, Cr, Mn a Co. V ¢astici ve stélce se vyskytuje navic

/n.

Potvrzeni o v¢lenéni meéfené casteCky do electron
beam

stélky lisejniku jsem ziskala pomoci snimani SE,

electron

tedy zobrazeni topografie povrchu vzorku (Obr. g

many
o [~ electrons
J escape

17d). Ze snimku je patrné, ze je Castice prekryta

houbovymi hyfami. Na tomto obrazku je také .
ew
electrons

mozné si pov§imnout hranového efektu, coz je jev, 7] escape

ke kterému dochazi pfi snimani SE a pouziti surface

vysokého urychlovaciho napéti elektrond. Jak uz

Obr. 18 Schéma vzniku hranového efektu
nazev tohoto jevu napovida, hranovy efekt se (Krumeich, 2023)
projevuje na hranach nebo jinych ostrych vyc¢nélcich vzorku. Na rovné plose je Cast elektronti
vzorkem absorbovéna, zatimco na hranég, kde je vétsi ¢ast reakéniho objemu u povrchu, nedojde
k absorbovani téchto elektronti (Obr. 18). To se projevi jako svétlejsi, piesvicena oblast (Jufikova,

2021; Krumeich, 2023).

Inkorporaci &astic do prothallu liSejniku Lecidella carpathica ze Zelivky zobrazuje Obr. 19.
V tomto pripad€ jsem nesnimala ptfi¢ny fez stélkou, ale samotny povrch stélky i horniny, na které
tento liSejnik rostl. Krome prothallu, stélky a apothecii je mozné vidét i sinice, které jsem podle jejich
morfologie zatadila do rodu Stigonema. Prvkové zastoupeni méfenych castic odpovida hadcové
hornin€ — obsahuje Mg a stopové mnozstvi Cr a v pfipad¢ jedné z astic i Co. Zajimava je stopova
pfitomnost stroncia (Sc), které se v jinych meéfenich nevyskytuje. Z téméf shodného prvkového

sloZeni lze také usuzovat, ze se jedna o ¢astecky stejného ptivodu.
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Obr. 19 a — svrchni povrch lisejniku Lecidella carpathica ze Zelivky, Sipky oznacuji body méreni (BSE), 1 = prothallus, 2
= volné Zijici sinice b — spektra prvkii namérenych v bodech méreni, ¢ — detail obou mérenych castic (BSE), d — detail
obou mérenych castic (SE)

AR

Na fezu apotheciem lisejniku Lecidea fuscoatra z PR U doutné skaly (Obr. 20 a — pfi¢ny fez
apotheciem liSejniku Lecidea fuscoatra z PR U doutné skaly (BSE), Sipka oznacuje misto méfeni,
1 = okraj apothecia, 2 = epithecium, 3 = thecium (hymenium), b + ¢ — spektrum prvkli naméfenych
v mistech méfeni,
d — detail spodniho povrchu stélky lisejniku Acarospora fuscata (BSE), Sipka oznacuje misto méfent,
krouzek zvyraznuje ¢astici na povrchu vzorku, e — detail spodniho povrchu stélky lisejniku Acaro-
spora fuscata (SE)a) je mozné pozorovat lokalizaci ¢astic horniny uvniti apothecia. Céstice se ve
vetsi mife vyskytuji pouze ve svrchni vrstvé apothecia (epitheciu) a pod vytrusorodou vrstvou
(hymeniem), zatimco v hymeniu je jejich vyskyt zna¢né omezen. Méfena Castice byla méné svitiva,

¢emuz odpovida i jeji prvkové slozeni. Nenachazeji se v ni zadné tézké kovy — obsahuje pouze C, O

44



a Si. Ackoliv neni mozné urCit pfesny chemicky vzorec dané slouceniny, 1ze pfedpokladat, Ze se
jedna o zrnicko kiemene (s chemickym vzorcem Si0;). Cast C mize byt také faleSnym signalem

pochazejicim z pokoveni vzorku, které se provadi prave uhlikem.

Zbyvajici dvé fotografie zobrazuji spodni povrch stélky lisejniku Acarospora fuscata z Réje.
Mgétena Castice obsahuje priblizné 25 hm. % Ti, coz je tézky kov, ktery byl ve vysoké mife nameéfen
i XRF analyzatorem na vSech amfibolitovych lokalitach (viz kapitolu 4.2). Tato castice je zaclenéna
do stélky lisejniku, jak ukazuje Obr. 20 a — pfi¢ny fez apotheciem liSejniku Lecidea fuscoatra z PR
U doutné skaly (BSE), Sipka oznacuje misto meéfent,
1 = okraj apothecia, 2 = epithecium, 3 = thecium (hymenium), b + ¢ — spektrum prvkt namétenych
v mistech méfeni,

d — detail spodniho povrchu stélky lisejniku Acarospora fuscata (BSE), Sipka oznacuje misto méteni,

sp.7

Obr. 20 a — pricny rez apotheciem liSejniku Lecidea fuscoatra z PR U doutné skdly (BSE), Sipka oznacuje misto mérent,
1 = okraj apothecia, 2 = epithecium, 3 = thecium (hymenium), b + ¢ — spektrum prvkii namérenych v mistech merent,

d — detail spodniho povrchu stélky lisejniku Acarospora fuscata (BSE), Sipka oznacuje misto méreni, krouzek zvyraziuje
castici na povrchu vzorku, e — detail spodniho povrchu stélky lisejniku Acarospora fuscata (SE)
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krouzek zvyraziuje ¢astici na povrchu vzorku, e — detail spodniho povrchu stélky lisejniku Acaro-
spora fuscata (SE)e. Na téchto dvou fotografiich lze spatfit rozdil v tom, jak vypada pifi snimani
topografie povrchu Castice, kterd je zarostla ve stélce a které je pouze na povrchu vzorku (v krouzku).
Zajimava je Casta pritomnost zirkonli v polozce RA10 z Réje, které zde byly hojné ptfitomné na
povrchu stélky lisejniku Protoparmeliopsis muralis. V této polozce byly pfitomné i ¢astice Cistého

Fe bez ptitomnosti O.

4.4 Mykobionti
Ziskani sekvenci mykobiontii se u n€kterych polozek ukdzalo jako naro¢né z divodu castého
napadeni sbiranych liSejnika lichenikolnimi houbami (Obr. 21). Pro extrakci DNA jsem se snazila
vybirat pouze Casti stélek, které nevykazovaly viditelnou pfitomnost lichenikolnich hub — tedy ve
vétSin€ pripadl nejmladsi Casti stélek (okraje lalokt, areol). V mnoha piipadech vSak ziskana sek-
vence nebyla kvalitni a musela jsem proto opakovat PCR. Pokud nedoslo ke zlepSeni kvality sek-

vence, pristoupila jsem k op€tovné izolaci DNA. Ani to ale nebylo v nékterych ptipadech zarukou

uspéchu a sekvenci se mi z 49 stélek liSejnikd opakované nepodaftilo ziskat.
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Obr. 21 Sekvence lisejniku Lecanora polytropa z Krizkit obsahujici mykobionta a lichenikolni houbu
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Z celkového poctu 278 sebranych stélek liSejniki jsem ziskala sekvenci a molekularné potvrdila
identitu 203 mykobiontl. Ve 26 pfipadech byla sice sekvence kvalitni, ale prokazala pfisluSnost k
jinému druhu liSejniku, nez jak jsem jej morfologicky urcila. Pokud se jednalo o druh lisejniku, ktery
nepatiil mezi 11 mnou sbiranych druhti, tak jsem sekvenci vytadila. Pro dal$i zpracovani jsem

Tab. 12 Pocet polozek s potvrzenym mykobiontem i fotobiontem na kazdé z lokalit,
prazdna bunika = 0, Zlutd = hadec, zelenda = amfibolit
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druh Y | |lZ @~ 2 |ao B
Acarospora fuscata 1 1 2 1 1 3
Candelariella coralliza 1 1 3 1
Candelariella vitellina 1 2 2 113 2|4 3
Cladonia pyxidata 3 213 2 411 41|12 3
Lecanora polytropa 2 3 2 2 1 3
Lecanora rupicola 2 3 3 2 3|2
Lecidea fuscoatra 2 3 3 1{1 12 5
Lecidella carpathica 3 4 1 2 3|2
Protoparmeliopsis muralis 1 1 3 411 3
Rhizocarpon geographicum 3 5|3 114 13 1
Pertusaria chiodectonoides 1 3 1
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pouzila pouze vzorky, u kterych se mi podafilo ziskat sekvenci DNA obou symbiontti, celkem jsem
tedy pracovala se 157 vzorky. Tab. 12 zobrazuje, z kolika poloZek z dané lokality se mi povedlo
ziskat kvalitni sekvenci obou symbiontli. Vzhledem k tomu, ze se pocet sebranych druhi liejnik
na sparovanych lokalitach rizni, jsem se rozhodla upustit od porovnavani fotobiontli v rdmci klima-
tickych para a pristoupit k porovnani fotobiontl liSejnikd celkoveé z obou typti horniny. Osmdesat

polozek pochazi z hadce a 77 z amfibolitu.
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82

AL24

80

—  KT453739 Lecidella carpathica ZX20141477
MT273110 Lecidella carpathica 18-61161

KT453736 Lecidella tumidula ZX XL0O0O09

9
100
99 ﬁ
I

96

97

JNB73882 Lecidella carpathica Tuerk 38625
KT453741 Lecidella carpathica ZX20140367

100

L MN906289 Lecidella sp. Tonsberg 42709
OP730574 Lecidella sp. Malicek 14713
99 MZ243647 Lecidella elaesochroma Leavitt 18437a
MZ243649 Lecidella elaeochroma Leavitt 18473a

KX132960 Lecidella scabra LIFUD51-16

0.0z

Obr. 22 Nezakorenény fylogeneticky strom mykobionti naleZicim do druhu Lecidella carpathica vytvoreny metodou ML na zdkladé
useku ITS rDNA. Cisla nad vétvemi zobrazuji ML bootstrap, zobrazeny jsou hodnoty >75. Tucné vyznacené vzorky pochazeji z této
prdce, barva urcuje typ substratu — Zluta = hadec, zelend = amfibolit.

U nékterych polozek druhu Lecidella carpathica (HH11-14, KR36, KR41) jsem zaznamenala
pouze nizkou shodu se sekvencemi useku ITS v ramci databaze GenBank. Tyto polozky vykazuji
shodu 93-95 % s lisejnikem Lecidella scabra, avSak zadna z poloZzek netvoii soredie, jsou naopak
bohat€ plodné. Nejvyssi shoda (> 98 %) byla nalezena se sekvencemi MN906289 a OP730574. Prvni
zminéna sekvence pochdzi z Aljasky z nékolika sorediosnich i nesorediosnich bohat¢ plodnych po-
lozek urcenych pouze do rodu Lecidella. Tyto polozky obsahovaly xanthony a atranorin (McCune et
al., 2020). Druha sekvence pochdazi z liSejniku Lecidella sp., ktery byl nalezen J. Malickem v PR
Ptaci sténa v Blanském lese (Malicek, 2022). Mé polozky pochézeji jednak z PR Holubovské hadce
(vSechny s kodem HHxx), kterd je od vySe zminéné lokality vzdalena 11,7 km vzduSenou carou a
nachazi se také v pohoti Blansky les, a jednak z NPR Kftizky (kod KRxx). Zatimco v NPR Kiizky i
PR Holubovské hadce byly liSejniky tohoto druhu nalezeny rostouci na hadcovém substratu, PR Ptaci

47



sténa lezi celou svou rozlohou na granulitové podlozni horning. Stejné jako polozky J. Malicka vy-
kazovaly vSechny mé polozky K+ Zlutou reakci, naopak C+ oranzovou reakci jsem vSak zaznamenala
jen u dvou polozek z Holubovskych hadei — HH12 a HH13. Metodou ML jsem vytvotila fylogene-
ticky strom tseku ITS zahrnujici vSechny sekvence druhu L. carpathica (Obr. 22). Ze stromu lze
vy¢ist, Ze mnou sebrané liSejniky druhu L. carpathica utvateji tfi clady, pfi¢emz jeden tvoii prave
vzorky z Kiizkti a Holubovskych hadcti. U téchto vzorkl jsem se proto rozhodla amplifikovat i tsek
mtSSU. Ten jiz vykazoval vyssi shodu s druhem L. carpathica — 97,3-97,7 %. Pro tcely této diplo-
moveé prace jsem se rozhodla tyto nejednoznacné polozky zahrnout do druhu L. carpathica, ale tento

druh by si v budoucnu jisté zaslouzil vice pozornosti.

Dalsim druhem, u kterého se ukazalo nejednoznacné rozliSeni na zaklade useku ITS, je druh
Lecidea fuscoatra. Pfed dvéma lety byl v CR zaznamenan vyskyt druhu Lecidea fuscoatrina (Von-
drak et al., 2022). Tyto druhy je v terénu nemozné rozeznat a jejich odliSeni je mozné predevsim na
zaklad¢ chemismu — zatimco L. fuscoatra obsahuje gyrofovou kyselinu, L. fuscoatrina ji neobsahuje,
ale vyznacuje se pritomnosti kyseliny konfluentové (Malicek et al., 2024). K ovéfeni (ne)pfitomnosti
kyseliny gyrofové v kiife a dfeni je mozné provést bodovy test roztokem chlornanu sodného (bézné
se pouziva nefedéné Savo). Ovéteni pritomnosti kyseliny konfluentové je nutné provést pomoci ten-

kovrstevné chromatografie (TLC). U polozek, které vykazovaly shodu useku ITS s obéma vyse
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Obr. 23 Nezakorenény fylogeneticky strom mykobiontii rodu Cladonia vytvoreny metodou ML na zakladé vuseku ITS
rDNA. Cisla nad vetvemi zobrazuji ML bootstrap, zobrazeny jsou hodnoty >75. Tucné vyznacené vzorky pochazeji z této
prdce, barva urcuje typ substratu — Zluta = hadec, zelend = amfibolit.
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zminénymi druhy, jsem provedla pificny fez stélkou, ke kterému jsem nasledné¢ pod mikroskopem
piidala par kapek Sava. Ve vétsing ptipadi doslo k reakci (riizové az Cervené zbarveni kiry a diené),
jen u tif polozek (DS20, DS22, DS31) k z4dné reakci nedoslo. Tyto liSejniky, které jsem prifadila
druhu L. fuscoatrina, rostly na lokalit¢ PR U doutné skaly spole¢né s liSejniky druhu L. fuscoatra,

které cervenou reakci vykazovaly. Vzorky druhu L. fuscoatrina jsem vytadila.

Dva vzorky rodu Cladonia (DS35 a TE31) vykazovaly nejvyssi shodu (> 99 %) s druhem Cla-
donia grayi, jeden (TE15) s druhem Cladonia merochlorophaea (> 99 %, Obr. 23). Morfologicky a
chemicky vSak vSechny polozky odpovidaly druhu Cladonia pyxidata — na podeciu se vyskytovaly
granulky az desticky a v UV svétle nedoslo k zddné reakci. Je také pozoruhodné, Ze mnoho sekvenci
nevykazuje vysokou shodu (> 98 %) s zadnou sekvenci v databazi GenBank. Usek ITS viak nemusi
byt spolehlivy pro odliseni n€kterych druhd dutohlavek (Kelly et al., 2011; Kanz et al., 2015). Vy-
mezeni druhti v této skupin€ dutohlavek navic zatim nebylo komplexné studovano. Z téchto diivodu

jsem tyto vzorky zatadila do dalSich analyz jako druh C. pyxidata.
Fylogenetické stromy vSech zbyvajicich mykobiontd jsou uvedené v ptiloze (Piiloha 6).

Ackoliv je Lecanora rupicola bézn¢ se vyskytujicim lisejnikem, ktery je i v terénu dobie roz-
poznatelny, kvalitni sekvenci se mi podaftilo ziskat pouze ve 12 ptipadech z celkovych 21 sebranych
stélek. Vetsina stélek, ze kterych se mi nepodatilo ziskat sekvenci, nevykazovala zadné viditelné
napadeni lichenikolnimi houbami (coz ovSem nevylucuje jejich pfitomnost). V piipad¢ tohoto lisej-

niku nepomohl ani peclivy vybér kouski stélky, ze kterych jsem izolovala DNA, ani opakovani PCR.

Z fylogenetickych stromti (Obr. 22, Obr. 23, Priloha 6) je patrné, ze se v nékterych druzich
vyskytuji linie mykobiontd vykazujici afinitu k jednomu ze substratt. Takové linie se nachazeji
ve druzich Cladonia pyxidata, Lecanora rupicola, Lecanora polytropa, Lecidea fuscoatra, Lecidella
carpathica, Protoparmeliopsis muralis. Nelze s jistotou tvrdit, Ze do téchto linii nebudou spadat i
mykobionti z jinych substratd, jelikoz pocet stélek, které jsem na jednotlivych lokalitach sbirala, byl
nizky. Z tohoto divodu by si problematika mykobiontt rostoucich na hadcovych substratech zaslou-

zila hlubsi zkoumani.

1.7 a b

sesPD

3 ‘

amfibolit hadec amfibolit hadec
substrat substrat

Obr. 24 a — porovnani fylogenetické diverzity mykobiontii asociovanych s fotobionty rodu Trebouxia, b — porovnani fyloge-
netické struktury mykobiontii asociovanych s fotobionty rodu Trebouxia

49



Fylogeneticka diverzita mykobiontt tvoricich symbidzu s fasou rodu Trebouxia je nizsi na am-
fibolitech nez na hadcich (Obr. 24a), z toho Ize odvodit, ze mykobionti z amfibolitovych lokalit jsou
vzajemné piibuznéjsi nez z lokalit hadcovych. Vice diverzni mykobionti v§ak neobsahuji vice di-
verzni fotobionty (Obr. 26). Fylogeneticka struktura se u téchto mykobiontt nelisi v zavislosti na

typu horniny, kterou portstaji (Obr. 24b).
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Obr. 26 Zavislost PD mykobiontit na PD fotobiontii
o D __

[
Hodnoty sesPD v ptipadé¢ mykobiontt do- I D

sahuji ve vSech pfipadech kromé Kitizkl zapor-

nych hodnot, v péti ptipadech jde o signifikantni

vysledky (Obr. 25). Znamena to tedy, Ze spole- * ¥ ]
*
¢enstvo mykobiontl je spiSe filtrovano typem KR TE MO DS HH RA ZE AL BS TH

substratu nez napt. kompetici.

Obr. 25 Fylogeneticka struktura spolecenstva mykobiontii,
Zluté hadec, zelené amfibolit, hvézdicka oznacuje signifikantni
vysledek s p < 0,01.

4.5 Fotobionti
Z celkového poctu 278 sebranych stélek se mi podaftilo ziskat 174 kvalitnich sekvenci fotobio-
ntl. Nejprve jsem vzorky zpracovavala postupné — az po potvrzeni druhu mykobionta jsem piistou-
pila ke zpracovani DNA fotobionta. Pozd¢ji jsem v§ak musela pfistoupit k soubéznému zpracovavani
vzorkl. Z tohoto diivodu jsem ziskala 14 kvalitnich sekvenci fotobionti, u kterych jsem ale moleku-

larné neprokazala identitu mykobionta. Tyto vzorky jsem vyfadila a dal pracovala pouze se 157, u
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kterych jsem ziskala kvalitni sekvence obou symbiontil. V 60 piipadech byla sekvence i po opako-
vanych PCR nekvalitni. Ve 21 pfipadech jsem pii vizualizaci PCR produktti zaznamenala dva
prouzky na gelu, coz miize svédcit o pritomnosti druhého fotobionta ve stélce nebo kontaminaci
volné zijici fasou. Ze 157 analyzovanych sekvenci patti 133 sekvenci fasdm rodu Trebouxia a 24

fasam rodu Asterochloris.

Rasy rodu Trebouxia pochazeji z deseti druhii lisejniktl, zatimco fasy rodu Asterochloris ze

stélek liSejnik morfologicky odpovidajicich druhu Cladonia pyxidata.

Vliv typu substratu na druhové slozeni fotobiontil jsem vizualizovala pomoci NMDS diagramu
(Obr. 27). Je z n&j patrné, Ze druhové sloZeni je na obou lokalitdich podobné a vliv substratu je tim

padem minimalni.
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Obr. 27 NMDS diagram vilivu typu substratu na druhové slozeni fotobiontii, Bray-Curtisitv index, stres = 0,11

4.5.1 Fotobionti rodu Trebouxia

Fylogeneticky strom fas rodu Trebouxia obsahuje celkem 341 unikatnich sekvenci. Pivodni
alignment ze studie Peksy a kol. (Peksa et al., 2022) obsahoval 213 unikatnich sekvenci, ptidala jsem
k nému 117 nové ziskanych unikatnich sekvenci. Zbylych 16 duplicitnich sekvenci jsem sparovala
s unikatnimi sekvencemi v alignmentu a nasledné je do fylogenetického stromu ruéné doplnila. Do
puvodniho alignmentu jsem piidala i sekvence ziskané metodou Illumina metabarcodingu. Spolu
s noveé ziskanymi sekvencemi jsem piidala i referenéni sekvence z databiaze GenBank, které vyka-
zovaly nejvyssi shodu pti pouziti algoritmu BLASTN. Vysledny fylogeneticky strom (Ptiloha 5)
tedy zobrazuje ptibuzenské vztahy mezi 358 vzorky tas rodu Trebouxia. Zjednoduseny fylogeneticky

strom (Obr. 28) obsahuje nazvy vSech linii, ¢isla oznacuji pocty stélek, ve kterych jsem danou linii
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identifikovala. Jednotlivé clady a linie uvnitf nich jsem identifikovala podle studie Peksy a kol.

(Peksa et al., 2022).
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Obr. 28 Zjednoduseny nezakorenény BI strom linii fotobiontii rodu Trebouxia vytvoreny na zdkladé viseku ITS. Cisla nad vét-
vemi zobrazuji statistickou podporu urcenou dvéema metodami — Bl posteriorni pravdépodobnost / ML bootstrap. Zobrazeny
jsou hodnoty > 89 pro BI a jim odpovidajici hodnoty ML. Tucné jsou vyznacené linie s BI = 1. Cisla za jmény linii uddavaji pocet
stélek, ze kterych jsem ziskala sekvenci daného fotobionta, barva odpovida substratu, na kterém stélka rostla — Zluta = hadec,
zelend = amfibolit, pismena A, S, C, I oznacuji jednotlivé clady.
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Nejvice fotobiontli z mé prace (celkem 102) patii do cladu A, 28 fotobiontl do cladu S a tfi do
cladu I. V ramci cladu A nalezi fotobionti deviti liniim — AO1 (7. 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 lisejniku Lecidella carpathica z Holubovskych hadc (HH11) patii do jiz
znamé, avSak nepojmenované linie, fotobionti ze dvou stélek lisejniku Protoparmeliopsis muralis
z Trebovského hradiska pak vytvareji zcela novou linii, nebo minimalné nezaznamenanou ve vyse
zminéné studii Peksy a kol., ktera ale patii do cladu A. V ramci cladu S patii fasy do péti linii — S02
(T ,, hypogymniae“), S03, S04, S05 (T ,,suecica ) a S10b. Zastupci cladu I se sdruzuji v jediné linii
—101a.

Hadce a amfibolity se prilis nelisi v poctu linii, které jsem ve stélkach identifikovala. V 69 had-

covych stélkach se vyskytovalo 11 linii, zatimco v 64 stélkach z amfibolitd pattili fotobionti do 12

linii.
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Obr. 29 Zastoupeni jednotlivych linii rodu Trebouxia na hadci a amfibolitu, ¢isla nad sloupci udavaji pocet stélek, ve kte-
rych se dand linie nachdzela.

Sest linii z celkového poétu 17 linii jsem nalezla na obou typech substratu, 11 linii pak vykazo-
valo preferenci pro jeden z typt substratu: hadec (pét) nebo amfibolit (Sest, Obr. 29). Pocty stélek,
ze kterych tyto linie pochazeji, je vSak velmi nizky (v praméru 1,7 stélky). Tabulka shrnujici pfesné

podty jednotlivych linii na hadci a amfibolitu se nachazi v piiloze (P¥iloha 4). Rasy z cladu A se
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vyskytovaly na vSech lokalitach. Pocet stélek, ve kterych se vyskytovali fotobionti z cladu S, je na
obou typech horniny stejny — 14 stélek. Clade I se vyskytoval ve dvou stélkach z hadce a jedné z

amfibolitu

Nekteti mykobionti sice asociovali s vice liniemi fotobiontd, ale vykazovali preferenci pro né-
kterou z linii — Candelariella coralliza, Candelariella vitellina a Lecidella carpathica obsahovaly ve
vice nez 60 % stélek linii AO6 (Obr. 30). Tato linie byla pfitomna ve vSech sbiranych druzich, devét
z deseti druhd obsahovalo i druhou nejhojnéji zastoupenou linii A10. Tyto dvé linie se vyskytovaly
nejhojnéji 1 ve studii Peksa a kol. (Peksa et al., 2022). Clade S byl obsaZen v péti druzich, nejvice
v 11 stélkach druhu Rhizocarpon geographicum. Fotobionti naleZejici do cladu I se vyskytovali
pouze ve tiech druzich (Acarospora fuscata, Candelariella coralliza a Lecanora rupicola). Nejvice

linii je zastoupeno ve druzich R. geographicum (deset) a L. rupicola (sedm).
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Obr. 30 Zastoupent linii rodu Trebouxia ve sbiranych druzich liSejnikii, cisla nad sloupci udavaji celkovy pocet stélek da-
ného druhu mykobionta.
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Obr. 31 Asociace jednotlivych linii fotobiontii rodu Trebouxia s mykobionty, ¢isla nad sloupci udavaji celkovy pocet
stélek s danou linii fotobionta.

17,9 10,4 17,7 3, 15,7
100% -
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
KFizky Mohelno Zelivka  Holubovské Borecka Tepld Bitov Kalvarie Trebovské
hadce skalka hradisko
mAQ4 W AO6 T. incrustata mA10T. vagua m0la
mS10b ® A13T. arboricola/crenulata © A33 T. decolorans m 502a T. ,hypogymniae”
S04 W SO5 T. ,,suecica” AO3 T. jamesii W A35 T. solaris
W T. Anezafazeno 1 W T. A nezafazeno 2 B AQ1T. cretacea W Ax
mS03

Obr. 32 Zastoupeni linii rodu Trebouxia v ramci lokalit, barevné cislo udava pocet stélek, barva odpovida typu hor-
niny — zelend = amfibolit, Zluta = hadec, cerné cislo udava pocet mykobiontit z dané lokality.
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Na vsech lokalitach byl zastoupen clade A, clade S se vyskytoval na osmi lokalitach (na vSech
krom¢ Bitova a Borecké skalky) a clade I na tfech (KiiZzkach, Mohelné a Tiebovském hradisku).
Lokality Raj a Borecka skalka byly co do poctu linii fotobiontd nejchudsi — liSejniky z obou lokalit
asociovaly jen se dvéma liniemi. Naopak nejvice linii se vyskytovalo na lokalité Zelivka (sedm) a

Kitizky (Sest). Na vSech lokalitach kromé lokality Tepla se nachézela linie A06 (Obr. 32).

Jednotlivé klimatické pary se vzdy prekryvaly v pfitomnosti minimalné jedné linie fas. V pii-
padé &tyt part se jednalo o linii A06, tii pary pak sdilely i linii A10 (Mohelno—Bitov, Zelivka—Kal-
varie, Boreckd skalka—Ttebovské hradisko). Jedinou vyjimku vytvarel klimaticky par Ktizky—Tepla,
kde nedochézelo ke sdileni fas z cladu A, ale z cladu S, konkrétné linii S10b a S02a. VSechny sdilené

linie predstavuji linie, které se v ramci danych cladl vyskytuji nejcastéji.

Z Obr. 33a je patrné, Ze fylogeneticka diverzita fotobiontli se mezi obéma typy substratu témér nelisi
stejné jako fylogeneticka struktura (Obr. 33b). sesPD dosahuje ve vétsing piipadd zapornych hodnot
(Obr. 35), coz znamena, Ze se v ramci lokality miZe jednat o vzajemné piibuznéjsi si druhy, jejichz
pritomnost na dané lokalit€ zpasobil tlak daného substratu. V ptipadé kladnych hodnot by se jednalo

o tlak zptisobeny napt. kompetici.

1.0 a 0 b
N S —
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g
g %2
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amfibolit hadec amfibolit hadec
substrat substrat

Obr. 33 a — porovnani fylogenetické diverzity fotobiontii na hadci a amfibolitu, b — porovnani fylogenetické struktury fo-
tobiontit na hadci a amfibolitu

Fylogenetickou diverzitu a strukturu jsem zjistovala i v ramci pfitomnosti nékterych tézkych
kovt (Ti, Ni, Cr). Ackoliv diverzita fotobionta se li§i mezi stélkami, které rostly na t€zkych kovech
a mimo n¢ (Obr. 35), hodnoty sesPD byly pozitivni, ale a nevysly signifikantné ani v jediném pfi-
pad¢. Jako dulezitéjsi se tedy jevi vliv jinych podminek dané lokality neZ to, zda byla pod stélkou

zjiSténa pritomnost ne€kterého z vyse zminénych tézkych kovi.
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Obr. 35 Fylogeneticka struktura spolecenstva fotobionti, zZlute Obr. 35 Fylogeneticka diverzita fotobiontii v zavislosti
hadec, zelené amfibolit, hvézdicka oznacuje signifikantni vy-  na pritomnosti kovit v misté rustu stélky
sledek s p < 0,02.

Na Obr. 36 jsou zobrazeny vysledky rozkladu variability. Genetickou variabilitu fotobiontd
jsem vysvétlovala chemismem substratu (pH, hodnoty prvka Mg, Si, Ti, Fe, Mn, Cr, Ni métené pod
kazdou stélkou), klimatem (primérna teplota mezi lety 2014 a 2019, paty percentil nejnizsi a 95.
nejvyssi naméiené teploty ve stejném Casovém rozmezi) a genetickou diverzitou asociovanych my-
kobiontl. Nejvice variability vysvétluje vztah mykobionta a fotobionta (celkem 38 %, 54 % v kom-
binaci s klimatickymi proménnymi), nésledné klima (2 %, 18 % v kombinaci s asociovanym myko-

biontem) a chemismus substratu (6 %).

mykobiont
38%
6%
16 %
chemismus
) 2%
Rezidualy =39 % klima

Obr. 36 Venniiv diagram zobrazujici rozklad variability genetické diverzity
fotobiontii rodu Trebouxia.
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4.5.2 Fotobionti rodu Asterochloris
Fylogeneticky strom (Obr. 38) zobrazuje fylogenezi 102 fotobiontt, z ¢ehoz 78 pochazi ze stu-
die Vancurové a kol. (Vancurova et al., 2021) a 24 z této prace z druhu Cladonia pyxidata. Ptislusnost

fotobiontl k jednotlivym liniim jsem urcila podle Vancurové a kol. (Vancurova et al., 2021).

Celkem fotobionti pfislusi sedmi jiz diive popsanym liniim rodu Asterochloris — Asterochloris
aff. italiana, Asterochloris clady 12 a 8, A. glomerata, A. italiana, StA3, StA9 a A. woessiae. Tti
fotobionti pak vytvareji tfi nové linie. VSechny linie jsou vysoce statisticky podpofené. Piesné pocty
fotobiontl zastoupenych ve vyse zminénych liniich shrnuje Pfiloha 3. Tti linie jsem nalezla na hadci

1 amfibolitu, dv€ pouze na hadci a ¢tyfi pouze na amfibolitu (Obr. 37).
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Obr. 37 Zastoupeni jednotlivych linii rodu Asterochloris na hadci a amfibolitu, cisla nad sloupci udavaji pocet stélek, ve
kterych se dana linie nachdazela.
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Obr. 38 Nezakorenény BI strom fotobiontii rodu Asterochloris vytvoreny na zdkladé viseku ITS. Cisla nad vétvemi zobrazuji
statistickou podporu urcenou dvema metodami — BI posteriorni pravdépodobnost / ML bootstrap. Zobrazeny jsou hodnoty

> 89 pro Bl a jim odpovidajici hodnoty ML. Tucné jsou vyznacené linie s BI = 1. Barva odpovida substratu, na kterém stélka
rostla — Zlutda = hadec, zelend = amfibolit, vyznaceny jsou pouze linie obsahujici vzorky z mé diplomové prace.
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V lisejnicich z hadcového substratu jsem zaznamenala celkem osm linii, v liSejnicich na amfi-
bolitech sedm. Lokalitami s nejvys$si zaznamenanou diverzitou fotobiontd rodu Asterochloris jsou
Holubovské hadce, Kiizky a Trebovské hradisko, kde byly tfi rizné stélky dutohlavky asociované se
tfemi riznymi liniemi fotobiontd (Obr. 39). V ptipadé Holubovskych hadct se jednalo o linie A. aff.
italiana, A.clady 8 a 12, v ptipadé K#izku 4. clady 8 a 12 a A. glomerata a na Ttebovském hradisku
se pak nachazely clady A. StA3, 4. clade 8 a jedna bliZe nezafazena linie. Naopak v piipadé Bitova
byl ve vsech 4 stélkach 4. glomerata. Blize nezatazené linie pochazeji z Mohelna (dvé) a Tiebov-
ského hradiska.
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Obr. 39 Zastoupeni linii rodu Asterochloris v ramci lokalit, cisla nad sloupci udavaji pocet stélek, ze kterych pochazeji.
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4.5.3 Pluralita fotobiontii ve stélce

Z jediného vzorku (K7, druhu Lecanora rupicola z Kiizkd), u kterého byl proveden Illumina
metabarcoding, jsem ziskala 121441 readti v 39 OTU (operational taxonomic unit). Z nich jsem vy-
loucila v§echny OTU, které nepatfily zelenym fasam. Po spocitani relativni abundance jednotlivych
linii jsem vyfadila vSechny, které mély relativni abundanci niZsi nez jedno procento. Celkem jsem
tedy pracovala s deviti OTU, které patfi do dvou rodt zelenych tfas — Coccomyxa a Trebouxia.
V ramci rodu Coccomyxa jsem ziskala tii OTU, pficemz vSechny ptedstavuji druh Coccomyxa an-
tarctica. Vsechny OTU nalezejici do rodu Trebouxia jsem piidala do spole¢ného alignmentu ostat-
nich sekvenci tohoto rodu, vytvofila z nich fylogeneticky strom a na zaklad¢ studie Peksy a kol.
(Peksa et al., 2022) jsem je identifikovala. Celkem pét OTU spada do Ctyf linii, které nalezi dvéma
cladim — A a S (Obr. 40).

3% 3%

W Coccomyxa antarctica ®mA03 T. jamesii
mA04 S02 T. ,,hypogymniae“
mS10b

Obr. 40 Relativni abundance jednotlivych linii fotobiontii ve vzorku KR7
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4.5.3.1 Morfologické potvrzeni plurality fotobiontu

Rasy rodu Trebouxia a Coccomyxa jsou morfologicky odlisné, hlavnim odligovacim znakem je
absence pyrenoidu u fas rodu Coccomyxa, a naopak jeho ptitomnost u fas rodu Trebouxia. Z tohoto
divodu jsem se rozhodla provést pricné fezy stélkou, abych mohla potvrdit vysledky metabar-
codingu, tedy pfitomnost obou vyse zminénych fas v jedné stélce. Na zakladé morfologickych znakii
se mi povedlo potvrdit spolecnou pfitomnost obou rodu fas v riznych ¢astech stélky. V nékterych
areolach se viak nachdzely pouze fasy rodu Trebouxia. Rasy se vzajemné lisi barvou, velikosti,
(ne)ptitomnosti pyrenoidi a tukovych télisek, ale i zptisobem riistu. Zatimco Trebouxia tvoti typic-
kou podkorovou vrstvu fotobionta, Coccomyxa roste oddélené od tasy rodu Trebouxia a nedochazi
tak k jejich vzajemnému prolinani. V nékterych areolach se nachazi dokonce az pod vrstvou fasy
rodu Trebouxia, tedy piimo v dietiové vrstve. Jindy ji 1ze nalézt v pomyslnych ,,vaccich®, které ji od

druhé ptitomné fasy odd€luji (Obr. 41b).

Pro zajimavost jsem provedla i pozorovani ve fluorescenci (Obr. 41d). Tato pozorovani odha-
lila, ze zatimco jsou buiiky fotobionta rodu Trebouxia z vétSiny mrtvé, buitkdm tas rodu Coccomyxa
chlorofyl nedegradoval, coz mlze poukazovat na jejich vétsi Zivotaschopnost. Lze také spattit zlute

svitici vrstvu sekundarnich metaboliti v korové vrstvé lisejniku.

a Trebouxia Coccomyxa

Obr. 41 a—c — pricny rez stélkou lisejniku Lecanora rupicola ve svételném mikroskopu, d — pricny rez stélkou ve flu-
orescenci — zlutd vrstva = sekunddarni metabolity, modra vrstva = korova vrstva, rizova = mrtvé buiiky fotobionta s de-
gradovanym chlorofylem, cervend = bunky fotobionta s nedegradovanym chlorofylem, Co = Coccomyxa antarctica, Tr =
Trebouxia, zveétseni je uvedeno na fotografiich
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5 Diskuse

5.1 Vyhody a nevyhody pouzitych metod
5.1.1 Molekularni metody

Druhové slozeni fotobionti jsem zjisStovala pomoci Sangerova sekvenovani, coz je nejbézné;ji
pouzivana metoda studia identity fotobiontil. Touto metodou vsak nelze zjistit druhové slozeni v pfi-
padé lisejnikii obsahujicich vice fotobiontil v jedné stélce. Pokud ptfitomnost minoritniho fotobionta
ptesahne 30 %, dojde k naruSeni signalu a ziskani nekvalitni sekvence (Paul et al., 2018; Moya et
al., 2021). Dvoji signal (Obr. 42), ktery mtize indikovat vice fotobiontd ve stélce (napi. Vancurova
et al., 2020), jsem zaregistrovala ve 40 piipadech (vSe u liSejniki s fotobiontem rodu Trebouxia).

« and_ﬁéi ab1 JAAAAACTATAGACAAC CAACAACGGATA GGCTCCCGTAAC _«_‘ GAAGAACGCAGGGARATGCGATACGTAGTGTGAR GCAGAATTCC
A f v & ' . f

& FZ30_ITS4.ab1 T

J'JUK’\S, LRI

'L‘J.ﬂ L,~\ \

Obr. 42 Cast sekvenci z jedné stélky lisejniku Candelariella vitellina ze Zelivky pochdzejicich ze dvou riiznych izolatii DNA

Pro postihnuti celkové diverzity fas v liSejniku a zachyceni ptipadné plurality fotobiontl je
nutné pouzit metabarcoding. Tato metoda je naro¢néjsi jak na piripravu, tak financné. Je také nutna
pecliva piiprava polozek (diikladné omyti), aby se zamezilo kontaminaci napf. volné Zijicimi fasami.
Pfi pouziti metabarcodingu mize dojit k nadhodnoceni poctu pritomnych fotobiontt, a tak je dilezi-
tym krokem vysledna interpretace vysledku. Idealni je kombinace metabarcodingu a nékteré z mi-

kroskopickych metod, napt. svételné mikroskopie nebo TEM (Dédkova, 2023).

5.1.2 Méreni pH

Charakterizovat lokality pomoci pH se ukazalo byt nelehkym tikolem. Ackoliv metoda analyzy
vyluhu z namleté horniny nejspise nejlépe odrazi skute¢né pH horniny, ziskana hodnota pravdépo-
dobné neni relevantni pro liSejniky. Ty se ve vétSiné piipadl nesetkavaji se zdravou horninou, ale
s horninou zvétralou. Vyznamnéjsi by proto byla hodnota pH zvétralého povrchu horniny, ovsem
pouzita metodika meéteni se ukazala jako nepfili§ vyhovujici (dvody jsou popsany v kapitole 4.1).
Jinou metodu ziskavéani pH pouzili ve své studii Peksa a kol. (Peksa et al., 2022) — 10 g hrub¢ drcené
horniny nechali louhovat v destilované vodé po dobu 24 hod., posléze méftili pH vyluhu. Pti pouziti
této metody vSak také dochazi k vétSinové reakci zdravé horniny s destilovanou vodou a ziskané
hodnoty pH nemusi odpovidat pH, kterému je vystaven liSejnik (napt. pokud na horninu zaprsi a
stélky za¢nou byt metabolicky aktivni, a tedy také citlivéjsi vici chemismu substratu). Idealni by
tedy bylo odebrat pouze svrchni zvétralou ¢ast horniny, louhovat ji nedrcenou v destilované vodé po
dobu cca 24 hodin a pH vyluhu nasledné analyzovat. Tato metoda je naro¢na na ptipravu a také neni
jasné, jak tlusta vrstva zvé€tralé horniny by méla byt z polozky odebrana, aby vysledna hodnota

opravdu odrazela hodnoty pH, kterému jsou stélky liSejniku vystavené.
Prijem kovi do stélky liSejniku je predevsim d&j fyzikalné-chemicky a pH tak predstavuje jeden

z hlavnich faktort, které ho mohou ovlivnit (Nieboer ef al., 1976). Se snizujicim se pH mtiZe vzristat
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rozpustnost nékterych kovli a mohou se zacit vice uvoliiovat z ¢astic substratu nebo atmosférické
depozice (Backor & Loppi, 2009). pH udrzované uvnitt stélky liejniku tedy mtze pfimo ovliviiovat

uvolnovani kovovych kationtii z astic, které jsou ve stélce obsazené (viz kapitolu 5.2).

5.1.3 XRF

Meéfeni tézkych kovil ptiruénim XRF analyzatorem ptedstavuje rychlou a velmi levnou metodu,
diky které Ize béhem dvou minut ziskat predstavu o prvkovém slozeni méteného objektu. Analyzator
je vybaven kamerou, diky které jej lze pfilozit pfesné na misto, které¢ zvolime. Na rozdil od jinych
XRF metod pouzivanych pro méfeni obsahu prvki v liSejnicich (Favero-Longo ef al., 2015; Herrero
Fernandez et al., 2016; Ibarrondo ef al., 2017), neni v tomto piipadé pfed méfenim nutna zadna pii-
prava vzorki, coz pfispiva k rychlosti této metody. Méfeni je tak mozné provadét piimo v terénu,
coz umoziuje vytipovat konkrétni mista s vysokym (nebo nizkym, v zavislosti na pfedmétu vy-
zkumu) obsahem prvki tézSich nez Mg. Méteni Mg bohuzel nebylo v mém piipadé v mnoha piipa-
dech prikazné, v piipadé Zelivky byl Mg ve 100 % piipadi pod limitem detekce, i kdyz diky méfeni
obsahu prvkli pomoci SEM-EDS vim, Ze se zde Mg vyskytuje (Obr. 19). Ackoliv se zaméfuji na
pritomnost tézkych kovll (pfedevs§im Ni a Cr) v hadcovém substratu, Mg je jednim z prvkia charak-
terizujicich hadec — a také limitujicich rist cévnatych rostlin (Alexander et al., 2007), proto by bylo
zajimavé znat jeho obsah v horning€. Druhou nevyhodou pro toto ,,terénni* pouziti je fakt, Ze méteni
probiha nejpiesnéji na rovném povrchu. V ptipad€ nerovnosti dochazi k odrazeni zafeni mimo de-
tektor a tim padem ke zkresleni vysledki métfeni. Ackoliv jsem se snazila odsekdvat a méfit co nej-
rovnéjsi plosky, dokonale rovny povrch jsem nikdy ziskat nedokéazala. V této praci sice uvadim kon-
krétni hodnoty naméfenych prvki, ale je tfeba je brat spiSe orientacné. Posledni nevyhodu piedsta-
vuje neznama hloubka métfeni — nemohla jsem proto zjistit, zda métim jeste stélku nebo uz horninu.
I kdyz jsem zde vyjmenovala hned n€kolik nevyhod, které tato metoda piinasi, je diky své rychlosti
1 terénnimu vyuziti unikatni metodou pro zjisténi obsahu té¢zkych kovi (nejen) v horninach. Davéry-
hodnost této metody potvrzuje i fakt, Ze vysledky méfeni jsou srovnatelné s jinymi metodami méfeni

obsahu prvkt v horninach, které byly provadény laboratorn€ (Sarala, 2016; Brent ef al., 2017).

5.1.4 SEM-EDS

Ze vSech typu stélky jsou korovité liSejniky v nejvétsim kontaktu se substratem, na kterém ros-
tou, a proto mohou byt nejvice ovliviiovany jeho chemickymi vlastnostmi. Studium téchto liSejnikt
je vSak poméme narocné — ziskat dostatecné mnozstvi materialu pro analyzy miize v n¢kterych pii-
padech piedstavovat problém. Pravé z tohoto diivodu je idealni metodou pro studium obsahu tézkych
kovli SEM-EDS, pro kterou sta¢i pouze malé mnozstvi materialu (Williamson et al., 1998; Backor
& Fahselt, 2008). SEM-EDS byla pouzita pro studium zvétravacich procesti horniny zptisobenych
pritomnosti lisejniku jiz pred vice nez 40 lety (Jones et al., 1981; Wilson et al., 1981), od té doby se
t&si oblib¢ pravé pii studiu piijmu ¢astic ze substratu a jejich zvétravani (Acaso & Wierzchos, 1994;

Vingiani et al., 2013; De Vasconcelos et al., 2015), ale i pii studiu atmosférické depozice (Marié et
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al., 2018; Rami¢ et al., 2019; Yavuz & Cobanoglu, 2021). Jelikoz je SEM-EDS velmi citlivou me-
todou, nesmi byt pii ptipravé vzorkt pouzity zadné kovové nastroje, které by mohly zanechat ,,otisk*
na pripravovaném vzorku — pokud neni stélka dostatecné tlustd, je piiprava vzorku keramickym no-
zem (ktery jsem pro tyto ucely pouzivala) témetf nemozna. Ve vétsing pripadi se v ramei této metody
snimaji vybrusy anorganickych materiald — tedy plochy vzorkd, které jsou tplné rovné. Ptiprava
jsme se s M. Vitkovou rozhodly od ni pro ucely diplomové prace upustit. Sledované vzorky tak ne-
byly dokonale hladké, coz v n€kterych ptipadech zplsobilo ne zcela spolehliva méfeni. Zaroveil neni
mozné urcit pfesnou hloubku métfeni (1-5 um pod povrchem vzorku), a to predevsim u organického
materialu, ktery mtze prekryvat Castici, ktera se nachazi jen kousek pod jeho povrchem. I pies tyto
drobné nedostatky vSak povazuji tuto metodu za pfinosnou, jelikoZ umoznuje nejen vizualizaci
presné lokalizace ¢astic horniny ve stélce, ale zaroven umoziuje vytipovat castice s prvky s vyssim
atomovym ¢islem, ve kterych lze zméfit jejich obsah. Navic lze provést méfeni i velmi malych ¢astic

diky elektronovému paprsku o priméru 1 pum.

5.2 Prijem ¢astic horniny do stélky liSejniku

Pozorovanim vzorki z obou typti horniny v SEM jsem potvrdila vyskyt anorganickych ¢astic
uvnitt stélky lisejniku. Castice bohaté na kovy pronikaji do stélky lisejniku ze dvou smért — skrze
spodni i svrchni povrch stélky. Na detailu rozhrani stélky a horniny (Obr. 44) je mozné sledovat riist
hyf mykobionta, které vnikaji do prasklin v horning€, ¢imz mtize dochazet k oddélovani ¢astecek od
zbytku horniny a jejich postupnému zaclenéni do stélky lisejniku. Toto zvétravani horniny je nejspis
zpusobené fyzikalnimi vlivy jako napt. mrznouci vodou (Fahey, 1983), mechanickym ptsobenim
houbovych hyf (Acaso & Wierzchos, 1994), ale miiZze k nému dochézet i spolecnym piisobenim roz-
rustani houbovych hyf a vylu¢ovani sekundarnich metabolitti (Wilson ef al., 1981; detailn¢ v Chen
et al., 2000; De Vasconcelos ef al., 2015). Jelikoz jsou liSejniky dlouhoveéké pomalu rostouci orga-
nismy, je mozné, ze dochazi i k inkorporaci prachovych ¢astic rozli¢ného pivodu, které pokryvaji
substrat (Acaso & Wierzchos, 1994). Provedena méfteni, kterd se v obsahu prvki shoduji mezi jed-
notlivymi ¢asticemi a substratem (pfitomnost Mg a Ni nebo Cr v pfipad¢ hadct, Fe, Mn a vyssiho
obsahu Si v pfipadé amfibolitl), a lokalizace prvki ve spodni ¢asti stélky lisejniku vSak poukazuji
spiSe na substratovy zdroj téchto ¢astic. Prijem ¢astic substratu do stélky byl jiz dfive potvrzen, a to
u lisejnikti se vSemi zakladnimi typy stélky — korovitou, lupenitou (Acaso & Wierzchos, 1994) i

keti¢kovitou/dimorfickou (De Vasconcelos ef al., 2015).
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Obr. 44 Detail rozhrani liSejniku Lecanora rupicola a hadce z Mohelenské hadcové
stepi, zluté Sipky oznacuji mista, kde pronikaji hyfy mykobionta do prasklin v sub-

stratu.

Druhym zdrojem ¢astic bohatych na kovy je suchd i
mokré atmosféricka depozice (Nash, 2008). Tyto castice lze
nalézt v korové vrstvé, kam pronikaji skrze svrchni povrch
ligejniku (Obr. 43). Castice z atmosférické depozice je
mozné pozorovat i v epihymeniu apothecii (Obr. 20 a —
pricny fez apotheciem lisejniku Lecidea fuscoatra z PR U
doutné skaly (BSE), Sipka oznaCuje misto méfeni,
1 = okraj apothecia, 2 = epithecium, 3 = thecium (hyme-
nium), b + ¢ — spektrum prvkd namétenych v mistech mé-

feni,

Obr. 43 Svrchni povreh stélky lisejniku
Lecanora rupicola

d — detail spodniho povrchu stélky lisejniku Acarospora fuscata (BSE), Sipka oznacuje misto métent,

krouzek zvyraziuje ¢astici na povrchu vzorku, e — detail spodniho povrchu stélky lisejniku Acaro-

spora fuscata (SE)a). Zdroj téchto castic je nejspis jak v okolnim substratu, tak mohou byt pfineseny

z vétsich vzdalenosti. Jejich pfitomnost je proto ovlivnéna prevazujicim proudénim vétru na dané

lokalité.

Z tezu stélkou (Obr. 16) je patrné, Ze mnoZzstvi Castic se snizuje smérem k vrstveé fotobionta. To

je logické, vzhledem k faktu, Ze se vrstva fotobionta nachazi pod korovou vrstvou a od substratu ji
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tudiz oddé€luje cela dfenova vrstva, ktera vétsinu Castic ze substratu zachyti. Stejné tak je vrstva fo-
tobionta chranéna pied atmosférickou depozici svrchni korovou vrstvou. Stejné pozorovani provedl
v liSejniku rodu Acarospora i Purvis (2014). Vrstva fotobionta je tak vice chranéna pred pfimym
kontaktem s ¢ésticemi, ze kterych by mohlo dojit k tiniku kationtt tézkych kovii do okolniho pro-
storu. Stejné tak je chranénd vytrusoroda vrstva v apotheciich — zde se ¢asteCky vyskytuji v hypothe-

ciu a epihymeniu.

5.3 Diverzita fotobiontii na hadci a amfibolitu

Druhové slozeni fotobiontii dvou zkoumanych substrati se viceméné nelisi. Na kazdém sub-
stratu se nachazeji linie, které na druhém typu substratu schdzeji, na amfibolitu je téchto linii vice.
Tim se tedy vyvratila hypotéza, Ze se na hadcich budou ve vétSing stélek nachéazet jiné linie fotobio-
ntll nez na amfibolitech, nebo Ze se zde budou ve stélkach lisejnikd ve veétsi mife vyskytovat linie fas
specifické pouze pro hadce a jiné lokality s vysokym obsahem tézkych kovi. To je pomérné piekva-
pivé zjisténi vzhledem k faktu, Ze jsem v hadcich naméfila vysoké hodnoty t€zkych kovl (Ni, Cr),
vuéi kterym jsou fotobionti citlivi (Backor ef al., 2007; Backor & Fahselt, 2008). Predpoklada se, ze
se na substratech s vysokymi hladinami tézkych kovli budou vyskytovat pravé takovi fotobionti, kteti
dokazou zatizeni t&zkymi kovy dobie tolerovat (Backor ef al., 2010; Alvarez et al., 2012; Osyczka
et al.,2020).

5.3.1 Toxicita hadcovych substratii
Oba studované substraty obsahuji tézké kovy — hadec Ni a Cr, amfibolit Mn a Ti. Na hadcich se
konkrétni druh pfitomného kovu vSak mize byt obecné zvySeny obsah tézkych kovl v substratu,
ktery liSejnik portiista. LiSejniky totiz reaguji na pfitomnost kationtl tézkych kovii pomoci stejnych
mechanismi, at’ uz se jedna o kterykoliv tézky kov (viz kapitolu 1.1, Tyler ef al., 1989; Backor et al.,

2009). Lisejniky z obou substratt tak prichdzeji do styku s tézkymi kovy.

Pro pochopeni interakce mezi liSejniky a kovy v substratu je tfeba znat §ir$i kontext piijmu kovt
do stélky liSejniku. Pod spojenim ,,pfijem kovi do stélky* se skryvaji tfi mechanismy — prosté za-
chyceni ¢astic uvnitt stélky liSejniku, extracelularni a intracelularni piijem kovovych iontti (Nieboer
et al., 1978; Richardson, 1995; Bargagli & Mikhailova, 2002). Tyto mechanismy podrobnéji popisuji
v kapitole 1.1. Ackoliv se nékteré (predevsim korovité) druhy liSejniku povazuji za hyperakumula-
tory tézkych kovi, je tento termin nedostatecné definovan — zatimco néktefi autofi jej pouzivaji pro
zachyceni Castic bohatych na t€Zké kovy, jini jej spojuji s obsahem iont kovil ve stélce lisejniku
(Chisholm et al., 1987; Pawlik-Skowronska et al., 2006). Pokud vSak dojde pouze k zachyceni/pfi-
jmu ¢astice ze substratu nebo atmosférické depozice, neznamena to nutné, Ze jsou kovy z ni pro
lisejnik dostupné. Tyto ¢astice mohou zlstat po dlouhou dobu uvnitt lisejniku, aniz by z nich docha-
zelo k uvoliiovani iontl (Brown & Beckett, 1985). Dilezité je zminit, Ze kov se stava pro liSejnik

toxickym az ve chvili, kdy dojde k jeho intracelularnimu ptijmu (Tyler, 1989; Purvis & Pawlik-
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Skowronska, 2008; Backor & Loppi, 2009). Korovité saxikolni liSejniky obsahuji velké mnozstvi
drobnych ¢astic horniny, kterou portstaji (viz kapitoly 4.3 a 5.1.4), coz ale nutné nemusi znamenat,
ze se mykobionti a fotobionti potykaji s vysokymi koncentracemi iontt t€zkych kovi, které by ohro-
zovaly jejich vitalitu. Stejné jako v ptipadé ¢astic horniny dosahne vrstvy fotobionta jen minimum
iontl t€zkych kovi (Richardson & Nieboer, 1983; Garty, 2001; Toppi et al., 2004; Sanita Di Toppi

et al., 2005), diky ¢emuz je fotobiont chranén pted pfimym pisobenim téchto kovii.

Uvoliiovéani ionttl kovii zavisi na dalim faktoru, ktery hraje pii pifjmu kovii roli — na pH. Cim
je pH substratu nizsi, tim snaze se z néj ionty kovti uvoliuji (Lucas & Davis, 1961; Backor & Loppi,
2009; Paukov et al., 2019). Ceské hadce dosahuji vysokych hodnot pH, coz miize zmiriiovat dostup-
nost kovll ze substratu a tim i jejich toxicitu. Ackoli pH substratu hraje velkou roli pfi uvoliovani
tézkych kovi, je otazkou, jaké pH panuje v lisejniku. Pokud by bylo pH uvnitt stélky nizsi nez pH
substratu, mohlo by zde dochazet k uvolnovani kationtti z ¢astic, které jsou ve stélce zachycené.
V regulaci pH uvnitt liSejniku hraji roli sekundarni metabolity (Favero-Longo ef al., 2015), které
zaroven prispivaji k vylucovani tézkych kovii na povrch hyf mykobionta nebo na povrch stélky.
Obéma témito funkcemi prispivaji k homeostazi v lisejniku a ochrané fotobionta pred stresem z pii-

tomnosti té¢zkych kovt.

rrrrrr

Skozeni fotosyntézy (BaCkor & Fahselt, 2008), coz vede ke snizeni produkce cukernych alkohold
(Fahselt, 1994), které jsou zakladnim stavebnim kamenem sekundarnich metabolitii (Lines et al.,
1989). To vede k dalSimu sniZeni tvorby sekundarnich metabolitd a jesté vétsimu pronikéni tézkych
kovti dovnitf bunék obou symbiontl (Fahselt, 1994). Udrzeni homeostdze v liSejniku je proto zasadni

pro odolavani stresu zpisobeném te€zkymi kovy.

Ze sekundarnich metabolitii se na hadcich dostavaji ke slovu pfedev§im Stavelany. Hot¢ik se
z vetsi Casti srazi extracelularné ve formé dihydratu §tavelanu hotecnatého, coz je ve vode neroz-
pustna siil, ktera ziistava extracelularne vyloucend na povrchu hyf. Dihydrat stavelanu hotecnatého
je podobny a izomorfni s dihydraty Stavelanu Ni, Fe, Zn, Co a Mn (Lagier et al., 1969; Dubernat &
Pezerat, 1974 cit. v Wilson et al., 1981), coz znamena, ze se tyto prvky mohou vzajemné zastupovat
v krystalové mfizce. Na hadcich by timto zptisobem mohlo dojit k zamezeni intracelularniho piijmu

kovt (Wilson et al., 1981).

Fotobionti lisejnikd z hadcovych substratl se nemuseji potykat s kationty t€zkych kovi pouze
ve stélkach lisejniki, kde jsou diky vySe zminénym mechanismim dostateéné chranéni pied piso-
benim tézkych kovt. VSechny lisejniky, které jsem v ramci své diplomové prace studovala, se roz-
mnozuji pfevazné pohlavné. To znamena, ze si spora po vykli¢eni musi najit vhodného fotobionta
v prostiedi (Honegger, 1986) nebo ho ziskat z vyvinuté stélky jiného liSejniku (Ott, 1987). Volné

zijici fotobiont je pred zapocetim lichenizac¢niho procesu v bezprostiednim kontaktu se substratem.

To je také divod, pro¢ jsem ocekavala, Ze budou liSejniky z hadcti obsahovat specifické linie

69



fotobiontd, které jsou na substraty s vysokym obsahem kovli adaptované. Jak uz jsem zminila vyse,
biologicka dostupnost t€Zkych kovt souvisi s hodnotou pH, ktera je na hadcich vysoka a té¢zké kovy
by tedy mély byt dostupné minimalng. To se potvrdilo méfenim konduktivity vyluhu namleté hor-
niny. Hadce sice maji konduktivitu vyssi nez amfibolity, obé hodnoty jsou ale velmi nizké a pouka-
zuji na malé mnoZzstvi rozpusSténych iontd v meéfeném vyluhu. Paukov et al. (2019) ve své studii
naméfili na hadcich podobné pH (> 8), ale konduktivitu mnohonasobné vyssi (v prepoctu 2900
puS/cm). Presto vSak predpokladaji, Ze liSejniky z hadcii prichdzeji do styku s pomérné koncentrova-
nymi roztoky iontd, ovSem ty patii z vétSiny Mg a Ca a jen minimdlné ostatnim prvkim, které jsou
biologicky méalo dostupné. Nutno vS$ak dodat, Ze v porovnani s touto studii jsem nameéftila niz§i obsah
Mg, ale zato vyssi obsah Ni a Cr, coZ mlze znamenat, Ze jsou i poméry iontd jednotlivych kovi
v mé&feném roztoku rozdilné. Ani to vSak neméni nic na faktu, ze vyluh z hadcti ma velmi nizkou
konduktivitu. Pro ucely méfeni pH i konduktivity jsem namlela z vétSiny zdravou horninu — Ize tedy
predpokladat, ze zvétraly povrch horniny bude obsahovat jesté méné dostupnych kovi, protoze jsou
po tisicileti vystaveny vnéjSim vliviim a doslo tak k jejich vymyti. Druhou moznosti vsak je, Zze budou
kovy ze zvétralé vrstvy dostupnéjsi z divodu nizsiho pH zptisobeném zvétravacimi silami jako napf.

kyselé deste.

Riizna hadcova télesa se vzajemné 1isi v obsahu tézkych kovi, jejich biologické dostupnosti i
pH (Kruckeberg, 1992; Paukov, 2009; Paukov et al., 2019). Je proto mozné, Ze na jinych lokalitach
budou hadce predstavovat stanovisté, na kterych budou kovy biologicky dostupnéjsi a budou tedy

vice ptisobit na oba liSejnikové symbionty.

Jelikoz je na hadci jen malo biologicky dostupnych kovti, neptedstavuji hadce pro fotobionty
(ani mykobionty) ptekazku, kterou by museli pfekonavat, a z hlediska obsahu tézkych kovi tedy

neni divod, aby se zde vyskytovaly jiné linie fotobiontli nez na kontrolni amfibolitové horning.

5.3.2 Co ovliviiuje druhovou skladbu fotobionta?
5.3.2.1 Selektivita & specificita

Protoze nebylo prokazano, ze ma ptitomnost tézkych kovli v substratu zasadni vliv na druhovou
skladbu fotobiontd na hadcich a amfibolitech (pouze 6 %), 1ze predpokladat, ze je ptitomnost foto-
biontl na studovanych lokalitach ovliviiovana pfedevs§im jinymi faktory. U liSejnikt v této studii je
pritomnost konkrétni linie fotobionta nejvice fizena druhem mykobionta, se kterym vytvati lisejni-
kovou stélku (Obr. 36). Jak zminuji vyse, vSechny liSejniky, které jsem studovala, se rozmnozu;ji
pfevazné pohlavné a musi si tudiz najit vhodného fotosyntetického partnera v misté¢ dopadu spory.
Zasadni pro vznik vztahu mezi obéma symbionty je mira jejich pruznosti ve vybéru partnera — tedy
jejich specificita (mnozstvi druhd/linii, se kterymi je dany symbiont schopen zapocit symbidzu, Ram-
bold et al., 1998). Partneti k sob¢ vSak mohou byt i rizné selektivni — mohou preferovat spojent jen
s jednim druhenv/linii nebo naopak akceptovat Sirokou skalu druhl/linii. Mezi obéma extrémy se

nachazi i fada ptechodnych typt (Yahr et al., 2004; Otélora et al., 2013; Belinchon et al., 2015). U
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kosmopolitné se vyskytujicich lisejniki s Sirokou ekologickou amplitudou tak hraje roli nizka speci-
ficita i selektivita mykobiontd, ktera jim umoziuje zapocit lichenizaci s lokaln¢ adaptovanymi foto-
bionty, a tim 1 osidlit stanovisté s nejriiznéj$imi klimatickymi i chemickymi podminkami (Muggia et

al., 2014).

Zadny z morfologicky uréenych druhii mykobionti, které jsem studovala, nevykazoval jako ce-
lek specificitu vici nékteré linii fotobiontti. Specificitu vici nekteré linii fotobiontl jsem zazname-
nala pouze u dvou genetickych linii, a to v rdmci druhu Protoparmeliopsis muralis a Candelariella
vitellina. U prvniho zminéného druhu asociovali mykobionti ze stélek ze stejné lokality (Zelivky)
ZE22, ZE24 a ZE3 (Obr. 22) s fotobionty linie A10. Linie A10 piedstavuje linii, ktera je na této
lokalit¢ nejhojnéji zastoupena — nachazi se v deseti stélkach z celkového poctu 18 stélek, které obsa-
huji trebouxioidnich fotobionta. V ramci druhu C. vitellina jsem nalezla fotobionty linie A06 ve tfech
vzorcich (DS23, MOL11, TH3) tvoticich jeden clade, které pochazeji ze dvou amfibolitovych (Bitov,
Ttebovské hradisko) a jedné hadcové lokality (Mohelno).

U nékterych genetickych linii mykobionti pfevazoval vyskyt jedné linie fotobionta. V ramci
druhu Lecidella carpathica (Obr. 22) se v Sesti stélkach jednoho cladu (KR17, KR36, KR41, HH12—
14) nachazela linie A06 a v jedné stélce (HH11) blize nezafazena linie z cladu A. VSechny tyto po-
lozky zaroven predstavuji mykobionty, ktefi na zakladé useku ITS nevykazovali vysokou shodu
(> 98 %) s druhem L. carpathica (viz kapitolu 4.4). Jina geneticka linie téhoz druhu pak obsahovala
ve tfech ptipadech linii A10 (vzorky ZE18, ZES, BS9) a v jedné stélce linii A06 (BS18).

U ¢ty druhtt mykobiontd (Candelariella vitellina, Lecidella carpathica, Protoparmeliopsis mu-
ralis a Pertusaria chiodectonoides) jsem vSak zaznamenala pouze linie z cladu A. Stejného vysledku
dosahli u prvnich tii jmenovanych druhti i Peksa a kol. (Peksa ef al., 2022), fotobionti lisejniku Per-
tusaria chiodectonoides nebyli podrobeni bliz§imu zkoumani. V liSejniku Protoparmeliopsis muralis
potvrzuji ptitomnost fotobiontti pouze z cladu A Muggia a kol. (Muggia et al., 2013). Naopak linie
fotobiontil z riiznych cladii v lisejniku Lecanora rupicola nalezli i Blaha a kol. (Blaha et al., 2006).
Mykobionti druhtt Candelariella vitellina, Candelariella coralliza a Lecidella carpathica vykazovali
selektivitu vici linii A06, kterou obsahovalo 60 a vice procent sebranych stélek. VSechny liSejniky,
kterym jsem se v ramci své diplomové prace vénovala, proto povazuji za generalisty, co se vybéru
linie fotobionta ty¢e. To jim spolu s Sirokou ekologickou amplitudou, ve které jsou schopni rust,
umoznuje osidlit nejriznéjsi stanoviste a stat se tak spéSnymi druhy na rozsahlém geografickém
uzemi.

Ackoliv je primérny pocet linii fotobiontd vyskytujicich se na lokalitach 4,3, n¢které lokality
jsou na linie fotobiontd bohati (Zelivka — sedm, K¥izky — $est), zatimco na jinych jsem zaznamenala
jen nizky pocet linii fotobiontl (Borecka skalka, Raj — dv€). Jednim z moznych vysvétleni je vyssi
dostupnost kovovych iontii na této lokalité. R4j je lokalitou, kde byla namétena nejvyssi konduktivita

ze vSech amfibolitovych lokalit (64,92 uS/cm, primeér vSech amfibolitovych lokalit je pouze 40,03
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uS/cm) a nejvyssi obsah Fe, Mn i Ti. Do vodného roztoku se tedy uvolnilo vice iontl, které patii
nékterému nebo vSem vyse zminénym prvkiam. Je nutné mit na paméti, ze ackoliv je tato konduktivita
vy$8i nez na ostatnich amfibolitovych lokalitach, je stale velmi nizkd a mnozstvi iontd, které jsou ze
substratu dostupné, tak ziistdva také nizké. Podobny trend v nizké diverzité fotobionti z lokality bo-
haté na Fe zjistil i Beck (1999), ktery v deviti druzich z okruhu Acarosporetum sinopicae zaznamenal
jediného fotobionta Trebouxia jamesii. Ve stélkach z Raje jsem zaznamenala v deseti stélkach linii
AO06 (T incrustata) a v jedné stélce linii AO3 (7. jamesii). Na lokalit¢ Borecka skalka jsem naméfila
podobnou konduktivitu jako na lokalit¢ Raj (64,26 uS/cm), zaroven hornina na této lokalité a nevy-
nik4 v obsahu zadného kovu. Je proto sporné, zda na R4ji mize za nizkou diverzitu fotobiontl vyssi

obsah dostupnych napf. zelezitych iontd nebo zda hraje roli jiny faktor.

5.3.2.2 Podminky prostiedi
Podminky prostiedi urcuji, zda na daném stanovisti dokaze voln¢ zijici fotobiont pfezit a bude
tak k dispozici pro klicici spory. Kli¢ovou roli v rozsifeni fotobiontli tak mtize sehravat pH (Brodo,
1973; Beck, 2002; Helms, 2003; Peksa & Skaloud, 2011; Peksa et al., 2022; Skvorova et al., 2022),
klimatické poméry v ramci studované lokality (Helms, 2003; Blaha ef al., 2006; Guzow-Krzeminska,
2006; Muggia et al., 2008; Peksa & Skaloud, 2011; Vanéurova et al., 2021) i mikroklima jednotli-
vych stanovist’ (Noh et al., 2020).

Predpoklada se, ze fotosynteticky aparat tas je citlivy vi¢i pH a dokaze tolerovat jen urcité
rozmezi jeho hodnot (Lechowicz, 1982; Scott & Hutchinson, 1987). Jednotlivé linie fas rodu Tre-
bouxia rozradili Peksa a kol. (Peksa et al., 2022) do tii skupin podle jejich preference pH: (i) acido-
filni linie (pH < 5,7) — S02a, S02b, S04, S05, S10a, A03, A04, Ax, 101a, (ii) subneutralni linie (pH
5,7-7) — A06, A10 a (iii) bazifilni linie (pH > 7) — Ay, A0l a A11. Helms (2003) ur¢il jednotlivé
kategorie pH podobn¢ jako Peksa a kol., tedy kyselé prostfedi dosahuje hodnot pH < 6, + neutralni
6-8 a zasadité > 8. Clade S podle Peksy a kol. vykazuje vyhradné acidofilni charakter, coz potvrzuje
1 Helms (2003). Beck (2002) nasel zastupce tohoto cladu i na substratech s vysokym obsahem téz-
kych kovii. Nejvyssi pocet linii z cladu S (celkem Ctyfi) jsem zaznamenala na amfibolitové lokalité
v Udoli Teplé (ve 12 stélkach z celkového poétu 13 sebranych stélek). Udoli Teplé predstavuje dru-
hou nejkyselejsi lokalitu v ramci této prace (pH 7,52). Na nejkyselejsi lokalité (Bitov, pH = 6,83)
jsem vSak nezaznamenala jedinou linii z tohoto cladu. Je zajimavé, Ze na Kiizkach (pH 9,14), tedy
lokalité sousedici s Udolim Teplé, byly fasy z cladu S piitomné v sedmi stélkach ze 17 analyzova-

nych.

Zaroven je nutné podotknout, ze hodnoty pH, které jsem na lokalitich naméfila, jsou vyrazné
vys$Si nez ty naméfené ve studii Peksy a kol. (Peksa et al., 2022) a jejich rozdéleni linii na zakladé
preferenci pH tim padem neodpovida mym vysledkim. pH substratd, které porustaji liSejniky s fo-
tobiontem z cladu S v ramci mé prace, dosahuje v priméru hodnoty 8,2, coz je o 2,5 stupné vyssi

hodnota nez maximalni pH, ve kterém rostly liSejniky s fotobiontem z cladu S ve vySe zminéné
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studii. Na jediné hadcové lokalité v této studii naméftili Peksa a kol. pH 6,32, zatimco aritmeticky
pramér pH v8ech hadcovych lokalit z této prace dosahuje hodnoty 8,98. Takto rozdilné hodnoty pH
jsou zpusobené pouzitim odlisné metody méfeni pH, resp. odliSné ptipravy vyluhu. Problematiku

mefeni pH substratu rozebirdm podrobnéji v kapitole 5.1.2.

Ptekvapivym zjisténim je, Ze nejcastéjSimi liniemi trebouxioidnich fas v obou porovnavanych
pracich jsou linie A06 a A10, které podle studie Peksy et al. vykazuji subneutrdlni preference. Z ba-
zifilnich linii jsem zaznamenala pouze linii AO1 v jediné stélce z amfibolitové lokality Kalvarie (pH
8,02), kterd predstavuje nejzasaditéjsi amfibolitovou lokalitu. Na hadcich, na kterych je pH vyssi,
jsem ale zadnou z bazifilnich linii neidentifikovala. Ackoliv jsou rozdily v naméfeném pH mezi had-
cem a amfibolitem vyznamné, druhové slozeni fotobiontll v ramci zkoumanych lokalit tyto rozdily
nereflektuje. Tato skute¢nost jen podporuje fakt, Ze zvétrala vrstva horniny ma jiné pH nez zdrava
hornina a je tudiz mozné, ze pH povrchu horniny, které jsem naméfila, je i pies problematicky pribéh
vystaven, se mi proto jevi jako zasadni pro pochopeni biogeochemickych procest, které se odehra-

vaji mezi substratem, mykobiontem a fotobiontem.

K vymeéné fotobiontti v liSejniku nemusi dochazet jen vlivem meéniciho se pH, ale i na zaklad¢
jiného gradientu prostredi, pfedevs§im teploty nebo teploty a srazek (Blaha et al., 2006; Rolshausen
et al., 2018, 2020; Vancurova et al., 2021; Nelsen et al., 2022). V ramci své diplomové prace jsem
nezaznamenala afinitu nékteré z linii fotobiontl k ur¢itému rozmezi teplot, ackoliv klima spolecné
s druhem mykobionta vysvétluje 18 % genetické variability fotobiontl (klima samotné vSak pouze 2

%). Mezi lokalitami ale nejsou velké teplotni rozdily na rozdil od studii, které zmifluji vyse.

5.4 Diverzita mykobionti na hadci

Existuji dvé hypotézy, jak hadce ovliviiuji spektrum druhii liSejnikd, které na nich dokdzou rust.
Prvni priklada vyznam pasobeni tézkych kovt a predpoklada proto, Ze se na hadcich vyskytuji pouze
druhy, které dokazou vysoké koncentrace tézkych kovii dobfe tolerovat (Backor & Loppi, 2009).
Druha teorie naopak vlivu tézkych kovli vyznam neptiklada, ale zamétuje se spis na ostatni vlastnosti
hadce, jako je spolecné ptisobeni jeho chemickych a fyzikalnich vlastnosti (viz kapitolu 1.3), mikro-
klimatu (Paukov, 2009) i makroklimatu (Rajakaruna et al., 2009). Vzhledem k vysledkim mé diplo-
mové prace se priklanim k druhé teorii, jelikoZz t€Zké kovy jsou ze substratu pravdépodobné jen velmi
malo dostupné. Provedena méfeni navic potvrzuji, Ze jsou v hadcich jednotlivé prvky nehomogenné
rozmisténé, coz jen podporuje mnozstvi mikrostanovist, na kterych mohou liSejniky rtst, a tim i
vys$§i diverzitu pritomnych druht. O tom, Ze hadce neptedstavuji substrat, na ktery se liSejniky musi

adaptovat, svéd¢i i malé mnozstvi znamych hadcovych lisejnikovych endemit.
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5.5 Fotobionti hadci a postindustridlnich stanovist’
Hadce ptedstavuji pfirozené vzniklé stanovisté s vysokym obsahem tézkych kovl. Nabizi se
proto srovnani druhové skladby fotobiontl s antropogenné€ vzniklymi stanovisti zatizenymi tézkymi

kovy, kterymi jsou nejriiznéjsi postindustridlni stanovisté jako haldy nebo vysypky.

Na postindustrialnich stanovistich s vysokym obsahem tézkych kovl byla zjisténa ptitomnost
alternativnich fotobiontl ve stélkach liSejniku rodu Cladonia (Osyczka et al., 2020). Dutohlavky
preferuji tvorbu symbiodzy s fasami rodu Asterochloris (Backor et al., 2010; Peksa, 2011a; Peksa &
Skaloud, 2011), vlivem t&zkych kovii viak mohou fasu rodu Asterochloris vyménit za fasy rodu
Trebouxia (Beck, 2002). Pravé fotobionty rodu Trebouxia objevili ve stélkach dutohlavek na postin-
dustrialnich stanovistich Osyczka et al. (2020), pticemz jejich pfitomnost byla ovlivnéna obsahem
tézkych kovil v substratu — ¢im vyssi hladiny tézkych kovii substrat obsahoval, tim vice stélek obsa-
hovalo trebouxioidni fotobionty. V piipadé€, Ze se v prostiedi vyskytovaly i fasy rodu Asterochloris,
doslo k jejich preferenénimu zapojeni do tvorby lisejnikové stélky. Rasy rodu Trebouxia tak piedsta-
vuji alternativni fotobionty pro liSejniky, které s ni umi zapo¢it symbiézu. Tim mohou pionyrské
lisejniky zvysit sviyj koloniza¢ni potencial a rozsifit tak svou ekologickou amplitudu (Osyczka et al.,
2020). Druhy rodu Cladonia studované v této praci obsahovaly pouze fasy rodu Trebouxia z cladii A
a [ — to miZze byt v lehkém rozporu s tvrzenim, Ze fasy z cladu S nalezneme na substratech obsahu-
jicich tézké kovy (Beck, 2002). Zaroven vsak clade S preferuje kyselé substraty a na studovanych

stanovistich bylo naméfeno subneutralni pH (6-7).

Nejvyssi koncentrace tézkych kovi ve stélkach dutohldvek na postindustridlnich stanovistich
byla zjisténa ve spodni ¢asti podecia a pfizemnich Supinach — tedy v ¢astech stélky, které jsou v bez-
prosttednim kontaktu se substratem. Kationty tézkych kovii jsou do stélek ptijaty pasivnim piijmem
vodného roztoku (skrze kapilaritu), ve kterém se vyskytuji (Osyczka et al., 2016). To svéd¢i o jejich

biologické dostupnosti a uvoliiovani ze substratu.

Sekvence fotobiontli druhu Cladonia pyxidata jsem ziskala ze vSech studovanych hadcovych
lokalit. Ani v jedné stélce jsem vSak nezjistila alternativniho fotobionta jiného rodu, coz potvrzuje
mou teorii o nedostupnosti kovli z hadcového substratu. Zatimco piirozené hadcové vychozy pied-
stavuji dlouhodobé stabilni stanovisté se stalymi podminkami a ustalenym druhovym slozenim, po-
stindustrialni stanovisté jsou opusténa jen desitky az stovky let a jedna se tak o ran€ sukcesni stano-
visté (Osyczka et al., 2020). Tomu odpovida nejen dostupnost kovl ze substratu, ale i druhova
skladba liSejnikd, kdy na vySe popsanych industridlnich stanovistich rostou pionyrské druhy lisej-
nikti. Druhové slozeni fotobiontd liSejnikll zavisi pravé i na sukcesnim stadiu daného stanoviste
(Osyczka et al., 2020). Pfitomnost alternativniho fotobionta nemusi poukazovat pouze na chemismus
substratu, ale mize byt i reakci na mikroklimatické podminky v misté ristu stélky. Noh a kol. (2020)
zjistili, ze ve stélce liSejniku Cladonia squamosa dominuji v jejich bazalnich ¢astech fotobionti

z tiidy Trebouxiophyceae a Ulvophyceae, zatimco v apikalnich ¢astech se vyskytuji predev§im
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fotobionti druhu Asterochloris erici, ktery dokaze tolerovat vyssi miru desikace (Noh et al., 2020).
Schopnost vyménit fotobionta za méné preferovaného, ale dostupného, predstavuje ucinnou a nutnou
strategii, jak na takovém stanovisti piezit a byt minimalné citlivy vii¢i podminkam prostfedi (Wornik
& Grube, 2010; Dal Grande et al., 2018). Nabizi se otazka, zda neobsahuji stélky druhu Cladonia
pyxidata z této prace v prizemnich Supinach jiné fotobionty nez v podeciich, ze kterych jsem jejich

sekvence ziskala.

5.6 Hadcovy specialista a jeho preference
Pertusaria chiodectonoides je druhem, ktery (minimalné
v ramci CR) preferuje hadcové substraty a je mozné ho spolu
s druhem Porpidia nadvornikana oznacit za hadcového speci-
alistu. Jeho vzhled je nenapadny a v terénu je mozna zaména

za néktery z druhti rodu Aspicilia, o cemz svédci i jeji syno-

nymni jméno Pertusaria aspicilioides (Nimis, 2024). Rozsi-
feni této dératky je v CR sporé. V minulosti byl jeji riist potvr-  0br. 46 Pertusaria chiodectonoides (BS22)
zen pouze na ¢tyfech moravskych lokalitach — Moheln¢, Rou- ;O',lgvffg{if; ¢ lokality Boreckd skalka

chovanech, Stfitezi a Dolnich Libochovanech (Suza, 1944; Vézda, 1959), na kterych se vsak v sou-
¢asné dob¢ vyskyt ovéfit nepodarilo (Malicek ef al., 2024). Recentné doslo k zaznamenani tohoto
druhu na dvou novych lokalitich — Hadcich u Zelivky (Mali¢ek & Vondrak, 2013) a na nékolika
hadcovych vychozech ve Slavkovském lese (NPP Kfizky — Peksa, 2011b; PP Dominova skalka —
Peksova & Peksa, 2022; Palice nepubl.). Pfitomnost druhu na lokalitich NPP Ktizky a NPP Hadce
u Zelivky se mi podaiilo ovéfit. Zaroveti jsem odhalila i novou lokalitu vyskytu tohoto lidejniku —

jedna se o byvaly hadcovy lom Borek nedaleko Chotébote (PP Borecka skalka), kde roste ve svrch-
nich partiich na drobnych hadcovych vychozech.
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Obr. 45 Rozsieni lisejniku Pertusaria chiodectonoides v CR, modie — historicky uddavané
lokality, zelené — soucasné znamé lokality, éervené — nove zaznamenanda lokalita v PP Bo-
recka skalka. (upraveno z Malicek et al., 2024)
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JelikoZ je Pertusaria chiodectonoides hadcovym specialistou, pfedpokladala jsem, ze bude po-
rustat mista obsahujici nadprimérna mnozstvi jednotlivych kovti a bude obsahovat fotobionty, ktefi
jsou na takovy substrat adaptovani. Témi by mohli byt fotobionti z cladu S, ktefi se vyskytuji prave
na substratech s vysokym obsahem tézkych kovt (Beck, 2002). Tento pfedpoklad se v§ak nepotvrdil.
Vsechny vzorky obsahovaly fotobionta rodu Trebouxia z cladu A, konkrétné stélky z Borecké skalky
a Kiizki asociovaly s fotobiontem z linie A06 (T, incrustata), stélky z Zelivky s fotobiontem z linie
A10 (T vagua). Fotobionta z téchto linii obsahuje celkem 85 stélek sebranych liSejniki. Ackoliv se
mi podafilo ziskat DNA pouze z péti vzorki liSejniku Pertusaria chiodectonoides, zahrnuji vSechny
recentni oblasti vyskytu. Skrze vétSinu stélek jsem naméfila nadprimérny obsah Cr, Fe i Ni (Tab.
13). Pro vyvozovani obecnych zavérii o vazb¢ na tyto kovy vSak nemam k dispozici dostatecné
mnozstvi vzorku.

Tab. 13 Obsah kovii naméreny skrze stélky lisejniku Pertusaria chiodectonoides, Zluté jsou vyznacené
nadpriimeérné hodnoty, vsechny hodnoty jsou uvedeny v mg/kg.

kod lokalita Cr Mn Fe Ni

ZE15 Zelivka 12197,5 |5745,5 583650,0 {54000,0
ZE16 Zelivka 16421,5 |6262,5 610350,0 |56350,0
ZE17 Zelivka 10545,0 |6413,0 593800,0 {44200,0
Zelivka pramér Zelivka 10957,7 |6741,3 |563153,1 [39512
BS22 Borecka skalka |1263,0 564,0 50864,0 [1062,5
Borecka skalka priimér [Borecka skalka [998,6 468,4 45488,7 (1121,6
KR40 Krizky 681 360,0 38550 1243
K¥izky pramér Krizky 625,1 382,9 27773,3 [669,9

5.7 Pluralita fotobiontu ve stélce

V poslednich letech se ukazuje, zZe pluralita fotobiontli v ramci jedné stélky lisejniku je nejspis
Cast€j$im jevem, nez se diive predpokladalo (Dédkova, 2023). Ve vétsing studii zabyvajicich se plu-
ralitou fotobiontd bylo ve stélce liSejniku objeveno vice druhti fas t€hoz rodu (Backor et al., 2010;
Muggia et al., 2011, 2011; Park et al., 2015; Voytsekhovich & Beck, 2016; Molins et al., 2021),
nikoli vice rodi — avSak i takové pripady jsou zndmé (napf. Vancurova et al., 2018; Chrismas et al.,
2021). Ptitomnost vice druhd/rodt fotobionti ve stélce miize predstavovat vyhodu v disturbovaném
prostfedi s ménicimi se podminkami (Casano et al., 2011; Muggia et al., 2014; Vancurova et al.,

2020; Chrismas et al., 2021).

Lisejnik Lecanora rupicola neni vyhranény, co se asociovanych fotobionti tyce, naopak je aso-
ciovan s mnoha liniemi fas rodu Trebouxia z ruznych cladt (Blaha et al., 2006). V ramci této diplo-
mové prace jsem vibec poprvé v jedné stélce tohoto druhu lisejniku objevila fasy dvou rodi — Tre-
bouxia a Coccomyxa, a to jak na zakladé molekularnich dat pochazejicich z [llumina metabar-
codingu, tak na zakladé jejich morfologické odlisnosti. Rod Coccomyxa navic dosud nebyl zazna-

menan jako fotobiont tohoto druhu lisejniku.
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Zatimco buiiky nalezejici rodu Trebouxia jsou ve stélce volné roztrouSené a tvoii fotosyntetizu-
jici vrstvu, jakou zname z ostatnich liSejnikl s heteromerickou stélkou, bunky patfici rodu
Coccomyxa se vyskytuji ve ,,vaccich® nebo minimalné prostorové oddélené houbovymi vlakny od
bunek druhého fotobionta (Obr. 41). Oba rody fas produkuji stejny cukerny alkohol — ribitol (Ri-
chardson, 1973), divodem pro oddéleni bunék rodu Coccomyxa tedy nebude rozdil v produktu foto-
syntézy poskytovaném houbé. Rasy rodu Coccomyxa mizeme nalézt i volné Zijici, v takovém pii-
padé mohou buiiky produkovat slizové pochvy — diky nim vytvareji kolonie a pro jiné fasy by mohlo
byt obtizné rist mezi takovymi buiikami. Diky této schopnosti nejspis mohou buiiky tvofit kompaktni
kolonii i v liSejniku a vytvéret tak pomyslny vacek. Na druhou stranu bylo pozorovano, Ze pokud se
bunky tohoto rodu nachézeji v lisejniku v roli fotosyntetizujiciho partnera, tento sliz vytvareji v mno-

hem mensi mite (Tschermak-Woess, 1988).

Nabizi se tedy otazka, zda je takto pozoro-
vana Coccomyxa opravdu druhym rovnocen-
nym fotobiontem daného liSejniku, Ci zda se
jedna pouze o epilichenicky rostouci fasu, ktera
vyuzila napt. drobné praskliny korové vrstvy ¢i
jiného mechanického poskozeni dané areolky a
vytvofila kolonii mezi houbovymi vlakny. V ng- = 2 %F " : i
kterych ptipadech byly buiiky rodu Coccomyxa _‘-‘; ¢ : SRR : ~ $~. "
pozorovany az hluboko ve dienové vrstve, tedy = . o P e Py & i Ve
pod vrstvou fasy rodu Trebouxia, coz by rozpo- ;’::}:2 Z {)Zeet]c;l ’o(iclijl;n:];{i[s X\l ;odu Coccomyxa od svrchniho
rovalo teorii o vniku do stélky poruSenim
svrchni korové vrstvy. Coccomyxa byla také pfitomna ve vétSin€ areol dané stélky, nejedna se tedy
o nahodny vyskyt v nékolika malo areolach. To potvrzuji i vysledky metabarcodingu, které ukazuji,
ze relativni abundance fasy Coccomyxa antarctica v tomto vzorku dosahuje 45 %. Na dalsich lisej-
nicich z této hadcové lokality jsem pozorovala epilichenicky rostouci fasy, av§ak po provedeni pfic-
nych fezll a pozorovani ve svételném mikroskopu, jsem je uvnitf stélek nikdy nenachazela, a to ani
pfimo v misté jejich rustu. Nutno také podotknout, ze pozorovani fas na povrchu jinych lisejnikt

neni podlozeno molekularnimi daty a nevim tak, o které tasy se piesné jednalo.

Ackoliv jsou tasy rodu Coccomyxa v ramci této stélky pritomné ve vétsing areol, stélka obsa-
huje i areoly, ve kterych jsem tuto fasu nepozorovala. Z toho usuzuji, ze ,,hlavnim* fotobiontem z{i-
stava rod Trebouxia a rod Coccomyxa piedstavuje jakysi druh ,,dopliikového* fotobionta, jehoz pfi-
tomnost predstavuje pro danou ¢ast stélky néjakou vyhodu. Jak ukazuje fotografie fluorescence chlo-
rofylu obou fas (Obr. 41d), bunky tasy rodu Coccomyxa maji i po necelych dvou letech v herbafi,
tedy v podminkach, pii kterych doslo k iplnému vysuseni zkoumané stélky, stale nedegradovany

chlorofyl — na rozdil od buné¢k fasy rodu Trebouxia, coz by mohlo poukazovat na jeji schopnost 1épe
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odolavat dlouhodobé desikaci. Pfitomnost fas rodu Coccomyxa mtize byt pro lisejnik vyhodna prave

pro pieklenuti dlouhych obdobi sucha.

Volné Zzijici tfasy rodu Coccomyxa miizeme nalézt rostouci i pfimo na substratu, a to vcetné
substratli s vysokym obsahem tézkych kovii nebo na radioaktivnich substratech. Z tohoto diivodu Ize
ptedpokladat, ze buiiky disponuji G€innymi mechanismy, jak se s vysokou koncentraci tézkych kovii
vypotadat (napt. tvorbou kyseliny askorbové) (Kovacik et al., 2017), a mohly by tim padem pied-
stavovat efektivniho fotobionta pro liSejniky rostouci na substratech s vysokym obsahem tézkych
kovt. Je také mozné, ze Coccomyxa miize predstavovat fotobionta, ktery je pfitomny ve stélce, ale
mykobiont jej zacne vyuzivat az ve chvili, kdy jeho dosavadni fotobiont pfestane fungovat napf.
praveé z diivodu toxicity tézkych kovl. V tomto bod¢ je vSak nutné zminit, Ze hodnoty Ni a Cr namé-
fené XRF analyzatorem piimo skrze stélky téchto pluralitnich liSejnikti nebyly nikterak vysoké, do-
konce byly podprimérné, stejné jako celkové hodnoty namétené v ramci této lokality (Obr. 11, Tab.

CN13

11). Zde se také nabizi otazka, co znamena ,,vysoka koncentrace tézkych kovii““ z pohledu fotobionta.
Vysoka koncentrace kovl ve stélce se navic nutné nemusi rovnat mife toxicity, nebot’ zalezi i na

schopnosti obou symbiontii detoxikovat tézké kovy.

Diky SEM/EDS také vime, Ze se ve vrstvé fotobionta nachazi méné castic bohatych na tézké
kovy (Obr. 16). Fotobionti jsou tedy u¢inné chranéni pfed pfimym kontaktem s nimi, a to z obou
stran — ze svrchni strany zajistuje ochranu pred atmosférickou depozici svrchni korova vrstva, ze
strany spodni chrani pied Casticemi ze substratu predevsim vrstva dfenova, ve které je zachycena
vétSina téchto Castic. Toto se vSak tyka pouze pevnych Castic, nikoli iontid tézkych kovi, které se
z téchto ¢astic uvolnily a mohou putovat stélkou liSejniku, dokud nedojde k jejich detoxikaci. Vzhle-
dem k lokalizaci ¢astic horniny ve stélce, nizsi koncentraci kovil v nich a jejich biologické nedostup-
nosti je mozné, Ze pritomnost dvou fotobiontil ve stélce pomaha lisejniku piekonat jiné neptiznivé

podminky prostfedi, nez jakymi je ptitomnost t€zkych kovli v horning.

Stale zde zGstava moZznost, Ze se nejedna o fotobionta, ale pouze o epilichenicky rostouci fasu,
ktera se dostala skrze mechanickym poskozenim povrchu areoly dovnitt stélky, kde dokazala prezit.
To by pro ni mohlo byt vyhodné — vyuzivala by vSech ,,sluzeb* mykobionta (ochrana pfed UV zate-
nim, vysychanim, tézkymi kovy), ale nemusela by se délit o své produkty fotosyntézy. Pokud by
tomu tak bylo, mohl by se ji mykobiont snaZit izolovat od zbytku stélky, aby nedochazelo k jejimu
vét§imu rozristani. K potvrzeni nebo vyvraceni té€chto teorii by bylo idealni ovéfit pritomnost nebo

absenci houbovych vlaken mezi butikami fasy rodu Coccomyxa pomoci konfokalniho mikroskopu.
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5.8 LiSejniky vs. cévnaté rostliny — 1:0
Zatimco lisejniky hadcovy substrat vyrazné neovliviiuje v druhové skladbé, ristu, ani ve vybéru
fotosyntetického partnera, cévnaté rostliny jsou vic¢i hadcové pude citlivéjsi. Projevuji se u nich
zmény na anatomické i morfologické trovni, tzv. serpentinomorfézy (Novak, 1928 cit. v Proctor &
Woodell, 1975; Ritter-Studnicka, 1972), ale i v druhovém sloZeni, které¢ se odliSuje od okolnich ne-
hadcovych substrati. Pfitomnost odlisSnych druhiit mtze byt zptsobena vice faktory, které souvisi

s fyzikalnimi i chemickymi vlastnostmi hadci.

Hlavni roli limitujici schopnost cévnatych rostlin rist na hadcové pidé€ nehraje vysoky obsah
tézkych kovt, ale vysoky obsah Mg. Hot¢ik totiz snizuje dostupnost vapenatych ionti pro rostliny,
pricemz nekteré hadcové plidy jsou navic na Ca chudé. Dulezity je celkovy pomér Ca:Mg v pude
(Walker, 1954; Walker et al., 1955). Zasadni adaptaci umoznujici rostlinam riist na hadcovém sub-
stratu je proto schopnost piijimat pfednostné Ca a piijem Mg omezit (Walker, 1954). Tézké kovy na
rostliny také plisobi (Hunter & Vergnano, 1953; Kabata-Pendias & Pendias, 2001), ale opét vyvstava
stejna otazka — do jaké miry jsou t€zké kovy z hadcové pudy pro rostliny dostupné? O nedostupnosti
tézkych kovii mize svédCit fakt, Ze se projevy toxicity tézkych kovii (nekrdza a intervenalni chloréza
list) neobjevuji obecné na vSech hadcovych lokalitach (Hunter & Vergnano, 1953). Kovy se navic
vzajemn¢ ovliviuji v toxickém piisobeni (napf. nizky obsah Fe v pid¢ zvysuje toxicitu Ni), pro sta-
noveni jejich vlivu na rostliny je proto nutné znat obsahy vsech pritomnych kovli (Hunter & Verg-

nano, 1953; Crooke & Inkson, 1955).

Kdybychom rostliny z hadct ptesadili do urodné ptdy, prosperovaly by 1épe — pfesto je vSak
v okoli hadcti nenajdeme. To je nejspis zptisobené tim, ze jsou konkurencné slabé a jsou tedy vytla-
¢ené na hadcové ostrovy (Kruckeberg, 1951). Na hadcich roste fada endemickych druht, ale také
druhii reliktnich, které hadce osidlily pted rozsifenim zapojeného lesa a pro které nyni hadce pied-
stavuji refugium (Kolar & Vit, 2008). Mezi lisejniky se naopak vyskytuje jen velmi mélo hadcovych

endemitd (viz kapitolu 1.3).

Chemické vlastnosti hadci limituji riist cévnatych rostlin, ale nikoli liSejnikd. Podobné trendy
byly zaznamenany i u ostatnich kryptogam. Houby dosahuji na hadcich stejné i vyssi diverzity nez
na nehadcovych substratech a nejsou tedy limitovany jeho chemismem (Hopkins, 1987; Urban et al.,
2008; Moser et al., 2009; Branco, 2010; Branco & Ree, 2010). Stélky mechorosti z hadcového sub-
stratu obsahuji vyssi koncentrace Ni, Cr a Mg a nizsi pomér Ca:Mg, coz se shoduje s trendy zazna-
menanymi u vyssich rostlin (Briscoe et al., 2009; Rajakaruna et al., 2009). Oproti cévnatym rostli-
nam se vSak mechorosty shoduji s liSejniky a houbami v nizké mife endemismu na hadcovych sub-
stratech. Stejné jako u liSejnikd byly nékteré druhy mechd popsany z hadce a povazovany za ende-
mické pro tento substrat, nasledné vSak byly nalezeny i na nehadcovych substratech (Favero-Longo
et al., 2004). Rasy z hadct byly studovany pouze v nékolika studiich, v ramci kterych bylo zjisténo,
ze hadce neovliviiuji jejich diverzitu (Terlizzi & Karlander, 1979; Venter et al., 2018).
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Kryptogamické organismy jsou povazovany za vysoce tolerantni vii¢i vlastnostem substratu a vyka-
zuji rozsahlé geografické arealy zahrnujici i vice neZ jeden kontinent (Schuster 1983 v Rajakaruna
et al., 2009). Je v§ak nutné podotknout, ze vliv hadcii na vySe zminéné skupiny organismi byl dosud

studovéan nedostatecné (Rajakaruna et al., 2009; Hugonnot, 2019).

Na rozdil od cévnatych rostlin, které jsou vici hadcové pade citlivé, 1ze povazovat bezcévné

rostliny a liSejniky za tolerantni vii¢i vlastnostem hadcovych substratt.
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6 Dalsi smér vyzkumu

Biogeochemické procesy mezi lisejniky a substratem, ktery porustaji, si jist¢ zaslouzi dalsi po-

zornost. Na nasledujicich fadcich proto uvadim mozné sméry vyzkumu a nastinuji jejich metodiku.

Hodnota pH, které je liSejnik vystaven, se ukazuje jako zasadni pro interpretaci vysledki. Je
proto nutné zvolit spravnou metodiku méteni, aby naméfena hodnota pH odpovidala skute¢nému pH
v miste, které liSejnik portsta. Pro méfeni pH je proto nutné sefiznout pouze tenkou vrstvu zvétralé
horniny tak, aby nedoslo k odhaleni zdravé horniny. Tento setiznuty kus horniny nechat vyluhovat
v destilované vodé po dobu, po kterou miize vlhkost plisobit na horninu i v ptirod¢, tedy asi 24 hod.
Pouziti destilované vody také neni zcela ideélni, jelikoz v pfirod€ vznika vodny roztok, do kterého
se kovy mohou uvoliovat, z destové vody, ktera mtize vysledné pH roztoku (a tedy i mnozstvi kati-
onttl, které se do n¢j uvolni) ovlivnit. Nabizi se jest€¢ moznost provést silikatovou analyzu horniny.
Touto metodou lze zjistit pomér zasado- a kyselotvornych mineralt, ktery pak lze porovnat s name-

fenou hodnotou pH.

Fakt, ze hadce obsahuji vysoké hladiny tézkych kovi, jesté nutné neznamena, Ze jsou tyto kovy
biologicky dostupné, a tedy ovliviiuji liSejniky nebo jejich jednotlivé symbionty. Je proto nutné zjistit
biologickou dostupnost kovil ve svrchni vrstvé horniny, ktera je se stélkou liSejniku v bezprostfednim
kontaktu. To lze provést pomoci hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem. Touto
metodou lze také zjistit mnozstvi kovi, které liSejnik do stélky absorboval. Pti ptipravé vzorkl vSak
nestaci pouze rucné odebrat viditelné ¢astecky horniny ze spodniho povrchu stélky, jako to dé¢lali
napt. Osyczka et al. (2021) a Rola et al. (2019, 2021). Castice horniny se totiZ vyskytuji i ve stélce
lisejniku (viz kapitolu 4.3), a je tak nutné zajistit, ze pii rozkladu organického materialu v roztoku
kyselin nedojde i k rozkladu téchto zrnic¢ek. Tomu lze zamezit rozdilnou dobou rozkladu organického
materialu (ktery se rozklada kratsi dobu) a materialu anorganického. Zajimavé také bude porovnani

biologické dostupnosti kovil ve zdravé horniné a jejiho zvétralého povrchu.

Presnou lokalizaci kovi 1ze vizualizovat prvkovou mapou, kterou pomoci energiové dispersniho
spektrometru vytvofil napt. Purvis (2014). Ukazuje se, Ze nekteré kovy se vyskytuji preferenéné ve
specifickych castech stélky —napt. Cu je shromazd’ovéna v apotheciich, ve kterych se vyskytuji pig-
menty melaninu (Backor & Fahselt, 2008; Osyczka et al., 2016). Ty maji schopnost absorbovat velka
mnozstvi tézkych kovl (Gadd, 1993; Fogarty & Tobin, 1996). Znamé ,,uloziste* té€zkych kovt
v ramci stélky by mohlo pomoci k celkovému obrazu, jak liSejniky s t€zkymi kovy nakladaji a
k hlubsimu porozuméni mechanismiim detoxikace té¢zkych kovl uvniti stélky. Nejpfinosn€jsi by
bylo vytvoreni prvkové mapy piicného tezu liSejnikem, zvétralou i zdravou vrstvou horniny, kde by

bylo mozné sledovat distribuci jednotlivych prvki a jejich kontakt s liejnikem.

Idealni by také bylo pozorovat fez stélkou lisejniku v SEM, ovSem pted vlozenim do mikro-
skopu provést vybrus horniny i liejniku. To by umoznilo pfesna méfeni obsahu prvka v ¢asticich
horniny pfijatych do stélky lisejniku pomoci EDS. Zaroven by bylo také pfinosné provést tato
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pozorovani i ve stélkach lupenitych a kefickovitych, které jsou v mensim kontaktu se substratem nez
korovité druhy. Osyczka et al. (2016) zjistili, Ze liSejniky rodu Cladonia rostouci na substratech s vy-
sokym obsahem tézkych kovt obsahuji nejvice t€zkych kovl ve spodnich ¢astech podecii, zatimco
jejich svrchni €asti (kromé apothecii) zlstavaji t€zkymi kovy témét nedotené. To piipisuji pasiv-
nimu piijmu kovi rozpusténych ve vodé. Je vSak otdzkou, do jaké miry a pfipadné i vysky, se v po-

deciu (i pfizemnich Supinéach) vyskytuji ¢astecky horniny, jako je tomu u korovitych lisejnikt.

Vyvstava také otdzka, pro¢ nekteré lisejniky preferuji hadcovy substrat. Ma teorie, Ze zde tvoii
symbidzu se specifickymi druhy fas, se ukazala jako licha (byt’ pouze na zakladé jednoho druhu
specializujiciho se na hadce). Je otazkou, zda existuje néjaky faktor ovlivitujici jejich vyskyt (napf.
uzké rozmezi pH, které toleruji, nebo fyzikalni vlastnosti hadce) nebo zda jde o souhrn riznych fak-

tord, které pro né ¢ini hadec jedinym vhodnym substratem k rtstu.

Vzhledem k objevené pluralité fotobiontl ve stélce lisejniku Lecanora rupicola ocekavam, ze
pritomnost vice fotobionti ve stélce lisejnikii bude Castéj$im jevem, ktery si jisté zaslouzi pozornost,

a to nejen na hadcovych substratech.

Nékteré linie mykobiontd vykazuji preference k hadcovému nebo amfibolitovému substratu.
Bylo by proto uzite¢né zamétit pozornost nejen na fotobionty, ale i mykobionty z hadcovych sub-
stratd.

Otazce biologické dostupnosti kovil v horning a jejich pfijmu a lokalizaci v liSejnikové stélce a

pluralité fotobiontll se budu vénovat v ramci svého doktorského studia.
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7 Zavér

V ramci své diplomové prace jsem se vénovala diverzité fotobiontt lisejnikti rostoucich na had-
covém substratu. Za kontrolni horninu jsem zvolila amfibolit, abych mohla vysledky porovnat s jinou
ptirozené vzniklou horninou, ktera se vSak lisi v mnozstvi obsazenych tézkych kovi. Na péti hadco-
vych a péti amfibolitovych lokalitach v Ceské republice jsem sbirala deset druhi lidejnik s Sirokou
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 rostouci vylu¢n¢ na hadcich

(Pertusaria chiodectonoides).

Fotobionty i mykobionty jsem identifikovala na zakladé¢ useku ITS rDNA. Celkem jsem ve 157
stélkach liSejnik zaznamenala 28 linii fotobiontd — 17 linii fas rodu Trebouxia a jedendct linii fas
rodu Asterochloris. Na obou substratech jsem celkove zaznamenala stejny pocet linii fotobiontt (17).
Nejcastéji zastoupenymi fotobionty byly linie fas rodu Trebouxia A06 a A10. Jednu linii fas prefero-
valy pouze dv¢ genetické linie mykobiontli v rdmci druhtt Candelariella vitellina a Protoparmeliop-
sis muralis, nikoliv jednotlivé druhy jako celek. Nekteii mykobionti sice obsahovali vice linii, ale
vykazovali preference vii¢i jedné linii — Candelariella coralliza, Candelariella vitellina a Lecidella
carpathica preferovaly linii A06. Tti druhy pak vykazovaly preferenci cladu A a fasy z jinych cladt
jsem v jejich stélkach nezjistila. VétSina linii na hadcich a amfibolitech (a tedy i na jednotlivych

hadcovych lokalitach) se vzajemné piekryvala.

Abych zjistila geochemickou charakteristiku studovanych hornin, provedla jsem méfeni pH,
konduktivity a obsahu tézkych kovii pomoci pienosného XRF analyzatoru na vsech studovanych
lokalitach. Hadce a amfibolity se lisi v obsahu tézkych kovii — zatimco hadce obsahuji vysoké hla-
diny Ni a Cr, v amfibolitech se vyskytuje velké mnozstvi Mn a Fe. Dlouha doba zvétravani a vysoké
pH (primér 8,98) namétené na hadcich vede k nizsi biologické dostupnosti pritomnych kovi. To se
potvrdilo i méfenim konduktivity, ktera se na obou typech horniny ukézala jako velmi nizka (< 75
uS/cm). Predpokladam proto, ze hadce nepiedstavuji pro liSejniky toxicky substrat a neni tedy nutné,
aby lisejniky obsahovaly specidlni (toxitolerantni) linie fotobiont. Vysoky pocet linii ve studova-
nych druzich svédci o nizké selektivité i specificité danych mykobiontil — to umoziuje t€émto euryek-

nim druhiim osidlovat §iroké rozpéti substratii i klimatickych podminek.

Pomoci SEM-EDS jsem ovéfila, Ze korovité liSejniky pfijimaji do stélky velké mnozstvi ¢astic
podlozni horniny, které mohou obsahovat tézké kovy. Samotna pfitomnost Castic horniny ve stélce
vSak nic nevypovida o schopnosti liSejnik tolerovat tézké kovy, protoze tyto kovy nemusi byt pro
lisejnik dostupné. Termin ,,hyperakumulator by se tak mél pouzivat pouze pro liSejniky, které jsou
schopné se vyporadat s vysokym obsahem iontd kovi, a to jak extracelularnimi, tak intracelularnimi

mechanismy.
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V jedné stélce lisejniku Lecanora rupicola z hadcové lokality Kiizky jsem pomoci Illumina
metabarcodingu a nasledné i svételné mikroskopie zaznamenala dva rody fotobiontt — Trebouxia a
Coccomyxa. Otazkou stale ziistava, jakou vyhodu liSejniku pfinasi pfitomnost druhého fotobionta ve

stélce.

Ptijem kovi ze substratu do stélky liSejniku a jejich toxicita pro liSejnik (a potazmo i fotobionta,
ktery je ve stélce pritomny) je velmi komplexnim tématem, ve kterém hraje roli fada proménnych —
pH substratu, pH v liSejniku, staii substratu, interakce s ostatnimi kovy, ale i morfologickd stavba
liejniku, tvorba sekundarnich metabolitl nebo schopnost oddalit intracelularni piijem iontt kovi
pomoci extraceluldrnich mechanismt detoxikace. Ackoliv jiz vime, jak spolu nékteré proménné sou-

viseji, zaslouzi si toto téma v budoucnu jist¢ dals$i pozornost.
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9 Priloha

Piiloha 1 Fotografie studovanych lokalit: A — Krizky, B — Udoli Teplé, C — Mohelenska hadcova step, D — U doutné
skaly, E — Zelivka, F — Kalvarie (foto: Maryska, P), G — Holubovské hadce, H — Rdj (z ditvodu chybéjici fotodokumen-

tace prikladam ilustracni obrazek; AI-Copilot), I — Borecka skalka, J — Trebovské hradisko, levy sloupec = hadce, pravy
sloupec = amfibolity, kazda dvojice predstavuje klimaticky par.




Piiloha 2 Korelacni matice obsahu kovii namérenych XRF analyzatorem skrze

=

v

Mg

stélku lisejniku vytvorend na zdaklade Pearsonova korelacniho koeficientu.

Piiloha 3 Pocty stélek s jednotlivymi liniemi ras rodu Asterochlo-
ris na hadci a amfibolitu

linie hadec | amfibolit pocet

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
nezarazeno 1 1 0 3
nezarazeno 2 0 1 0
nezatrazeno 3 1 0 0
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linie hadec amfibolit pocet celkem
AO01 (T. cretacea) 0 1 1
AO03 (T. jamesii) 0 2 2
A04 2 0 2
A06 (T. incrustata) 25 34 59
A10 (T. vagua) 19 7 26
Al13 (T. 3 0 3

arboricola/crenulata)

A33 (T. decolorans) 1 3 4
A35 (T. solaris) 1 0 1
Ax 1 0 1
nezafazeno | 0 2 2
nezafazeno 2 1 0 1
101a 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
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THA_ex_Lecidea_fuscoatra
TH13_ex_Protoparmeliopsis_muralis

Piiloha 5 Nezakoreneny BI strom fotobio-
ntu rodu Trebouxia vytvoreny na zakladé
uiseku ITS. Cisla nad vétvemi zobrazuji
statistickou podporu urcenou dvéma me- e

— '_ex_Protoparmeliopsis_muralis
todami — BI posteriorni pravdépodobnost | |___ 114 ex_candelarielia_viteliina
/ ML bootstrap. Zobrazeny jsou hodnoty L HHs_ex_Lecanora_polytropa
> 89 pro BI a]lm OdeVidajl,Cl, hOd}’lOly TH30_ex_Lecidea_fuscoatra, DS8_ex_Lecanora_rupicola
ML. Tucné jsou vyznacené linie s BI = 1. HIS i toche e
Barva odpovida substratu, na kterém
stélka rostla — Zlutd = hadec, zelend =
amfibolit, vyznaceny jsou pouze linie ob-
sahujici vzorky z mé diplomové prdace.
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RA10_ex_Protoparmeliopsis_muralis
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1/100

|- 858 ex Candelariella_vitellina, RA25_ex_Candelariella_corallza
D523_ex_Candelariella_vitellina
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A12_XA_chE3_usa_UT_terr_126
KF907509_Trebouxia_sp_URad_ex_Fulgensia_bracteata_ssp_deformis
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ZE3. Protoparmeliopsis_muralis
0'58"7%5 BS. Lecanora_rupicola
MO9_ex_Rhizocarpon_geographicum

TH15_ex_Lecidea_fuscoatra

ZE26_ex_Rhizocarpon_geographicum
AL56_ex_Lecidea_fuscoatra
ZE5_ex_Lecidella_carpathica
o.fs/15) ZE17, ZE16, ZE15_ex_Pertusaria_chiodectonoides

ZE6_ex_Candelariella_vitellina
|- ZE18_ex_Lecidella_carpathica, ZE22_ex_Protoparmeliopsis_muralis, BS9_ex_Lecidella_carpathica
— TE9_ex_Candelariella_coralliza, DS16_ex_Lecidea_fuscoatra
|— BS26_ex_Lecidea_fuscoatra

ZE24_ex_Protoparmeliopsis_muralis
0,97/33 [ MOB8_ex_Rhizocarpon_geographicum
TH8_ex_Acarospora_fuscata

1156 KT819945_Trebouxia_vagua_ex_Diploschistes_diacapsis

KNIN_03_ex_Rhizocarpon_geographicum
PLU_03_ex_Rhizocarpon_geographicum, MIO76_ex_Lecanora_rupicola
TH5_ex_Lecidea_fuscoatra
1/& CIS_K03_ex_Rhizocarpon_geographicum
| HRUB1_11_ex_Lecidella_carpathica
TH6_ex_Lecidea_fuscoatra
MO16_ex_Rhizocarpon_geographicum
MO74_ex_Lecanora_rupicola
A10_XA_cuF1_canada_BC_saxi_1007
I MO3_ex_Candelariella_vitellina
L~ PRACH1_2_ex_Myriolecis_semipallida
e 1yogr PLU_O1_ex_Xanthoparmelia_conspersa
1 % FR39_ex_Acarospora_fuscata
KNIN_01_ex_Circinaria_caesiocinerea
1/73 - HRUB1_PO5_ex_Diploschistes_scruposus
-L MOT_20_ex_Diploschistes_scruposus
 Trebouxia_sp_4
AO4_XA_chE2_usa_ID_terr_201
— KT819943_Trebouxia_vagua_ex_Circinaria_contorta
[~ CIS_V11_ex_Lobothallia_radiosa

wes| [ BEC_04_Xanthocarpia_interfulgens

L~ KNIN_05_Acarospora_fuscata_s|
MNG699602_1_Trebouxia_vagua

ZE28_ex_lLecidea_fuscoatra

1/98 [ SPA_OP1053_ex_Lecidea_fuscoatra

ZE27_ex_Rhizocarpon_geographicum

KOC_17_ex_Circinaria_calcarea
PRACH1_09_ex_Caloplaca_crenulatella_sl
CIS_V19_ex_Lecidella_stigmatea
SRB_13_ex_Rinodina_lecanorina

EF095232_ ia_specl_ex_P ia_alociza

BEC_08_ex_Candelariella_aurella

0,98/58
|

0,99/56

BEC_16_ex_Rinodina_lecanorina
CIS_V08_ex_Myriolecis_dispersa
KOC_13_ex_Candelariella_aurella
KOC_14_ex_Lobothallia_radiosa
BEC_11_ex_Lobothallia_radiosa
KOC_19_ex_Rinodina_calcarea
KT819947_Trebouxia_aff_vagua_ex_Lecanora_albescens
KAS_02_ex_Caloplaca_chlorina
«F DQ166583_Uncultured_Trebouxia_ex_Lecanora_carpinea

AJ969596_Trebouxia_decolorans_ex_Xanthoria_parietina

1/84)

DS14_ex_Rhizocarpon_geographicum
i{- AL59_ex_Lecanora_rupicola
1788 AJ249482_Trebouxia_arboricola_ex_Pleurosticta_acetabulum
{ TRO_04_ex_Caloplaca_chlorina
|- JX101495_Trebouxia_sp_T53_ex_Xanthomendoza_borealis

A33_Fl626728_Trebouxia_decolorans_ex_Amandinea_punctata A 3 3 (

AJO07385_Trebouxia_arboricola_ex_Lecidella_elaesochroma
— AJ293770_Trebouxia_sp_Friedl_ex_Anaptychia_ciliaris

KT819931_Trebouxia_decolorans_ex_Candelariella_medians

—— AL24_ex_Lecidella_carpathica

2E30_ex_Candelariella_vitellina

L— AJO07387_Trebouxia_arboricola_ex_Xanthoria_parietina
DQ166586_Uncultured_Trebouxia_ex_Lecanora_carpinea

e AM159215_Uncultured_Trebouxia_ex_Gallowayella_fulva

AF389914 _Tret _arboricola_ex_Anaptychia_ciliaris
AF453259_Trebouxia_arboricola_ex_Chaenotheca_phaeocephala
A24_ME_calif_usa_CA_cort_4088
1100 KT819966_Trebouxia_solaris_ex_Ramalina_capitata

MO58_ex_Lecidella_carpathica A35
0,94/59) KT819992_Trebouxia_aff_solaris_ex_Xanthoria_parietina

KT819957_Treb _aff_solaris_ex_Massjukiella_polycarpa

100




AJ969561_Trebouxia_sp_P164la_ex_Xanthoria_parietina
KT819993_Trebouxia_aff_decol _ex_Xanthe ietil
SUD_V01_ex_Caloplaca_flavocitrina

KT819929_Trebouxia_aff_decolorans_ex_Candelariella_medians

FI792797 _Trebouxia_sp_TSV1_ex_Seirophora_villosa

1/100| KT819928_Trebouxia_crenulata_ex_Caloplaca_xerica

1/77 KT819956_Trebouxia_crenulata_ex_Leproplaca_xantholyta

1/93 HRUB1_01_ex_Lecanora_dispersa
BEC_07_ex_Candelariella_medians

ZE9_ex_Rhizocarpon_geographicum

KR9_ex_Lecanora_rupicolal

0,95/64

KR9_ex_Lecanora_rupicola2

KR16_ex_Candelariella_vitellina

189 L— DQ166584_Uncultured_Trebouxia_ex_Lecanora_lojkaeana (T- a I'bO
il JM_6505_ex_Lecania_erysibe

1/99 |- NAV_01_ex_Flavoplaca_flavocitrina

AJ969512_Trebouxia_sp_P_7_la_ex_Xanthoria_parietina
Al13_FI626725_Trebouxia_arboricola

| KAS_01_ex_Lecania_erysibe

sges L HRUB1_04_ex_Flavoplaca_flavocitrina

| EF095230_Uncultured_Trebouxia_ex_Caloplaca_erodens

_l_DELR H_mela_usa_UT_saxi_614

1/68)

1/96 [ A02_LEC_garov_usa_ID_saxi_108
AM159205_Uncultured_Trebouxia_ex_Rusavskia_sorediata
1X101494_Trebouxia_sp_T49_ex_Xanthomendoza_borealis

161~ DOBR_06_ex_Evernia_prunastri

F1418566_Trebouxia_sp_ex_Ramalina_farinacea

Peksal030_ex_Evernia_prunastri
1/44

0,91/23 KT819962_Trebouxia_jamesii_AV0
SOK_11_ex_Lecanora_rupicola
DQ166585_Uncultured_Trebouxia_ex_Lecanora_lojkaeana
EU551539_Uncultured_Trebouxia_ex_Tephromela_grumosa
KT819967_Trebouxia_jamesii_ex_Ramalina_capitata
KT819968_Trebouxia_jamesii_ex_Ramalina_pollinaria
VAL_15_ex_Tephromela_grumosa
MN397116_1_Trebouxia_jamesii

Trebouxia_jamesii_2
£ RA17_ex_Rhizocarpon_geographicum, DS1_ex_Lecanora_rupicola
EUS551498_Uncultured_Trebouxia_ex_Tephromela_grumosa
EUS551501_Uncultured_Trebouxia_ex_Tephromela_grumosa
EUS51502_1_Uncultured_Trebouxia
Trebouxia_sp_8

EU551502_Uncultured_Trebouxia_ex_Tephromela_grumosa
EF432561_Uncultured_Trebouxia_jamesii_ex_Ramalina_pollinaria
FI418565_ ia_TR9_ex_Ramalina_farinacea

$—7 KI576667_Uncultured_Trebouxia_ex_Bryoria_smi
H

ex_Lecidella_carpathica

ZAL_05_ex_Lecanora_polytropa
_L TE11_ex_Rhizocarpon_geographicum, KR21_ex_Rhizocarpon_geographicum
SPA_OP1023_ex_Umbilicaria_cylindrica, KR22_ex_Rhizocarpon_geographicum
OM275786_Trebouxia_sp_meta
- SOK_06_ex_Montanelia_disjuncta
KR15_ex_Lecanora_polytropa
KR19_ex_Rhizocarpon_geographicum
|- S02_GQ375319_Trebouxia_sp_1458_ex_Cetraria_aculeata
KR18_ex_Lecanora_polytropa

TE1_ex_Rhizocarpon_geographicum
KI576664_Uncultured_Trebouxia_ex_Bryoria_nitidula
I- Trebouxia_sp_3

- AI511360_Trebouxia_hypogymniae_ex_Hypogymnia_physodes
KR23_ex_Lecanora_polytropa

TE12_ex_Rhizocarpon_geographicum
KF907559_Trebouxia_jamesii_ex_Thamnolia_vermicularis
EU715041_Trebouxia_cladeS_T31_ex_Thamnolia_vermicularis
GQ375364_Trebouxia_simplex_1451_ex_Cetraria_aculeata
PETR_13_ex_Porpidia_soredizodes
S05_F1626736_Trebouxia_suecica_ex_Tremolecia_atrata
GQ375338_Trebouxia_simplex_ex_Cetraria_aculeata
TE31_ex_Rhizocarpon_geographicum, TE30_ex_Lecidea_fuscoatra
TES5_ex_Lecanora_polytropa
HRUB1_PO8_ex_Parmelia_saxatilis

TE4_ex_Rhizocarpon_geographicum
AF453265_ ia_simplex_ex_C| _subroscida
S03_F1170752_ex_Letharia_vulpina
0P1028_ex_Pseudevernia_furfuracea

PLU_07_ex_Lecanora_cenisia
HRUB1_PO7_ex_Pseudevernia_furfuracea
KNIN_12_ex_Montanelia_disjuncta
AY444757 _Trebouxia_simplex_ex_Flavocetraria_nivalis
0,99/46 AJ511362_Trebouxia_hypogymniae_ex_Hypogymnia_physodes
0,91,': VAL_05_ex_Montanelia_disjuncta
1/100 PRACH_2P_07_ex_Chrysothrix_chlorina
508_GQ375345_1148_Spal_ex_Cetraria_aculeata
0.9/65— AY444768_Trebouxia_simplex_ex_Flavocetraria_nivalis
1/84 AYA44767 ia_simplex_ex_F

ia_nivalis
GQ375323 _Trebouxia_simplex_ex_Cetraria_aculeata
KJ576662_U

ia_ex_Bryoria_
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AY444764_Trebouxia_simplex_ex_Flavocetraria_nivalis
PRACH_2P_03_ex_Pertusaria_corallina
GQ375370_Trebouxia_simplex_ex_Cetraria_aculeata

0,91/67
1X474348_Trebouxia_simplex_G05_ex_Lasallia_pustulata
SOK_15_ex_Acarospora_fuscata
SOK_09_ex_Rhizocarpon_distinctum
AL60_ex_Lecanora_rupicola
BUD_12_ex_Lecanora_polytropa
PETR_10_ex_Lecidea_fuscoatra
268701 _Trebouxia_angustilobata_ex_Parmelia_saxatilis

TH28_ex_Lecanora_polytropa
504_Melanohalea_exasperatula_

1/100 S09_GQ375351_Cetraria_aculeata
_[ PRACHL_PO2_ex_Parmelia_saxatilis

AJ511353_Trebouxia_simplex_ex_Lecanora_conizaeoides
o,92/50f PB_PO6_ex_Acarospora_fuscata
OP_1141_ex_Chrysothrix_chlorina
PB_PO7_ex_Lecidea_grisella

TE27_ex_Lecanora_polytropa
HH35_ex_Acarospora_fuscata

0,96/66

1/94

KR37_ex_Lecidea_fuscoatra
TE28_ex_Lecidea_fuscoatra

HH7_ex_Rhizocarpon_geographicum
{ HH6_ex_Rhizocarpon_geographicum
VAL_18_ex_Acarospora_fuscata_s|
 KY066429_1_Trebouxia_simplex
I DOBR_05_ex_Usnea_sp
KI576701_Uncultured_Trebouxia_ex_Bryoria_furcellata

TE29_ex_Lecidea_fuscoatra
HH33_ex_Lecanora_polytropa
HH34_ex_Acarospora_fuscata

TE26_ex_Acarospora_fuscata

ZE34_ex_Acarospora_fuscata
+ Trebouxia_simplex_&

— TE6_ex_Lecanora_polytropa
HH15_ex_Rhizocarpon_geographicum
510_FI626735_Trebouxia_simplex_ex_Chaenotheca_chrysocephala
JX474344_Trebouxia_simplex_ex_Lasallia_pustulata
JX474340_Trebouxia_simplex_ex_Lasallia_pustulata
KI576642_Uncultured_Trebouxia_ex_Bryoria_bicolor

1/87

KI576669_Trebouxia_ex_Bryoria_tenuis

1/100 GO3_AJ249573_Trebouxia_usneae_ex_Usnea_filipendula

Iﬁ: AJ249566_Trebouxia_corticola_UTEX909

—— G05_AJ249567_Trebouxi l 1sis_ex_| lina_sp
L G05_AJ249574_Trebouxia_higginsiae_ex_Buellia_straminea

1/100
o

AB177830_Trebouxia_corticola_sl_ex_Parmotrena_tinctorum

MO75_ex_Lecanora_rupicola
TH34_ex_ a_fuscata
AF389935_Trebouxia_impressa_Physcia_tenella
BEC_18_ex_Physcia_caesia
AJ293775_Trebouxia_sp_Pa2_ex_Physcia_aipolia
KR8_ex_Candelariella_coralliza

1/100

SPA_OP1024_ex_Physcia_dubia
AF389924_Trebouxia_impressa_ex_Physconia_distorta
101_RH_shus_usa_UT_saxi_544

OTV_10_ex_Aspicilia_cinerea
AF389918_Trebouxia_impressa_ex_Physcia_caesia
AF389933_Trebouxia_impressa_ex_Physcia_tenella
AI293788_Trebouxia_sp_Physcia_tenella
EU795079_Uncultured_Trebouxia_ex_Physconia_detersa
AJ293786_Trebouxia_sp_Schultz8_ex_Phaeophyscia_orbicularis
AF389931_Trebouxia_impressa_ex_Phaeophyscia_orbicularis
BEC_17_ex_Phaeophyscia_orbicularis
TRUB_18_ex_Physcia_dimidiata
TRO_03_ex_Oxneria_fallax
AJ969533_Uncultured_Trebouxia_ex_Oxneria_fallax
MOT_21_ex_Physcia_dubia
AJ293779_Trebouxia_impressa_ex_Physconia_perisidiosa
EU795080_Uncultured_Trebouxia_ex_Physconia_enteroxantha
EU795073_Uncultured_Trebouxia_ex_Physconia_grisea
AJ293777 _Trebouxia_sp_Ps1_ex_Physcia_stellaris

104_AF345891_Trebouxia_impressa_ex_Physcia_stellaris
172 %E 104_AF242469_Trebouxia_potteri
EU795057_Uncultured_Trebouxia_ex_Physconia_distorta

FJ792802_Trebouxia_sp_TTC1_ex_Teloschistes_chrysophthalmus
Al249568_Trebouxia_gi _ex_F p ia_caperata
1/100 1/100 AJ293787_Trebouxia_sp_Dornes_ex_Physcia_semipinnata

|_ 105_F1626730_Trebouxia_gelatinosa_ex_Flavoparmelia_caperata

0,98/36|

1/95

1/60

AJ249575_Trebouxia_gelatinosa_ex_Punctelia_subrudecta

EU717912 ia_sp2_3_1_lc_ex_Physcia_tenella

102_ME_subau_usa_MI_cort_4176
% EU795064_Uncultured_Trebouxia_ex_Physconia_distorta
DOBR_03_ex_Parmelia_sulcata

 FI792800_Trebouxia_sp_TPP1_ex_Parmotrema_perlatum

1/100
—

L A19_PMT_per_CANAR_gome_cort_3742
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Piiloha 6 Fylogenetické stromy mykobiontit druhu Acarospora fuscata, Lecidea fuscoatra, Lecanora polytropa, L. rupi-
cola, Pertusaria chiodectonoides, Protoparmeliopsis muralis, Rhizocarpon geographicum a rodu Candelariella vytvo-
Fené metodou ML na zakladé viseku ITS rDNA. Cisla nad vétvemi zobrazuji ML bootstrap, zobrazeny jsou hodnoty >75.
Tucné vyznacené vzorky pochazeji z této prace, barva urcuje typ substratu — Zluta = hadec, zelend = amfibolit.

I Acarospora fuscata
HH35

RAB

- ON447607 Acarospora fuscata Tonsberg 45807

— 0OP162374 Acarospora fuscata Peksa 5

93
MK178279 Acarospora fuscata Kocourkova 8499

HH34
KR39
— TH34
100
BS17
84 0P162371 Acarospora fuscata Peksa 2
a9| ZE34
92| THE8
TH33
100 00550131 Acarospora cervina VAL Lich 32811
ON794168 Acarospora cervina Kocourkova 10492
0.04
H H H ZE17
Pertusaria chiodectonoides
KR40
ZE15
BS22
ZEl6
— MN512272 Pertusaria chiodectonoides ALV2989HS097
100
MN512274 Pertusaria chiodectonoides ALV8530HS240
MN512273 Pertusaria chiodectonoides ALVB529H5239
— DQ534475 Pertusaria excludens
100
DQ219303 Pertusaria erubescens Kim 05002
0.02
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Lecidea fuscoatra TH1S
ALS6
TH5
TH6
90 T30
99 TH4
L 0K332915 Lecidea fuscoatra PRA V23392
B526
841 HQ650707 Lecidea fuscoatra AFTOL-ID-589
OL396676 Lecidea fuscoatrina PRA V25073
OK332979 Lecidea plana PRA |V20894d
B519
TE29
TE28
TE30
82 EU263922 Lecidea fuscoatra Tuerk 40136
0L396651 Lecidea fuscoatra PRA JW23482d
Ds16
ZE28
HQ650662 Lecidea fuscoatra Arup LO2894
KR37
28 RA1
RA3
RA2
KR38

88 KY266956 Lecidea auriculata 0-L-195916
OR180042 Lecidea atrobrunnea sl16603a

0.02
Rhizocarpon geographicum -
ZE9
ZE26
MO8
RA17
M09
MO13
AL36
%0 MO16
96 D514
KC739920 Rhizocarpon geographicum 978
KC740002 Rhizocarpon geographicum isolate 1586
TE1
HH&
—1 86
o5 HH7
HH15
OR046877 Rhizocarpon geographicum SDNU20210087B
TE12
100 TE4
100 TE11
TE31
LC742671 Rhizocarpon geographicum TNS MSul20
99 | KR19
100 KR22
L | KC739996 Rhizocarpon geographicum_1593
100 — Kr21
KC740130 Rhizocarpon gecgraphicum 2622
100 | KY®&B0779 Rhizocarpon smaragdulum LYF 14_56

! KY680772 Rhizocarpon smaragdulum acpEDO19
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Lecanora polytropa

HH33

RA26

ON180072 Lecanora cf. polytropa McMullin 14551

B5 | ON180073 Lecanora cf. polytropa McMullin 22539
TE27

TE6
TES
PP104595 Lecanora cf polytropa Leavitt 22129
PP104636 Lecanora polytropa Perez-Ortega 11568
ON180019 Lecanora cf. polytropa Leavitt 21295
AL17
TH28
TH29
PP104574 Lecanora cf. polytropa Leavitt 22113¢
GU170839 Lecanora fuscobrunnea Tuerk 42994

78, ON179995 Lecanora cf. polytropa McMullin 17629
83 | ON179996 Lecanora cf. polytropa McMullin 17811
KR15

98

100

Ds27
PP104660 Lecanora polytropa Perez-Ortega 1610

Ds25
HHS

RA4

0ON180125 Lecanora cf. polytropa McMullin 21094
ON180126 Lecanora cf. polytropa McMullin 2146

HH10

TH2

KR18
PP104584 Lecanora cf. polytropa Leavitt 22121

100 |

Lecanora rupicola

99
LKRZS
MZ243581 Lecanora polytropa Leavitt 18454

MT938947 Lecanora conizaeoides 244 CZ
AF189717 Lecanora conizaeoides

0.02
AL59
AL28
o 0L457943 Lecanora rupicola Vondrak 24924
Ds8
D51
MO75

96 L AL60

MZ243627 Lecanora rupicola Leavitt 18655

BS2

100

MO74

KR9
DQ451660 Lecanora rupicola Blaha B261
MO7é
53
MZ243629 Lecanora rupicola Leavitt 18460c
|/ AY541268 Lecanora subcarpinea eb14
AY541269 Lecanora subcarpinea eh5

100 AY541246 Lecanora carpinea eb63

AY541247 Lecanora carpinea eb18

0.02
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Protoparmeliopsis muralis

QOR669100 Protoparmeliopsis muralis ZYY120

87 KR42
BS10
zE22
98 ZE24
zE31

KP0O59048 Protoparmeliopsis muralis SK765

AL63
— THi16
TH13
AL61
AL62
AL57
KT818623 Protoparmeliopsis muralis DNA 9890
f | ArFo70019 Protoparmeliopsis achariana_U155
— RALO
— ©ON943155 Protoparmeliopsis muralis O-L-78209
99 KU934556 Protoparmeliopsis muralis Vondrak 9405
— TH26
100 | ONBO7160 Protoparmeliopsis garovaglii L1192

L

0.01

Candelariella coralliza, C. vitellina

ONB07161 Protoparmeliopsis garovaglii L722

MK812334 Candelariella coralliza O-L-199992
EF535175 Candelariella coralliza SWE246
KRB

Ds19

TE9

RA25
RAS

MO3
— ZE
ZE29
ZE32

100

LKR‘IG

HH1
100 |

MKB812582 Candelariella vitellina O-L-166987
MZ243532 Candelariella vitellina Leavitt 18473c
Ds23

MO11
TH3
TH14
MZ243531 Candelariella vitellina Leavitt 18405
BsS8

AL18
— ZE6
— BS1
— BS11

MK811697 Candelariella vitellina O-L-175901

PP768146 Candelariella vitellina Malicek 15602

AL58
MKE11713 Candelariella vitellina O-L-41044
TH27

30

EF535189 Candelariella reflexa SWE237

I 0Q717776 Candelariella reflexa Malicek 14206

0.02
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