Univerzita Karlova v Praze
Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Botanika

Ivana Cernajova

Lichenofagia na pozadi sekundarnych metabolitov

Mollusc grazing and secondary metabolites of lichens

Diplomova prace

Skolitel: RNDr. David Svoboda, Ph.D.

Praha 2013



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavéreCnou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vSechny pouZzité
informa¢ni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla piedlozena K ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze 6. 5. 2013

Podpis



Pod’akovanie

Moje pod’akovanie patri v prvom rade Skolitelovi D. Svobodovi za v§eobecnu podporu pocas
rieSenia prace a za chut’ a ochotu vobec sa do tejto témy pustat’. Za inspirativne prostredie
d’akujem aj vSetkym d’al$im ¢lenom lichenologickej skupiny — Z. Palicemu, L. Syrovatkovej,
F. Boudovi, O. Peksovi a J. Steinovej, Specidlne vsak J. Mali¢kovi za zasvétenie do roznych
technik a ochotu kedykol'vek pomoct’ s akymkol'vek problémom. O. Koukolovi d’akujem za
vedenie poseminarov a prinosné rady. Dakujem L. Jufi¢kovej za konzultacie v podiatoénych
Stadiach rieSenia prace, Ing. D. Blanarovi za cenné rady pri ziadosti o povolenie na vyskum na
uzemi NP Muranska Planina a M. Weiserovi za pomoc s Hotellingovym T testom. Moja
vd’aka patri katedre botaniky PfF UK za praktické zazemie a GA UK za finan¢nt podporu.

V neposlednom rade d’akujem svojim rodi¢om za vSestranni podporu pocas celého Studia.



Abstrakt

V porovnani s herbivoriou a mnozstvom znalosti o jej dosledkoch, je lichenofagia malo
preskimanym javom, ktorému sa zacina venovat’ viac pozornosti az v poslednych rokoch.
Mnozstvo recentnych prac potvrdilo, ze sekunddrne metabolity chrania liSajniky voci
viacerym skupindm zivocichov a vznikli r6zne tedrie o charaktere tychto interakcii. Okrem
toho niekol’ko publikovanych prac nacrtlo vyznamné ekologické dosledky lichenofagie. Vo
svojej diplomovej praci som sa zamerala na problematiku sekundarnych metabolitov
a prirodzené preferencie spasacov medzi jednotlivymi druhmi li§ajnikov. Na laboratérne
pokusy som si vybrala Sest’ epifytickych liSajnikov obsahujucich sekundarne metabolity
(Parmelia sulcata, P. saxatilis, Parmelina tiliacea, Melanelixia glabratula, M. subaurifera,
M. glabra), dva bez metabolitov (Melanohalea exasperata, M. exasperatula) a dva druhy
slimakov (Lehmannia marginata, Cochlodina cerata), ktor¢ sa epifytickymi lisajnikmi realne
Zivia. Pomocou tenkovrstevnej chromatografie som overila sekundarne metabolity v stielkach
vybranych druhov a ich obranna rola vo¢i miakkySom bola v pokusoch preukazana. Nasledne
som zostavila transplantacny pokus, v ktorom som sledovala preferencie prirodzenych
spasacov V prirodzenych podmienkach. V pokuse bol rod Melanohalea, ktory neobsahuje
sekundarne metabolity, znacne preferovany. Medzi zvy$Snymi dvomi transplantovanymi
druhmi (P. sulcata a M. glabratula) sa miera spasania nelisila. Vysledky naznacuja, Ze okrem
sekundarnych metabolitov su za preferencie spasatov zodpovedné aj iné faktory, ako napr.
Struktura stielky. Dalej z pokusu vyplyva, Ze predaény tlak na epifytické lidajniky je
intenzivny. Je preto na mieste uvazovat’ o jeho ekologickych a evoluénych ddsledkoch.



Abstract

In contrast to the much that is known about herbivory and its consequences, lichenovory has
seldom been studied. Recently, studies confirming the anti-feedant role of lichen secondary
metabolites were brought out and hypotheses considering the nature of these interactions were
introduced. Also, a few papers dealing with the ecological consequences of lichenovory were
published lately. My thesis was aimed on the secondary metabolites issue and the preferences
of the lichen feeders in the natural conditions. Six epiphytic lichen species containing
secondary compounds (Parmelia sulcata, P. saxatilis, Parmelina tiliacea, Melanelixia
glabratula, M. subaurifera, M. glabra), two without them (Melanohalea exasperata,
M. exasperatula) and two species of gastropods that naturally climb the trees to feed on
lichens (Lehmannia marginata, Cochlodina cerata) were selected for grazing experiments.
The deterring role of the lichen compounds was proven. These were also identified using thin-
layer chromatography. Subsequently, a transplantation experiment was carried out. It was
focused on specifying the preferences of lichen grazers in their natural habitat. The genus
Melanohalea that does not contain any secondary metabolites was strongly prefered. No
significant preferences among the other species used in the experiment (P. sulcata
a M. glabratula) were found. The results indicate that in addition to secondary metabolites
there are other factors influencing the palatability of lichens, for example thallus structure.
Furthermore the predation pressure was quite intensive. Thus it seems reasonable to consider
the ecological and evolutionary consequences of lichenovory.
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1. UVOD

1.1 Poznamky k pouzivanému jazyku

Na uplny zaciatok by som rada uviedla par poznamok k jazyku pouzivanému v praci.
V prvom rade sa v praci vyhybam slovu herbivoria, ktoré sa jednoznacne vzt'ahuje k rastlinam
atymi liSajniky nie si. Miesto toho pouzivam slovo ,lichenofagia,” tak ako je ustdlena
mykofagia. Ako preklad anglickych slov ,,feeding® a ,,grazing® pouzivam spasanie. Aj podla
Begona et al. (1997) je spasanie ekologicky termin, ktory vlastne znamend herbivoériu, teda
taky typ predacie, kedy predator za svoj zivot napadne velké mnozstvo koristi, z Ktorej
vacsinou skonzumuje len Cast’. Z toho st odvodené aj slova lichenofag a spasa¢ namiesto
slova herbivor. Na vyjadrenie ,,skody,* ktorti spasaci spdsobuju na stielkach pouzivam slovo
obzer, podla slova Zer, ktoré sa pouziva na aktivity Skodného hmyzu a makkysSov v lesnicke;j
literature (napr. Zubrik et al. 2008). Toto slovo vyznieva trochu zvlastne, bohuzial' je asi
najvystiznejsie, ked’ze v slovencine neexistuje ekvivalent ¢eského ,,pozerek.“ Slova obrana
a ochrana pouzivam ako synonyma.

Vsetky mena liSajnikov v praci boli zjednotené podl'a Index Fungorum (indexfungorum.org).

1.2 LiSajniky a zivocCichy

Interakcie medzi liSajnikmi a Zivo¢ichmi sa Studuji uz viac nez sto rokov. Napriek nesmierne;j
zaujimavosti ostavala problematika po vacSinu Casu prevazne marginalnou témou, snad’
s vynimkou sobov. V poslednych rokoch vsak tato téma, ktord poskytuje obrovské mnozstvo
moznosti k badaniu, dostava viac zasliZenej pozornosti.

Medzi zndme typy interakcii patri poskytovanie potravy, ukrytu (Baur & Baur 1997 —
B. perversa a X. parietina) alebo stavebného materialu na hniezda vtakov (Richardson &
Young 1977) anaopak napriklad rozsirovanie liSajnikov alebo napomahanie ich rozkladu
zivo¢ichmi (Gerson & Seaward 1977). Okrem toho st zndme pripady kryptického sfarbenia,
kedy rézne ¢lankonozce svojim sfarbenim napodobniuju povrch liSajniku. Zaujimavé je, ze
podobné mimikry su zname aj medzi stavovcami, ako napriklad severoamericka zaba Hyla
versicolor alebo salamandra Aneides aeneus (Richardson & Young 1977).

Najznamejsim prikladom trofickych vzt'ahov su soby (Rangifer tarandus), ktorych hlavnou
zlozkou zimnej potravy su liSajniky rodu Cladonia (Richardson & Young 1977). Ddlezita
zlozku zimnej potravy tvoria aj u inych jelenovitych, napr. Odocoileus hemionus a Cervus
canadensis. Aj dalSie cicavce sa aspon prilezitostne zivia liSajnikmi, napr. lumiky, svist
Marmota caligata (Richardson & Young 1977) a hrzdiak lesny (Myodes glareolus)
(Nybakken et al. 2010). Prekvanpenim pre nas moéze byt opica Rhinopithecus bieti
(Colobinae), endemicka pre Cinu, ktora sa z velkej Gasti zivi prave liajnikmi (Kirkpatrick et
al. 2001). Nie je zname, ze by sa liSajnikmi zivili aj vtaky, avsak liSajniky mozu ovplyviiovat
ich potravu nepriamo. A to tak, Ze poskytuju ukryt bezstavovcom, ktorymi sa zivia. V pripade
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redukcie lisajnikov, napr. z dovodu znecistenia, tak moze vyrazne poklesnut’ populacia koristi
vtakov (Richardson & Young 1977). Z bezstavovcov sa liSajnikmi Zivia hlavne ulitniky
(Gastropoda) a rézne skupiny ¢lankonozcov (Artropoda), napr. mole (Lepidoptera), roztoce
(Acari) (Gerson & Seaward 1977), chvostoskoky (Collembola), vidli¢iarky (Diplura) alebo
pavsi (Psocoptera) (Liicking & Bernecker-Liicking 2000).

Vo svojej diplomovej praci som sa zaoberala lichenofagiou zo strany makkySov, preto v tejto
kapitole uvediem problematiku interakcii medzi bezstavovcami a liSajnikmi z dostupnej
literatury. Stavovcom sa d’alej venovat’ nebudem.

1.2.1 Sekundarne metabolity

Jednym z pomerne Casto skimanych problémov v suvislosti s konzumaciou liSajnikov je
uloha ich sekundarnych metabolitov. Syntetizuje ich mykobiont askoliSajnikov. Ukladaju sa
vo forme kryStalov na vonkajSej strane hyf a st nerozpustné vo vode (Elix & Stocker-
Worgotter 2008). U bazidiolisajnikov tvorba tychto latok nie je znama (Culberson 1969).

V dnesSnej dobe poznadme Struktiru az 1050 réznych zlacenin (Solhaug & Gauslaa 2012),
z ktorych sa len malé mnozstvo (50-60) vyskytuje aj v inych hubach alebo v cievnatych
rastlinach, ostatné st unikatne pre lisajniky (Elix & Stocker-Worgotter 2008). Jednym
z najcharakteristickejSich znakov tychto latok je vysoky pomer fenolov zloZenych z dvoch
alebo troch benzénovych jadier spojenych esterifikaciou alebo éterifikaciou alebo obomi.
Tymito mechanizmami vznikaji depsidy, depsidony, dibenzofurany, kyselina usnova a
kyslina pikrolichenové, ktoré sa vyskytuju vyluéne v li§ajnikoch. Dalsie charakteristické
aromatické latky - chromony, xanthony a antrachinony - st ¢asto identické s produktmi
nelichenizovanych hib alebo vysSich rastlin, alebo st ich derivaty s len malou odchylkou
(Culberson 1969).

Tieto latky pochadzaju z troch hlavnych biosyntetickych drah. V tabulke 1 podla Elix &
Stocker-Worgdtter (2008) su uvedené hlavné skupiny metabolitov, rozdelené podla
pravdepodobnej drahy, priklady a v zatvorke pocet zlu€enin so zndmou Struktirou.

1.2.2 Metodicky pristup k $tudiu funkcii sekundarnych metabolitov

Ako som uz uviedla vysSie, sekundarne metabolity sa v liSajnikoch vyskytuja vo forme
extracelularnych krystalov. Z praktického hl'adiska je to vel'k4 vyhoda, pretoZe ich je mozné
zo stielky jednoducho extrahovat’ pomocou acetonu. KedZe sekunddrne metabolity su
dolezitym znakom vV taxonomii a systematike liSajnikov, extrakcia latok aich nasledna
identifikacia je casto uzitocnd ¢i dokonca nevyhnutnd pri urcovani liSajnikov. Mnohé
morfologicky podobné druhy sa rozliSuji prave na zaklade pritomnosti alebo nepritomnosti
urcitych latok. Napr. Physcia aipolia sa od podobnej P. stellaris bezpe¢ne odlisi na zaklade
pritomnosti zeorinu (Smith et al. 2009). Vynimo¢ne su sekundarne metabolity
charakteristické pre vyssie taxonomické skupiny, napr. pre ¢el'ad’ Teloschistaceae je typicka
pritomnost’ antrachinonov (Elix & Stocker-Worgotter 2008).



1. Acetyl-polymalonyl pathway
1.1.Secondary aliphatic acids, esters, and derivates (45)
- protolichesterinic, roccellic acid
1.2.Polyketide derived aromatic compounds
1.2.1. Mononuclear phenolic compounds (19)
- orsellinic acid
1.2.2. Di- and tri-aryl derivates of simple phenolic units
a. Depsides, tridepsides, benzyl esters (185)
- lecanoric acid, alectorialic acid, gyrophoric acid
b. Depsidones and diphenyl ethers (112)
- virensic, micareic acid
c. Depsones (6)
- picrolichenic acid
d. Dibenzofurans, usnic acid and derivates (23)
- didymic acid, usnic acid
1.2.3. Antraquinones and biogenetically related xanthones (56)
1.2.4. Chromones (13)
1.2.5. Naphthaquinones (4)
1.2.6. Xanthones (44)
2. Mevalonic acid pathway
2.1.Di-, sester- and triterpenes (70)
- Retigeranic acid, zeorin
2.2.Steroids (41)
- ergosterol
3. Shikimic acid pathway
3.1.Terphenylquinones (2)
- Polyporic acid, thelephoric acid
3.2.Pulvinic acid derivates (12)
- Pulvinic dilactione, calycin

Tab 1 Hlavné skupiny sekundarnych metabolitov liSajnikov, pravdepodobné biosyntetické drahy a
priklady, v zatvorke pocet latok v skupine so znamou struktirou. Prevzaté z Elix & Stocker-Worgotter
(2008).

Dalsia vlastnost extrakcie latok aceténom, ktora sa ukazuje ako vel'mi prakticka, je fakt, ze ak
je obsah vody v stielke lisajniku pod kritickou hodnotou pre fotosystém II, aceton nezniZuje
zivotaschopnost’ lisajnikov (Solhaug & Gauslaa 2001, Solhaug & Gauslaa 1996). Len vd’aka
tomu je mozné experimentalne testovat’ ekologické role liSajnikovych latok. UmozZiluje ndm
to odstranit’ z liSajniku metabolity a porovnavat’ stielky so znizenym obsahom metabolitov
S normalnymi, kontrolnymi. LiSajnik je totiz po opdtovnej rehydratacii schopny obnovit
vsetky svoje vitalne fyziologické funkcie (Solhaug & Gauslaa 2001, Lange et al. 1997). Tento
pristup sa bezne pouziva v ekologickych pokusoch a vo svojej diplomovej praci som ho
vyuzila tiez (vid’ d’alej).




Efektivita extrakcie latok sa u roznych druhov lisajnikov a pre rozne latky 1isi (McEvoy et al.
2006, Solhaug & Gauslaa 2001). V niektorych pripadoch, napr. Xanthoria parietina, (Solhaug
& Gauslaa 1996) je mozné latky dokonale extrahovat’ do niekolkych hodin ponorenia Vv
acetone. V pripade Diploschistes muscorum aceton odstrani az do 90 % povodného obsahu
latok za 4 x 5 minGt. Uinych (napr. Lobaria pulmonaria) to pred prekro¢enim limitu
znaSanlivosti acetonu nedosiahneme (Solhaug & Gauslaa 2001). Tato metoda sa vsak bezne (a
uspesne) v ekologickych pokusoch pouziva (napr. Rankovi¢ et al. 2009, Poykko et al. 2005,
Gauslaa 2005, Hyvérinen et al. 2000, Reutiman & Scheidegger 1987, Whiton & Lawrey
1984, Lawrey 1983), takze zniZenie obsahu metabolitov je dostato¢ne vyznamné na dokazanie
ich pripadnej odpudivosti na zivo€ichy alebo inych funkcii.

1.2.3 Vyznam sekundarnych metabolitov

Je viac neZ pravdepodobné, Ze liSajnikové latky, ktoré sa vyvinuli vo velkom mnoZstve
skupin lichenizovanych htib, maju urcity adaptivny vyznam. Inak by ich relativna energeticka
naroc¢nost’ viedla v evolu¢nom case k ich zaniku (Lawrey 1986). Dnes uz existuje mnozstvo
dokazov 0 rdéznych biologickych funkcidch liSajnikovych latok, Casto su vSak protikladné.
Aktualne poznatky aspofi z ur¢itého okruhu funkcii zhrnuli napr. Solhaug & Gauslaa (2012),
Huneck (1999) a Lawrey (1986).

Samotny fakt, ze tieto metabolity su charakteristické¢ pre liSajniky a ze izolované hubové
kultry nie su schopné ich produkcie nasepkéava, Ze by mohli mat’ vyznam prave pre udrzanie
symbiozy (Lawrey 1986). Aj ked’, ako som uZ spomenula, nie vSetky liSajniky ich produkuju.
Medzi ich moZné funkcie, suvisiace s udrzanim symbidzy, patri okrem iné¢ho regulacia
aktivity fotobionta (Lawrey 1986). Napr. kyselina usnova zdsadne ovplyviuje fyziologické
vlastnosti symbiotickej riasy Trebouxia, imobilizuje jej pohyblivé s§tadia, ovplyviuje
respirdciu a zvySuje permeabilitu membran (Kinraide & Ahmadjian 1970). ZvySovanie
permeability membran je jednym z dosledkov inaktivacie uredzy, enzymu regulujiceho
vymenu organickych latok medzi symbiontami, prave kyselinou usnovou (Vicente et al.
1978).

Dal$ou navrhovanou fyziologicky vyznamnou funkciou lisajnikovych latok je zlepSovanie
vymeny plynov vdaka ich hydrofobnosti (Solhaug & Gauslaa 2012). V svojich pokusoch
Souza-Egipsy et al. (2000) po nasprejovani vody na liSajniky pozorovali extracelularnu vodu
v acetonom vymytych stielkach Neofuscelia pokornyi, Xanthoparmelia pulla a Xanthoria
parietina, na rozdiel od stielok normalnych, v ktorych Ziadnu vodu v mimobukovych
priestoroch nezaznamenali. Lange et al. (1997) vSak nenaSli ziadny rozdiel vo vztahu
fotosyntézy s obsahom vody v stielke medzi prirodzenymi stielkami Diploschistes muscorum
a stielkami bez metabolitov.

Sekundarne metabolity mozu Casto byt prostriedkom interakcii medzi liSajnikmi alebo medzi
liSajnikmi a inymi organizmami. Experimentalne bolo dokdzané, Ze niektoré liSajnikové latky
inhibuju klicenie spor inych liSajnikov (Whiton & Lawrey 1982), machov (Lawrey 1977)
ahub (Land & Lungstrom 1998). Uginok viak okrem abiotickych podmienok (Gardner &
Mueller 1981) zavisi aj na konkrétnom druhu lisajniku (Land & Lungstrom 1998, Whiton &
Lawrey 1984, Whiton & Lawrey 1982). Inhibicia mykorhiznych hub tak méze byt formou
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kompeticie s vySSimi rastlinami (Henningson & Lungstrom 1970). Okrem toho maju
lisajnikové latky aj antibakterialne uc¢inky (Neeraj et al. 2011, Rankovi¢ et al. 2009).

Existuji vS8ak aj protichodné nazory. Lawrey (1997) napriklad zistil, Ze paraziticka
lichenikolna huba Hobsoniopsis santessonii rozklada pletivo stielok Peltigera menej efektivne
ak su zneho vymyté sekundarne metabolity. Ani podna mikrobiota sa nezdd byt negativne
ovplyvnena latkami z terrikolnej Cladonia stellaris, naopak je mozné, Ze ich je schopna
vyuzivat’ ako zdroj uhlika (Stark & Hyvarinnen 2002).

Dalsou ddlezitou vlastnostou sekundarnych metabolitov je ich schopnost’ vytvarat’ komplexy
s kationmi kovov. LiSajniky sa tak podiel’aju na zvetravani hornin (napr. Ascaso et al. 1976),
¢o potvrdilo niekolko Studii rozhrani liSajnik/hornina. Napriklad kyselina squamatova
z Cladonia squamata viaze kationy zeleza (Williams & Rudolph 1974), Xanthoria elegans,
Lecidea lapicida, Rhizocarpon geographicum a Bacidia stipata zvetravajt vulkanické horniny
(Ascaso et al. 1990) a Ochrolechia parella mafické horniny, pravdepodobne prostrednictvom
kyseliny $tavelovej (Adamo et al. 1993). Ulohu kyseliny $tavelovej pri zvetravani hornin
potvrdili aj Arocena et al. (2003).

Napriek nespornym experimentdlnym dokazom o vyzname liSajnikovych latok pri zvetrdvani
hornin aich alelopatickych cinkoch je len velmi tazké si predstavit’ ich realne dopady
V prirode. Protiargument je prosty — ako som uz spomenula, tieto latky st takmer nerozpustné
vo vode. Iskanaar & Syers (1971) na zaklade testovania 10 latok stanovili rozpustnost’ na 5 az
57 mg/l (pre porovnanie rozpustnost NaCl pri rovnakych podmienkach je 360 g/l). Podl'a
autorov je rozpustnost’ vSak dostatocna na to, aby vytvarali komplexy s kovmi a prispievali
tak k zvetravaniu hornin. Otazkou zostava, ¢i je dostatoéna aj v biotickych interakciach, tak
ako to opisal napr. Votintseva (2007), ktory pozoroval, Ze plodnice Fomes fomentarius
a Fomitopsis pinicola sa tvoria len na kmenoch s niz§ou pokryvnostou machov a liSajnikov
a to ¢o najd’alej od ich stielok.

Za jednu z najlepsie preskumanych funkcii kortikalnych lisajnikovych latok a pigmentov
mozno povazovat ochranu pred nadmernym Ziarenim a UV. Tuto problematiku recentne
podrobne zhrnuli Solhaug & Gauslaa (2012), preto sa jej nebudem na tomto mieste venovat'.

1.2.4 Antihebrivérne 0¢inky

Potencidlnou rolou sekundarnych metabolitov liSajnikov pri odpudzovani predatora sa
zaoberali uz Zukal (1895) a Zopf (1896). Ich zavery si vSak navzajom odporovali (ale treba
mat’ na pamaiti, ze pri pokusoch pouzili iné druhy slimakov aj liSajnikov). Stahl (1904)
potvrdil Zukalovu domnienku, ze horka chut sekundarnych metabolitov lichenofagov
odradza. Dalsie §tidie su (podla mojich znalosti) publikované az od osemdesiatych rokov
minulého storo¢ia. Mnohé z nich potvrdzuji negativne ucinky (niektorych) tychto latok voci
¢lankonozcom alebo makkySom. Charakter obrany bol skimany z r6znych uhl'ov pohl'adu.

Kyselina usnova a kyselina vulpinova v strave larvy polyfagnej mory Spodoptera littoralis
(Lepidoptera, Noctuidae) spdsobuje spomalenie rastu, prediZenie larvalneho $tadia alebo
dokonca az smrt’ (Emerich et al. 1993). Atranorin, kalycin, kyseliny oxyphysodova,
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fumarprotocetrarova a norstiktova, ale ani vulpinova v niz§ich koncentraciach nezapri¢inuji
mortalitu lariev, vyznamne vSak spomal’uju ich rast. Rovnako pdsobi aj parietin (Giez et al.
1994). Kyselina stiktova ziadne podobné uc¢inky nemé (Emerich et al. 1993).

Ani larvy d’alSiecho motylicho rodu Eilema (Lepidoptera, Arctiidae) nepreziju ak ich stravu
tvoria Vulpicida pinastri a Hypogymnia physodes (Poykko et al. 2005, Poykkoé & Hyvérinen
2003), efekt sa straca, ak sa z liSajnikov odstrania sekundarne metabolity (Poykko et al.
2005). Naopak na Melanohalea exasperata a Xanthoria parietina larvy prezivaju (Poykko &
Hyvirinen 2003). Parmelia sulcata tiez larvy neusmrcuje, spomal'uje vSak ich rast (Poykko et
al. 2005). V preferenénom pokuse larvy jednoznaéne uprednostituju M. exasperata (Poykko
& Hyvérinen 2003).

Neexistuju dokazy, ze by liSajnikové latky boli toxické aj pre mikkyse. Napriek tomu ich
odpudzuju, pravdepodobne kvoli horkej chuti. Napr. Gauslaa (2005) pozoroval vyrazné
zvysenie konzumacie slimakom menavym (Cepaea hortensis, cz: paskovka kefova) 14 zo 17
lisajnikov po redukcii sekundarnych metabolitov. VSetkych 14 druhov patrilo do celade
Parmeliaceae. Podl'a autorov je teda mozné, Ze zatial' ¢o Parmeliaceae si vytvorili ochranu
v podobe sekundarnych metabolitov, u inych skupin to méze byt inak — napr. Anaptychia
runcinata (Physciaceae) bola aj po vymyti latok stale dobre chranena (Gauslaa 2005).

1.2.5 Preferencie medzi druhmi

Z pocetnych pozorovani a pokusov je jasné, Ze spasanie liSajnikov nie je nahodné. Spasaci si
vyberaji medzi jednotlivymi druhmi lisajnikov, ale aj medzi ast'ami jednej stielky. Za tieto
preferencie su dost’ ¢asto zodpovedné prave sekundarne metabolity.

Ulitnik Pallifera varia uprednostiiuje druhy s nizkym obsahom esencialnych prvkov (N, P,
Ca), ktoré maju zaroven nizku koncentraciu ochrannych latok (Aspicila gibbosa, Lasallia
papulosa), oproti druhom vyzivnej$im, ale lepsie chranenym (Flavoparmelia baltimorensis,
Xanthoparmelia cumberlandia) (,,avoidance hypothesis* Lawrey 1983).

Dalsie prace na podporu tejto hypotézy chybaju a jej platnost’ nie je jednoznaéna. Byt lepsie
chraneny* neznamena jednoducho vysSiu koncentraciu obrannych latok. Slimaky Balea
perversa a Chondrina clienta na vapencovych stenach preferuju tie druhy liSajnikov, ktoré
umoznuju juvenilom najvacsie prirastky (Aspicila calcarea, Caloplaca flavovirescens,
v tomto poradi). C. flavovirescens je na rozdiel od A. calcarea bohata na sekundarne latky
(Baur et al. 1994). Z toho by sme mohli predpokladat, ze nie vSetky sekundarne metabolity
liSajniky chrania a ze r6zne druhy lichenofagov maji rézne schopnosti tieto latky spracovat,
inymi slovami, Ze odpudivé U¢inky liSajnikovych latok nie st univerzalne. Tato potravna
diferenciacia zaroven moéze byt mechanizmom umoznujicim koexistenciu tychto dvoch
druhov slimakov (Baur et al. 1994).

Rozdiel v uc¢innosti obrany tych istych liSajnikov ilustruje aj pokus s dvomi druhmi roztocov
(Reutiman & Scheidegger 1987). Kym Fuscozetes setosus preferoval Cladonia symphicarpia
so znizenym obsahom sekundarnych metabolitov (atranorin akyselina norstiktova),
Carabodes intermedius dal naopak prednost’ stielkam s ich normalnym obsahom. V tom istom
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pokuse sa vyrazne zvysila konzumacia obomi rozto¢mi pluzgierky Cetraria islandica ak z nej
boli sekundarne metabolity (kyseliny protolichesterinova a fumarprotocetrarova) vymyté.
Z pokusu vyplyvaju dva dolezité poznatky: metabolity mozu posobit’ aj ako atraktant a
preferencie zavisia aj na samotnej Strukture stielky. Roztoce totiz medzi C. symphicarpia
a C. islandica v akejkol'vek kombinacii (metabolity + vs +, - VS -, + VS -, - vs +), vzdy
uprednostnili Cladonia (Reutiman & Scheidegger 1987), ktorej sticlka nie je tak tvrda ako
stielka Cetraria.

Porovnania viacerych druhov jedného rodu tiez prinasaju zmieSané vysledky. Zo $tyroch
druhov Peltigera mikkyse zjavne uprednostiiuju P. praetextata a P. degenii, ktoré sekundarne
metabolity neobsahujt, oproti P. horizontalis a P. neckeri, ato tak v laboratérnych ako aj
prirodzenych podmienkach (Benesperi & Tretiach 2004). Na druhej strane zo Styroch druhov
rodu Lobaria st makkySmi najviac preferované L. virens (s najmenSim obsahom
sekundarnych metabolitov) a L. pulmonaria (s najvyssou koncentraciu latok) (Asplund et al.
2010). Napriek tomu sekundarne metabolity L. pulmonaria preukazatel'ne poskytuji ochranu
pred herbivormi (Asplund & Gauslaa 2008).

1.2.6 Preferencie v ramci stielky

Ani vramci jednej stielky nie je spasanie rovnomerné. Arion fuscus preferuje cefalddia
tripartitného liSajniku Nephroma arcticum, ktoré neobsahuju ziadne obranné latky. Po vymyti
metabolitov medzi cefalddiami a ostatnymi Cast'ami stielky nerozliSuje (Asplund & Gauslaa
2010). Ciha leskla Cochlodina laminata (cz: vietenovka hladka) sa vyhyba medule Lobaria
scrobiculata a L. pulmonaria. Po odstraneni sekundarnych metabolitov vSak konzumuje
vSetky vrstvy (Asplund 2011). RozliSovanie vrstiev sa liSi aj medzi jednotlivymi druhmi
slimakov. Napr. Helicigona lapicida odstrani celu stielku X. parietina alebo Physcia
adscendens, zatial’ ¢o Chondrina clienta, Balea perversa a Clausilia bidentata zanechavaju
,jamky*“ roznej hibky (Baur et al. 2000).

Teoria optimalnej obrany (McKey 1974) predpoklada, Ze cennejSie cCasti stielky, t. j.
reprodukéné, by mali byt’ pred herbivormi lepSie chranené, pretoZe ich poskodenie zniZuje
fitness vyraznejSie nez poskodenie somatickych Casti. Ukazuje sa, ze u liSajnikov by tato
tedria mohla skutocne platit’. V apotéciach X. parietina a v soredioznych lalokoch Vulpicida
pinastri a H. physodes boli namerané vyssie koncentracie sekundarnych metabolitov nez vo
zvysku stielky (Hyvérinen et al. 2000). Taktiez u Pseudocyphellaria crocata kyselina
pulvinova obsiahnutd v sordloch (na rozdiel od zvysku stielky) sposobuje, Ze sa im mikkyse
vyhybaju. Tym sa mézu vyrazne zvysit' §ance na prezitie sorédii oddelenych od materskej
stielky (Gauslaa 2008). Lobaria scrobiculata obsahuje patkrat vysSie koncentracie meta-
skrobikulinu v soraloch nez v somatickych ¢astiach stielky a Cochlodina laminata sa im
vyhyba. Naopak po odstraneni metabolitov ich vyhladava (Asplund et al. 2010a). To je
jednoznacny a silny dokaz na podporu tedrie optimalnej obrany.

U mnohych dalSich liSajnikov to vSak neplati a v tejto problematike by sa dala vidiet' aj

opacna logika — pre lisajnik by mohlo byt vyhodné chranit’ si apotécia menej v pripade, ze
lichenofag roznasa jeho spoéry. To by mohol byt pripad Tephromela atra, u ktorej nebol
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zisteny rozdiel v koncentracii sekundarnych metabolitov medzi reprodukénymi
a nereproduk¢nymi ¢astami stielky (Hesbacher et al. 1996).

1.2.7 Ekologické dosledky

Bez ohladu na to, ¢i st pri¢inou sekundarne metabolity alebo nie, lichenofagovia zjavne
vyhladavaju niektoré druhy viac, nez iné. Recentné prace naznacuju, ze nerovnomernost’
predacného tlaku moéze vyznamne ovplyviovat jednotlivé druhy liSajnikov, fitness
jednotlivych stielok, ich populacie aj strukturu liSajnikovych spolo¢enstiev. Vplyv herbivorov
na spolocenstva rastlin je populdrnou a dobre preskimanou témou. V pripade liSajnikov su
informacie strohé, prace zaoberajuce sa touto problematikou sa objavujt az v poslednej dobe.

Z hladiska ekologickych dosledkov aktivity spasaCov je najlepSie preStudovany ohrozeny
epifyticky lisajnik Lobaria pulmonaria. V prvom rade, lichenofagia znizuje reprodukény
uspech druhu. Asplund & Gauslaa (2008) experimentalne dokazali, Ze zabranenim pristupu
mikkySov k mladym stielkdm sa vyrazne zvysi ich Sanca na preZitie. Scheidegger (1995) tiez
predpokladal, Zze Cast’ transplantovanych vegetativnych diaspor L. pulmonaria sa stratila
v dosledku aktivity zivo¢ichov (mikkyse aj ¢lankonozce).

Dalsie prace poskytuju dokazy, Ze predaény tlak na L. pulmonaria moze viest k
rozmiestneniu stielok hlavne v mikrohabitatoch, ktorym sa mikkySe z roéznych dovodov
vyhybaju a spésobovat’ tak posuny ekologickej niky. Podla Vatne et al. (2010) je vyskyt
L. pulmonaria ,,trade-off* medzi netoleranciou liSajniku k nizkemu pH substratu a vysokym
rizikom spdsania na substrate s vy$Sim pH. Pocetnost’ mékkySov na kyslejSom substrate je
totiz nizSia. Autori sa domnievaju, Ze prave spasanie mdkkySmi modze byt faktorom
limitujucim vyskyt L. pulmonaria v listnatych lesoch na zasaditych vapencovych podach.
Taktiez z uz spominanej prace Asplund & Gauslaa (2008) okrem iného vyplyva aj to, zZe
méikkyse sposobuju L. pulmonaria (mladym aj zrelym a velkym stielkam) vacsie Skody tam,
kde koruny stromov poskytuju viac tiena. Moze tak dochadzat' k zmenSeniu realizovanej
ekologickej niky tohto pralesného druhu.

Stadia, ktora porovnavala $tyri druhy rodu Lobaria (Asplund et al. 2010) ukazala, Ze ich
prirodzena distribucia silne stvisi s preferenciami ulitnikov. Najviac preferovana
L. scrobiculata sa prevazne vyskytuje na lokalitach s nizkou pocetnostou mékkysov (borealne
lesy alebo stromy s niz§im pH kory). Druhd najpreferovanejsia L. amplissima sice rastie na
lokalitach s pocetnymi populdciami makkySov, ale vySSie na kmeni. Predacny tlak je totiz
podl'a autorov najintenzivnej$i pri zemi a s vySkou na kmeni klesd. Najmenej preferované
L. pulmonaria a L. virens bezne rasti v najspodnejSich Castiach kmena. Z prace tiez vyplyva,
ze preferencie medzi tymito Styrmi druhmi nestvisia s obsahom sekundarnych metabolitov.

Posun ekologickej niky v dosledku tlaku zo strany makkySov je zdokumentovany aj
u dalsieho pralesného taxénu Pseudocyphellaria crocata. Gauslaa (2008) predpoklada, Ze
v dosledku klimatickych zmien sa v SZ Norsku zvysuje aktivita mékkySov. Tym vysvetluje
pozorované miznutie P. crocata zo skal a baz listnatych stromov aich Castejsi vyskyt na
vetvickach smreku.
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Asplund & Gauslaa (2010) sa tiez domnievaju, Ze uz spominané selektivne spasanie slizovca
hnedého (A. fuscus, cz: plzak hnédy) cefalodii N. arcticum moze viest’ az k nedostatku dusiku
a spomaleniu rastu v oblastiach s bohatymi populaciami A. fuscus. Tak by mohla byt’ tvorena
juzna hranica rozs$irenia tohto arkticko-borealneho lisajniku (Asplund & Gauslaa 2010).

Zaujimavy pripad kontroly abundancie a diverzity liSajnikov slimédkmi publikovali Froberg et
al. (2011). Sledovali horizontalne povrchy vapencovych skal na Great Alvar v Svédsku, ktory
porastaju liSajniky a sinice. V hornine st praskliny, ktoré poskytuju utoisko slimakovi
chondrina skalna (Chondrina clienta, ovsenka Zebernata). Tato praca dobre ilustruje zlozitost’
celého problému, odpovede réznych skupin liSajnikov na predacny tlak sa totiz liSia. Pri
vy$sej hustote populacie C. clienta abundancia aj diverzita endolitickych lisajnikov stlpa,
naopak abundancia epilitickych lisajnikov klesa. Podla autorov, by sa teda dalo predpokladat,
ze odstranenim epilitickych liSajnikov a sinic dochddza ku kompeti¢nému uvol'neniu (svetlo),
¢o zvyhodnuje endolitické liSajniky.

Z celkom iného prostredia pochddza praca Shachak et al. (1987), ktori v izraelskej pusti
Negev pozorovali spasanie endolitickych liSajnikov ulitnikmi Euchondrus albulus
a E. desertorum. Vypocitali, Ze zvetravanie hornin v pasti ¢innostou slimakov prispieva
k podotvorbe priblizne rovnakou intenzitou ako zvetravanie Cinnostou vetra. Tato praca
dokazuje aky nezanedbateI'ny vyznam moézu mat’ interakcie medzi slimdkmi a liSajnikmi.
Zaroven naznacuje, Ze ich najvyznamnejsi dopad, mozno prave v podobnych ekosystémoch,
eSte len ¢aka na svoje odhalenie.

1.3 Ciele prace

Dostupné prace zaoberajlice sa interakciami medzi makkySmi a liSajnikmi sa ststred’'uji na
obmedzené mnozstvo druhov alebo len na urcité ekologické ¢i geografické podmienky. Moja
diplomova praca by mala byt’ prispevkom k tejto problematike. Zaoberala som sa v nej
efektom sekundarnych metabolitov na lichenofdgne makkyse a preferenciami spasacov
epifytickych liSajnikov v ich prirodzenom prostredi.

Ako ciele prace som si stanovila:

1. zistit, ¢i sekundarne metabolity ochranuji vybrané druhy liSajnikov voci
mékkysom a ¢i sa tato ochrana meni v zavislosti na druhu lisajniku a druhu
slimaka

2. overit aké latky vybrané liSajniky obsahuju

3. zistit’ aky intenzivny je predacny tlak na epifytické lisajniky v prirodzenom
prostredi

4. zistit, ¢i st jednotlivé druhy liSajnikov voci inym spasacmi v prirodzenych
podmienkach preferované

Metodicke pristupy zvolené k dosiahnutiu stanovenych ciel'ov spoc¢ivali v zaloZeni série
laboratornych pokusov, v tenkovrstevnej chromatografii (TLC) a transplantaénom pokuse.
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1.4 Vybrané organizmy

Na pokusy som si vybrala osem druhov epifytickych lisajnikov (obr. 2) a dva druhy slimakov
(obr. 1).

Parmelia sulcata Taylor (1836) — diskovka ryhovana; kortikolny druh, prevazne na kore
listnatych stromov, ale aj saxikolne; toleranta k prostrediu bohatému na dusik avsak nachylna
na znecistenie SOy; kozmopolitny druh (Smith et al. 2009, Thell & Moberg 2011).
- sekundarne metabolity: atranorin, kyseliny salazinova (Smith et al. 2009, Thell
& Moberg 2011) a konsalazinova (Thell & Moberg 2011)

Parmelia saxatilis (L.) Ach. (1803) — diskovka skalna; kortikolny aj saxikolny druh, ¢asto na
substrate s niz§im pH, menej citlivd na SO, ale vyhyba sa eutrofizovanym stanovistiam;
kozmopolitny druh (Smith et al. 2009).
- sekundarne metabolity: atranorin, kyseliny salazinovéa, lobarova (Smith et al.
2009, Thell & Moberg 2011, Wirth 1995), norstiktova (Smith et al. 2009,
Wirth 1995), lichesterinovd (Wirth 1995), protocetrarovd a konsalazinova
a chloratranorin (Thell & Moberg 2011)

Parmelina tiliacea (Hoffm.) Hale (1974) — diskovka lipova; kortikolny druh, prevazne na
obohatenej kore, Casto na otvorenych stanoviStiach, v parkoch a stromovych alejach,
prileZitostne aj na skalach; rozsirena v Eurépe, Afrike, Azii a Makaronézii (Smith et al. 2009,
Thell & Moberg 2011).
- sekundarne metabolity: atranorin, kyselina lekanorova (Smith et al. 2009, Thell
& Moberg 2011)

Melanelixia glabratula (Lamy) Sandler-Berlin (2011) — diskovka sivohneda; kortikolny aj
lignikolny druh, prevazne na listnatych stromoch, vzacne saxikolny; vyskyt: Europa, Afrika,
Azia, Makaronézia, Severna a Stredna Amerika (Smith et al. 2009, Thell & Moberg 2011).
- sekunddrne metabolity: kyselina lekanorovd (Smith et al. 2009, Thell &
Moberg 2011), kyselina 5-metoxylekanorova, skyrin a nezname latky (Smith et
al. 2009).

Melanelixia subaurifera (Nyl.) O. Blanco, A. Crespo, Divakar, Essl., D. Hawksw. &
Lumbsch (2004) — diskovka; kortikolny druh, prevazne na listnatych stromoch, vzacne aj na
thlicnanoch, na dreve alebo skaldch, jemne tolerantny k znecisteniu; rozSirenie: Eurdpa
(vratane Islandu), Afrika, Azia, Makaronézia, Severna a Strednd Amerika (Smith et al. 2009,
Thell & Moberg 2011).
- sekundarne metabolity: kyselina lekanorova a subauriferin (Smith et al. 2009,
Thell & Moberg 2011).

Melanelixia glabra (Schaer.) O. Blanco, A. Crespo, Divakar, Essl., D. Hawksw. & Lumbsch
(2004) — diskovka; kortikolny horsky a podhorsky druh, citlivy na eutrofizaciu (Thell &
Moberg 2011, Wirth 1995)
- sekundarne metabolity: kyselina lekanorova (Thell & Moberg 2011, Wirth
1995).
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Melanohalea exasperata (De Not.) O. Blanco, A. Crespo, Divakar, Essl., D. Hawksw. &
Lumbsch (2004) — diskovka; epifyticky druh, prevazne na vetvickach listnatych stromov, na
kmenioch len obcas, na inych substratoch (ihlicnany, drevo, ploty, skaly) vzicne,
pravdepodobne citliva na znecistenie; rozsirenie: Eurdpa, Afrika, Makaronézia, Azia, Severna
Amerika (Smith et al. 2009, Thell & Moberg 2011).

- neobsahuje Ziadne latky detekovatel'né¢ TLC.

Melanohalea exasperatula (Nyl.) O. Blanco, A. Crespo, Divakar, Essl., D. Hawksw. &
Lumbsch (2004) — diskovka; epifyticky na vetvickach hlavne listnatych stromov,
v najsevernejSich Castiach svojho aredlu aj na ihlicnanoch a saxikolne, tolerantna
k eutrofizacii aj k zneéisteniu SO,; rozsirenie: Eurdpa, Afrika, Makaronézia, Azia, Severna
Amerika (Smith et al. 2009, Thell & Moberg 2011).

- neobsahuje ziadne latky detekovatelné TLC.

Lehmania marginata Miiller (1774) — slizniak stromovy (cz: podkornatka Zihana), obyva
listnaté a zmieSané lesy v horach a pahorkatinach, za vlhkého pocasia $plha vysoko do kortn,
Casto sa zdrzuje v trhlinach kory a v dutinach, tiez na skalach; eurépsky druh okrem juzného
Balkanu a najsevernejsich ¢asti Skandinavie (Pfleger 1988, Lozek 1956).

Cochlodina cerata Rossmassler (1836) — ciha (cz: vietenka voskova), obyva lesy hlavne na
vapencovom podklade, od xerotermnych az po vysokohorské (Kerney et al. 1983), zdrziava
sa pri skalach a kmenoch a v sutiach (Lozek 1956), za vlhkého pocasia $plha do urcitej vysky
na kmene stromov (L. Jufickova, pers. comm.); karpatsky druh (LozZek 1956).

Obr 1 Slimaky pouzité v pokusoch: A, B - Cochlodina cerata; C, D - Lehmannia marginata
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Obr 2 Lisajniky pouzité v pokusoch: A - Parmelia sulcata (foto J. Malic¢ek); B - Parmelia saxatilis
(foto J. Malicek); C - Parmelina tiliacea (foto J. Halda); D - Melanelixia glabratula; E - Melanelixia
subaurifera; F - Melanelixia glabra; G - Melanohalea exasperata (foto F. Bouda); H - Melanohalea
exasperatula
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1.5 Pouzité skratky
Skratky liSajnikov:

SULC - Parmelia sulcata

SAX — Parmelia saxatilis

TILI — Parmelina tiliacea

FUL — Melanelixia glabratula (skratka pochadza zo starSieho nazvu M. fuliginosa)
SUBAU — Melanelixia subaurifera

GLAB — Melanelixia glabra

ETA — Melanohalea exasperata

ELA — Melanohalea exasperatula

MEL - rod Melanohalea, teda M. exasperata a M. exasperatula spolu

Skratky slimakov:

LM — Lehmannia marginata
CC - Cochlodina cerata

Dalsie skratky:

pl — plocha
vh — vdha

Napr. skratka LM_SULC vh teda odkazuje na vysledok pokusu s L. marginata a P. sulcata
pocitany na zaklade vahy, CC_ETA pl na vysledok pokusu s C. cerata a M. exasperata
pocitany na zaklade plochy.
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2. MATERIAL A METODY

2.1 Material

Vsetok pouzity material (liSajniky aj slimaky) pochadzal z Murdnskej planiny, z niekol’kych
tych istych lokalit. Cochlodina cerata bola nazbierand za vlhkého pocasia z kory stromov
alebo zlesného opadu nad obcou Muranska Zdychava (N48,74558° E20,12539°) ana
Sianciach (N48,77739° E20,10095°) (vietky uvadzané koordinaty GPS su podla systému
WGS 84). Zbierané boli len dospelé jedince (71 KkS) s vyvinutym obustim. V priemere vazili
0,126 = 0,008 g. Lehmannia marginata bola za dazd’a pozbierana z kmenov stromov taktieZ
na Sianciach. Velkost’ jedincov (64 ks) bola znaéne variabilna — 0,49 + 0,256 g, aviak podl'a
Hanleyho et al. (2003) nie je konzumacia zavisla na hmotnosti jedinca. Sliméaky boli po
nachytani chované pri izbovej teplote, v nadobe bola udrzovana vlhkost a kazdy druhy deii
bola ¢istend. Po ukonceni pokusov som slimaky vratila na miesto zberu. Tabul'ka 2 zobrazuje
lokality zberu lisajnikov.

pokusy s CC pokusy s LM transplant. pokus

P. sulcata Muranska Zdychava | Muranska Zdychava Poludnica, Siance
P. saxatilis Siance Siance, Pavelekova -

P. tiliacea Siance Siance, M. Zdychava, Hrdzava -

M. glabratula Murénska Zdychava | Siance Poludnica, Siance
M. subaurifera | Muranska Zdychava | Pavelekova -

M. glabra Muranska Zdychava | M. Zdychava, Hrdzava -

M. exasperata Muranska Zdychava | Muranska Zdychava Muranska Zdychava
M. exasperatula | Muranska Zdychava | Muranska Zdychava Muranska Zdychava

Tab 2 Lokality zberu lisajnikov.

LiSajniky zbierané na Muranskej Zdychave pochadzali z ovocnych stromov, na ostatnych
lokalitach — Siance, Poludnica (N48,76461° E20,04052°), Hrdzava (N48,74944°
E20,01821°), Pavelekova (N48,75861° E20,00156°) — boli zbierané z kory buku, jasena
a javora horského. Takisto liSajniky pouZzité na kifmenie slimakov pred pokusmi pochadzali
z Muranskej Zdychavy. Mapy na obr. 3 a 4 ukazuju vsetky lokality.

Lisajniky pouzit¢ na pokusy s CC boli nazbierané maximalne mesiac pred pokusmi,
s vynimkou SUBAU, ktora bola zbierana 2-3 mesiace pred. Lisajniky na pokusy s LM boli
zbierané max. 6 tyzdnov pred zahajenim pokusov, opét’ s jednou vynimkou — GLAB bola
nazbierand az 7 mesiacov dopredu. ETA a ELA na transplantacny pokus boli nazbierané dva
mesiace, Cast’ FULIG mesiac a zvy$né stielky FULIG spolu so vSetkymi SULC len par dni
pred jeho zalozenim.

Ak neboli lisajniky pouzité do tyzdna po zbere, boli vysusené a skladované v mraziaku.
Zamrazenie liSajnikov v suchom stave neznizuje ich zivotaschopnost’ — po rehydratacii sa ich
fyziologické funkcie obnovia, je preto vhodnym sposobom dlhodobejSieho skladovania
(Honegger 2003).
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Obr 3 Umiestnenie Muranskej planiny na mape SR s vyznacenymi lokalitami zberu. Mapa bola
vytvorena v programe MapSource 6.15.7 (Garmin Ltd. or its subsidiaries 1999-2009).

WEKYGIpanRleee ]

Np Muranska Planina

Obr 4 DetailnejSia mapa, ¢ierne vlajky oznacujt lokality zberu. Mapa bola vytvorena v programe
MapSource 6.15.7 (Garmin Ltd. or its subsidiaries 1999-2009).

22TLC

Vsetkych osem druhov lisajnikov vybratych na tito pracu nie je problém ur¢it’ morfologicky
a preto sa na nich chromatografia bezne nerobi. Su to v podstate bezné druhy a je viac menej
zname aké latky obsahuju. Pre niektoré druhy vSak r6zne zdroje uvadzaja rozne sekundarne
metabolity, hlavne ¢o sa tyka minoritnych latok. U liSajnikov je vSak bezné, Ze sa v ich
chemizme vyskytuji odchylky aani viacero chemotypov jedného druhu nie je nicim
vzacnym. Prave preto som pred zaCatim pokusov chcela pomocou tenkovrstevnej
chromatografie overit’ ¢i pouzité liSajniky obsahuju latky zhodné s literatirou.
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TLC som robila podla Standardnej metodiky (Orange et al. 2010, Culberson 1972) na
sklenych TLC doskach (SIL-25, Macherey-Nagel GmbH & Co0.KG). Ako Standard som
pouzila atranorin a kyselinu norstiktovii z Cladonia symphicarpia. Vzorky (10 z kazdého
druhu) pochadzali z tych istych stielok, ktoré boli pouzité na pokusy.

2.3 Laboratérne pokusy

Pokus bol zostaveny podla dizajnu Gauslaa (2005) a spocival v tom, ze dvojica spasacov
jedného druhu dostala na vyber medzi dvomi Castami jednej stielky liSajniku, jednou bez
sekundarnych metabolitov a druhou Vv prirodzenom stave. Cielom pokusu bolo zistit’, ¢i
sekunddrne metabolity vybranych liSajnikov maji ochrannt funkciu pred ich prirodzenymi
predatormi.

Konkrétne som si v tomto pokuse kladla nasledovné otazky:

1. Je vymyta polovica stielky (= bez/so znizenym obsahom metabolitov) oproti
kontrolnej preferovana? (t. j. Ochranuju sekundarne metabolity liSajniky pred
tymito slimékmi?)

2. Lisi sa miera ochrany medzi jednotlivymi druhmi liSajnikov?

3. LiSi sa efekt ochrany daného druhu liSajniku na jednotlivé druhy slimakov?

2.3.1 Priprava liSajnikov

Stielky boli pomocou skalpelu opatrne oddelené od kory, ocistené a potom susené 24 h pri
izbovej teplote. Nasledne som kazdu stielku rozdelila na dve priblizne rovnako velké casti.
Z jednej z nich boli odstranené lisajnikové latky a to tak, Ze som ju Styri krat na 20 mintt
ponorila do aceténu (PENTA, Ing. Petr Svec). Ako som uz vysvetlila v uvode, V pripade
vysuSenej stielky aceton nezniZuje zivotaschopnost' liSajniku (Solhaug & Gauslaa 2001).
Stielky som opét’ nechala schnut’ 24 h pri izbovej teplote, aby sa vSetok aceton dokonale
vyparil azvazila som ich na laboratornych vahach
(KERN ABJ, KERN & Sohn GmbH).

Tesne pred pokusom boli na niekolko sekund
ponorené do vody, aby sa stielka rehydratovala,
potom som utrela povrchova vodu. Obe Casti jednej
stielky (obr. 5) som polozila na sklenu Petriho misku

s priemerom 9 c¢cm a vyfotila ich (Canon EOS 500D
s objektivom Canon Macro lens EF-S 60mm 1:2,8

[T
|||||||||

USM) tak, ze som ich splostila druhou ¢astou Petriho
misky. Ako podklad som pouZila milimetrovy papier, Obr 5 P. suclata - priklad pokusnej

¢o mi po ukonéeni pokusu umoznilo vypoéitat’ plochu misky. Na lavej strane Cast’, z ktorej boli
sekundarne metabolity extrahované (V),

liSajniku.
J napravo normalna Cast’ (N).
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2.3.2 Priprava slimakov

Rozdiely v individualnej konzumacii mékkySov mozu byt spdsobené geneticky
podmienenymi fyziologickymi rozdielmi, odliSnymi schopnostami ucit sa, odliSnou
recentnou konzumaciou a skiisenostami a réznou mierou hladu (Speiser 2001). S cielom
znizit’ tato individualnu variabilitu boli po nachytani vSetky slimaky kfmené rovnakou stravou
(M. exasperatula) a poslednych 24 hodin pred pokusom uz nemali pristup k ziadnej potrave
(napr. Hanley et al. 2003).

2.3.3 Dizajn pokusu

Na kazdu Petriho misku s dvomi ¢astami jednej stielky liSajniku som umiestnila dva ndhodne
vybraté jedince cihy (CC). Slizniaky (LM) som kvoli enormnej variabilite vo velkosti
rozdelila podl'a velkosti na dve skupiny a do misiek ndhodne pridelovala jedného z kazde;j.
Misky som zakryla sklenenou nadobou o objeme 720 ml (obr. 6). Pokus s cihou trval 72
hodin, so slizniakom 48 hodin. Doba trvania bola stanovena podl'a predbeznych vstupnych
pokusov, v ktorych jednotlivé druhy uplne skonzumovali najchutnejsiu stielku najcastejSie
prave za takyto Cas. Je to kompromis medzi vyhodou a obmedzenim dlhsieho trvania pokusu
— znizila by sa variabilita medzi jednotlivymi opakovaniami (Hanley et al. 2003), na druhej
strane dlhsi pokus by mohol poskytnut skreslené vysledky, pretoze u chutnejSich druhov
lisajnikov by boli stielky skonzumované v prvych ditoch a d’alSie dni by uz slimaky nemali ¢o
konzumovat. Pokus prebiehal pri izbovej teplote a prirodzenom svetelnom rezime, komorky
neboli vystavené priamemu slnku. Pocas pokusu boli pravidelne dvakrat denne zavlazované
rozpraSovacom, aby sa udrzala dostatocnd vlhkost’ na aktivitu slimakov.

Spolu bolo teda zalozenych 16 pokusov (kombinacie 2 slimakov a 8 lisajnikov), v kazdom 10
opakovani. Pokusy s cihou (CC) prebiehali na prelome m4ja a jina 2011, so slizniakom (LM)
V tom istom Case v roku 2012.

Obr 6 Pokusné komérky.
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2.3.4 Ukonc¢enie pokusu

Po uplynuti stanovenej doby boli slimaky z komoérok vybraté a liSajniky boli ocistené od
exkrementov. Nasledne boli vyfotografované rovnakym sposobom ako pred tym. Opit som
ich nechala schnat’ 24 h pri izbovych podmienkach a zvazila.

2.3.5 Vyhodnotenie

Pre kazdu polovicu stielky lisajniku som vypocitala absolutny aj percentualny ubytok
hmotnosti (strata biomasy v dosledku konzumacie). Z fotografii som vypocitala plochu
v programe ImageJ (Rasband 1997-2012) anasledne tiez vypocitala jej absolutny aj
percentualny ubytok. V d’alsich vypoctoch som pracovala s vysledkami na zéklade vahy aj na
zaklade plochy. Oba spdsoby maju totiZ svoje vyhody. Za predpokladu, Ze bol lisajnik pred
pokusom dokonale vyc€isteny, by vdha mohla poskytovat’ presnejSie vysledky. Zabudnuté
malé kamienky alebo kusky hliny a koéry mohli vysledné percento znaéne skreslovat.
Nevyhodou pocitania plochy je, Ze laloky rasti do priestoru a tak sa pri ich sploSteni stane, ze
sa prekryvajui a vypocet plochy je nepresny. Na druhej strane, u niektorych druhov lisajnikov
bolo pozorované spasanie vylu¢ne vrchnych vrstiev stielky (tj. len vrchna kora + fotobiont
alebo vrchna kora + fotobiont + medula) a spodny kortex ostaval nedotknuty (obr. 7). Ked'ze
podl’a mojich pozorovani je to najhustejSia a teda aj najtazsia Cast’, takéto spasanie neurobi
vel'ky rozdiel vo vahe. AvSak casti stielky pozostavajiuce len zo spodnej kory je rozumné
povazovat’ skor za zozraté neZ nedotknuté a to umoziuje prave vyhodnocovanie na zaklade

plochy.

Nasledne ma zaujimalo, ¢i je vymyta polovica vo¢i nevymytej preferovana.

lf

Obr 7 Ukazka vysledku pokusu s C. cerata. Z vymytej Casti (V) P. tiliacea z velkej Casti zostal len
tmavy spodny kortex. Miestami vidiet' pozostatky vySsich vrstiev.

24



Aby som mohla porovnat’ ucinky latok réznych liSajnikov na dany druh slimaka, vytvorila
som index miery ochrany, ktory som vypocitala ako pomer plochy (vahy) skonzumovanej na
vymytej polovici k celkovej skonzumovanej ploche (vahe). Index m6ze nadobtudat’ hodnoty
od 0 do 1. 1 znamena, ze slimak konzumuje len vymyta polovicu, ochrana metabolitmi je teda
,dokonala®, 0 znamena, Zze metabolity naopak slimaka dokonale prit'ahuji, hodnoty okolo 0,5
znamenaju, ze metabolity na vyber herbivora nemaju ziadny vplyv, ze vyber medzi dvoma
Castami stielky je ndhodny. Tieto hodnoty sa taktiez daju ocCakavat' u liSajnikov bez
metabolitov.

Nakoniec som porovnala, ¢i sa index miery ochrany daného druhu lisajniku 1i8i medzi CC a
LM.

2.3.6 Statistické spracovanie

Vsetky Statistické analyzy boli pocitané v programe R 2.14.0 (R Development Core Team
2011, volne dostupny na http://www.R-project.org/) s pouzitim grafického rozhrania R
Commander (balicek Remdr).

Pri vyhodnocovani bolo pre chybu vo véazeni odstrdnené jedno z opakovani LM SULC
a CC_SUBAU. V tychto pripadoch som teda pocitala len s deviatimi opakovaniami. Tyka sa
to vSak len vahy, vypocCty plochy boli urobené na vsetkych desiatich.

Normalitu dat som overovala pomocou Shapiro-Wilkovho testu, histogramu a g-g diagramov.

Ci je vymytd polovica oproti nevymytej slimakmi preferovand som u kombinacii
LM_SAX pl, LM_TILI pl, LM_FUL_vh, LM_SUBAU_pl, LM_ETA pl,
LM _ETA vh,LM ELA pl , CC ELA pl a CC_ETA vh overovala parovym t-testom. U
vSetkych ostatnych kombindciach bol naruseny predpoklad normélneho rozdelenia dat a preto
som pouzila neparametricky parovy Wilcoxonov test . Alternativna hypotéza (H;) Vv pripade
vSetkych Siestich liSajnikov so sekundarnymi metabolitmi bola jednostrannd, pretoZe
ocakavany vysledok bol, Ze vymyvand polovica bude oproti kontrolnej preferovana.
V pripade ETA a ELA bola H; obojstranna.

Index miery ochrany voéi LM poéitany na zaklade vahy spifial podmienky normélneho
rozdelenia a zhodnych rozptylov (overené Bartlettovym testom), preto som k jeho porovnaniu
medzi lisajnikmi pouzila jednovyberovii ANOVU s post-hoc mnohonasobnymi porovnaniami
(Tukeyho test). Na testovanie indexov LM_pl a CC_vh aj CC_pl bolo potrebné pouzit
neparametricky Kruskal-Wallisov test snaslednymi mnohonasobnymi porovnaniami
(z balicku pgirmess).

Na index miery ochrany som sa pozrela aj z opacnej strany: rozdiel v efekte ochrany jedného
druhu liSajniku na slimaky som testovala pomocou dvojvyberového t-testu (SULC pl,
SULC vh, SAX pl, SAX vh, SUBAU vh, GLAB vh, ETA vh) alebo dvojvyberového
Wilcoxonovho testu v pripade, Zze bola naruSena podmienka normality dat (TILI pl, FUL pl,
FUL_vh, SUBAU_pl, GLAB_pl, ETA pl, ELA pl, ELA vh).

Hladina vyznamnosti pre vSetky testy bola stanovend na a = 0,05.
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2.4 Transplanta¢ny pokus

Pokus bol zostaveny podla Asplunda et al. (2010) aspocival vtom, ze som mriezky
s nalepenymi liSajnikmi (kombinacia viacerych druhov) pripevnila na stromy v lese. Ciel'om
pokusu bolo sledovat’ intenzitu spdsania a preferencie lichenofdgov v prirodzenom prostredi.

Konkrétne som si kladla nasledovné otazky:

1. Je predacny tlak na liSajniky v podmienkach stredoeurdpskych listnatych lesov
intenzivny?

2. Zalezi intenzita spasania na mikroklimatickych podmienkach?

Maju v prirodzenom prostredi spasaci medzi liSajnikmi preferencie? Aké?

4. S pripadné preferencie zhodné s tym, ¢o by sa dalo ocakéavat’ podl'a vysledkov
laboratérnych pokusov?

w

Z 6smych druhov lisajnikov pouzitych v laboratérnych pokusoch som na transplanticiu
vybrala P. sulcata, M. glabratula a oba druhy rodu Melanohalea. SULC a FUL predstavuju
druhy s dokazanou chemickou obranou, ktora bola silnejsia u FUL. Napriek tomu sa FUL
javila byt’ ,,chutnejSou‘ potravou neZ SULC, pravdepodobne kvdli jemnejSej Struktare stielky.
ETA a ELA st druhy bez chemickej obrany, o ktorych som predpokladala, ze budu v pokuse
oproti SULC a FUL vyrazne preferované. V predbeznom pokuse slimaky nerobili medzi
tymito dvomi druhmi rozdiel, preto som ich v transplantanom pokuse povaZovala za jednu
kategériu MEL.

2.4.1 Priprava pokusu

Vsetky lisajniky boli ocistené, vel'ké stielky rozdelené na mensie, neboli vSak oddelené od
kory, s ktorou boli zbierané. Vybrala som 60 SULC, 60 FUL, 30 ETA a 30 ELA. Stielky som
vyfotila (Canon EOS 500D s objektivom Canon Macro lens EF-S 60mm 1:2,8 USM) na
podklade milimetrového papiera, tentokrat vSak v suchom stave. Nésledne som ndhodne
skombinovala dve stielky SULC, dve FUL, jednu ETA a jednu ELA .

Tesne pred zalozenim pokusu (8. - 10. 5. 2012) som si pripravila 30 obdiZnikov (priblizne
15 x 14 cm) z mriezky z armovacej perlinky a epoxidovym lepidlom (3-ton Quick Epoxy
Adhesive, Alteco Chemical Pte Ltd.) som na kazda nalepila 6 stielok — 2 SULC, 2 FUL a2
MEL. Ich rozmiestnenie bolo nahodné. Mriezky som zataZzila a lepidlo nechala cez noc
uschnut’. Nakoniec som celé mriezky znovu vyfotila, tieZ na milimetrovom papieri.

2.4.2 Lokality

Mriezky boli transplantované na tri lokality na uzemi NP Muranska Planina, SV od obce
Muran (mapa na obr. 8). Vsetky tri lokality pokryvaji bukové lesy na vapencovom podlozi.
V pripade Sianci sa jedna 0 hrebefiovii ¢ast’ strmého sutového svahu. Lokalita sa nachiddza
v NPR Siance, s prirodzenou vegetaciou. K buku sa tu primie$ava javor horsky, lipa a jedla.
Z juznej strany V najstrmSich Castiach vznikaju svetlé porasty lipy, driena a hlohu. Za
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hrebeniom sa zo severnej strany nachadza suchy hospodarsky smrekovy les. Lokalita Dolinsky
potok je takmer tGplnym zaverom hlbokej doliny Dolinského potoka, tadialto prechadza
spodnd hranica NPR Poludnica. Kbuku sa tu primieSava jedla ajavor horsky.
Transplantované mriezky boli upeviiované po oboch stranach potoka, avSak nikdy nie d’alej
nez 10 m. Lokalita nazvana Poludnica lezi na viac-menej rovnej ploche nad hranicou
rezervacie, nad strmymi svahmi abralami NPR. Jednd sa orovnoveky bukovy porast
miestami preriedeny tazbou.

Sl
Poludnica

Liadiin A

B =

GEY NV 30

Obr 8 Lokality transplantaéného pokusu. Na mape SR v pravom dolnom rohu je vyzna¢ena zobrazena
oblast’. Mapa bola vytvorena v programe MapSource 6.15.7 (Garmin Ltd. or its subsidiaries 1999-
2009).

2.4.3 Zalozenie pokusu a meranie charakteristik prostredia

Pokusy boli zalozené 12. -14. 5. 2012. Na kazdej lokalite bolo v programe fGIS (Brown 2003-
2005, volne dostupny na http://www.forestpal.com/fgis.html) nahodne vybratych 10 GPS
bodov. Nasledne v teréne bol pomocou GPS navigacie (Oregon 450, Garmin) vybraty buk
najblizsi k ur€enému bodu. Buk sa javil byt vhodnym na pokus jednak preto, Zze je na
lokalitach najbeznejSou drevinou a aj preto, Zze pocas planovania pokusu som za vlhkého
pocasia bezne videla miakkyse $plhat’ po ich kmenoch. Mriezky (obr. 9) boli pripeviitované zo
SZ strany do vysky 110 cm od zeme (stred mriezky). VySku od zeme som merala na SZ
strane, z inych stran sa mohla lisit, ked’ze stromy boli va¢Sinou v svahu. Mriezky som
pripevitovala ru¢nou sponkovackou na obklad (Novus, sponky 23/8). Pripevnené mriezky boli
opat’ vyfotené (Olympus E-510, objektiv Olympus Zuiko Digital 14-22 mm 1:3,5-5,6). Pri
kazdom strome som si zaznamenala jeho priemer vo vyske 110 cm a obvod baze. Priblizne
Vv polovici trvania pokusu som vsetky lokality opat’ navstivila a vSetky mriezky vyfotila.
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Obr 9 Mriezka v transplantatnom pokuse.

V polovici augusta som pomocou konvexného sférického denziometra (R. E. Lemmon, Forest
Densiometers, Rapid City, USA) odhadovala korunovy zapoj. Sféricky denziometer je
zakrivena SoSovka s vyznacenou sietou 24 Stvorcov. Na odhadovanie zapoja som pouzila
metodu  Lemmona (1957) wupraveni podla
Stricklera (1959), ktora spociva v od¢itavani
zapoja z0 17 bodov v klinovom vyseku SoSovky

(obr. 10) smerom na kazda svetovu stranu, pri¢om \ e ,
je denziometer vo fixnej pozicii a ,,od¢itavajuci sa "N . e
pohybuje okolo. Spolu sa teda korunovy zapoj N 4 |
odhaduje zo 68 bodov (= 17 x 4). Kazdému bodu S

som pridelila hodnotu 1,47 %, spolu je to teda >yt

99,96 %, ¢o je trosku presnejSie nez 102 %, ak sa

bodom prideli hodnota 1,5 % ako to pocita

povodna metoda (Strickler 1959). Pri od¢itavani L J

zakrytych  bodov som denziometer drzala vo Qpr 10 Odéitavanie korunového zapoja zo 17

vzdialenosti asi 25 cm od tela vo vyske lakta. bodov v klinovom vyseku. Prevzaté od
Stricklera (1959).

2.4.4 Ukoncenie pokusu

Mriezky som skladala zo stromov 3. - 4. 9. 2012, pokus teda trval 112-114 dni (Siance 114,
Poludnica 112, Dolinsky potok 113). Pred zlozenim bola kazdd mriezka vyfotena. Po
privezeni do Prahy som mriezky opat’ vyfotila rovnako ako pred pokusom.
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2.4.5 VVyhodnotenie

Ubytok biomasy lisajnikov podas trvania pokusu bol stanoveny na zaklade vypoétu plochy
pred a po pokuse v programe ImageJ (Rasband 1997-2012). Pri pocitani plochy boli fotky
Z jednotlivych faz pokusu starostlivo porovnavané.

Pre kazda mriezku som vypocitala ubytok plochy jednotlivych druhov/skupin liSajnikov
(FUL, SULC, MEL):

Axi = Agi - Agi Aoi — pociatocna plocha druhu liSajniku i (sucet ploch dvoch stielok)

Ai — plocha druhu lisajniku i po skonceni pokusu (opét’ stiéet oboch
stielok)

A\ - plocha skonzumovana z druhu liSajniku i
a celkové percento obzeru kazdého druhu/kazdej skupiny (Aa; / Agi).

Preferencie medzi druhmi v ramci mriezky som vyjadrila ako percento obzeru kazdého druhu
v pomere k sume percent obzeru vSetkych druhov na mriezke:

AAi / AOi
Pi = /

= SR AN/ AL Pi—preferen¢ny index pre druh lisajniku i
i=1

n — pocet typov potravy, medzi ktorymi je na vyber (=3)

Vysledkny index je vlastne zhodny so selekénym indexom podla Krebsa (1999), ktory je
vyhodny v pripade, Ze nie vSetky typy potravy su dostupné v rovnakom mnozstve. To je
dolezité aj v mojom pokuse, ked’ze nie vSetky stielky pouzité na vytvorenie jednej mriezky
boli rovnako vel'ké. Prave preto nie je mozné pouzit' jednoduchSi a intuitivnejsi vypocet
indexu, ktory by bol pomerom plochy obzeru na druhu i a celkovej plochy obzeru na mriezke
(AAL /YL AAL).

Preferencny index teda nadobuda hodnoty od 0 do 1. Hodnota (1/pocet typov potravy)
indikuje nulova preferenciu. To v pripade mdjho transplantaéného pokusu znamena, ze ak by
bol index pre kazdy druh v rdmci mriezky rovny 1/3, spasanie by bolo ndhodné. Hodnoty
bliziace sa k 1 by znamenali, Ze spasaci na mriezke vyhladavali len dany druh, kym hodnoty
blizke 0 by znamenali, Ze sa mu celkom vyhybali.

2.4.6 Statistické spracovanie

Vsetky Statistické analyzy boli opét’ pocitané v programe R 2.14.0 (R Development Core
Team 2011) s pouzitim R Commander (balicek Rcmdr). Na randomizacie bol pouzity ten isty
program.

Pred samotnym vyhodnocovanim pokusu som overila, ¢i je predpoklad o ETA aELA
spravny, ¢i ich teda mo6zem v tomto pokuse povazovat’ za jednu kategdriu. Parovym testom
som porovnala ich obZer v percentdch ako aj mieru preferencie, teda preferencny index.
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Ked’ze oba subory nie su na sebe nezavislé a ani nemaju normalne rozdelenie, pouzila som
neparametricky Wilcoxonov test.

Nésledne som sa pozrela na vlastnosti celkového obZeru. Ked'Ze jednotlivé mriezky sa lisili
plochou nalepenych liSajnikov, v prvom rade ma zaujimalo, ¢i existuje zavislost medzi
celkovym obzerom a pociatocnou velkostou liSajnikov. V pripade, ze by miera obzeru
zavisela na pociatocnej ploche, analyza a interpretacia vysledkov by sa skomplikovala. To
som testovala pomocou linearnej regresie.

Dalej ma zaujimalo, &i sa celkovy obzer mriezok 1i3il medzi jednotlivymi lokalitami a &i bol
ovplyvneny niektorou zo zaznamendvanych premennych. Najprv som si graficky premietla
vzt'ah celkového obzeru a jednotlivych premennych (krabicové a bodové grafy) a pre lokalitu
som vypocitala analyzu rozptylu s parovymi porovnaniami.

Ci sa tieto premenné prostredia lidia medzi lokalitami som zobrazila krabicovymi diagramami
a formdlne testovala neparametrickym (u vSetkych troch premennych bol naruseny
predpoklad normalneho rozdelenia) Kruskal-Wallisovym testom s parovymi porovnaniami.

Potom som zostavila linedrny model, v ktorom som celkovy obZer mriezky v percentach
cheela vyjadrit ako funkciu korunového zapoja, priemeru kmeta stromu, velkosti baze
stromu, lokality, interakcie priemeru a baze stromu a interakcii lokality so zvySnymi tromi
premennymi (fsee = (kor. zapoj + priemer * baza) * lokalita). Aby som ziskala ¢o najlepsi
model  nasledne som postupne odstranovala jeho jednotlivé komponenty (,,stepwise
backwards regression®). V stlade s pravidlom marginality som zacala S odstrdnenim
interakcii, ktorych efekt nebol v modeli signifikantny. Potom som postupne odstrafiovala aj
dalSie zlozky az kym som neprisla k modelu, ktory sa javil byt’ najvhodnejsi.

Nasledne ma zaujimal vplyv odlahlych hodndt korunového zéapoja a priemeru stromu na
zavislost’ obzeru na nich. Na to som preloZila regresntl priamku datami s odl'ahlou hodnotou
a bez nej a porovnala ich vhodnost’. Potom som z dat odstranila pozorovanie, ktoré vytvaralo
odlahli hodnotu v korunovom zapoji a opat’ sa pokusila zostavit’ model rovnakym postupom
aky je opisany v predchadzajiicom odstavci.

Tak ako aj v inych uz publikovanych pokusoch s rovnakym alebo podobnym designom (napr.
Asplund et al. 2010, Catalan et al. 2008, Sanchez et al. 2004, Schmidt & Schaefer 2004) som
na otestovanie rozdielu miery preferencie (preferencného indexu) medzi jednotlivymi druhmi
pouzila Hotellingov T? test (Morrison 1990), s nulovou hypotézou (Hp) Zze medzi skupinami
nie je rozdiel. Funkcia je v programe R dostupna z balicku ICSNP.

Hladina vyznamnosti pre vSetky testy bola opét’ stanovend na a = 0,05.
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3. VYSLEDKY

Vsetky vysledné hodnoty boli zaokriihlené na tri desatinné miesta.

3.1TLC

Vysledky tenkovrstevnej chromatografie zobrazuje tabulka

LiSajnik Zistené latky
kortex medula
P. sulcata atranorin kyselina salazinova
P. saxatilis atranorin kyselina salazinova, + lobarova , + norstiktova, +
protolichesterinova, + lichesterinova, + galbinova
P. tiliacea atranorin kyselina lekanorova
M. glabratula - kyselina lekanorova, skyrin
M. subaurifera — kyselina lekanorova
M. glabra - kyselina lekanorova
M. exasperata - -
M. exasperatula - -

Tab 3 Sekundarne metablity zaznamenané v skimanych lisajnikoch pomocou TLC.

M. exasperata a M. exasperatula ziadne sekundarne metabolity detekovatelné TLC
neobsahovali. P. saxatilis bola chemicky variabilna, okrem atranorinu a kyseliny salazinovej
sa Vniektorych stielkach podarilo objavit aj dalSie latky, maximéalne vSak tri.
V M. glabratula sa okrem kyseliny lekanorovej a skyrinu ¢asto vyskytovala aj tretia latka,
ktort sa nepodarilo ur€it. V jednej z testovanych poloziek M. glabratula bola potvrdena len
kyselina lekanorova. P. tiliacea obsahovala vzdy atranorin a kyselinu lekanorovi. Avsak
kyselina lekanorova vytvarala na doskach dva typy Skvfn, podla tvaru jasne odliSiteIné.
V stielkach P. subaurifera som potvrdila len kyselinu lekanorova. Metabolity P. sulcata a M.
glabra sa zhodovali s literattrou.

3.2 Laboratorne pokusy

Vo vsetkych zalozenych komorkach bola pozorovand konzumacia lisajnikov slimdkmi. Jeho
miera sa lisila od 5 % pdvodnej vahy a 15 % povodnej plochy az po 100 % oboch u LM a 6 %
vahy a 10 % plochy az po 97 % vahy a 91 % plochy u CC.

Tabula 4 zobrazuje vysledky parovych t-testov alebo parovymi Wilcoxonovych testov,
ktorymi som sledovala, ¢i je vymyta polovica oproti nevymytej preferovana. V pripade, Ze bol
pouzity Wilcoxonov test, je V tabul’ke uvedena V-statistika, v pripade t-testu je to t-sStatistika
a pocet stupniov vol'nosti (df), v oboch pripadoch je uvedena p-hodnota.
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Plocha Vaha
\Y% t df p \Y t df p
LM Isulc 47 0,024 35 0,077
sax 2,209 9| 0,027 47 0,024
tili 5,776 9| <0,001 54 0,002
ful 54 0,002 3,343 9| 0,004
subau 3,57 9| 0,002 51 0,007
glab 39 0,138 30 0,204
eta 0,184 9/ 0,858 -0,512 9| 0,621
ela -0,486 9| 0,638 27 0,635
CC  Isulc 54 0,002 42 0,012
sax 54 0,002 55 < 0,001
tili 55 < 0,001 53 0,005
ful 55 < 0,001 55 < 0,001
subau 54 0,002 45 0,005
glab 55 < 0,001 54 0,002
eta 31 0,770 0,620 9| 0,550
ela -0,871 9| 0,406 28 1

Tab 4 Vysledky laboratornych pokusov. V pripade Wilcoxonovho testu je uvedena V-Statistika, v
pripade t-testu t-Statistika a pocet stupfiov vol'nosti (df), v oboch pripadoch je uvedena p-hodnota.
Statisticky signifikantné hodnoty su zvyraznené tucne.

Z uvedenych vysledkov je mozné konstatovat’, ze na stanovenej hladine vyznamnosti o = 0,05
je vsSetkych 6 druhov liSajnikov obsahujucich sekundarne metabolity Statisticky preukazne
chranenych voci C. cerata a to ako pri vypoctoch na zéklade plochy tak aj na zaklade vahy.
Rovnaka situacia sL. marginata je v pripade SAX, TILI, FUL a SUBAU. Sekundarne
metabolity GLAB slizniaka LM dostato¢ne neodpudzuju. V pripade SULC vysledok zaleZi na
tom, ktorym spdsobom je poc€itany. Ochrana na zéklade plochy je signifikantnd, na zaklade
vahy vSak nie.

V pripade diskoviek bez sekundarnych metabolitov nevysli testy v ani jednom pripade
signifikantne. Z toho mozem predpokladat, Ze vymyvanie acetbonom nemalo na spasanie
slimédkmi vyznamny vplyv.

Vysledky st graficky znazornené na nasledujucich krabicovych grafoch (obr. 11-14).
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Obr 11 Porovnanie ubytku hmotnosti v gramoch medzi vymytou (V) a nevymytou (N) ¢ast'ou stielky
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v pokusoch s L. marginata.

34



C. cerata + P. saxatilis

C. cerata + P. sulcata

R | I =
— 7
T T T T T
vo0 €00 20D L0 000
(B) Auga siorhan
e T B e F o>
T T T T T
5800 5200 5100 5000

(6) Auen yorkan

C. cerata + M. glabratula

C. cerata + P. tiliacea

T T T T T
SZ00 0200 SLO0 OLOO 5000 0000

(B) Ayeasolhan

>

T T T T T T T
Ge0'0 0E00 5200 0ZO'0 SLOC 0LO'0 000

(B) Ayeaolhgn

C. cerata + M. glabra

C. cerata + M. subaurifera

T T T T
#00 00 200 L00

(6) Aueniolkan

ooo

T T T T T
5200 0200  GLO0  0QLOO 5000

(6) AygAxolAdn

C. cerata + M. exasperatula

C. cerata + M. exasperata

8L0°0 9100 wLO0 €LO'0 0LO'0 800G 9000

(B) Aygnsioihan

T
0e00

T T
5¢00 0200

(B) Augnoikan

T
SO0

T
0Lo0

35

Obr 13 Porovnanie ubytku hmotnosti v gramoch medzi vymytou (V) a nevymytou (N) ¢ast'ou stielky

v pokusoch s C. cerata.
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36



Nasledujuca tabul’ka (tab. 5) zobrazuje priemerné hodnoty indexu miery ochrany. Rozptyl
hodnét je zobrazeny krabicovymi diagramami (obr.15-18).

Priem. index | sulc sax tili ful subau | glab eta ela
LM |plocha 0,573| 0,623| 0,712] 0,684 0,63| 0563| 0,507 0,525
véha 0,578 0,674 0,734 0,711] 0,629 06| 0482] 0,505
cc |plocha 0,617 0,722 0,944, 0916| 0,772 0,79 0,5556| 0,476
vaha 0,683 0,769 0,798 0,821 0,7/ 0,709] 0,527| 0,446
Tab 5 Priemerné hodnoty indexu ochrany.
index ochrany - L. marginata index ochrany - L. marginata
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Obr 15 Index ochrany lisajnikovych latok voci
L. marginata vyjadreny v percentach plochy.
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Obr 16 Index ochrany lisajnikovych latok voci
C. cerata vyjadreny v percentach plochy.
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Obr 18 Index ochrany lisajnikovych latok voci
L. marginata vyjadreny v percentach plochy.
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Obr 17 Index ochrany lisajnikovych latok voci
C. cerata vyjadreny v percentach plochy.
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Ako je vidiet' z grafov, priemerna hodnota ochrany u ETA a ELA sa pohybuje okolo 0,5
voci obom druhom slimakov, tak ako sa povodne predpokladalo.

U slizniaka LM podobné hodnoty pozorujem aj pre SULC a GLAB, ¢o nie je prekvapivé,
ked’ze odpudivost’ latok tychto dvoch druhov nebola Statisticky preukazana (vid’ tab. 4).
Najvyssie hodnoty indexu dosahuju TILI a FUL, takze sa da predpokladat’, Zze spomedzi
tychto druhov st najlepSie chranené. U CC su vyraznejSie rozdiely medzi indexami
pocitanymi na zaklade vahy a plochy. V oboch pripadoch st vSak tiez najvyssie pre FUL
a TILI. Zvysné §tyri druhy (SULC, SAX, SUBAU, GLAB) dosahuji (medzi sebou podobn¢)
nizsie hodnoty, ktoré st ale vyssie nez pre ETA a ELA a indikuju urcita ochranu.

LM CC
plocha |vaha plocha |vaha
eta-ela FALSE 1| FALSE | FALSE
fulig-ela FALSE 0,1| TRUE | TRUE
glab-ela FALSE 0,894| FALSE | FALSE
sax-ela FALSE 0,292| FALSE | TRUE
subau-ela FALSE 0,684| FALSE | FALSE
sulc-ela FALSE 0,999| FALSE | FALSE
tili-ela FALSE 0,045| TRUE | TRUE
fulig-eta FALSE 0,046| TRUE | TRUE
glab-eta FALSE 0,739| FALSE | FALSE
sax-eta FALSE 0,158 | FALSE | FALSE
subau-eta FALSE 0,477 | FALSE | FALSE
sulc-eta FALSE 0,986 | FALSE | FALSE
tili-eta TRUE 0,019| TRUE | TRUE
glab-fulig FALSE 0,783 | FALSE | FALSE
sax-fulig FALSE 0,999| FALSE | FALSE
subau-fulig FALSE 0,946 | FALSE | FALSE
sulc-fulig FALSE 0,326| TRUE | FALSE
tili-fulig FALSE 1| FALSE | FALSE
sax-glab FALSE 0,969 | FALSE | FALSE
subau-glab FALSE 0,999| FALSE | FALSE
sulc-glab FALSE 0,996 | FALSE | FALSE
tili-glab FALSE 0,587 | FALSE | FALSE
subau-sax FALSE 0,998| FALSE | FALSE
sulc-sax FALSE 0,653| FALSE | FALSE
tili-sax FALSE 0,991| FALSE | FALSE
sulc-subau FALSE 0,948| FALSE | FALSE
tili-subau FALSE 0,830| FALSE | FALSE
tili-sulc FALSE 0,180| TRUE | FALSE

Tab 6 Parové testovanie indexov ochrany. V pripade LM_vh ide o vysledky Tukeyho testu, v
ostanych pripadoch post-hoc testov ku Kruskal-Wallisovmu testu (TRUE — p < 0,05, FALSE —
p > 0,05). Signifikantné vysledky su zvyraznené tucne.
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Vysledok analyzy rozptylu (ANOVA) pre LM véha (F = 3,274 , df = 7, p = 0,004) aj
Kruskal-Wallisovych testov pre LM_plocha (Kruskal-Wallis chi®= 19,4, df = 7, p = 0,007),
CC _vaha (Kruskal-Wallis chi® = 33,340, df = 7, p < 0,001) a CC_plocha (Kruskal-Wallis
chi® = 38,284, df = 7, p < 0,001) potvrdil rozdielnost’ indexov pre jednotlivé druhy lidajnikov
u oboch slimékov bez ohl'adu na to, ¢i si vyjadrené na zéklade vahy alebo plochy.

Ako zobrazuje tabulka (tab. 6), Vv post-hoc mnohonasobnych porovnaniach vychadza
signifikante len maly pocet dvojic. V podstate sa $tatisticky preukazne liSia hodnoty indexu
ochrany len medzi dvoma nechranenymi druhmi ETA, ELA a najlepSie chranenymi TILI a
FUL. U CC sa okrem toho na zéklade vahy od dobre chranenych FUL a TILI lisi aj SULC, na
zaklade plochy zase SAX od ELA.

V nasledujucej tabul’ke (tab. 7) su uvedené vysledky formalneho testovania rozdielu vplyvu
latok jedného druhu liSajniku na oba slimaky. V pripade t-testu je v tabulke uvedena t-
Statistika a pocet stupniov volnosti (df), v pripade, ze bol pouzity Wilcoxonov test, je
v tabul’ke uvedena W-§tatistika, v oboch pripadoch je uvedena p-hodnota.

Plocha Vaha

W t df p W t df p
sulc 0,634| 13,058 0,537 1,858 17,701 0,080
sax 1,512 17,847 0,148 1,347| 16,729 0,196
tili 98 < 0,001 73 0,089
ful 93 0,001 64 0,315
subau 73 0,089 1,175| 16,976 0,256
glab 91 0,001 1,246| 14,276 0,233
eta 48 0,912 0,854| 17,998 0,404
ela 40 0,481 46 0,796

Tab 7 Vyslekdy testovania rozdielu vplyvu latok jedného druhu liajniku na oba slimaky. V pripade t-
testu je uvedena t-Statistika a pocet stupniov volnosti (df), v pripade Wilcoxonovho testu W-Statistika,
v oboch pripadoch je uvedena p-hodnota.

Na stanovenej hladine vyznamnosti a = 0,05 mozem signifikantny rozdiel v efekte ochrany
lisajniku na CC a LM konstatovat’ len v pripadoch TILI, FUL a GLAB a aj to len pri
vypoctoch na zéklade plochy. Ako je vidiet’ na krabicovych diagramoch na obr. 19 a 20, vo
vSetkych troch pripadoch odpudzuju metabolity CC silnejSie nez LM. Metabolity SULC,
SAX a SUBAU maju pravdepodobne rovnaky efekt na CC aj LM. U druhov bez metabolitov
ETA, ELA tieZ nebol potvrdeny Ziadny rozdiel.
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Obr 19 Porovnanie indexu ochrany vyjadreného v percentach plochy voci L. marginata a C. cerata.
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Obr 20 Porovnanie indexu ochrany vyjadreného v percentach vahy voéi L. marginata a C. cerata.
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3.3 Transplanta¢nv pokus

ETA a ELA sa §tatisticky signifikantne neliSia (obr. 21 a 22) ani v percente obzeru (V = 32,
p = 0,684) ani v hodnote indexu preferencie (V = 24, p = 0,760). Preto v d’alsich vypoctoch
budem operovat’ uz len s kategoriu MEL.
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Obr 21 Porovnanie percent obZeru M. exasperata Obr 22 Porovnanie preferenénych indexov
a M. exasperatula v transplanta¢nom pokuse. M. exasperata a M. exasperatula v
transplantacnom pokuse.

Spésanie bolo zaznamenané na vSetkych transplantovanych mriezkach. Na 19 bolo zozratych
100 % z MEL, na Styroch 0 % FUL a na Styroch 0 % SULC (jedna ta ist4, tri r6zne).

Absolutny celkovy obzer stipa s pociatocnou plochou (F(1, 26y = 8,174, p = 0,008) a to podla
zavislosti y = 0,496x — 703,587 (obr. 23). Naopak, miera celkového obZeru v percentach (obr.
24) je nezavisla na pociatocnej ploche (F1, 28y = 0,342, p = 0,563). V d’alsich vypoctoch som
pouzivala uz len mieru obZeru v percentach.

Najnizs8i zaznamenany celkovy obzer na mriezke bol 1,72 % (Poludnica), najvyssi 69,01 %
(Dolinsky potok) a priemerny 35,3 %. Celkovy obzer mriezok sa medzi jednotlivymi
lokalitami 1isil (F,= 11,11, p < 0,001), konkrétne Poludnica i Siance sa ligili od Dolinského
potoka (t = -4,282 , p < 0,001 at = -3,847, p = 0,002), medzi sebou vsak nie (t = 0,435,
p=0,901) (obr. 25). Vztah celkového obZeru a korunového zapoja, priemeru stromu
a velkosti baze stromu graficky zobrazuju obr. 26-28.
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Obr 23 Zavislost’ plochy celkového obZeru na
pociatocnej ploche stielok celkovo na mriezke.
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Obr 25 Porovnanie celkového obzeru mriezok
(v percentach) na jednotlivych lokalitach.
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Obr 24 Zavislost’ celkového percentualneho
obzeru (z pociato¢nej plochy) na pociatocne;j

ploche celkovo na mriezke.
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Obr 26 Vztah celkového obzeru na mriezke v %
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Obr 28 Vztah celkového obZeru na mriezke v %
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Obr 27 Vztah celkového obZeru na mriezke v %

a priemeru stromu vo vyske 110 cm.
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Korunovy zapoj sa medzi lokalitami (obr. 29) signifikantne 1isi (Kruskal-Wallis chi? = 9,050,
df= 2, p=0,011). Konkrétne na stanovenej hladine vyznamnosti a = 0,05 je vyznamny
rozdiel len medzi Dolinskym potokom (priemer 82,3 %) a Poludnicou (62,5 %) (Siance 77,9
%).
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Obr 29 Hodnoty korunového zapoja na jednotlivych lokalitach.

Co sa tyka meranych charakteristik stromu, vel’kost’ baze sa medzi lokalitami li§i (Kruskal-
Wallis chi® = 7,810, df = 2, p = 0,0201) ato konkrétne len medzi Dolinskym potokom
(priemer 335 cm) a Siancami (193 ¢cm) (p < 0,05). Poludnica s priemernou hodnotou 260 cm
sa od zvySnych dvoch lokalit nelisi (obr. 30). Priemer kmena vo vySke 110 cm (Dolinsky
potok 35 cm, Poludnica 35 cm, Siance 26,5 cm) sa medzi lokalitami Statisticky preukazne
nelisi (Kruskal-Wallis chi®= 1,641, df = 2, p = 0,440) (obr. 31).
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Obr 31 Hodnoty velkosti baze stromu na Obr 30 Hodnoty priemeru kmena stromu na
jednotlivych lokalitach. jednotlivych lokalitach.
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Pociatocny model na vysvetlenie celkového obzeru pomocou meranych premennych nema
preukazny vysledok (adj.-R? = 0,245, F1415 = 1,672, p = 0,167). Vysledky analyzy rozptylu
modelu zobrazuje tabul’ka 8.

Model 1 Df SumSq | Mean Sq | Fvalue | Pr(>F)
can_clo 1 867,49 867,49 4,595 0,049
strom_baza 1 963,87 963,87 5,106 0,039
strom_priem 1 71,56 71,56 0,380 0,547
lokalita 2| 1430,40 715,20 3,788 0,047 | *
strom baza:strom priem 1 44,01 44,01 0,233 0,636
can_clo:lokalita 2 334,50 167,25 0,886 0,433
strom_baza:lokalita 2 516,23 258,11 1,367 0,285
strom_priem:lokalita 2 120,89 60,45 0,320 0,731
strom_baza:strom priem:lokalita 2 69,88 34,94 0,185 0,833
Residuals 15| 2831,87 188,79

Tab 8 Vysledky poéiato¢ného modelu na vysvetlenie celkového obzeru pomocou meranych
premennych.

Postupne som z modelu odstranila trojita a vSetky dvojité interakcie. Potom som odstranila aj
priemer stromu, ktory bol nad’alej nepreukazny. Ich odstranenie nesposobilo v modeli
signifikantni zmenu (F,5 = 0,5816, p = 0,8051). V modeli (adj. R?= 0,371, Fa25=5231, p =
0,003) teda zostali tri zlozky: lokalita, korunovy zapoj a vel'kost’ baz stromu, vSetky tri sa
javili signifikanté (tab. 9).

Model 2 Df SumSqg | MeanSq | Fvalue | Pr(>F)
can_clo 1 867,5 867,5 5,519 0,027 | *
strom béaza 1 963,9 963,9 6,132 0,020 | *
lokalita 2 1489,5 744,73 4,738 0,018
Residuals 25 3929,9 157,2

Tab 9 Vysledky modelu po odstraneni interakcii a priemeru stromu.

Avsak ani odstranenie baze stromu a nasledne korunového zapoja nesposobilo v modeli
vyznamnu zmenu (p = 0,805 ap = 0,619), naopak po ich odstraneni sa jemne zvysila
»adjusted R-squared” hodnota, ktord ukazuje mieru vysvetlenej variability (z 0,37 na 0,39
a0,41). Zdalo by sa preto, Ze najvhodnej§im modelom na vysvetlenie celkového obZeru je
jednoduché analyza rozptylu, ktorej vysledok je zobrazeny na zaciatku tejto kapitoly.

Pri pohlade na grafické znazornenie zavislosti celkového obzeru na korunovom zapoji (obr.
32) sa pontka myslienka, ze pozorovana odl'ahla hodnota (19 %) moze skreslovat’ celkovy
model. Regresna priamka sedi na datach omnoho lepsie po jej odstraneni (obr. 33). Na rozdiel
od regresie zostavenej na zaklade povodnych dat (ad;. R?= 0,088, F128= 3,805, p = 0,061) je
vysledok linedrnej regresie na datach bez odl'ahlej hodnoty signifikantny (F127 = 10,8, p =
0,003) a vysvetl'uje 25,93 % variability.
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Obr 34 Zavislost’ celkového obZeru mriezky v %
na korunovom zapoji zostavena na zaklade
vSetkych dat.
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Obr 32 Zavislost’ celkového obZzeru mriezky v %
na priemere kmena stromu zostavena na zaklade
vsetkych dat.
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Obr 35 Zavislost’ celkového obzeru mriezky v %
na korunovom zapoji zostavena na zaklade dat
bez odl'ahlej hodnoty.
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Obr 33 Zavislost’ celkového obZeru mriezky v %
na priemere kmena stromu zostavena na datach
bez odlahlej hodnoty.

Podobné podozrenie vznika aj pri pohl'ade na priemer stromu (obr. 26). Avsak ani pouzitie
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vsetkych dat (p = 0,285) ani dat bez odl'ahlej hodnoty (p = 0,665) neposkytuje preukazny
vysledok (obr. 34, 35).

Na zaklade tychto poznatkov som model vysvetlujici obZer zostavila znovu, tentokrat
s vynechanim pozorovania s odlahlou hodnotou korunového zapoja. Rovnakym postupom
ako v predchadzajacom pripade, postupnym zjednoduSovanim najzlozitejSicho modelu, som
sa dostala k modelu, v ktorom je obzer vysvetleny len lokalitou a korunovym zapojom (tab.
10). Vysvetluje 49,29 % variability (F3 5= 10,07, p < 0,001).

Model 3 Df Sum Sq | Mean Sq | F value Pr(>F)
can_clo 1 2062,7 2062,7 15,776 | <0,001 | ***
lokalita 2 1887,8 943,89 7,219 | <0,001 | **
Residuals 25 3268,7 130,75

Tab 10 Vysledok kone¢ného modelu.

Dalsie zjednodugovanie modelu ho uz len zhorsilo. Odstranenie korunového zapoja znizilo
mieru vysvetlenej variability na 43,93 % (F226 = 11,97, p < 0,001, porovnanie s modelom 3:
p= 0,064), odstranenie lokality len na 25,93 % (F,26 = 10,08, p = 0,003, porovnanie
s Modelom 3: p = 0,003).

Model 3, pozostavajuci z korunového zapoja a lokality, vzniknuty na zdklade odstranenia
odl'ahlej hodnoty v korunovom zapoji povazujem za najvhodnejsi na vysvetlenie celkového
obZeru na mriezke.

Rozdiely v spasani (v preferen¢nom indexe) pozorované medzi jednotlivymi lisajnikmi na
mriezkach (obr. 36) neboli nédhodné (T? 1g= 134,037, p < 0,001). Melanohalea bola
najpreferovanejsia (priemerne 66,1 % celkového obZeru mriezky), P. sulcata (15,6 %) a M.
glabratula (18,1 %) boli na tom priblizne rovnako.
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Obr 36 Preferen¢ny index troch skupin liSajnikov v transplantaénom pokuse.
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4. DISKUSIA

41TLC

Pre vacsinu lisajnikov boli preukazané latky zhodné s latkami uvadzanymi v literatire. Pre
P. saxatilis bola potvrdena chemicka variabilita. Podarilo sa v nej najst’ takmer vSetky latky
uvadzané pre tento druh v rdznej literatire. Nenasla som jedine kyselinu protocetrarova.
Nepotvrdila som ani chloratranorin a kyselinu konsalazinovq, tie je vSak metodou TLC vel'mi
narocné od atranorinu a kyseliny salazinovej odlisit' (Orange et al. 2008). Okrem toho sa
v niekol’kych stielkach vyskytovala aj kyselina protolichesterinova a Vv jednej stielke
pravdepodobne kyselina galabinova. Kyselina protolichesterinova je tdavana z diskovky
P. ernstiae (Thell & Moberg 2011), ktorej odliSenie od P. saxatilis nie je uplne jednoznacné.
Kyselina galabinova je znama z blizkeho druhu P. omphalodes (Thell & Moberg 2011).
V pripade M. glabratula sa ¢asto na TLC doske od $kvrny kyseliny lekanorovej dala rozlisit’
d’alsia latka, ktord som neurcila. Pravdepodobne sa bude jednat’ o jej derivat. Smith et al.
(2009) z tohto druhu tieZz uvadzaji nezname latky. Kyselinu 5-metoxylekanorovi, ktora
z M. glabratula uvadzajt Elix & Vilas (2003), sa nepodarilo potvrdit. U P. tiliacea kyselina
lekanorova vytvarala dva jasne odlisné typy Skvin, ktoré sa ale vsetkymi ostatnymi
vlastnostami zhodovali. Opét’ sa moéze jednat' o neznamy derivat kyseliny lekanorovej, na
druhej strane moéze ist’ len o odchylku. Subauriferin, zIty pigment M. subaurifera, potvrdeny
nebol. M. exasperata a M. exasperatula neobsahovali ziadne latky. Bolo dolezité overit’ si
tuto informaciu pred d’al§imi pokusmi.

4.2 Vymyvanie sekundarnych metabolitov acetobnom

U M. exasperata a M. exasperatula, druhov bez sekundarnych metabolitov, nebol preukazany
rozdiel v spasani vymyvanej a nevymyvanej polovice. Mozeme to povazovat za UspeSnu
kontrolu toho, Ze oSetrenie acetonom pouZzitou metodikou pritazlivost’ stielok neznizuje, €o je
zakladny predpoklad pouzitia tejto techniky v ekologickych pokusoch (napr. Gauslaa 2005,
Hyvirinen et al. 2000, Reutiman & Scheidegger 1987, Lawrey 1983).

Efektivita vymyvania metabolitov z druhov pouzitych v mojich pokusoch nie je znama,
vysledky vSak ukazuju, Ze zniZenie ich obsahu je dostato¢né na preukdzanie ich odpudivosti.
Navyse, pouzité druhy liSajnikov st si blizko pribuzné (Crespo et al. 2010, Blanco et al.
2006), anatomicky podobné a obsahujt len obmedzeny pocet relativne podobnych latok. Preto
by sa dalo predpokladat’, ze efektivita extrakcie bude u nich podobnd. Kazdopadne znizenie
koncentracie metabolitov bolo v uskutocnenych pokusoch dostatoéné na preukdzanie
ochrannej funkcie sekundarnych metabolitov. Pouziti metodiku teda rozhodne povazujem za
vhodnu pre pouZzité kombinacie druhov.

4.3 VVyhodnocovanie pokusov

Pokusy boli vyhodnocované na zaklade plochy a hmotnosti. Vyhody a nevyhody oboch
metdd som prebrala uz v kapitole 2.3.5. Nakoniec sa vSak vyznamnost’ vysledkov pokusov
medzi oboma spésobmi vyhodnocovania lisila v jedinom pripade (L. marginata + P. sulcata).
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Hodnoty véahy a plochy boli navzdjom korelované (data nie si zobrazené). Nepresnosti
spdsobené prekryvom lalokov alebo nedokonalym vycistenim stielky pravdepodobne neboli
zavazné. V transplantatnom pokuse som teda mohla pouzitat’ uz len vyhodnocovanie na
zéklade plochy.

4.4 Ochranné rola sekundarnych metabolitov

Ochranna funkcia sekundarnych metabolitov u vSetkych Siestich liSajnikov bola preukéazana.
Vynimkou su M. glabra, ktora pravdepodobne obsahuje prili§ nizku koncentraciu kyseliny
lekanorovej na to, aby odpudzovala L. marginata a P. sulcata, ktorej odpudivost’ latok voci
L. marginata nie je jednozna¢na. Ak vsak slizniaka odpudzuje, je to len v malej miere.
Metabolity oboch vsak odpudzuju C. cerata. O tom, ktoré latky st za ochranu konkrétne
zodpovedné, sa da z vysledkov tychto pokusov len domnievat’.

Primarnou funkciou kortikalnych liSajnikovych latok alebo pigmentov je vo vSeobecnosti
pravdepodobne ochrana fotobionta vo¢i nadmernému viditelnéhu a UV-B Ziareniu (McEvoy
et al. 2006, Solhaug & Gauslaa 2006, Lawrey 1989). Na druhej strane napr. Solhaug et al.
(2009) ukazali, Ze UV-B poskodzuje fotosystém rias az v neprirodzene vysokych davkach.
Koncentracia kortikdlnych metabolitov a pigmentov sa vSeobecne zvySuje s exponovanost'ou
stanovista (napr. Solhaug et al. 2009, Nybakken et al. 2007).

Atranorin, ktory sa nachadza v kore diskoviek P. sulcata, P. saxatilis a P. tiliacea, je jednou
z najbeznejSich liSajnikovych kortikdlnych latok (Smith et al. 2009). Krystaly atranorinu
odrazaju fotosynteticky aktivne Ziarenie (Solhaug et al. 2010). Jeho koncentracia sa vSak
v dutohlavkach nemeni v zavislosti na kvalite Ziarenia (Nybakken & Julkunen-Tiitto 2006).
Boli dokazané aj antiherbivorne Ucinky atranorinu — odpudzuje chrobaka Lasioderma
serricone (Nimis & Skert 2006) a spomal’uje rast lariev mory Spodoptera littoralis (Giez et al.
1994). Na larvy Eilema depressum ma atranorin pravdepodobne len maly vplyv — ak boli
larvy zivené Hypogymnia physodes neprezili (¢o autori pripisali kyseline fysodovej), ale na
P. sulcata sa ich rast len spomalil (P6ykko et al. 2005). LiSajniky obsahujtice atranorin boli po
vymyti acetobnom pritazlivejSie pre roztoCa Fuscozetes setosus (Reutiman & Scheidegger
1987) a vicsina aj pre slimaka Cepaea hortensis (Gauslaa 2005), v tychto pripadoch sa vsak
jednalo o vymytie vsetkych metabolitov, preto je tazké robit’ zavery o efekte atranorinu
samotného. Okrem toho ma atranorin, aspon v laboratérnych podmienkach, aj antibakterialne
(Neergj et al. 2011) a antifungalne G¢inky (Goel et al. 2011).

V mojich pokusoch som sice Cisty atranorin netestovala, zdalo by sa vSak, Ze slimaky
odpudzuje. Ak by to tak nebolo, predpokladam, Zze by sa pustali do vrchnych vrstiev (vrchna
kora a vrstva fotobionta) nevymytych polovic P. sulcata, P. tiliacea a P. saxatilis rovnako ako
do vymytych. V pokusoch som sice zaznamenala pripady spasania len vrchnych Ccasti
nevymytej polovice, ale vzdy to boli skor len naznaky, v omnoho mensej miere nez spasanie
na polovici bez metabolitov.

Medularne latky maju v liSajnikoch pravdepodobne iné funkcie nez ochranu voci Ziareniu.
Ako uz bolo spomenuté v ivode, okrem obrany voci herbivorom to mdze byt ochrana voci
patogénom, chelatacia kovov alebo mozu plnit’ rozne fyziologické funkcie.
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Kyselina lekanorova, hlavny alebo jediny medularny sekundarny metabolit M. glabratula,
M. subaurifera, M. glabra a P. tiliacea, je tiez bezna a rozsirena u mnohych skupin lisajnikov
(Smith et al. 2009). Nimis a Skert (2006) predpokladaji, Ze odpudzuje L. serricone. Dalej
mala kyselina lekanorova v laboratornych pokusoch antioxidaéné (Lou et al. 2009)
a antibakteridlne ucinky (Neeraj et al. 2011). Ni¢ viac nie je o funkciach tejto latky znéme.
V mojich pokusoch kyselina lekanorova slimaky viditelne odpudzuje. M. glabra ani
M. subaurifera okrem kyseliny lekanorovej neobsahuju iné acetonom extrahovatelné
metabolity. Oba druhy pokusnych slimakov preferovali vymyté Casti stielky M. subaurifera
viac nez nevymyté, U M. glabra to plati len v pripade C. cerata. Z vysledkov teda vyplyva, ze
kyselina lekanorova ma antiherbivorne ucinky, zalezi v§ak na konkrétnej kombinacii zivocich
— liSajnik, pravdepodobne kvoli jej koncentracii.

Kyselina salazinova je hlavnou medularnou zlozkou P. sulcata a P. saxatilis. Preukazatel'ne
predlzuje larvalne $tadium S. littoralis (Giez et al. 2004). Ako som uz spomenula vyssie,
kimenie lariev E. depressum diskovkou P. sulcata spomaluje ich rast — ale je otdzne, ktora
latka je za to zodpovedna (Poykko et al. 2005). Taktiez ma kyselina salazinova
(v laboratornych podmienkach) antibakterialne G¢inky (Rankovi¢ et al. 2009). V mojich
pokusoch rovnako ako v pokusoch Gauslaa (2005) vymytie metabolitov z oboch diskoviek
rodu Parmelia vyznamne zvysilo konzumaciu slimakmi (C. cerata a L. marginata v mojich,
C. hortensis v pokusoch Gauslaa). Obranna rola kyseliny salazinovej konkrétne je sice
pravdepodobnd, na zéklade vysledkov vykonanych poskusov sa vSak neda potvrdit’.

Pigment skyrin (= rhodophyscin), ktory ma podla Nimis a Skert (2006) pravdepodobne
antiherbivorne G¢inky voci L. serricone, sa vyskytuje v M. glabratula. Ta mala spomedzi
skimanych druhov najsilnej$iu ochranu. Mo6zeme len Spekulovat, ¢i k tomu prispieva prave
skyrin alebo ¢i je to dosledkom vysSej koncentracie kyseliny lekanorovej. Vyvodzovat' zavery
ovplyve minoritnych  latok  (kyseliny  norstiktova, lobarovd, lichesterinova,
protolichesterinova, galbinova a nakoniec aj skyrin) nachadzajiacich sa v liSajnikoch,
s ktorymi som pracovala, vSak asi nie je na tomto mieste vhodné.

Vseobecne sa predpoklada, ze funkciou kortikdlnych latok je ochrana voc¢i nadmernému
ziareniu, kym funkciou medulérnych je hlavne ochrana proti herbivorom (Solhaug & Gauslaa
2012). Ak je to tak, je zaujimavé, pre¢o to v evolicii dopadlo prave takto. Vyhodnou
stratégiou pre liSajnik by predsa mohlo byt’ stistredenie vSetkej obrany prave do vrchnej kory.
Tak by sa predatori odradili hned’ pri prvom ,,zahryznuti* a stielka by si uSetrila energiu
potrebnil na regeneraciu vrchnych vrstiev v pripade, ze je obrana az na Urovni drene.
Vysledky pokusov vSak naznacuju, Ze atranorin okrem toho, Ze vo vrchnej kore chrani
diskovky vo¢i nadmernému Ziareniu, odpudzuje aj slimaky.

Nakoniec je dolezité zdoraznit,, ze sliméky, s ktorymi boli pokusy uskuto¢nené, sa v prirode
realne Zivia aj epifytickymi liSajnikmi. Za vlhkého pocasia lezii vysoko na kmene stromov,
L. marginata dokonca az do korin. A teda prave tieto druhy vytvaraji na liSajniky realny
predacny tlak. Mozeme teda prehlasit, Ze sekundarne metabolity Studovanych liSajnikov
odpudzuju aj sliméaky, ktoré su na liSajnikova stravu adaptované. Neodpudzuji ich vSak
natol’ko, aby sa stali nepritazlivymi alebo nejedlymi, v prirode totiz ¢asto pozorujeme stopy
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po spasani aj na nich. Otazkou zostava, aka by bola ich situécia, keby si ochranu vo forme
sekundarnych metabolitov netvyvorili.

4.5 Index ochrany a preferencie

Vytvoreny index ochrany mi aspon teoreticky umoznil porovnavat medzi jednotlivymi
liSajnikmi aj slimakmi. Ked’Ze hodnoty indexu pre oba druhy Melanohalea voc¢i obom
slimdkom sa pohybovali okolo 0,5, povazujem ho za vhodny. V prvom rade si mozZeme
v§imnut, Ze indexy su celkovo voci C. cerata vyssie nez voc¢i L. marginata, teda okrem oboch
Melanohalea. Napriek tomu, ze len malo =z parovych porovnani vyslo Statisticky
signifikantne, zdalo by sa mozné vypozorovat niekolko ,skupin®“. Tu prva by tvorili
M. glabratula a P. tiliacea, ktoré st najlepSie chranené. Najslabsie chranené su samozrejme
M. exasperata a M. exasperatula. V pokusoch s L. marginata sa k nim pridava aj P. sulcata
aM. glabra, ktoré maju len velmi slabi ochranu. P. saxatilis a M. subaurifera by
predstavovali skupinu medzi tym. Pre C. cerata by prostredna skupinu tvorili M. subaurifera,
M. glabra, P. saxatilis a P. sulcata, aj ked’ ta posledna je chranena asi o nie¢o mene;.

Bolo by zaujimavé pozriet’ sa na to, ako by pokusy dopadli, ak by slimédky dostali na vyber
medzi druhmi. Znamenala by slabsia ochrana, ze liSajnik by bol preferovany? Z priebehu
pokusov by som predpokladala, ze druhy bez metabolitov by rozhodne preferované boli. Ich
konzumacia bola totiz najrychlejSia. L. marginata v nickol’kych opakovaniach skonzumovala
celé stielky uz v priebehu prvych péar hodin pokusov. Boli by teda najlepSie chranené
M. glabratula a P. tiliacea vyhl'adavané najmenej? Odpoved’ na tuto otazku uz nie je az taka
jednoznac¢na. M. glabratula je podla vypocitaného indexu voc¢i obom slimakom chranené
lepsie nez napr. P. sulcata alebo P. saxatilis. AvSak z pokusov by sa zdalo, ze celkovo je
konzumovana intenzivnejSie nez ktorakol'vek testovana Parmelia, rozdiel bol vyraznejsi u
cihy C. cerata.

Na zéaklade tychto uvah boli vybraté druhy na transplantaény pokus. Melanohalea mala
predstavovat’ jasného favorita, P. sulcata, liSajnik mierne az slabo chraneny a M. glabratula
mala byt druhom najlepSie chrdnenym, avSak s neistou domnienkou, ze napriek tomu by
mohla byt vo¢i P. sulcata preferovana.

4.6 Transplantaénvy pokus

Uskuto¢neny transplantaény pokus bol v stredoeurdpskych podmienkach bukovych lesov
absolutne pilotny. Pokus Asplunda et al. (2010), ktorym bol inSpirovany, sa uskutocnil
Vv jasetlovych lesoch SZ Norska. Napriek tomu, Ze pri préci v teréne si mozu lichenologovia aj
u nas vSimat’ vel’ké mnozstvo stielok poskodenych spasaémi, o skuto¢nej intenzite ich aktivity
neexistovala redlna predstava. Bolo preto otdzne ako pokus vobec dopadne.

Zda sa, ze predacny tlak na liSajniky je na Muranskej planine dost’ intenzivny, ked’Ze spasanie
bolo zaznamenané v relativne velkej miere na vSetkych transplantovanych mriezkach (v
priemere 35,3 % plochy lisajnikov na mriezke) a to za v podstate kratku dobu (112-114 dni).
Je nutné poznamenat’, ze sa jedna o oblast’ relativne bohatii na epifyty, takze bezstavovce
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hl'adajice si potravu na kmenoch stromov jej tam mali dost, t.j. mali na vyber a pokusné
mriezky pre ne nemohli predstavovat’ necakane pritazlivy zdroj potravy.

Celkovy obzer mriezok v pokuse bol najsilnejsie ovplyvneny lokalitou. Signifikantne najvyssi
bol v doline Dolinského potoka. Délezitym faktorom bol aj korunovy zapoj, ocakavala som
vsak, ze jeho vplyv bude vyznamnejsi. Korunovy zapoj sa totiz da chapat’ ako nepriamy
ukazovatel aktivity miakkySov — tam, kde su koruny hustejSie, sa dlhsie udrzi vlhkost’, ktora je
pre ne nevyhnutnd. Nizka vyznamnost’ korunového zdpoja moéze byt v tomto pripade
zapri¢inend dvomi faktormi — tym prvym je fakt, Ze rozptyl hodndt zapoja nebol velky
a vac¢Sina mriezok na tom bola vlastne dost’ podobne, takze jeho vplyv nemusi byt zjavny.
Druhym dovodom moéze byt nepresnost’ pouzitej techniky — odhadovanie zapoja pomocou
sférického denziometra je relativne hrubé a rozdiely spocivajuce v detailoch sa mézu stracat’.
Na druhej strane Asplund et al. (2010), ktori k odhadu korunového zapoja pouzivali ovel'a
citlivej$iu techniku (hemisferické fotografie a Specialny program na ich analyzu), tiez ziadnu
zavislost’ medzi nim a obZerom transplantov nezaznamenali. Prave vlhkost' je podla mia
dovodom najvicsej aktivity méakkySov na Dolinskom potoku — napriek tomu, Ze som ju
nemerala, je v doline potoka urcite vyssia nez na ostatnych dvoch lokalitach. Vlastnosti
stromu, d’alsi faktor o ktorom som predpokladala, Ze by mohol ovplyvnit' aktivitu spasacov
(vacsi strom nahodne najde vacsi pocet zivocichov), sa neukazal ako vyznamny. Pre priemer
stromu moze opét’ byt’ problémom maly rozptyl hodnét, ¢o vSak nie je pripad baz.

4.7 Preferencie v transplantaénom pokuse

Preferencie medzi liSajnikmi boli zjavné. Podl'a o€akévani bola vyrazne preferovana skupina
Melanohalea, teda dva druhy bez metabolitov. St to druhy, ktoré prirodzene rasti na
exponovanejsich stanovistiach — na kmetioch solitérnych stromov alebo na vetvickéach. Pred
zalozenim pokusu som preto uvazovala nad tym, ¢i prave tieto dva druhy preZiju v zatieneni
bukovych korun. V predbeznych pociatocnych laboratornych pokusoch som pozorovala, ze
slimédky sa vSeobecne odumretym stielkam (alebo ich castiam) vyhybali. Preto ak by
Melanohalea na transplantovanych mriezkach odumrela, mohlo by to vysledky pokusu
vyrazne skreslovat. To sa vSak nestalo, na 19 z 30 mriezok boli stielky Melanohalea
skonzumované uplne. Aky zaver by sa z toho dal vyvodit? Bud su stielky M. exasperata
a M. exasperatula aspon v obmedzenom ¢asovom horizonte schopné prezit' aj na kmenoch
stromov V lese alebo boli pre slimaky také atraktivne, Ze zmizli eSte pred tym, nez zacali
odumierat’. (DalSou moznostou by bolo, ze predpoklad o tom, Ze sa vyhybajii odumretym
stielkam, je chybny.)

Ako som uz spomenula, o¢akavania o preferenciach medzi P. sulcata a M. glabratula boli
nejasné. M. glabratula ma podla vysledkov laboratornych pokusov sice silnejSiu ochranu vo
forme metabolitov, celkovo sa vSak javila ,,chutnejSia®“. V transplantacnom pokuse nebola ani
jedna viac preferovana nez druha. Ak je teda chemicka obrana M. glabratula ucinnejsia nez
P. sulcata, zda sa, ze ochrana P. sulcata spoc¢iva v inom, rovnako G¢innom mechanizme.
Zostava otazkou, ¢i by sa vysledok zmenil, ak by pokus trval kratSie.

Vysledok je v stlade sinformdciami, ktoré som uviedla uz v uvode ato, ze sekundarne
metabolity, napriek tomu, ze liSajnikom poskytuji ochranu, nemusia vysvetlovat’ preferencie
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medzi druhmi. To bol pripad napr. Styroch druhov Lobaria v transplantatnom pokuse
Asplund et al. (2010). Reutiman & Scheidegger (1987) navrhli, ze za vyberom roztocov je
okrem metabolitov aj Struktara stielky a o tvrdosti povrchu ako dovode rozdielneho spasania
lisajnikov hovoria aj Froberg et al. (2006). Prave tato hypotéza by sa mi zdala relevantna.
Stielka M. glabratula je totiz celkovo jemnejsia nez P. sulcata. Podobné $trukturalne rozdiely
sa vSak len tazko kvantifikuja. Hypotéza by mohla vysvetlovat aj to, preCo slimaky
Vv laboratornych pokusoch casto vobec nekonzumovali spodna koéru — je to totiz najtvrdsia,
najhustejsia vrstva stielky.

Dalsim faktorom, ktory by mohol byt zodpovedny za preferencie medzi druhmi, je mineralne
zloZenie stielky. Ako som uz spomenula v ivode, podl'a Lawreyho ,,avoidance hypothesis®
(1983) st preferencie ulitnika P. varia riadené prave sekundarnymi metabolitmi a nie
obsahom N, P a Ca. Baur et al. (1994) vsak ukazali, ze slimaky B. perversa a C. clienta
preferuju tie druhy liSajnikov, ktoré umoznuji juvenilom najrychlejsi rast — a nie vzdy su to
v obsahu Zivin. AvSak preferencie oboch slimakov sa v ich $tudii znacne lisili, preto treba
pocitat’ s druhovo-$pecifickymi schopnostami vysporiadat’ sa s chemickou obranou ako aj
vyuzivat' zivinovy a energeticky obsah lisajnikov.

4.8 Ekologické dbsledky lichenofagie

Ako som uz naznalila v tvode, lichenofagia ako jav méze mat vyznamné ekologické
dosledky — od zniZzovania fitness jedinca cez obmedzovanie uspechu populacii az po limitaciu

ekologickej niky alebo geografického rozsirenia druhu.

Okrem obmedzovania vSak spasaci prispievaju k rozsirovaniu liSajnikov ato exo- (napr.
Gerson 1973) ako aj endozoochorne (Boch et al. 2011). V exkrementoch roztocov sa nasli
zivotaschopné bunky fotobionta aj mykobionta X. parietina (Meier et al. 2002),
v exkrementoch mékkysov bunky riasy Trebouxia z X. parietina (Froberg et al. 2001) alebo
celé fragmenty stielok L. pulmonaria a P. adscendens (Boch et al. 2011). Takato forma
rozSirovania by mohla potencidlne byt pre liSajniky vyhodnejSia nez napr. anemochoria.
Tymto spdsobom je totiz pravdepodobné, Ze sa rozSirované casti dostani do podobného
prostredia v akom rastla materska stielka ateda do prostredia vhodného na vyvoj nového
jedinca.

Dal$ou vyznamnou funkciou lichenofagov v ekosystémoch je G¢ast’ na degradacii lidajnikov.
McCune aDaly (1994) ukazali, ze polCas rozkladu epifytickych lisajnikov (Alectoria
sarmentosa, Lobaria oregana, Hypogymnia inactiva, Platismatia glauca) spadnutych na zem
sa niekol’ko nasobne prediZi v pripade, Ze sa obmedzi pristup spasacov vicsich nez 1 mm.
Epifytické liSajniky, ked’ze pozostavaji z in€ho pomeru prvkov nez cievnaté rastliny, pritom
mozu byt’ vyznamnym zdrojom mikroprvkov v opade, ak su v prostredi pocetné (Knops et al.
1991).

Ako vyplynulo 7z transplantaného pokusu, predaény tlak na liSajniky moéze byt
v podmienkach listnatych lesov mierneho pasma naozaj silny. Preto sa predpoklady o tom, ze
preferencie spasacov ovplyvituju ekologiu lisSajnikov javia byt relevantné. Z pouzitych druhov
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mozeme 0 pripadnych posunoch ekologickej niky v doésledku preda¢ného tlaku uvazovat’ pre
rod Melanohalea. Ako som uz spomenula, ten sa vyskytuje takmer vyhradne na vetvickach
a solitérnych stromoch. Na tychto miestach je aktivita mikkySov nizsia. Dalo by sa teda
Spekulovat’, Ze v dosledku nedostatku chemickej obrany je rod vytlaceny do tychto miest. Na
druhej strane je mozné uvazovat’ aj opa¢ne — ak tieto liSajniky preferuju miesta s nizkym
vyskytom predatorov (napr. kvoli vysSSim narokom na svetlo), ochranu vo forme
sekundarnych metabolitov si ,,nepotrebovali® vyvinut'. AvsSak aby sa tieto dohady potvrdili,
bolo by potrebné zostavit' novy pokus s inym dizajnom.

Na zaver, z uvedeného je zjavné, ze ekoldgia lisSajnikov je zna¢ne dynamickejSia nez sa
vSeobecne predpoklada.
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5. ZAVER

S cielom zodpovedat otazky suvisiace s preferenciami lichenofagov a ochrannou rolou
sekundarnych metabolitov vo¢i nim bola zostavena séria laboratérnych pokusov
a transplanta¢ny pokus.

Na laboratorne pokusy som pouzila osem epifytickych liSajnikov — Sest’” tvoriacich sekundarne
metabolity (Parmelia sulcata, P. saxatilis, Parmelina tiliacea, Melanelixia glabratula,
M. subaurifera, M. glabra) adva bez tychto latok (Melanohalea exasperata,
M. exasperatula).

V prvom kroku som pomocou tenkovrstevnej chromatografie zistovala, aké latky sa v danych
druhoch nazbieranych na izemi Muranskej planiny (SR) vyskytuju. Pre va¢sinu druhov som
potvrdila latky uvadzané v literatare. V pripade M. glabratula sa nepodarilo najst’ kyselinu 5-
metoxylekanorovu a v pripade M. subaurifera pigment subauriferin. Stielky P. saxatilis boli
chemicky roznorodé. Detekovala som v nich takmer vsetky latky uvadzané v réznych
literarnych zdrojoch a nasla dve d’alSie (kyseliny protolichesterinova a galabinova).

V laboratornych pokusoch dostali dva druhy mikkysov (Lehmannia marginata, Cochlodina
cerata) na vyber medzi cCastami stielky S prirodzenym obsahom liSajnikovych latok
a Castami, zktorych boli metabolity pomocou aceténu extrahované. Ochranna rola
metabolitov bola potvrdena u vsetkych Siestich liSajnikov voci C. cerata a u Styroch aj voci
L. marginata. M. exasperata a M. exasperatula posluzili Gspesna ako kontrola toho, Ze
pouzita metodika vymyvania stielok aceténom sama o sebe neovplyviiuje pritazlivost stielok.

Na zaklade vysledkov laboratérnych pokusov som na transplantacny pokus vybrala
P. sulcata, M. glabratula a oba vyssie uvedené druhy rodu Melanohalea. Mriezky s tymito
liSajnikmi boli pripevnené na 30 bukov v JV ¢asti Muranskej planiny na dobu 112-114 dni.
Spasanie bolo zaznamenané na vS$etkych mriezkach a to v relativne vysokej miere (priemerne
35,3 % celkovej pociatocnej plochy lisajnikov na mriezke). Rod Melanohalea bol
jednoznaéne preferovany najviac, medzi P. sulcata a M. glabratula nebol preukazatelny
rozdiel. Pozorované preferencie sa obsahom sekundarnych metabolitov daju vysvetlit' len
Siasto¢ne. Daldim dolezitym faktorom ovplyviiujucim atraktivitu lisajnikov pre spasaov
moZe byt napriklad Struktara stielky.

Z dostupnej literatary vyplyva, Ze méikkySe mdzu obmedzovat fitness jedincov alebo uspech
populacii liSajnikov a dokonca aj ich geografické rozSirenie. Na druhej strane mdzu byt
vektorom ich rozsirovania. Okrem toho sa podielaju na degradacii stielok lisajnikov a tym sa
stavaju dolezitou sucastou kolbehu zivin v ekosystémoch. Vysledky naznacujt, ze prirodzeni
spasaci mozu limitovat’ realizovanu ekologicku niku lisajnikov. Z diplomovej prace vyplyva,
ze lichenofagia nie je zanedbateInym javom ani v naSich podmienkach a je potrebny d’alsi
vyskum, ktory by viedol k objasneniu tychto komplikovanych a zaujimavych vztahov.
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7. PRILOHY
7.1 Laboratorne pokusy s L. marginata: primarne data
7.2 Laboratorne pokusy s C.cerata: primarne data

7.3 Transplanta¢ny pokus: primarne data

63



	DP_b (1).pdf
	DP_Černajová

