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Anotace 

Lišejníky využívající převážně sexuálního způsobu rozmnožování jsou závislé na 

dostupnosti jejich symbiontů v okolí. Bez kontaktu vláken klíčící spory se vhodnou 

symbiotickou řasou nemůže nikdy vzniknout nová lišejníková stélka. Výsledky předchozích 

prací však přítomnost fotobiontů na lišejníky kolonizovaných substrátech mnohdy zamítají. 

Cílem této práce bylo vyhodnocení různých typů prostředí (kůra, půda, kámen i umělé 

substráty) včetně vzduchu coby možných zdrojů symbiotických řas. Pro získání co 

nepodrobnějšího vhledu do diverzity zelených řas na dlouhodobě studované středočeské 

lokalitě byl využit Illumina MiSeq metabarcoding ITS2 rDNA regionu doplněný o klasické 

sekvenování řasové ITS rDNA lišejníkových stélek a morfologická pozorování. Těmito 

metodami se podařilo získat 1313 OTU a celkem 283 linií na úrovni druhu, z nichž mnoho 

patřilo k nepopsaným druhům i vyšším taxonomickým jednotkám. Všechny druhy 

fotobiontů asociující na lokalitě výhradně se sexuálními druhy lišejníků se podařilo nalézt i 

v okolí lišejníkových stélek. Substrát tak může sloužit jako zdroj symbiotických řas, stejně 

tak jako vzduch, ve kterém se tyto řasy rovněž vyskytovaly. Mnoho symbiontů asociujících 

striktně s asexuálními druhy lišejníků se naopak na lokalitě nepodařilo nikdy detekovat 

mimo lišejníkové stélky. Hypoteticky by někteří z nich mohli patřit k druhům s vyšší mírou 

závislosti na přítomnosti symbiotické houby či dokonce k obligátním symbiontům. Ve 

vzduchu bylo zachyceno 44 druhů patřících ke 13 popsaným rodům zelených řas. Většina 

readů patřila známým druhům fotobiontů. Nejpodobnější druhové složení měly vzorky 

získané z kůry a vzorky lišejníkových stélek, což naznačuje, že právě epifytické lišejníky 

jsou nejpravděpodobnějším zdrojem řasových bioaerosolů. 

Klíčová slova: lišejníky, zelené řasy, Trebouxiophyceae, Trebouxia, diverzita, fotobiont, 

mykobiont, symbióza, vzduch, bioaerosol, metabarcoding 



 

 

Abstract 

Lichens that reproduce primarily sexually rely on the presence of their symbionts in the 

environment. A new lichen cannot develop without direct contact between the filaments of 

the germinating spore and a compatible symbiotic alga. However, the results of earlier 

studies do not provide solid evidence for photobiont presence on lichen-colonized substrates. 

The objective of this thesis was to assess various environmental types (air, bark, soil, stone, 

and artificial substrates) as potential sources of symbiotic algae. To achieve in-depth 

understanding of the diversity of green algae at a long-studied Central Bohemian study-site, 

Illumina MiSeq metabarcoding of the ITS2 rDNA region was combined with traditional 

sequencing of lichen algal ITS rDNA and morphological observations. The methods used 

revealed 283 species-level lineages and 1313 OTUs, many of which belonged to unknown 

species or higher taxonomic categories. All photobiont species associating solely with sexual 

lichens at the site could also be found in the vicinity of lichen thalli. As a result, both the 

substrates and the air, where these symbiotic algae occurred as well, may act as photobiont 

sources. In contrast, many symbionts that associate only with asexual lichen species, were 

never found at the site outside of lichen thalli. Hypothetically, some of them could belong to 

species that show a higher degree of dependence on the presence of symbiotic fungi or even 

obligate symbionts. Forty-four species belonging to 13 described genera of green algae were 

collected from the air. The majority of the Illumina reads came from known photobiont 

species. The most similar species composition was found in samples taken from lichen thalli 

and bark, indicating that epiphytic lichens are the most likely source of algal bioaerosols.  

Keywords: lichens, green algae, Trebouxiophyceae, Trebouxia, diversity, photobiont, 

mycobiont, symbiosis, air, bioaerosol, metabarcoding
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1  Úvod 

„The black rock was sharp-edged, hot, and hard as corundum; it seemed not merely alien 

but impervious to life. Yet on the southern face of almost every rock the lichens grew, yellow, 

rusty-brown, yellow-green, like patches of dirty paint daubed on the stone.” 

― Abbey 1992 

Lišejníky jsou spolu s bakteriemi a řasami jedny z nejhouževnatějších organismů vůbec. 

Porůstají nejrůznější přírodní i umělé substráty a osidlují téměř všechna možná zákoutí naší 

planety: od spalujících pouští, přes arktické pustiny po mořská pobřeží i sladké vody. Jejich 

důmyslné morfologické i fyziologické adaptace jim umožňují nejen ovládat značnou část 

zemského povrchu (až 10 %; Nash 1996), ale činí z nich zároveň potenciální kolonizátory 

extraplanetárního prostředí (Armstrong 2017; Brandt et al. 2016; Noetzel et al. 2018) a také 

jedny z posledních možných obyvatel Země v případě planetární katastrofy (Stephenson 

2010). Je tak možné, že lišejníky budou nejen prvními organismy, které Zemi úspěšně opustí, 

ale zároveň i posledními organismy, které na ni přežijí a budou svědky jejího zániku. Možná 

právě tato neobyčejná odolnost dělá z lišejníků tak úspěšnou životní strategii – asi polovina 

všech známých vřeckovýtrusných hub je lichenizovaná (Nash 1996). 

Lišejníky jsou notoricky známé pro svou schopnost vytvářet a stabilizovat půdu, poskytovat 

potravu a úkryt mnoha živočichům i pro spolupodílení se na chodu biogeochemických cyklů 

– např. vody, uhlíku, dusíku, síry, nebo fosforu (Asplund & Wardle 2017). Méně známá už 

je např. jejich schopnost pohlcovat biogenní těkavé organické látky (např. isoprenoidy), 

které mohou ovlivňovat klima (Edtbauer et al. 2021). Lišejníky jsou užitečné i pro lidstvo. 

Produkují mj. množství unikátních chemikálií, které se využívají např. v medicíně (Huneck 

1999) a neustále dochází k objevům nových látek s nečekanými vlastnostmi. Nedávno tak 

některé in vitro studie prokázaly, že lišejníkové proteázy jsou schopné degradovat 

nebezpečné priony – infekční proteiny (Johnson et al. 2011). Lišejníky jsou významné i pro 

své využití v biomonitoringu (Anderson et al. 2022). 

Výčet všech důležitých a zajímavých vlastností a funkcí lišejníků by vydal na samostatnou 

knihu. Přesto je jim nadále věnováno jen málo pozornosti (Ahmadjian 1995). Možná právě 

proto stále dochází k přelomovým objevům, které nám umožňují nahlédnout do tajů jejich 

fungování (Spribille et al. 2016) a dá se předpokládat, že mnoho dalších záhad teprve čeká 

na své objasnění. 
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2 Přehled literatury 

2.1 Symbiotický vztah 

Bylo by příliš zjednodušující na lišejníky pohlížet jako na individua. Hawksworth a Grube 

(2020) je považují za miniaturní ekosystémy tvořené interakcemi dominantní houby, 

jednoho nebo více fotosyntetizujících partnerů a nedefinovaného počtu dalších 

mikroorganismů. Těmito mikroorganismy mohou být např. bakterie, nebo tzv. 

endolichenické houby (Grube et al. 2009; U’Ren et al. 2012). Jedna lišejníková stélka může 

běžně obsahovat množství různých genotypů (Muggia et al. 2013), druhů, a dokonce i 

vzdáleně příbuzných rodů fotobiontů (Moya et al. 2020; Vančurová et al. 2020). Tuto 

poměrně vágní definici mohou splňovat i některé asociace řas a hub, které však běžně za 

lišejníky nepovažujeme (Skuja 1943; Videv et al. 2017). 

Soustředíme-li se pro tuto chvíli pouze na dva nejdůležitější aktéry (primární mykobiont a 

fotobiont), můžeme lišejník popsat jako spleť houbových hyf, které většinou objemově 

převažují, a buněk fotobionta, které mohou být ve stélce volně rozptýlené, anebo, častěji, 

tvoří na průřezu jasně diferencovanou vrstvu. Oba partneři spolu navazují velice intimní 

fyzický kontakt – v případě chlorolišejníků (primárním fotobiontem je zde zelená řasa) hyfy 

dokonce většinou prorážejí buněčnou stěnu řas pomocí haustorií. Další formou kontaktu jsou 

zploštělé hyfy obklopující buňky fotobionta, tzv. apresoria (Nash 1996). Tento jev vedl 

některé autory k názoru, že vztah obou partnerů je ve skutečnosti příkladem parazitizmu. 

Zatímco Schwendener, objevitel duální podstaty lišejníků, přirovnával fotobionty 

k nevolníkům, Ahmadjian viděl ve vztahu symbiontů analogii zemědělství – farmáře 

(mykobionta) pěstujícího hlávky salátu za účelem vlastní obživy (Ahmadjian 1993, 2001; 

Schwendener 1869). Dnes považujeme lišejníkovou asociaci spíše za příklad oboustranně 

prospěšného soužití (Allen & Lendemer 2022), ze kterého mykobiont získává především 

asimiláty – u cyanolišejníků (fotobiontem je sinice) v podobě glukózy, u chlorolišejníků 

v podobě polyolů (Drew & Smith 1967; Richardson, Smith & Lewis 1967). Alternativní 

hypotézou k „výživovému modelu“ je model „anhydrobiotický“, podle kterého je primární 

funkcí těchto polyolů ochrana mykobionta před stresy spojenými s periodickou desikací a 

zvlhčením, nikoli jeho výživa (Smith 1979). Fotobiont na oplátku získává ochranu před 

nejrůznějšími negativními vlivy prostředí – např. před predací a nadměrným zářením 

(Beckett et al. 2021; Černajová & Svoboda 2014). 
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2.2 Rozmnožování a šíření lišejníků 

2.2.1 Rozmnožování lišejníků 

Rozmnožování fototrofních partnerů lišejníků je většinou poměrně přímočaré. Odehrává se 

nejčastěji pomocí buněčného dělení, autospor, aplanospor, nebo pohyblivých zoospor, které 

však byly ve stélkách lišejníku zaznamenány jen zřídka (Nash 1996; Slocum, Ahmadjian & 

Hildreth 1980). Ještě vzácnější jsou pozorování sexuálního rozmnožování fotobiontů, které 

bylo do nedávna považováno za takřka nemožné (s výjimkou řádu Trentepohliales; Nash 

1996). Bylo však zaznamenáno např. u rodu Asterochloris v kultuře (Škaloud et al. 2015). 

U stejného rodu byla navíc potvrzena i přítomnost genů specifických pro meiózu (Armaleo 

et al. 2019). 

 

Obrázek 1: Různé reprodukční mody lišejníků na příkladu několika zástupců rodu Cladonia. 
(a) Převážně asexuální druhy šířící se pomocí symbiotických propagulí – soredií. (b) 
Převážně sexuální druhy produkující askospory a stratifikované výrůstky stélky (Steinová et 
al. 2019). 

U mykobiontů je pohlavní rozmnožování přítomno téměř vždy. Většina lišejníkových hub 

k dokončení sexuálního cyklu však potřebuje asistenci řasového partnera (Honegger 1993). 

Askospory jsou nejběžnějším typem sexuálních propagulí lišejníků. Vznikají ve vřeckách, 

která jsou uložena v plodnicích nejrůznějších tvarů a mohou být jednobuněčné, ale i 

mnohobuněčné s přehrádkami. Nepohlavním ekvivalentem těchto struktur jsou konidie. 

K nepohlavnímu rozmnožování může docházet jak prostou fragmentací stélky, tak produkcí 

speciálních útvarů obsahujících oba symbionty – mezi ně patří nejčastěji soredie, 

mikroskopické balíčky hyf a řas, a izídie, jejichž anatomická struktura se podobá struktuře 
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lišejníkové stélky (Obrázek 1; Nash 1996; Steinová et al. 2019). Mnoho lišejníků kombinuje 

oba výše zmíněné mody reprodukce (Bowler & Rundel 1975; Dal Grande et al. 2012), jindy 

jeden výrazně převažuje (Cao et al. 2015; Wornik & Grube 2010). U lišejníků kombinujících 

sexuální i asexuální rozmnožování může docházet k potlačení životaschopnosti u jednoho 

typu propagulí ve srovnáním s blízce příbuznými druhy, které mají jen jeden známý způsob 

reprodukce (Molina et al. 2013). 

Typ rozmnožovací strategie lišejníků má mnoho významných důsledků. Ovlivňuje přímo 

například způsob šíření fotobionta. Při nepohlavním rozmnožování cestují oba partneři 

v propaguli pospolu – dochází tak k tzv. vertikálním přenosu fotobionta z mateřského 

lišejníku na dceřinou stélku. U horizontálního přenosu musí askospora zpravidla po přistání 

na substrát objevit vhodného partnera ve svém okolí (Dal Grande et al. 2012). Někdy se však 

spory šíří společně s fotobiontem, který se uvolní z epihymeniální vrstvy plodnice (Sanders 

& Brisky 2022). Způsob rozmnožování (respektive přenosu fotobionta) je nejvýznamnějším 

prediktorem množství fotobiontů, se kterými je mykobiont schopný asociovat (specificita). 

Jeho efekt se ukázal dokonce být silnější než efekt typu houbového partnera (Steinová et al. 

2019). Většinou platí, že vyšší specificita vůči fotobiontům je spojena s asexuálním 

rozmnožováním lišejníků (Cao et al. 2015; Otálora et al. 2013; Steinová et al. 2019). Wornik 

& Grube (2010) však tento efekt nezaznamenali. Svá pozorování si vysvětlují tím, že 

fotobiont v symbiotické propaguli (soredie) slouží pouze k usnadnění přežívání mykobionta 

a později, po dopadnutí na vhodný substrát, je nahrazen fotobiontem jiným. Asexuální 

rozmnožování teoreticky snižuje riziko nenalezení vhodného partnera, usnadňuje rychlé 

obsazení nového prostředí a umožňuje koevoluci symbiontů. Nepohlavní propagule jsou 

však v podstatě identické s mateřskou stélkou a genetická diverzita populace bývá snížena 

(Otálora et al. 2013; Wornik & Grube 2010). Tyto fenomény jsou dále spojeny 

s předpoklady užší ekologické niky vedoucí k omezenějšímu areálu rozšíření (Steinová et 

al. 2019).  

Pohlavní rozmnožování je naopak spojeno s nižší specificitou mykobiontů (Cao et al. 2015; 

Otálora et al. 2013; Steinová et al. 2019) a navíc umožňuje lišejníku inkorporovat do své 

stélky lokálně adaptovaného symbionta (Werth & Sork 2014). Může být rovněž způsobem, 

pomocí kterého lze uniknout parazitům (Seymour, Crittenden & Dyer 2005). Rozmnožovací 

strategie lišejníků má vliv i na efektivitu šíření. Vzhledem ke svým menším rozměrům a 

efektivnějšímu oddělování od stélky jsou askospory tradičně považovány za výhodnější při 

šíření na dlouhou vzdálenost (Buschbom 2007; Walser 2004). Ve skutečnosti je „šířící 
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potenciál“ propagulí velmi variabilní a nepohlavní propagule mohou být efektivnější 

(Hestmark et al. 2011; Miadlikowska et al. 2011; Otálora et al. 2013; Wornik & Grube 2010). 

2.2.2 Šíření lišejníků 

Šíření lišejníků začíná v okamžiku osvobození propagule z mateřské stélky, ke kterému 

může u askospor dojít aktivním vystřelením (až do vzdálenosti 50 mm od plodnice), u jiných 

typů propagulí spíše díky působení vody, větru či jiného mechanického impulzu. Oddělení 

propagulí od stélky lišejníku mohou usnadňovat některé vyvýšené morfologické struktury 

(například stopkaté plodnice a podetia), které napomáhají šíření větrem, nebo miskovité 

útvary (apothecia, mnohá podetia), které usnadňují šíření deštěm (Nash 1996). Tvorbu a 

uvolňování propagulí ovlivňují i externí vlivy jako světlo, teplota, vlhkost, rychlost větru, 

vlastnosti substrátu, nebo míra znečištění (Pyatt 1973). Odlišné typy propagulí mohou 

reagovat na tyto podmínky zcela opačně. Šíření askospor se zdá být např. efektivnější ve 

vlhčích podmínkách, jako následek zvýšení turgoru ve vřecku (Hamlett et al. 2011). Šíření 

soredií se naopak daří při suchém počasí, zejména pokud mu předchází období vlhčí, při 

kterém se soredie kumulují na stélce (Armstrong 1991). Tato tvrzení jsou v souladu 

s poznatky Škvorová et al. (2022), kteří pozorovali výrazně menší zastoupení sorediózních 

druhů ve stabilním a vlhkém klimatu. Produkce soredií probíhá zřejmě i pod sněhem a jeho 

roztání může vést k rychlému uvolnění velkého množství propagulí (Marshall 1996). 

Nejvýznamnějším prostředkem disperze lišejníků je pravděpodobně vzduch, který často 

umožňuje šíření soredií (Armstrong 1987; Marshall 1996; Tormo et al. 2001; Werth et al. 

2006), případně i větších fragmentů jako izídií, anebo částí stélek (Armstrong 1987; Harmata 

& Olech 1991). Převládající proudění větru může mít dokonce větší význam pro floristické 

složení ekosystému, než geografická vzdálenost (Muñoz 2004). Šíření vzduchem je závislé 

zejména na pohybu vzdušných mas, turbulenci a termální konvekci. Vlastnosti 

transportovaných částic (velikost, tvar, hustota a typ povrchu) by měly mít relativně menší 

význam (Lacey & West 2006).  

Zejména velikost větrem šířených propagulí je však v literatuře velmi často skloňována 

(Belinchón, Yahr & Ellis 2015; Norros et al. 2014; Walser 2004) a má nejspíše velmi 

výrazný vliv na vzdálenost, na jakou mohou být propagule odneseny. Wilkinson et al. (2012) 

udávají jako horní hranici mezikontinentálního šíření stanovenou pomocí modelů velikost 

20 µm, nicméně vzácně mohou tyto vzdálenosti překonat i objekty do 60 µm. Tato 

skutečnost by významně favorizovala některé druhy sexuálních lišejníků, protože velikost 

jejich spor nepřevyšuje několik µm (Pyatt 1973) a i další nepřímé důkazy svědčí pro jejich 

schopnost překonávat dlouhé vzdálenosti téměř bez omezení (Ronnas et al. 2017). Přesto 
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jsou přímá pozorování askospor ve vzorcích vzduchu velmi vzácná (Favero-Longo et al. 

2014; Marshall 1996). Oproti tomu soredie, které dosahují většinou velikosti v řádu desítek 

µm (Romeike et al. 2002), podle empirických pozorování „létají“ až několik stovek metrů 

(Werth et al. 2006). Někteří autoři dokonce spekulují o možnosti LDD (=long distance 

dispersal) u makroskopických izídií (Ohmura et al. 2006) a existují i přímé důkazy pro 

efektivní přenos velkých lišejníkových fragmentů větrem (Armstrong 1987; Harmata & 

Olech 1991). Zdá se tedy, že přímá pozorování přírodních dějů jsou v příkrém rozporu 

s běžnými očekáváními a statistickými modely a sex lišejníkům, pokud jde o šíření, nepřináší 

žádnou výhodu. Je však nutno podotknout, že raritní pozorování pohlavních spor lišejníků 

ve vzduchu může být zapříčiněno nemožností tyto propagule morfologicky odlišit od 

nelichenizovaných askomycet, a to ani při použití kultivace (Favero-Longo et al. 2014). 

Uspokojivé řešení tohoto problému tak může přinést jen kombinace pečlivých 

morfologických pozorování a molekulárních přístupů nezávislých na kultivaci. 

Dalším známým vektorem lišejníků je voda, která snadno transportuje menší i větší 

fragmenty stélky (Armstrong 1981). Dále ptáci, kteří mohou přenášet lišejníky na svých 

končetinách (Bailey & James 1979), peří (Johansson, Kaasalainen & Rikkinen 2021) anebo 

v zobáku během stavby svých hnízd (Graves & dal Forno 2018). Na disperzi lišejníků se 

podílejí i bezobratlí, kteří je využívají jako kamufláž (Henderson & Hackett 1986), nebo 

potravu (McCarthy & Healy 1978; Stubbs 1995). Vzdálenosti překonávané pomocí těchto 

vektorů se však zdají být velmi malé, téměř zanedbatelné (Stubbs 1995). 

Šíření fotobiontů, kterému byla doposud věnována snad ještě menší pozornost, se 

pravděpodobně nejčastěji uskutečňuje pomocí symbiotických propagulí (Romeike et al. 

2002) a využívá všechny již zmíněné vektory (Armstrong 1981; Johansson et al. 2021; 

Marshall 1996; Stubbs 1995). Fotobionti se v přírodě přirozeně vyskytují i ve volně žijícím 

stavu (Barberousse et al. 2006; Rindi & Guiry 2003; Suutari et al. 2010; Tschermak-Woess 

1978) a byli nalezeni například ve vzorcích vzduchu (Genitsaris, Moustaka-Gouni & 

Kormas 2011; North & Davis 1988; Parrando & Davis 1972; Singh, Wade & Sherwood 

2018). Bez přímých morfologických pozorování (bez kultivace) však nelze s jistotou říci, 

zda byly tyto řasy skutečně ve volně žijícím stavu. Nelze opomenout ani možnost aktivního 

šíření fotobiontů pomocí bičíkatých zoospor (Slocum et al. 1980). 

2.3 Raný vývoj lišejníků 

Vznik nové lišejníkové stélky není podmíněn jen efektivním šířením propagulí, ale i jejich 

úspěšným uchycením na nové lokalitě (Werth et al. 2006). Na uchycení mají vliv jak 
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abiotické podmínky stanoviště – např. typ a mikrotopografie substrátu (Armstrong 1981, 

1990; Roturier et al. 2007) nebo disturbance způsobená požárem (Miller, Root & Safford 

2018), tak biotické faktory, mezi které patří dostupnost fotobiontů (Hedenås, Blomberg & 

Ericson 2007; Werth 2011), množství vyprodukovaných propagulí (Gravel, Beaudet & 

Messier 2008), nebo kompetice s jinými lišejníky (Armstrong 1986). 

Pokud jsou podmínky na novém stanovišti příhodné, může propagule začít růst. V případě 

vegetativních úlomků dochází napřed k „rozpuštění“ (dediferenciaci) jejich původní 

struktury (Schuster 1985). Někdy se však úlomek vyvine přímo v novou stélku (Sanders 

2002). Následuje „arachnoidní stadium“, během kterého dochází k nezávislému růstu obou 

symbiontů, a to téměř bez jakýchkoli interakcí. Nediferencovaná masa buněk fotobionta a 

hyf („sorediózní pole“), ve které partneři opět navazují kontakt, je následována 

primordiálním stadiem, které se postupně stratifikuje na novou stélku (Černajová & Škaloud 

2020). 

U askospor (u konídií je vývoj obdobný), které se většinou šíří aposymbioticky (Sanders & 

Brisky 2022), je situace poněkud komplikovanější a riskantnější. Po dopadnutí na substrát, 

během procesu lichenizace, musí spora nalézt, rozpoznat a kontaktovat kompatibilního 

symbiotického partnera ve svém nejbližším okolí (Galun 1988). V první fázi „prekontaktu“ 

se partneři ještě fyzicky nedotýkají, ale již si začínají vyměňovat informace pomocí 

chemické signalizace, jejíž podstata dosud nebyla objasněna. Zdá se však, že významnou 

roli (alespoň u lišejníků s trebouxioidní řasou) by zde mohl hrát ribitol (Meeßen & Ott 2013). 

Následuje fáze kontaktu partnerů, obalení buněk fotobionta hyfami, formace 

nediferencované prvotní stélky („pre-thallus“) a stratifikace ve zralou stélku (Athukorala, 

Huebner & Piercey-Normore 2014; Galun 1988; Meeßen & Ott 2013). Prekontaktní fáze 

vede k fyziologickým a morfologickým změnám u obou symbiontů. Mykobiont zrychlí svůj 

růst a hyfy se uspořádají v „radiální formaci“. U fotobionta byla pozorována zvýšená 

produkce slizu, která pokračuje až do dalších fází rané lichenizace a je charakteristická pro 

specifické rozpoznání symbiontů (Meeßen & Ott 2013). I samotný kontakt je morfologicky 

specifický – hyfy mykobionta se bohatě větví, zkracuje se jejich délka a tvoří se apresoria. 

Při interakcích s inkompatibilními řasami k této odpovědi nedochází (Athukorala et al. 

2014).  

Další fáze již takto specifická není – mykobiont je schopen obalit hyfami jakýkoli objekt 

podobného tvaru a velikosti, jaký má jeho cílová řasa (nebo sinice). Může takto reagovat na 

inkompatibilní druhy řasy, ale i na skleněné kuličky (Joneson & Lutzoni 2009). Počáteční 

stadia vývoje lišejníků byla podrobně zkoumána jak v řadě kultivačních studií (Ahmadjian 
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& Jacobs 1981; Athukorala et al. 2014; Joneson & Lutzoni 2009; Meeßen & Ott 2013), tak 

přímo v přírodě pomocí elegantní série pokusů provedených na plastových krycích sklíčkách 

(Obrázek 2; Sanders 2001, 2005, 2014; Sanders & Lücking 2002). 

 

Obrázek 2: Klíčící askospora (S) obtáčí hyfami dělící se klastry řasových buněk (černé šipky). 
Měřítko 25 μm (Sanders 2014). 

Některé lišejníky jsou v počátečních stádiích života velmi nespecifické a dokáží parazitovat 

jiné řasy, lišejníky, mechy, nebo dokonce semenné rostliny (Ahmadjian & Jacobs 1981; 

Gaßmann & Ott 2000). Výběr fotosyntetického partnera v pozdějších stádiích vývoje se však 

řídí určitými pravidly (Škvorová et al. 2022). Často používaný termín specificita označuje 

taxonomické rozpětí kompatibilních symbiontů. Selektivita znamená situaci, kdy symbionti 

upřednostňují interakci s jednou skupinou organismů (Bubrick, Frensdorff & Galun 1985; 

Yahr, Vilgalys & Depriest 2004). Na výběr partnerů má vliv reprodukční styl lišejníků, 

identita mykobionta, vlastnosti substrátu a klimatické a geografické faktory (Škvorová et al. 

2022; Steinová et al. 2019; Vančurová et al. 2021). 

2.4 Zdroje fotobiontů 

Dostupnost fotobiontů na lokalitě je neodmyslitelným předpokladem úspěšné lichenizace a 

může významně ovlivňovat distribuci sexuálních druhů lišejníků (Nash 1996; Werth 2011). 
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Mykobiont má v zásadě jen několik možných strategií, kterými může tuto podmínku naplnit: 

„ukrást“ fotobionty lišejníkům stejného, nebo jiného druhu (Hestmark, Lutzoni & 

Miadlikowska 2016), získat je od jiných organismů (Cornejo & Scheidegger 2016; 

Fernández-Martínez et al. 2013), nebo z volně žijící populace řas (Hedenås et al. 2007). 

Pokud se mu toto z nějakého důvodu nepodaří, může na kompatibilního partnera „čekat“ ve 

volně žijícím stavu (Etges & Ott 2001), nebo parazitovat jiné autotrofní organismy 

(Gaßmann & Ott 2000). Problematika dostupnosti fotobiontů se dost možná týká i 

vegetativně se množících druhů. Rostoucí propagule totiž hypoteticky může svého 

původního fotobionta odmítnout a vyměnit ho za jinou, lokálně dostupnou řasu (Ohmura et 

al. 2006). Lišejník zřejmě může do své stélky přidávat další fotobionty i během pozdějších 

stádií života (Sanders 2014). 

Společenstva lišejníků vyskytujících se na menším, víceméně homogenním území, sdílí 

většinou jen několik genotypů fotobiontů (Bačkor et al. 2010; Dal Grande et al. 2014; 

Doering & Piercey-Normore 2009). Protože na fotobionty můžeme pohlížet jako na 

energetický zdroj mykobiontů (Allen & Lendemer 2022), lze takto propojené lišejníkové 

komunity označit za guildy (Rikkinen 2003). Mezi členy těchto seskupení může docházet 

k nejrůznějším interakcím. Rikkinen (2003) vypracoval „core-fringe species“ teorii, podle 

které asexuální lišejníky a jejich propagule („core species“) slouží jako zdroj fotobiontů pro 

pohlavně se množící druhy („fringe species“) a mohou jim tak usnadňovat přežívání i 

kolonizaci nových stanovišť. Z tohoto soužití může profitovat i fotobiont – pokud je na jedné 

lokalitě přítomen ve stélkách několika různých, nepříbuzných druhů, může být lépe chráněn 

před predátory a parazity (Rikkinen 2003). Tato teorie nachází nepřímou oporu jak ve 

studiích zabývajících se cyanolišejníky (Belinchón et al. 2015; Rikkinen, Oksanen & 

Lohtander 2002), tak chlorolišejníky (Dal Grande et al. 2014; Yahr et al. 2004). Belinchón 

et al. (2015) například prokázali, že sexuální druh (Nephroma laevigatum) kolonizuje se 

statisticky větší pravděpodobností stromy, které už byly obsazeny asexuálním druhem 

obsahujícím kompatibilního symbionta (N. parile).  

Přímé experimentální důkazy vzájemného „vykrádání“ lišejníků však většinou chybí 

(Hestmark et al. 2016). Peksa et al. (2022) navíc ve své studii poukázali na to, že zásobníky 

(pools) fotobiontů sexuálních a asexuálních druhů se nemusí překrývat a facilitace ze strany 

core species tak zákonitě nemůže fungovat. Core-fringe species teorie také nedokáže 

vysvětlit existenci pionýrských seskupení tvořených pouze sexuálními druhy, které jsou 

zcela izolované od core species populací i přísunu jejich symbiotických propagulí. V těchto 
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případech jsou zjevně jediným možným zdrojem fotobiontů jejich volně žijící populace 

(Beck, Friedl & Rambold 1998; Peksa et al. 2022). 

Dlouhou dobu se zdálo, že lišejníkové řasy (zejména zástupci řádu Trebouxiales) nejsou 

v přírodě schopné vytvářet samostatné, dlouhodobě přetrvávající populace (Ahmadjian 

1967, 1988, 2001). V článcích zaměřených na diverzitu volně žijících řas se s nimi však 

můžeme setkat poměrně často a někdy dokonce tvoří dominanty řasových společenstev 

(Veselá, Malavasi & Škaloud 2023). Jejich významná role v kortikolních řasových 

komunitách byla odhalena i pomocí environmentálního sekvenování (Dreyling, Schmitt & 

Dal Grande 2022). Jen velmi malé množství studií si však kladlo otázku, zda tyto volně žijící 

populace skutečně mohou sloužit jako zdroje fotobiontů. Většina z nich navíc zabývala 

pouze cyanolišejníky (Cardós et al. 2019; Hedenås & Ericson 2004; Oksanen et al. 2002; 

Rikkinen et al. 2002; Vančurová et al. 2020; Zúñiga et al. 2017). Výsledky těchto studií jsou 

však rozporuplné. Některé z nich odhalily jistý překryv diverzity volně žijících fotobiontů a 

fotobiontů z lišejníkových stélek (Rikkinen et al. 2002; Zúñiga et al. 2017). Jinde se tento 

překryv omezoval jen na některé lokality nebo genotypy fotobiontů (Cardós et al. 2019; 

Vančurová et al. 2020), anebo nebyl vůbec detekován (Oksanen et al. 2002). 

Absenci, nebo raritu fotobiontů v okolí lišejníkových stélek si můžeme vysvětlit 

nedostatečným vzorkováním (Spribille 2019), anebo neochotou fotobiontů růst na 

kultivačním mediu způsobenou jejich nízkou konkurenceschopností nebo speciálními 

požadavky na výživu (Ahmadjian 2001; Elshobary et al. 2015). Vančurová et al. (2020) však 

využili moderních metod enviromentálního sekvenování (Illumina metabarcoding), a přesto 

byl pozorovaný překryv v diverzitě fotobiontů ze stélek lišejníků (Stereocaulon) a okolní 

půdy minimální. 

Výše zmíněné publikace zkoumaly diverzitu fotobiontů v půdě, na skalách i na kůře stromů. 

Prostředím, které se ještě nikdo nepokoušel otestovat jako možný zdroj fotobiontů, je 

vzduch. Přítomnost lišejníkových řas ve vzduchu – ať už ve formě propagulí, nebo ve volně 

žijícím stavu – byla prokázána v řadě studií (Armstrong 1987; Genitsaris et al. 2011; 

Harmata & Olech 1991; Marshall 1996; Mikhailyuk, Demchenko & Kondratyuk 2003; 

North & Davis 1988). Mohou ale tyto organismy přežít transport vzduchem a vydržet 

v novém substrátu dostatečně dlouho pro to, aby mohly být inkorporovány do lišejníkové 

stélky? 
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3 Cíle práce 

Srovnáváním diverzity volně žijících a symbiotických řas na vybrané dlouhodobě studované 

lokalitě se pokouším nalézt odpovědi na následující otázky: 

1) Jaká je diverzita zelených řas ve vzduchu a na přírodních substrátech (kůra, půda, 

kámen)? 

2) Odkud mohou lišejníky získávat své symbionty?  

a) Využívají řasy z volně žijících populací vyskytujících se na stejném typu substrátu? 

b) Jakou roli hrají v tomto procesu vzduchem přenášené řasy? 

c) Existují nějaké rozdíly mezi sexuálními a asexuálními druhy? 

3) Jaký je ve vzduchu podíl řas pocházejících ze vzdálených zdrojů? 

4) Podílejí se vzduchem přenášené řasy na kolonizaci půdy? 
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4 Metodika 

4.1  Charakteristika studované oblasti 

4.1.1 Výzkumné plochy 

Veškerý studovaný materiál pochází z jediné dlouhodobě studované lokality (2020 – 

současnost) nacházející se na území PP Vinařická hora necelý jeden kilometr severně od 

obce Vinařice v okrese Kladno. Zkoumaná oblast je tvořena dvěma výzkumnými plochami 

(VIN1 a VIN2) o velikosti cca. 10 × 10 metrů, které od sebe vzdušnou čarou dělí vzdálenost 

přibližně 300 metrů. Sublokalita VIN1 (50.1816400N, 14.0874100E) je jižně exponovaná 

skalka stepního charakteru obklopená řídkou vegetací. Plocha VIN2 (50.1820514N, 

14.0913903E) se nachází na oploceném území patřícím společnosti Středočeské vodárny, 

a.s., uměle vyvýšeném nad okolní terén. V bezprostředním blízkosti této plochy se nachází 

křoviny přecházející na jižní straně v listnatý les a na severní straně v intenzivně 

obdělávanou zemědělskou krajinu. 

4.1.2 PP Vinařická hora 

Dominantu přírodní památky o rozloze 68,46 ha rozprostírající se mezi obcemi Vinařice a 

Třebichovice nad údolím Knovízského potoka tvoří Vinařická hora. Její hlavní vrchol, ze 

západní strany ohraničený nečinným lomem, dosahuje výšky 413 m. n. m. Další drobné lomy 

se nachází v severní části lokality. Těžba nefelinitů (=tmavá jemnozrnná vyvřelá hornina) 

zde probíhala do osmdesátých let 20. století. Jedním z hlavních předmětů ochrany přírodní 

památky vyhlášené v roce 1999 je samotná Vinařická hora, která byla dlouho považovaná 

za pozůstatek třetihorního stratovulkánu (Štefánek 2006). Dnes se však ukazuje, že vznikla 

patrně propojením dvou monogenetických vulkánů – vulkánů vzniklých jediným výbuchem 

(Rapprich, 2011). 

Lokalita je nesmírně cenná z geologického hlediska. Představuje ostrůvek vulkanického 

původu, který, nepočítáme-li nedalekou Slánskou horu, je zcela izolován od nejbližších 

podobných vulkanických těles, jako jsou Doupovské hory, České středohoří a Lužické hory 

(Peters, Husson & Czaplewski 2018; Rapprich 2011). Geomorfologicky oblast spadá do 

Pražské plošiny a její podklad je tvořen pestrou mozaikou usazených hornin různého stáří 

(pískovce, jílovce, opuky, spraše) a vulkanity (nefelinit, bazaltiody) třetihorního původu 

(Anon 2023). Z fytogeografického hlediska území patří do Českého termofytika, do okresu 

Středočeské tabule. Klima v této oblasti je velmi suché (500 mm srážek za rok) a mírně teplé 

(průměrně 7–8,5 °C). Většinu současné vegetace tvoří expandující neprostupné křoviny 
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(trnka obecná, dřín obecný, svída krvavá, různé druhy růží a hlohů…) a sekundární lesy 

(duby, lípy a habry). Druhově bohaté suché trávníky s dominancí úzkolistých trsnatých 

travin byly vytlačeny do vrcholových partií hory a jejích jižních svahů. Pestrost přírodních 

podmínek tohoto území je reflektována přítomností mnoha vzácných druhů rostlin i zvířat 

(Štefánek 2006). 

4.2 Metodika odběrů a zpracování vzorků 

Pro zodpovězení otázek specifikovaných výše byl proveden intenzivní průzkum celkové 

diverzity terestrických zelených řas na zvolené lokalitě, a to jak přímo ve stélkách lišejníků 

a v jejich bezprostředním okolí, tak i v širším okolí lokality. Použity byly dva hlavní přístupy 

– klasické (Sangerovo) sekvenování a metabarcoding. Metabarcoding je poměrně moderní 

NGS metoda (= next generation sequencing), která umožňuje postihnout celkovou diverzitu 

téměř jakéhokoli environmentálního vzorku (Ruppert, Kline & Rahman 2019) a dá se dobře 

využít i tam, kde selhávají kultivační techniky (Tong et al. 2017). V této práci byl proto 

metabarcoding využit pro charakterizaci substrátů v blízkosti lišejníkových stélek, vzduchu 

a identifikaci možných zdrojů vzduchem přenášených řas. Sangerovo sekvenování 

jednotlivých lišejníkových stélek naopak umožnilo propojit informace o genetické diverzitě 

endosymbiotických řas s informací o jejich původu (druhu mykobionta, způsobu jeho 

rozmnožování…) při zachování relativně nízké ceny za jeden vzorek. Další výhodou 

klasického sekvenování může být fakt, že pomocí této metody získáme pouze informaci o 

dominantní řase v lišejníkové stélce (Paul et al. 2018). Oproti tomu NGS metody přináší 

informace i o minoritních řasách, jejichž funkce v lišejníkové stélce je nejasná (Chrismas et 

al. 2021; Moya et al. 2020), nebo dokonce o nežádoucích kontaminacích z vnějšku (Dal 

Grande et al. 2018). 

4.2.1 Vzorky vzduchu a meteorologické parametry 

Na plochu VIN2 byl v listopadu 2021 umístěn nízkoobjemový vzorkovač vzduchu 

MicroVol-1100 do výšky asi 2,5 m nad zemí. Přístroj zároveň zaznamenával informace o 

množství přefiltrovaného vzduchu a směru a rychlosti větru (od února 2022) 

v pětiminutových intervalech. Data byla uchovávána počítačem Congrego (Acoem) 

vybaveným softwarem Congrego v. 1.2.7156. Teflonové PM2.5 filtry (Whatman PTFE 

PM2.5 Air Monitoring Membrane Filter) byly odebírány každý měsíc (nebo 14 dní během 

období optimalizace délky expozice filtru) po dobu jednoho roku pomocí sterilních nástrojů. 

Filtrování vzduchu zpočátku probíhalo jednu hodinu denně. Doba filtrování byla postupně 

navyšována až na hodnotu 10 h/den, při které bylo dosahováno vizuálně uspokojivých 
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výsledků (filtry byly viditelně tmavé, šedo-černé). V laboratoři byly filtry sterilně 

přestřiženy na dvě poloviny. Jedna polovina byla uložena do mrazáku a uchovávána při −20 

°C pro následnou analýzu pomocí Illumina metabarcoding. Druhá polovina byla vložena do 

50 ml zkumavky a až po okraj zalita sterilní destilovanou vodou (Direct-Q 3 UV). Zkumavka 

byla dobře uzavřena a vložena na několik hodin do ultrazvukové lázně Tesla UC 405 PJ 1. 

Do lázně bylo dodáváno dostatečné množství ledu, aby se zabránilo přehřívání. 

Bezprostředně po sonikaci byl celý objem vzorku stočen na centrifuze (10 min, 6000 rpm). 

Spodní fáze byla pozorována pod mikroskopem Leica DM2000. 

Další meteorologické parametry (průměrná denní relativní vlhkost vzduchu a denní úhrn 

srážek) měřené v nedaleké obci Lány (okres Kladno) byly získány z webových stránek 

Českého hydrometeorologického ústavu (ČHMÚ 2022). 

4.2.2 Kolonizace sterilizované půdy 

V lednu 2022 byl z plochy VIN2 odebrán blok půdy o velikosti 30 × 30 × 5 cm a hmotnosti 

(v suchém stavu) 3,6 kg. Půda byla rozmělněna, vysušena, zbavena drnu a organických 

zbytků a sterilizována pomocí autoklávu. Během následujícího měsíce byla sterilizovaná 

půda navrácena přesně na místo odběru a urovnána sterilní lžící. Na takto upravenou půdu 

byly položeny dva plastové rámečky, na něž bylo izolepou nalepeno po 12 plastových 

krycích sklíčkách určených pro mikroskopii. Ploška byla viditelně označena dřevěnými 

kolíky a ponechána přirozenému vývoji. Po šesti měsících (a poté v intervalech tří měsíců) 

byly z 10 náhodně vybraných míst na povrchu plošky (max. 0,5 cm) odebrány vzorky půdy 

a čtyři krycí sklíčka.  

Půda byla v laboratoři umístěna do Petriho misky, zakryta ubrouskem a přes noc vysušena. 

Následující den byla rozmělněna pomocí sterilního hmoždíře a tloučku, přesáta, 

homogenizována a rozdělena do 2ml Eppendorf zkumavek. Dvě zkumavky byly uloženy do 

mrazáku pro Illumina metabarcoding. 

Odebraná krycí sklíčka byla z jedné strany očištěna buničinou a prohlédnuta a nafocena pod 

mikroskopem (Leica DM2000 a Olympus BX51 s digitální kamerou Canon EOS 700D). 

Poté byla sklíčka rozstříhána sterilizovanými nůžkami, přenesena do 2ml Eppendorf 

zkumavky a zmražena pro Illumina metabarcoding. Z první sady odebraných sklíček byly 

získány jenom fotografie z důvodu nedostatku pozorované biomasy řas. 



 

29 

4.2.3 Kruhový transekt 

Okolo lokality VIN2 byl za účelem získání co nejúplnější představy o celkové řasové 

diverzitě v blízkém i vzdálenějším okolí vytyčen kruhový transekt. Okolí vzorkovače 

vzduchu bylo rozděleno pomocí tří kružnic (o poloměrech 100, 200 a 300 m) a dvou na sebe 

kolmých čar na dvanáct segmentů označených podle jejich orientace (sever: N, jih: S, 

východ: E západ: W) a vzdálenosti od vzorkovače vzduchu (1 – nejbližší, 3 – nejvzdálenější; 

Obrázek 3).  

 

Obrázek 3: Kruhový transekt, různé typy vegetace v jednotlivých segmentech (kódy 
segmentů bíle) a umístění výzkumných ploch VIN1 a VIN2. 

V takto vytyčeném transektu byl v květnu 2022 sesbírán z každého segmentu jeden směsný 

vzorek malých kousků lišejníkových stélek (pinzetou, přímo do zkumavek) a jeden směsný 

substrátový vzorek seškrábaný ze všech možných typů podkladu nalezených v daném 

segmentu (sterilní lžičkou do zkumavky). Typy substrátů zahrnovaly půdu, kamení, kůru a 

nejrůznějších umělé materiály (asfalt, molitan, beton, plast, železo…). V každém segmentu 

proběhl odběr substrátu z cca z 20 náhodně vybraných mikroplošek. Každá mikroploška byla 

vizuálně zkontrolována a v případě přítomnosti lišejníků byla z odběru vynechána. 

Orientace v segmentech v terénu byla zajištěna pomocí mapy transektu vytvořené v Google 

My Maps (Google, Googleplex, USA) a mobilního telefonu s GPS. Vzorky byly přes noc 

zakryty ubrouskem, vysušeny na vzduchu a uloženy do −20 °C. Substrátové vzorky byly 

předem homogenizovány. K analýze všech vzorků byl použit Illumina metabarcoding pro 

maximalizaci zachycené řasové diverzity v okolí vzorkovače vzduchu. 
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4.2.4 Ostatní substráty 

Kromě výše uvedeného byly na obou sublokalitách pravidelně odebírány i vzorky půdy a 

kamenů (4x ročně, 2020–2022; Tabulka 1). Tyto vzorky byly odebírány za účelem práce na 

jiném projektu. Odebráno bylo vždy několik mikroplošek do jedné zkumavky pomocí 

sterilní lžičky. V laboratoři byly vzorky přes noc vysušeny a homogenizovány (stejným 

způsobem jako v kapitole 4.2.2) a uchovány v  −20 °C pro Illumina metabarcoding. 

Tabulka 1: Přehled vzorků využitých v této práci. Hvězdičkou jsou označena data 
pocházející z jiných projektů. 

Metabarcoding 

Vzorky 
Počet 
vzorků 

Interval odběru 
(měsíce) Období sběru Lokalita 

Vzduch 15 1 (0,5) 11/2020–12/2022 VIN2 

Povrch kůry 2 jednorázový  11/2022 
těsné okolí 
VIN1+VIN2 

Epifytické lišejníky 2 jednorázový 11/2022 
těsné okolí 
VIN1+VIN2 

*Půda 12 3 11/2020–02/2022 VIN1+VIN2 

*Kameny  10 3 11/2020–02/2022 VIN1+VIN2 

Sterilizovaná půda 2 3 08/2022–11/2022 VIN2 

Krycí sklíčka 2 jednorázový 11/2022 VIN2 

Transekt substráty 12 jednorázový 11/2022 
0–300 m okolo 
VIN2 

Transekt lišejníky 12 jednorázový 11/2022 
0–300 m okolo 
VIN2 

Sangerovo sekvenování 

Vzorky 
Počet 
vzorků 

Interval odběru 
(měsíce)  Období sběru Lokalita 

Epifytické lišejníky 52 jednorázový 11/2022 
těsné okolí 
VIN1+VIN2 

*Saxikolní lišejníky 47 jednorázový 11/2020 VIN1+VIN2 

*Terikolní lišejníky 3 jednorázový 11/2020 VIN1 

Půda na lokalitě byla poměrně kyselá (pH = 5,48). Pro měření pH bylo použito 10 g 

sesbíraných z devíti různých míst sublokality VIN1. Materiál byl napřed namočen ve 100 

ml destilované vody po dobu 24 hodin, poté bylo změřeno pH pomocí pH-metru Cyberscan 

pH11 (Eutech Instruments, USA) se standardní skleněnou elektrodou. 

V listopadu 2022 byl dodatečně proveden i jednorázový odběr epifytických lišejníků (jeden 

směsný vzorek pro metabarcoding na sublokalitu) a 52 samostatných položek (cca 26 na 

sublokaliu) pro Sangerovo sekvenování) a kortikolních řasových společenstev ze stromů a 

keřů v nejbližším okolí (cca do 10 m) výzkumných ploch VIN1 a VIN2. Vzorky byly 

připraveny pro metabarcoding způsobem uvedeným výše. V práci byla použita i data Zuzany 

Škvorové získaná při práci na jiném projektu. Jednalo se o sekvence získané z 50 položek 
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převážně saxikolních a několika terikolních lišejníků z obou sublokalit (Tab. 2). Lišejníky 

byly determinovány pomocí morfologických znaků. Čeleď a převažující způsob 

rozmnožování byly doplněny podle databáze ITALIC 7.0 (Martellos, Conti & Nimis 2023) 

či podle znaků na položkách (u dvou položek Ramalina sp. jakékoli znaky chyběly). 

4.3 Izolace DNA 

4.3.1 Extrakce DNA z lišejníků 

Extrakce DNA z lišejníků (několik mm velkých kousků suchých stélek předem připravených 

do 2 ml zkumavek) sledovala protokol CTAB (Cubero & Crespo 2002) s drobnými 

odchylkami: 

1. Stélky byly rozdrceny pomocí 1–2 wolfram-karbidových kuliček v mlýnku Retsch 

MM400 (3 min při 27 000 – 30 000 rpm).  

2. K rozdrcenému materiálu bylo přidáno 700 µl extrakčního pufru CTAB 

(cetytrimethylamoniumbromid) a několik mg prášku PVP (polyvinylpyrrolidon) 

sloužícího k odstranění sekundárních metabolitů.  

3. Vzorky byly inkubovány na termobloku při 60 °C a 1 200 rpm po dobu 30 min.  

4. V digestoři bylo do každé zkumavky přidáno 500 µl roztoku 

chloroformu:isoamylalkoholu (v poměru 24:1). Zkumavky byly protřepány a 

ponechány 5 min v klidu. Po odstátí byly vzorky centrifugovány 6 min při 13 200 

rpm. 

5. Průhledný supernatant (s DNA) byl přesunut do předpřipravených 1,5ml zkumavek 

obsahujících 500 µl vychlazeného izopropanolu (skladovaného při −20 °C). Obsah 

zkumavek byl opět protřepán a ponechán minimálně 30 min v −20 °C. 

6. Po uplynutí této doby byly vzorky opět centrifugovány (3 min, 13 200 rpm). 

Supernatant byl opatrně (aby se zamezilo znehodnocení peletu s DNA) odlit do 

odpadu. 

7. Do zkumavek bylo přidáno 400 µl vychlazeného 96% ethanolu. Poté byly vzorky 

inkubovány na termobloku (15 min, 37 °C a 1 200 rpm). Následně byly opět 

centrifugovány (3 min, 13 200 rpm). 

8. Supernatant byl vylit do odpadní nádoby a pelet promyt 200 µl vychlazeného 70% 

ethanolu. Zkumavky byly ponechány cca 5 min v klidu a poté opět centrifugovány 

(3 min, 13 200 rpm). 
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9. Supernatant byl pečlivě odstraněn (vylit do odpadu a zkumavky byly otočeny dnem 

vzhůru na ubrousku). Další dosušení vzorků proběhlo na termobloku (6–10 min při 

60 °C). 

10. Suchý pelet byl rozpuštěn v 50/100 µl TE pufru (podle velikosti) a ponechán přes 

noc při laboratorní teplotě. Nakonec byly vzorky důkladně promíchány na vortexu a 

v případě nutnosti dále rozpouštěny na termobloku (15 min, 50 °C). DNA byla 

uchovávána v mrazáku při −20 °C. 

4.4 Sangerovo sekvenování 

Zvolený molekulární marker – nekódující úsek ITS1-5,8S-ITS2 ribosomální DNA – byl 

amplifikován pomocí kombinace jednoho z primerů specifických pro zelené řasy, nr-SSU-

1780, nebo GreenF3, a univerzálního primeru ITS4. Pro vzorky s mikroskopickým 

množstvím materiálu byly použity dvě po sobě následující polymerázové řetězové reakce 

(nested PCR) pro zvýšení specificity. V takovém případě první set primerů obsahoval 

kombinaci GreenF3–ITS4 a druhý set nr-SSU-1780–ITS4. 

Tabulka 2: Použité primery. F = forward primer, R = reverse primer. 

Název Sekvence Specificita Orientace Zdroj 

nr-SSU-1780 CTGCGGAAGGATCATTGATTC Chlorophyta F (Piercey-Normore & 

DePriest 2001) 

GreenF3 AAACTTACCAGGTCCAGACA Chlorophyta F (Jadrná 2017) 

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC univerzální R (White et al. 1990) 

 

PCR reakce probíhaly v objemu 10 µl ve směsi s následující reaktanty: 

• 6,7 µl vody (Milli-Q ddH2O)  

• 2,0 µl pufru 5x MyTaq™ Reaction Buffer Red (Bioline) 

• 0,1 µl 25 pM/mL forward primeru 

• 0,1 µl 25 pM/mL reverse primeru 

• 0,1 µl MyTaq™ HS DNA polymerázy (Bioline) 

• 1,0 µl DNA (koncentrace nespecifikována) 

Reakce probíhaly v termocykleru PCR Mastercycler pro (Eppendorf) při následujícím 

nastavení: iniciační fáze (94 °C, 5 minut), 35 cyklů: denaturace (94 °C, 25 s), nasedání 

primerů (50 °C, 30 s), elongace (72 °C, 1 min.). Závěrečná elongace (72 °C, 7 min). Při 

použití nested PCR probíhala první reakce ve 35 a druhá ve 22 cyklech. 
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Přítomnost a kvalita PCR produktů byla ověřena elektroforézou. Jeden µl každého vzorku 

byl nanesen na 1% TAE agarózový gel s ethidiumbromidem. Délka fragmentů byla 

porovnána s žebříčkem Thermo Scientific™ GeneRuler 100 bp DNA Ladder. PCR produkty 

byly přečištěny pomocí paramagnetických kuliček SPRI AMPure XP (Beckman Coulter) 

podle návodu výrobce. Vzorky byly odeslány do firmy Macrogen Europe (Meibergdreef 39, 

1105AZ Amsterdam, Nizozemsko). K sekvenaci byl využit univerzální primer ITS4, nebo i 

druhý z dvojice použité pro amplifikaci. Kvalita jednotlivých sekvencí byla zkontrolována 

v programu SeqAssem ver. 09/2004 (Hepperle 2004). 

4.5 Illumina metabarcoding 

K izolaci DNA pro metabarcoding byla podle pokynů výrobce použita sada Fast DNA™ 

SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals). Amplifikace úseku ITS2 rDNA proběhla pomocí 

nested PCR. V první reakci byly použity primery 1378j02 (5'-TTG CCT TGT CAG GTT 

GAT TCC-3') a ITS4 (White et al. 1990), ve druhé reakci značené primery 5.8F-Chlorophyta 

(Vančurová et al. 2020) a ITS4. Reakce probíhaly v objemu 20 μl a obsahovaly vždy: 

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

• voda (Milli-Q ddH2O) 

• 3–5 μl DNA 

• 1,5 μl forward primeru 

• 1,5 μl reverse primeru 

První PCR reakce probíhala ve 22 cyklech, druhá ve 24. Podmínky byly následující: 

počáteční denaturace při 98 °C po dobu 30 s, denaturace při 98 °C po dobu 10 s, amplifikace 

při 52 °C po dobu 45 s, elongace při 72 °C po dobu 1 min a závěrečná elongace při 72 °C po 

dobu 2 min. Pro každý vzorek byla provedena dvě opakování a vždy byly zahrnuty tři 

negativní PCR kontroly. Produkty PCR byly přečištěny pomocí paramagnetických kuliček 

SPRI AMPure XP (Beckman Coulter), ve stejných koncentracích sloučeny do jednoho 

vzorku a dodány do společnosti Fasteris (Plan-les-Ouates, Švýcarsko) pro přípravu knihovny 

a sekvenování. Při přípravě knihovny byly použity jak negativní kontroly (destilovaná voda 

jako templát), tak multiplexní kontroly (obsahující nepoužité kombinace značek). 

Sekvenování proběhlo na platformě Illumina MiSeq v režimu paired-end (2x300 bází). V 

souladu s Bálint et al., (2014) byly surové ready dále zpracovány následujícími způsoby: 

odfiltrování nekvalitních sekvencí, sloučení párových sekvencí, odstranění artefaktů 

primerů, odlišení vzorků dle značek, reorientace sekvencí na 5′-3′, demultiplexing, 

dereplikace, shlukování OTU (=operační taxonomická jednotka) a filtrování chimér. OTU 
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shlukování proběhlo s využitím algoritmu Swarm ver. 2 (Mahé et al. 2015), s denoisingem 

(umožňuje nalézt chybné sekvence a připojit je ke „správné“ mateřské sekvenci) a 

parametrem d=3 (max. počet rozdílů mezi dvěma amplikony). Výsledné OTU byly srovnány 

s databází BLAST algoritmem (Boratyn et al. 2013) s využitím automatizace SEED2 

(Větrovský, Baldrian & Morais 2018). Dále byly zpracovávány jen OTU zelených řas 

obsahující v součtu více než 10 readů (celkem 1710). V úvahu byly brány pouze OTU 

detekované v obou replikátech. Pro další analýzy byla vždy použita data z replikátu 

obsahujícího nejvyšší abundanci pro danou taxonomickou jednotku. Vzorky obsahující 

v součtu méně než 100 readů byly z analýz rovněž vyloučeny. PCR negativní kontroly a 

multiplexní kontroly byly téměř ve všech případech negativní, anebo, velmi vzácně, 

obsahovaly méně než 20 readů na OTU. Problematické byly pouze dvě OTU patřící k druhu 

Trebouxia incrustata a T. vagua, které zahrnovaly několik pozitivních kontrol. Tyto druhy 

nicméně byly velmi abundantní a zahrnovaly i několik dalších OTU, jejichž kontroly byly 

zcela negativní. Pouze 1313 OTU (celkem 2587167 Illumina MiSeq readů) a celkem 66 

vzorků prošlo všemi kontrolami a finálním filtrováním. Tyto OTU bylo možné na základě 

výsledků fylogenetické analýzy dále zařadit do celkem 283 linií na úrovni druhu (Příloha 1). 

4.6 Fylogenetické analýzy 

Všechny sekvence ITS2 rDNA úseku zelených řas generované metabarcodingem byly spolu 

s výsledky BLAST z databáze GenBank (NCBI, Clark et al. 2016) zalignovány v programu 

MAFFT ver. 7 (Katoh et al. 2002) s použitím iterační metody zpřesňování G-INS-i. 

Alignment obsahoval 2193 sekvencí a 917 pozic, z nichž bylo 901 variabilních a 833 

parsimonně informativních. Výsledný alignment byl zkontrolován v programu MEGA11 

(Tamura, Stecher & Kumar 2021). Alignment byl dále upravován v RStudio ver. 4.2.0 

s využitím balíčku phytools (Revell 2012) a ape (Paradis, Claude & Strimmer 2004), kde 

byly odstraněny pozice obsahující více než 95 % mezer a upraveny názvy sekvencí. 

Alignment byl ručně zastřižen v programu MEGA11. Substituční model byl vybrán pomocí 

programu IQ-TREE ver. 2.1.2 (Nguyen et al. 2015). 

Fylogenetický strom byl sestaven metodou maximum likelihood (ML). Podpory větví byly 

spočítány pomocí ultrafast bootstrapu s 1000 opakováními v programu IQ-TREE ver. 2.1.2 

s využitím portálu CIPRES 3.3 (Miller, Pfeiffer & Schwartz 2010). Strom byl upraven 

v programu FigTree 1.4.4 (Rambaut 2018) a dále využit pro zařazení jednotlivých OTU 

z environmentálního i klasického sekvenování až na úroveň druhů. Přiřazování jednotlivých 

OTU k druhům (či dosud formálně nepopsaným liniím) bylo provedeno na základě 
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srovnávání s dostupnými publikacemi. Samostatně stojící linie obsahující méně než 100 

readů byly ignorovány stejně jako linie s velmi nízkými bootstrap podporami (<50). 

K jednotlivým taxonům ve výsledné taxonomické tabulce byly doplněny funkční traity 

(vyšší taxonomické zařazení, typ stélky a životní styl) na základě dostupných zdrojů (Ettl & 

Gärtner 2013; Guiry & Guiry 2023; Sanders & Masumoto 2021). Podle životního stylu byly 

organismy řazeny do tří kategorií. Kategorie „fotobiont“ zahrnuje potvrzené druhy 

fotobiontů (Sanders & Masumoto 2021; Veselá, Malavasi & Škaloud 2023). U rodů 

Trebouxia a Asterochloris byly do této kategorie zahrnuty i všechny formálně nepopsané a 

nově objevené linie. Kategorie „neznámý“ zahrnuje řasy náležící k rodům, které zahrnují 

potvrzené druhy fotobiontů. Kategorie volně žijící zahrnuje druhy a neznámé linie, u kterých 

není symbiotický styl života pravděpodobný (nepatří k žádnému potvrzenému rodu 

fotobiontů). 

4.7 Další zpracování dat 

K dalšímu zpracování bylo použito 82 sekvencí z lišejníkových stélek a 66 vzorků z Illumina 

metabarcodingu (tři vzorky musely být pro nedostatek obdržených readů z analýz 

vyloučeny). Data z klasického sekvenování nebyla dále nijak transformována. Absolutní 

počty readů metabarcoding vzorků, případně součtů readů z několika vzorků, byly 

převedeny na relativní abundance (tzv. Total Sum Normalization, vztažení k celkovému 

počtu readů v daném vzorku), což je již „tradiční“ přístup používaný pro vyrovnání se 

s odlišnými hloubkami sekvenování napříč vzorky (McKnight et al. 2019). Tento a příbuzné 

přístupy jsou velmi často kritizovány, protože nezohledňují heteroskedasticitu a znesnadňují 

statistické tetování rozdílů v zastoupení jednotlivých OTU (McMurdie & Holmes 2014; 

Weiss et al. 2017). Pro porovnávání celých společenstev pomocí distančních metod se 

nicméně jeví jako nejvhodnější varianta, protože na rozdíl od novějších přístupů garantují, 

že počet readů napříč vzorky bude vždy shodný (McKnight et al. 2019). 

Rozdílnost společenstev řas byla odhadována pomocí indexů β diverzity. Jedny 

z nejpoužívanějších indexů jsou indexy asymetrické, konkrétně binární Jaccardův koeficient 

a Brayův–Curtisův koeficient, který porovnává dvě společenstva z hlediska minimální 

abundance u každého druhu. Asymetrické koeficienty se hodí pro práci s heterogenními daty 

obsahujícími velké množství vzácných druhů, protože dávají větší váhu společné prezenci 

dvou druhů než jejich dvojí nepřítomnosti, která nám nedává žádnou informaci o podobnosti 

dvou lokalit (Jarkovský, Littnerová & Dušek 2012).  
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Pro vizualizaci rozdílů v druhovém složení řas zachycených ve vzduchu za celé období a 

jednotlivých segmentů transektu (z dat byly vyloučeny druhy chybějící ve vzduchu) byl 

využit Brayův-Curtisův i Jaccardův index. Výsledky obou přístupů byly velmi podobné. 

Indexy diverzity byly počítány v RStudio s využitím balíčku vegan (Oksanen et al. 2022). 

Disimilarity byly převedeny na barevnou škálu pomocí tagcloud (Weiner 2015). 

Odlišnost společenstev na jednotlivých typech substrátů a v jednotlivých vzorcích vzduchu 

během sezóny byla zkoumána i pomocí ordinačních technik. Vzhledem k tomu, že data 

neměla normální rozdělení (Mardia test šikmosti a špičatosti), byla vybrána metoda 

neparametrického mnohorozměrného škálování (NMDS) v programu PAST (Hammer et al. 

2001). Tato flexibilní metoda využívající distanční matice nevyžaduje normalitu nebo 

linearitu dat a těší se vzrůstající oblibě v mikrobiální ekologii (Ramette 2007). Metoda na 

rozdíl od jiných ordinačních technik pracuje s předem zadaným počtem dimenzí (os). Jejím 

výstupem je diagram, ve kterém zjednodušené zobrazení vzorků v ordinačním prostoru 

vykresluje jejich vzájemnou podobnost či nepodobnost. Důležitým výstupním parametrem 

je i Kruskalův stres, který ukazuje míru věrohodnosti daného zobrazení (Jarkovský et al. 

2012). Mezi další výhody patří i možnost zvolit téměř libovolný koeficient disimilarity. 

Nevýhodou je nižší reprodukovatelnost (Paliy & Shankar 2016; Ramette 2007). Při analýze 

byl použit jak Brayův-Curtisův, tak Jaccardův koeficient a byly zadány vždy tři dimenze, 

což vedlo k minimalizaci stresu na přijatelnou úroveň (tzn. pod konvenční hranici 0,2). Oba 

koeficienty vedly k velmi podobným výsledkům, avšak při použití binárního Jaccardova 

indexu bylo zaznamenána mnohdy výrazně nižší hodnota Kruskalova stresu. 

V RStudio byly spočítány základní popisné statistiky rychlosti větru, denního úhrnu srážek, 

průměrné denní relativní vlhkosti vzduchu (průměr, medián, rozptyl) a směru větru 

(vektorový průměr) časově vymezené dobou expozice jednotlivých filtrů. Závislost druhové 

bohatosti jednotlivých vzorků na těchto parametrech rychlosti větru byla zkoumána pomocí 

lineární regrese. 

Jednoduché vizualizace druhové diverzity a struktury společenstev byly vytvořeny 

v programu Excel a RStudio s využitím balíčku ggplot2 (Wickham 2009). Vizualizaci dat o 

větru umožnil R balíček openair (Carslaw & Ropkins 2012).  Zařazení jednotlivých druhů a 

jejich funkční traity (typ stélky, životní styl) byly doplněny na základě literatury (Ettl & 

Gärtner 2013; Guiry & Guiry 2023; Sanders & Masumoto 2021; Veselá, Malavasi & 

Škaloud 2023). Všechny grafické výstupy byly dále upravovány v programech Adobe 

Illustrator CS3 a Adobe Photoshop CS6. 
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V této práci bylo využito velké množství dat. Část z nich vznikla v rámci projektů Zuzany 

Škvorové (saxikolní a terikolní lišejníky) a Veronicy Malavasi (vzorky půdy a kamenů), 

kterým vděčím za jejich laskavé poskytnutí. Samostatně jsem prováděla odběry a další 

zpracování většiny vzorků, mikroskopii, zpracování meteorologických dat, molekulární 

analýzu stélek epifytických lišejníků, veškeré fylogenetické analýzy a zpracování a 

vizualizaci dat pocházejících z klasického sekvenování i metabarcodingu (od vzniku OTU 

tabulky dále). Naopak jsem se nepodílela na přípravě knihoven pro metabarcoding a 

bioinformatickém zpracování surových Illumina dat. Za tuto část práce mnohokrát děkuji 

Ivaně Černajové a Pavlovi Škaloudovi. 
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5 Výsledky 

5.1 Diverzita lišejníků 

Z obou sublokalit bylo nasbíráno celkem 102 položek lišejníkových stélek patřících 

přibližně k 60 druhům (Příloha 2). Naprostá většina lišejníků patřila do třídy 

Lecanoromycetes (často do čeledí Parmeliaceae, Physciaceae a Lecanoraceae). Pouze dva 

druhy rodu Candellariella spadaly do třídy Lichinomycetes a dva zástupci rodu Verrucaria 

do třídy Eurotiomycetes. Celkem 52 položek pocházelo z kůry. Na lokalitě dominovaly 

zejména běžné eutrofofilní druhy epifytických lišejníků (rody Physcia, Parmelia, 

Hypogymnia, Xanthoria, Melanelixia). 47 položek bylo sebráno ze skály, nebo menších 

kamenů ležících na zemi. Saxikolním společenstvům dominoval rod Xanthoparmelia. 

Z terikolních lišejníků (3 položky) byl zastoupen pouze rod Cladonia. Několik druhů bylo 

schopno porůstat zároveň kameny i kůru (Physcia adscendens, P tenella, P. caesia, P. 

nigricans, Candellariella vitellina, Xanthoria parietina, Phaeophyscia orbicularis).  

Dohromady 32 druhů epifytů se rozmnožovalo převážně asexuálně, 20 převážně sexuálně a 

u dvou položek nebylo možné tento údaj zjistit. U saxikolních lišejníků naopak převažovalo 

rozmnožování pohlavní (30/47). Terikolní lišejníky se rozmnožovaly vždy asexuálně. Ve 

dvou případech tento způsob rozmnožování kombinovaly s produkcí spor.  

5.2 Diverzita endosymbiotických řas 

Klasickým sekvenováním lišejníkových stélek se podařilo získat celkem 82 ITS rDNA 

sekvencí fotobiontů. Tyto sekvence byly na základě fylogenetické analýzy přiřazeny ke 25 

druhovým liniím a celkem šesti rodům třídy Trebouxiophyceae. Druhově nejbohatší byli 

zástupci řádu Trebouxiales: rod Trebouxia zahrnující 15 linií a sesterský rod Asterochloris 

s pěti liniemi (Obrázek 4). V lišejníkových stélkách (zejména u saxikolních druhů) se 

vyskytovaly i méně časté rody fotobiontů, mezi nimi Pseudochlorella (2 druhy), 

Diplosphaera, Pseudostichococcus a Symbiochloris (po jednom druhu). Nejčastější 

endosymbiont byl druh Trebouxia incrustata, vyskytoval se v jedenadvaceti lišejníkových 

stélkách. Velmi častá byla i T. decolorans a T. OTU I01B (Obrázek 21a). 

Většina nálezů patřila ke druhům, jejichž sekvence už byly v minulosti publikovány. Sedm 

linií však bylo zcela neznámých a představujících pravděpodobně nové druhy. Jednalo se o 

pět zástupců rodu Trebouxia patřících ke cladu „I“ získaných z různých druhů epifytických 

lišejníků (běžné druhy rodu Physcia, Melanelixia) a neznámou linii rodu Symbiochloris 

pocházející ze dvou položek blíže neurčeného lišejníku Pertusaria sp. 
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Obrázek 4: Fylogenetický strom všech získaných druhů fotobiontů vytvořený na základě ITS 
rDNA pomocí metody Maximum Likelihood (ML). Hodnoty u větvení udávají statistickou 
podporu (bootstrap, zobrazeny jsou pouze hodnoty > 50). Hodnoty v závorkách pak počet 
obdržených sekvencí daného druhu. Čarami jsou vyznačeny hlavní clady rodu Trebouxia. 
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Byly zaznamenány i dva dříve popsané druhy řas (Pseudochlorella pringsheimii, 

Pseudostichococcus monallantoides), které však ještě zřejmě nebyly izolovány z lišejníků 

(Sanders & Masumoto 2021; Veselá, Malavasi & Škaloud 2023). Několik neznámých druhů 

fotobiontů získaných klasickým sekvenováním (T. sp. I10, T. sp. I11 a T. sp. I12) se 

nepřiřadilo k žádné metabarcodingem získané sekvenci. 

Druhy fotobiontů získané z lišejníkových stélek pomocí Sangerova sekvenování byly 

rozděleny do tří kategorií podle poměru asexuálních a sexuálních druhů jejich symbiotických 

partnerů. Téměř polovina řas se vyskytovala striktně v převážně asexuálních druzích 

lišejníků. Přibližně čtvrtina se nacházela jen v lišejnících množících se zejména pomocí spor 

a čtvrtina jak v sexuálních, tak v asexuálních druzích lišejníků (případně v jediném druhu, 

který využívá oba způsoby šíření). Druh T. jamesii nebylo možné vzhledem k absenci 

potřebných znaků na obou položkách (Ramalina sp.) a nemožnosti jejich přesnějšího určení 

zařadit do žádné z těchto kategorií. Asexuální druhy rostoucí na více typech substrátů (P. 

adscendens, P. tenella) měly ve své stélce vždy stejného řasového partnera nehledě na typ 

prostředí (T. OTU I01B). Sexuální druh C. vitellina měl na skále vždy druh T. incrustata a 

na kůře T. decolorans. Naopak druh Xanthoria parietina si zachovával ve své stélce řasu T. 

decolorans na libovolném typu substrátu. 

5.3 Diverzita řas na substrátech 

Metabarcodingem čtyř různých typů substrátů z okolí lišejníkových stélek (kůra, půda, 

kámen, „sterilizovaná“ půda) bylo získáno 1329096 readů zelených řas patřících do 212 

druhových linií a 37 definovaných rodů. Největší druhová diverzita byla zaznamenána 

v půdě – celkem se zde vyskytovalo 155 linií, z nichž 96 patřilo ke třídě Trebouxiophyceae, 

56 ke třídě Chlorophyceae a šest ke třídě Ulvophyceae. Na tomto typu substrátu byl tak 

zaznamenán nejmenší podíl zástupců třídy Trebouxiophyceae vůči ostatním třídám. 

Saxikolní řasová společenstva zahrnovala celkem 90 linií (Trebouxiophyceae : 

Chlorophyceae : Ulvophyceae = 70 : 16 : 4) a vyznačovala se výrazně vyšším podílem 

trebouxiophytních řas. U kortikolních vzorků se už vyskytovali pouze zástupci třídy 

Trebouxiophyceae (48) a dvě ulvophytní linie. 

Řasy ze třídy Trebouxiophyceae dominovaly na všech typech substrátů i z hlediska 

relativních abundancí. Nejméně výraznou převahu měly v půdě, kde byly naopak hojně 

zastoupeny nepojmenované taxony ze třídy Chlorophyceae. Celkem 26 neznámých linií 

tvořilo dohromady 20 % všech půdních řas (Obrázek 5). Častý byl i ulvophytní kokální rod 

Pseudendocloniopsis (12 %) a trebouxiophytní zástupce Myrmecia (11 %). Výrazně 
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abundantní byla ve vzorcích i „dark taxa“ (= linie, které nebylo možné zařadit k žádnému 

známému druhu ani rodu) ze třídy Trebouxiophyceae. Na kamenitých substrátech dominoval 

Pseudostichococcus (19 %), Trebouxia (16 %) a Myrmecia (15 %). Trebouxia patřila k 

dominantám i v rámci kortikolních společenstev (31 %) následovaná rody Printzina (22 %) 

a Symbiochloris (13 %). Kůra vykazovala nejvyšší podíl ulvophytních řas (více než 30 %). 

 

Obrázek 5: Relativní abundance nejběžnějších rodů (a) kortikolních, (b) půdních a (c) 
saxikolních řas. 

Podíváme-li se na jednotlivé substráty z pohledu řas, můžeme si všimnout často výrazné 

preference jednoho typu prostředí, které jsou vidět u části z nich už na rodové úrovni. 

Dvanáct rodů a větších skupin (z celkového počtu 47) se vyskytovalo striktně v půdě (např. 

Chlorella), jeden rod pouze na kamenech (Watanabea) a jeden rod pouze na kůře 

(Trentepohlia). Mnoho rodů a skupin (21) se však vyskytovalo zároveň na dvou typech 

substrátů (např. Dictyochloropsis) a některé (10) i na všech třech (např. Chloroidium). 

5.4 Diverzita řas ve vzduchu 

Ze vzorků vzduchu se podařilo získat celkem 329 031 readů zelených řas náležících ke 44 

druhům a 13 rodům (pomineme-li „dark taxa“). Největší druhovou bohatost vykazovala opět 

třída Trebouxiophyceae, u které bylo zaznamenáno celkem 40 linií. 

Rodem s největšími relativními abundancemi za celé období byl rod Trebouxia tvořící 67 % 

všech detekovaných řas. Rod Apatococcus tvořil se zastoupením 23 % druhou z dominant. 

Všechny ostatní rody byly zastoupeny méně než čtyřmi procenty (Obrázek 6). Část ve 

vzduchu nalezených rodů či jejich morfologicky neodlišitelné příbuzné rody (detekovaný 

rod uvádím v závorce) zachycuje Obrázek 7. Fotografie pochází z nezávisle získaných 

kultur. 



 

42 

 

Obrázek 6: Relativní abundance nejběžnějších rodů (a) a druhů (b) řas v aeroplanktonu. 

 

Obrázek 7: Morfologická variabilita vybraných rodů detekovaných vzdušných řas. Měřítko 
10 µm. (a) Apatococcus, (b) Asterochloris, (c) Coccomyxa, (d) Diplosphaera, (e) Trentepohlia 
(Printzina), (f) Chloroidium, (g) Stichococcus (Pseudostichococcus), (h) Neochlorosarcina 
(Darienko 2015), (ch) Pseudochlorella, (i) Elliptochloris, (j) Trebouxia, (k) Symbiochloris. Foto 
Pavel Škaloud a Veronica Malavasi (není-li uvedeno jinak). 
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Největší počet druhů patřil k nejběžnějšímu rodu symbiontů lišejníků Trebouxia (12). Další 

druhy byly zařazeny k rodům Apatococcus (7) a Chloroidium (6). Zbývající dvě třídy 

zahrnovaly po dvou zástupcích. Patřila sem vláknitá řasa Printzina lagenifera a 

vláknitý/sarcinoidní druh Pseudendocloniopsis botryoides ze třídy Ulvophyceae a 

Neochlorosarcina blízce příbuzná druhu N. negevensis spolu s jednou neznámou linií 

(„Chlorophyceae 5“) ze třídy Chlorophyceae. Nejběžnější druhovou linií byla Trebouxia 

OTU I01B, náleželo k ní 24 % readů. Následovala T. decolorans (19 %) a Apatococcus 

Group D (16 %). 

Diverzita řas ve vzorcích vzduchu vykazovala jistou sezonalitu. Průměrně bylo na jednom 

filtru detekováno 10,8 druhů řas. Nejvyššího průměru bylo dosaženo na jaře, kdy bylo 

zachyceno 15,7 druhů na vzorek, v létě 11,7, na podzim 5,5 a v zimě 12. Na druhy 

nejbohatším obdobím bylo období od poloviny března do poloviny dubna, kdy bylo na filtru 

zachyceno dokonce celkem 26 druhů. Druhým nejbohatším obdobím byl pak leden–únor 

s 15 a červen–červenec se 14 druhy. Naopak listopad–prosinec 2021 a prosinec–leden 2023 

byly druhově nejchudší (dva a jeden druh). Vliv sezóny na složení řas ve vzduchu byl 

vizualizován pomocí NMDS (Obrázek 8. Z diagramu je patrné, že nejvyšší variabilita 

vzorků v rámci sezóny byla zaznamenána v zimě a na podzim. Naopak jaro a léto byly méně 

variabilní a navzájem poměrně podobné. 

 

Obrázek 8: NMDS diagram zobrazující vliv sezóny u vzorků vzduchu. Brayův-Curtisův index, 
tři dimenze, stres = 0,14. První osa vysvětluje 38 % variability, druhá osa 30 %. 

Rodem, který dominoval téměř po celé období (v devíti z dvanácti vzorků) byl rod Trebouxia 

(Obrázek 9). Zcela chyběl jen v období prosinec–leden 2023, kdy byl ve vzorku zaznamenán 

pouze jediný zástupce rodu Apatococcus. Apatococcus dominoval jen ve dvou vzorcích, ale 

přítomen byl vždy kromě období listopad–prosinec 2021. V celkem pěti vzorcích se 
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vyskytovaly rody Chloroidium a Symbiochloris. Symbiochloris byl však spíše vzácný. 

Všechny ostatní rody se vyskytovaly v méně než třech vzorcích. 

 

Obrázek 9: Relativní abundance osmi nejčastějších rodů vzdušných řas v jednotlivých 
obdobích. 

Světelnou mikroskopií byly detekovány řasy pouze v sedmi ze 12 prohlížených vzorků, 

přičemž naprostá většina pozorování řas pocházela z jediného filtru odebraného v květnu 

2022. Z tohoto vzorku bylo izolováno 20 z celkem 34 balíčků pozorovaných za celé období.  

 

Obrázek 10: Řasy extrahované z filtrů pozorované pod světelným mikroskopem. (b), (j) a (k) 
pravděpodobně přestavují soredie. Měřítko 10 µm. 
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Řasy se ve vzduchu nikdy nevyskytovaly v podobě jednotlivých buněk (jako na Obrázku 7), 

ale tvořily různě velké konglomeráty spolu s hyfami hub (Obrázek 10).  

Pouze v jednom případě se zdálo, že konglomerát obsahuje jen malou sacinoidní kolonii řas 

bez jakékoli příměsi hyf (Obrázek 10ch). Biomasa hub někdy zcela převažovala nad 

biomasou řas (např. Obrázek 10f, 10i), jindy byla méně patrná (10c). Největší rozměry 

jednotlivých balíčků se pohybovaly mezi 16 (10ch) a 148 (10g) µm. Některé balíčky 

obsahovaly pravděpodobně více různých druhů řas (např. na obrázku 10g lze tušit různě 

velké kulovité buňky). Všechny pozorované řasy pravděpodobně náležely do třídy 

Trebouxiophyceae. Přesnější determinace bohužel nebyla možná. Struktura některých 

z balíčků nápadně připomínala typickou strukturu lišejníkových vegetativních propagulí 

(10b, 10j, 10k). Pravděpodobně šlo o soredie (srov. Příloha 3). 

5.5 Srovnání diverzity substrátů a aeroplanktonu 

Odlišnost jednotlivých typů substrátů a vzduchu se projevila nejen v rozdílech v druhovém 

bohatství jednotlivých tříd. Rozdílnost v celkovém druhovém složení jednotlivých prostředí 

dobře ilustruje NMDS (Obrázek 11). Z diagramu využívajícím Brayův-Curtisův index je 

patrná vyšší variabilita vzorků vzduchu oproti vzorkům jednotlivých substrátů. Všechny tři 

hlavní typy substrátů (kůra, půda, kámen) vytvořily více méně samostatné klastry. Markantní 

byla zejména odlišnost kůry od ostatních prostředí. Naopak vzorky získané z kamenů a půdy 

si byly navzájem více podobné. Vzorky kůry pocházející ze stélek epifytických lišejníků a 

volně žijících populací řas se velmi podobaly. Kortikolní společenstva měla zároveň úplný  

 

Obrázek 11: NMDS diagram zobrazující vliv substrátu na složení řasových společenstev. 
Brayův-Curtisův index, tři dimenze, stres = 0,12. První osa vysvětluje 52 % variability, druhá 
osa 10 %. 
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překryv se vzorky vzduchu. U vzorků z půdy a kamenů došlo k oddělení jednotlivých 

sublokalit – stepní lokality VIN1 a objektu vodárenské společnosti VIN2. Vzorky z předem 

sterilizované půdy a plastových krycích sklíček se nijak výrazně nelišily od okolní půdy 

lokality VIN2. 

 

Obrázek 12: Typy stélek u volně žijících druhů obývajících přírodní substráty. (a) Počty 
druhů řas s daným typem stélky. (b) Relativní abundance řas s daných typem stélky na 
různých substrátech. 

Významné rozdíly můžeme najít mezi prostředími i na úrovni funkčních traitů. Největší 

množství druhů mělo kokální stélku (110), následovala stélka sarcinoidní (11) a bičíkatá (7). 

 

Obrázek 13: Počty druhů fotobiontů lišejníků a volně žijících řas na různých typech 
přírodních i uměle upravených substrátů. 

Na všech substrátech dominovaly řasy s nejjednodušší možnou organizací stélky – kokální 

druhy. Jejich převaha byla nejvýraznější ve vzduchu a nejméně výrazná v půdě (Obrázek 
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12). Z důvodu přítomnosti velkého množství neznámých „dark taxonů“ nebylo možné 

v mnoha případech typ stélky identifikovat, což se projevilo zejména v půdě. 

Jednotlivé substráty vykazovaly rozdíly i na úrovni životního stylu (Obrázek 13). Největší 

podíl potvrzených druhů fotobiontů lišejníků byl zaznamenán ve vzduchu a na kůře, kde tyto 

organismy tvořily nadpoloviční většinu (56 a 62 %). Menší zastoupení symbiotických řas 

bylo na kamenech a v půdě (43 a 21 %). Velmi podobný pohled se nám naskytne srovnáme-

li přírodní substráty z hlediska relativních abundancí jednotlivých skupin (Obrázek 14). 

Fotobionti tvoří většinu nalezených řas ve vzduchu i na kůře. Ještě výrazněji však dominují 

v saxikolních řasových komunitách. 

 

Obrázek 14: Relativní abundance fotobiontů lišejníků a volně žijících řas na různých typech 
přírodních i uměle upravených substrátů 

Zajímavé je také podívat se na kolonizaci sterilizované půdy z hlediska životních strategií 

řas. Součástí datasetu byly dva vzorky z původně sterilního bloku půdy odebrané 6 měsíců 

od jeho opětovného navrácení na lokalitu (Ster. půda 1) a po třech měsících od tohoto 

prvního odběru (Ster. půda 2), kdy byla zároveň odebrána i plastová sklíčka umístěná na 

povrch takto upraveného substrátu. Na Obrázku 13 je jasně vidět celkový nárůst druhového 

bohatství v ošetřené půdě za uplynulou dobu. Tento nárůst se však týkal zejména volně 

žijících řas. Mírný nárůst diverzity nicméně zaznamenala i populace fotobiontů (přibyly 

celkem tři druhové linie). Diverzita fotobiontů na plastových krycích sklíčkách byla 

překvapivě vyšší než v ošetřené půdě. Při srovnání z hlediska relativních abundancí skupin 

(Obrázek 14) lze pozorovat nárůst fotobiontů lišejníků v předem sterilizované půdě v čase a 

výrazně vyšší podíl fotobiontů na plastových krycích sklíčkách než v okolní sterilizované 

půdě. Morfotypy patřící běžným rodům symbiotických řas (Trebouxia/Asterochloris) bylo 
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možné na sklíčkách nalézt i pod mikroskopem (Příloha 4). Častější však byly morfotypy 

běžných převážně volně žijících rodů (např. Coccomyxa, Chloroidium, Pseudochlorella, 

Stichococcus). 

5.6 Srovnání výskytu endosymbiotických řas v lišejníkových 
stélkách a okolí 

Srovnáme-li substrátové preference endosymbiotických řas detekovaných v lišejníkových 

stélkách (Sangerovo sekvenování) a na okolních substrátech (metabarcoding), můžeme si 

všimnout jistých odlišností. 

 

Obrázek 15: Substrátové preference fotobiontů asexuálních lišejníků v endosymbiotickém 
(vnitřní obkruží) a volně žijícím stavu (vnější obkruží). 

Řasy v endosymbiotickém stavu často preferovaly jediný typ substrátu (Obrázky 15–18). 

Celkem 14 druhů se vyskytovalo pouze ve stélkách epifytických lišejníků, sedm druhů pouze 

ve stélkách saxikolních lišejníků a dva duhy jen ve stélkách terikolních lišejníků. Saxikolní 
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i epifytické lišejníky zároveň obývaly jen dva běžné druhy endosymbiontů: Trebouxia I01B 

a T. decolorans (Obrázky 17–18).  

 

Obrázek 16: Substrátové preference fotobiontů asexuálních lišejníků v endosymbiotickém 
(vnitřní obkruží) a volně žijícím stavu (vnější obkruží). 

Oproti tomu volně žijící řasy byly schopny porůstat často vícero substrátů, přestože většinou 

preferovaly pouze jeden z nich. Výjimku tvořil druh Asterochloris magna, který se 

vyskytoval stejnou měrnou na kamenech i v půdě a v zanedbatelném množství také ve 

vzduchu (Obrázek 15). Naopak druhy T. gelatinosa a T. sp. I2, T. sp. I8 a T. simplex a T. 

jamesii nebyly nikdy přítomny jinde než na borce stromů.  

Preferovaný typ substrátu v symbiotickém vztahu povětšinou odpovídal preferovanému typu 

substrátu ve volně žijícím stavu. Výjimku tvořil opět druh A. magna, který se vyskytoval 

pouze v epifytických lišejnících, ale na kůře nebyl vůbec detekován. Podobný případ nastal 

i u druhu T. jamesii. Část endosymbiontů byla zachycena i ve vzduchu. Jednalo se zejména 
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o druhy preferující kůru, kterých bylo ve vzduchu často značné množství. Půdní 

endosymbionti nebyli ve vzduchu zachyceni nikdy. 

 

Obrázek 17: Substrátové preference fotobiontů asexuálních (označeno hvězdičkou) a 
převážně asexuálních lišejníků v endosymbiotickém (vnitřní obkruží) a volně žijícím stavu 
(vnější obkruží). 

Ne všechny endosymbiotické řasy byly detekovány v metabarcodingem zpracovávaných 

vzorcích odebraných z jednotlivých typů substrátů nacházejících se v blízkosti odebraných 

stélek. U „asexuálních“ druhů fotobiontů (= druhů vyskytujících se jen v asexuálních 

lišejnících) byla takových případů dokonce více něž polovina a patřily k nim zejména 

neznámé druhy rodu Trebouxia přiřazené ke cladu „I“ (T. sp. I7, T. sp. I10, T. sp. I11, T. sp. 

I12), dva zástupci rodu Asterochloris (A. friedlii, A. gaertnerii) a jedna neznámá linie rodu 

Symbiochloris (S. sp. 12). Všechny tyto druhy byly izolovány ze sorediózních lišejníků 

patřícím k rodům Pertusaria, Physcia, Phaeophyscia, Lepraria a Parmelia. U „smíšených“ 
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druhů fotobiontů tato situace nastala pouze jednou: u druhu Asterochloris glomerata 

izolovaném z lišejníku Cladonia subulata, který se množí pohlavně i nepohlavně. 

 

 

Obrázek 18: Substrátové preference fotobiontů sexuálních lišejníků a fotobiontů převážně 
sexuálních lišejníků (v 90 % případů, označeno hvězdičkou) v endosymbiotickém (vnitřní 
obkruží) a volně žijícím stavu (vnější obkruží). 

5.7 Vliv meteorologických parametrů na diverzitu řas v 
aeroplanktonu 

Průměrná rychlost větru zaznamenaná během aktivní činnosti vzorkovače vzduchu za celé 

období měření (únor 2022–duben 2023) byla 2,2 m/s. Největrnějším ročním obdobím byla 

zima 2022 s průměrem 6 m/s. V průběhu tohoto období byly zaznamenány četné poryvy 

větru s rychlostí 10–15 m/s. Data z tohoto období však obsahovala jen velmi malý počet 

pozorování. Naopak na podzim byla průměrná rychlost větru nejnižší (1,4 m/s). Trendy 

v průměrné měsíční rychlosti větru na lokalitě Vinařice popisuje Obrázek 19. 
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Obrázek 19: Průměrné měsíční hodnoty rychlosti větru (m/s) na lokalitě zaznamenané 
během činnosti vzorkovače vzduchu v období únor 2022–duben 2023. Položená křivka 
představuje odhad vytvořený s použitím zobecněného aditivního modelu. 95% intervaly 
spolehlivosti jsou zobrazeny barevným stínováním. 

 

Obrázek 20: Větrná růžice zobrazující převládající směry větru na lokalitě zaznamenané 
během činnosti vzorkovače vzduchu v období únor 2022–duben 2023. 
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Za celé období sběru dat na lokalitě nebylo možné vysledovat zřetelný trend ve směru větru, 

ačkoli nejvyšší frekvence poryvů větru byla zaznamenána ze severu, zejména pak severo-

severovýchodu (Obrázek 20). Severní nebo severovýchodní proudění na lokalitě převládalo 

během zimy, jara a podzimu 2022. Na jaře 2023 převládalo jižní proudění. V ostatních 

obdobích nebylo možné určit převládající směr větru. 

Vztah druhové bohatosti ve vzorcích vzduchu a základních parametrů rychlosti větru 

(průměr, medián, rozptyl) se nepotvrdil. V případě průměru a mediánu byl vztah veličin 

průkazný (p= 0,02), nicméně po odstranění jediného pozorování (březen–duben 2022) vztah 

signifikance pozbyl (p = 0,4). U ostatních parametrů (směr větru, relativní vlhkost vzduchu, 

úhrn srážek) se vztah také nepotvrdil. 

5.8 Srovnání diverzity řas v aeroplanktonu a širším okolí 
lokality 

Illumina MiSeq metabarcoding lišejníkových stélek a vzorků substrátů nasbíraných v širším 

okolí lokality vyústil v získání 916817 readů zelených řas. Celkový počet nalezených linií 

byl 247. Během odběru tedy nebyla zachycena celková diverzita lokality (celý dataset 

zahrnoval 283 linií). Dvě linie byly například zachyceny pouze ve vzduchu a nebyly 

detekovány ani dlouhodobým průzkumem jednotlivých typů substrátů. Patřila k nim 

Neochlorosarcina blízce příbuzná druhu N. negevensis a neznámá trebouxiophytní linie 

spadající do příbuzenstva rodu Coccomyxa. Některé linie nicméně naopak nebyly zachyceny 

nikde jinde než právě na kruhovém transektu.  

 

Obrázek 21: Nejčastější druhy řas lišejníkových stélek. (a) Procento sekvencí získaných 
klasickým sekvenováním. (b) Relativní zastoupení druhů detekovaných metabarcodingem. 
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Průměrný počet druhů řas ve všech vzorcích lišejníkových stélek byl 40. Ve vzorcích z volně 

žijících populací byla diverzita průměrně dvakrát vyšší (81 druhů). Nejvyšší průměrná i 

absolutní diverzita všech vzorků byla zaznamenána v západní části transektu, který byl 

zároveň nejvíce heterogenní (zahrnoval step, les, louku, pole i remízek). Nejméně 

heterogenní severní (pole a remízek) část měla průměrnou diverzitu nejnižší. Pokles 

diverzity byl zaznamenán zejména u vzorků lišejníkových stélek. 

Pomocí Illumina MiSeq metabarcodingu smíšených vzorků lišejníkových stélek 

pocházejících z okolí sublokality VIN2 se podařilo získat 635747 readů zelených řas. 

V lišejníkových stélkách se nacházely pouze řasy patřící do tříd Trebouxiophyceae a 

Ulvophyceae. Trebouxiophytní řasy zde tvořily naprostou většinu diverzity, nejčastější byl 

rod Trebouxia. Mezi ulvophytní obyvatele lišejníků patřila neznámá linie rodu Trentepohlia, 

Printzina lagenifera a Pseudendoclonium blízce příbuzné rodu P. arthropyreniae. Tyto tři 

linie měly ve vzorcích lišejníků jen velmi nízké relativní abundance. Naopak nejčastější byla 

linie Trebouxia OTU I01B, T. decolorans a Chloroidium arboriculum (Obrázek 21b), tento 

druh však nepatří ke známým druhům fotobiontů lišejníků (Sanders & Masumoto 2021; 

Veselá, Malavasi & Škaloud 2023) a pravděpodobně je tak spíše hojnou epithallickou řasou 

než novým druhem fotobionta. 

Téměř všechny detekované řasy však patřily k rodům, které zahrnují symbiotické i volně 

žijící zástupce. Výjimkou byl např. rod Dictyochloropsis, a několik neznámých 

trebouxiophytních linií. Překvapivě velké množství druhů vyskytujících se v lišejnících (25) 

nebylo pomocí metabarcodingu detekováno v okolním prostředí. Jednalo se zejména o 

některé zástupce rodů Trebouxia, Asterochloris a Symbiochloris, u kterých je většina druhů 

symbiotická. Jinde než v lišejníkových stélkách se ovšem nevyskytovaly ani některé druhy 

patřící k rodům Pseudendoclonium, Apatococcus, Dictyochloropsis, Chloroidium a 

Jaagichlorella, které jsou spíše volně žijící. Rod Dictyochloropsis by měl dokonce zahrnovat 

pouze volně žijící zástupce (Škaloud et al. 2016). Některé z těchto linií patřily k nedávno 

popsaným druhům J. africana, J. roystonensis, D. asterochloroides, Ch. lobatum (Darienko, 

Lukešová & Pröschold 2018; Darienko & Pröschold 2019; Škaloud et al. 2016) a byly 

mezitím zaznamenány i v některých dalších studiích. Nikdy však v lišejnících (Ji, Chen & 

Pang 2022; Solarz et al. 2020). 

Ze srovnání rozdílů v druhovém složení řas zachycených ve vzduchu za celé období a 

jednotlivých segmentů transektu pomocí Brayova-Curtisova indexu beta diverzity (Obrázek 

22) je patrné, že výrazně nižší odlišnost (párový t-test: p = 0,003) byla zjištěna u vzorků 

lišejníkových stélek (Obrázek 22b). Pohybovala se mezi hodnotami 0,4 (segment N1) a 0,77 
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(segment W1). Nejnižší průměrnou hodnotu vykazovala severní část transektu (0,45) a 

nejnižší část západní (0,65). Překvapivě vyšší průměrnou disimilaritu vykazovalo těsné okolí 

vzorkovače vzduchu (0,56 oproti 0,50 v nejvzdálenější částech transektu). Odlišnost volně 

žijících společenstev byla výrazně vyšší. Pohybovala se v rozmezí 0,5–0,91 (segmenty N1 a 

N3, Obrázek 22a) a vykazovala často zcela opačné trendy: nejnižší průměrná disimilarita 

zde byla zaznamenána u západní (0,62) a nejvyšší u severní části území (0,74). Nejvyšší 

průměrnou podobnost vykazovalo blízké okolí vzorkovače vzduchu (0,68) a nejnižší okolí 

vzdálené (0,75). 

 

Obrázek 22: Znázornění odlišností druhového složení řas ve vzduchu (za celé období) a 
v jednotlivých segmentech transektu pomocí beta diverzity (Brayův-Curtisův index). 
Umístění vzorkovače vzduchu je označeno růžovým bodem. Tmavší odstín segmentu značí 
vyšší disimilaritu. (a) Srovnání pro volně žijící řasy. (b) Srovnání pro lišejníkové stélky. 
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6 Diskuse 

6.1 Celková řasová diverzita lokality 

Výsledky rozsáhlého environmentálního sekvenování úseku ITS2 rDNA zelených řas 

potvrdily absolutní převahu zástupců třídy Trebouxiophyceae (Chlorophyta) ve vzorcích 

lišejníkových stélek i na všech typech substrátů na dlouhodobě studované středočeské 

lokalitě. Dominance této třídy byla zřejmá jak z hlediska relativních abundancí druhů, tak i 

z hlediska druhové bohatosti (Obrázek 23a). Podobné výsledky jsou v mírném až chladném 

klimatu naprosto běžné, bez ohledu na typ metody využitý k identifikaci řas (Broady 1984; 

Hallmann et al. 2016; Rippin et al. 2018; Stewart et al. 2021). V tropech naopak často 

dominuje třída Ulvophyceae (Suutari et al. 2010; Zhu et al. 2018). 

 

Obrázek 23: Celková diverzita lokality. (a) Počty druhů v jednotlivých třídách. (b) Podíl linií, 
které nebylo možné přiřadit k žádnému rodu („dark taxa“). 

Všechny nalezené třídy zelených řas obsahovaly určitý podíl linií, které nebylo možné 

přiřadit k žádné nižší, ale mnohdy ani vyšší, taxonomické jednotce (Obrázek 23b). Výjimkou 

nebyly ani samostatné, hluboké linie neobsahující jedinou blízkou sekvenci z databáze. Toto 

je běžný jev u většiny studií využívajících moderní metody environmentálního sekvenování 

(Sherwood et al. 2017; Zhu et al. 2018). Tyto linie, někdy označované jako „dark taxa“ (De 

Clerck et al. 2013), tvořily dokonce celých 51 % diverzity a dokonce přes 60 % readů v rámci 

třídy Chlorophyceae. Diskrepance mezi tradičním morfologickým přístupem a 

fylogenetikou dokonce vedly u některých skupin v rámci této třídy k rezignaci na tradiční 

systém klasifikace (Watanabe & Lewis 2017). U zbývajících tříd byl tento podíl výrazně 

nižší. Za povšimnutí stojí relativně nízký podíl linií nepřiřaditelných k žádnému známému 

rodu u třídy Trebouxiophyceae. Tyto linie zde tvořily pouze 18 % z celkové diverzity, která 

byla u této třídy neobyčejně vysoká (Obrázek 23a). Zároveň k nim patřila jen 4,3 % readů. 

U této třídy tak pozornosti unikají pravděpodobně hlavně vzácné druhy, které není možné 
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zachytit kultivací. Možnou příčinou relativně dobré prozkoumanosti genetické diverzity 

terestrických zástupců této třídy může být symbiotická povaha většiny jejich rodů, díky které 

je jim věnována poměrně intenzivní pozornost (Muggia et al. 2020; Škaloud et al. 2015; 

Thüs et al. 2011; Zahradníková et al. 2017). 

Část těchto organismů patří ke zcela polyfyletickým morfologicky definovaným rodům bez 

adekvátní taxonomické revize (např. „Chlorococcum“). Velká část však pravděpodobně 

patří ke zcela novým, dosud neobjeveným liniím. Může se jednat o snadno přehlédnutelné 

kokální druhy řas, které se doposud nepodařilo sekvenovat např. pro jejich možnou neochotu 

růst na kultivačním mediu (Hirsch, Mauchline & Clark 2010; Tong et al. 2017) nebo pro 

jejich velkou vzácnost. Menší část případů však mohou tvořit dříve morfologicky popsané 

druhy, ke kterým však dosud chybí sekvence (De Clerck et al. 2013). Příkladem může být 

rod Keratococcus, který se vyznačuje nezaměnitelným tvarem buněk a na lokalitě byl 

zaznamenán při pozorování plastových krycích sklíček.  

 

Obrázek 24: Relativní abundance tříd (a) a nejčastějších rodů (b) na lokalitě. 

Na lokalitě celkově dominovaly rody s širokou ekologickou nikou a schopností porůstat více 

různých substrátů (Obrázek 24b). Příkladem mohou být rody Trebouxia, Chloroidium, 

Apatococcus a Myrmecia, které převládaly zejména na borce stromů a kamenech. Tyto rody 

jsou běžnou součástí většiny studií zabývajících se terestrickými řasami (např.: Flechtner, 

Johansen & Belnap 2008; Hallmann et al. 2016; Schulz et al. 2016; Vázquez-Nion et al. 

2016; Štifterová & Neustupa 2017), kde rovněž obývají nejrůznější typy prostředí a 

substrátů.  

Poměrně překvapivé výsledky však ukázal pohled na půdní řasové dominanty. Kromě 

velkého množství „dark“ linií ze třídy Trebouxiophyceae a zejména pak Chlorophyceae mezi 

ně patřil i méně známý rod Pseudendocloniopsis (Ulvophyceae), zahrnující v současnosti 

jediný akceptovaný druh P. botryoides (Guiry & Guiry 2023), jehož sekvence byly v hojné 



 

58 

míře zachyceny i na lokalitě Vinařice. Jednalo se tam o absolutně nejběžnější součást 

půdních společenstev. Tento druh tvořící rozpadavá pseudovlákna bývá součástí stojatých i 

tekoucích vod (Hodač et al. 2015; Škaloud et al. 2018), povrchů ledovců, kde však výrazněji 

prosperuje jen po dodání dusíku (Darcy & Schmidt 2016), a extrémně chladných oblastí 

(Schmidt & Darcy 2015). Přestože byl zaznamenán jako jedna z komponent biologických 

půdních krust (Weber, Büdel & Belnap 2016), v článcích o diverzitě půdních řas tento druh 

většinou chybí (Büdel et al. 2009; Flechtner et al. 2008; Patova & Novakovskaya 2018; 

Samolov et al. 2020; Zancan, Trevisan & Paoletti 2006), a neobjevuje se ani při použití NGS 

metod (Stewart et al. 2021). V půdě byly detekovány i některé recentně popsané rody (např. 

Laetitia, Malavasi et al. 2022), což jen dále poukazuje na to, že naše porozumění půdnímu 

prostředí je stále velmi limitované. 

Půda byla také jediným typem habitatu, ve kterém nedominoval rod Trebouxia. Vyskytoval 

se zde velmi vzácně a tvořil méně než jedno procento všech readů zelených řas. Toto zjištění 

je poměrně překvapující, protože výskyt tohoto rodu v půdě byl v minulosti zaznamenán 

nejen pomocí NGS metod (Metz et al. 2019; Stewart et al. 2021; Vančurová et al. 2020), ale 

mnohokrát i morfologicky (Büdel et al. 2009; Cameron 1960; Dirborne & Ramanujam 2017; 

Flechtner et al. 2008; Garraza et al. 2011; Novakovskaya et al. 2020; Škaloud 2009). 

Trebouxia je zároveň fotobiontem mnoha druhů terikolních lišejníků (např. někteří zástupci 

rodů Psora, Thamnolia, Cetraria, Cetrariella, Flavocetraria, Nelsen & Gargas 2009; 

Ruprecht, Brunauer & Türk 2014; Leavitt et al. 2015; Xu et al. 2020). Na lokalitě se však 

žádný takový druh lišejníku nevyskytoval. Vančurová et al. 2020 naopak ve své studii jeden 

z těchto druhů nalezli (Cetraria ericetorum) a relativní abundance rodu Trebouxia zde byly 

na některých lokalitách v půdě výrazně vyšší. Podobný jev popisují i Novakovskaya et al. 

2020, podle kterých se některé druhy fotobiontů řas vyskytovaly pouze na lokalitách 

dominovaných lišejníky. V souladu s tvrzeními některých autorů (Ahmadjian 1988; Sanders 

2005) je tedy možné, že u tohoto rodu existuje jistá míra závislosti na blízkosti mykobionta, 

a volně žijící populace jsou bez jeho přítomnosti jen velmi malé a efemerní. 

Přes velký nárůst ve využití NGS metod v aerobiologii (Câmara et al. 2023; de Groot et al. 

2021; Woo et al. 2013) se jen velmi málo těchto prací zaměřuje na diverzitu řas (Sherwood 

et al. 2017; Sherwood, Wade & Conklin 2020). Sherwood et al. 2017 a Sherwood Wade & 

Conklin 2020 využili pro charakterizaci vzdušného mikrobiomu Havajských ostrovů 

Illumina metabarcoding s využitím univerzálních plastidových primerů. Tímto přístupem se 

jim však podařilo získat jen velmi limitované množství OTU patřících zeleným řasám – 

většinu jejich pozorování tvořily sinice, což je typické právě pro tropické oblasti (Sharma et 
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al. 2007). Výsledky této práce, zastoupením jednotlivých tříd jakož i celkovou diverzitou, 

naopak dobře odpovídaly výsledkům Tesson & Šantl-Temkiv 2018. V jejich vzorcích 

odebraných ze sněhu (Švédsko) a dále charakterizovaných pomocí ITS rDNA naprosto 

dominovali zástupci třídy Trebouxiophyceae (40 ze 46 chlorophytních kmenů). Zbývající 

kmeny náležely však pouze do třídy Chlorophyceae.  

Dominantní druh výše zmíněné studie (Desmococcus olivaceus), však v této práci nebyl ve 

vzduchu vůbec zachycen. Vzdušná společenstva byla naopak zcela ovládána rodem 

Trebouxia, který byl ve vzduchu zaznamenán v množství studií jako poměrně častý 

(Genitsaris et al. 2011; Sherwood et al. 2020; Tesson & Šantl-Temkiv 2018). Podle 

metabarcoding studie provedené ve Španělsku se rod Trebouxia vyskytoval ve vzduchu 

zejména v zimním období (Cáliz et al. 2018). Velmi vysoké relativní abundance tohoto rodu 

byl zaznamenány i v zimě 2022 v této práci. Genitsaris, Moustaka-Gouni & Kormas 2011 

naopak tento rod zachytili pouze na jaře. Vzhledem k použití velmi různorodých metodik 

napříč články jsou však sezonní rozdíly jen velmi těžko interpretovatelné. 

Rod Trebouxia však nepřevládal jen ve vzduchu. V této práci se ukázal nejen jako nejčastější 

endosymbiont lišejníků, ale i jako jedna z hlavních komponent kortikolních i saxikolních 

řasových společenstev spolu s některými dalšími rody zahrnujícími převážně fotobionty 

lišejníků (Symbiochloris). Fotobionti tak pravděpodobně představují nejběžnější řasy, se 

kterými se dennodenně setkáváme. Podobné výsledky přinesly i jiné studie využívající 

environmentálního sekvenování (Dreyling et al. 2022; Stewart et al. 2021), což je zcela 

v rozporu s mnoha staršími i recentními pracemi, které existenci volně žijících populací 

fotobiontů nepřestávají zpochybňovat (Ahmadjian 1967, 1988, 2001; Gärtner & Stoyneva 

2003; Novakovskaya et al. 2020). Tato zjištění tak dále podtrhávají nutnost dalšího studia 

populací fotobiontů uvnitř lišejníkových stélek i mimo ně s nasazením nekultivačních 

technik. 

6.2 Na stopě zdrojům symbiotických řas 

Je až s podivem, že o organismech, které mohou tvořit hlavní složku terestrických řasových 

společenstev a organismech, které pokrývají až 10 % planety a dominují hned v několika 

typech ekosystémů (Nash 1996), víme stále jen velmi málo. Jendou z dosud 

nezodpovězených otázek je způsob získávání fotosyntetizujících partnerů mykobionty (Beck 

et al. 1998; Cardós et al. 2019; Peksa et al. 2022; Vančurová et al. 2020; Zúñiga et al. 2017).  

Zatímco pro sexuálně se množící druhy je dostupnost symbiotických partnerů v okolí 

naprosto zásadní, asexuální druhy na jejich přítomnosti závislé nejsou (Cao et al. 2015). 
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Přesto bychom měli být schopni detekovat symbionty asexuálních lišejníků v jejich blízkosti 

– ať už ve formě rozptýlených propagulí, nebo volně žijících buněk (Doering & Piercey-

Normore 2009; Marshall 1996). Tento předpoklad se však u víc než poloviny druhů řas 

asociujících na lokalitě výhradně s asexuálními druhy lišejníků (Symbiochloris sp. 12, 

Asterochloris friedlii, A. gaertnerii, Trebouxia sp. I10 T. sp. I11, T. sp. I12, T. sp. I7) a u 

jednoho druhu vázaného na lišejník využívající oba způsoby rozmnožování zároveň (A. 

glomerata), nepotvrdil. Tyto druhy nebyly nikdy zachyceny mimo lišejníkové stélky, a to 

ani tehdy, zahrneme-li do srovnání i data z širšího okolí lokality. Popsaní zástupci nebyli 

dokonce, s výjimkou jednoho nálezu druhu A. glomerata, v prostředí detekováni ani v NGS 

studiích zaměřených na řasovou diverzitu (Fonseca et al. 2022; Metz et al. 2019; Stewart et 

al. 2021; Vančurová et al. 2020). Druhy A. friedlii a A. gaertnerii navíc asociují téměř 

výhradně s asexuálními druhy lišejníků (Kosecka et al. 2021; Škaloud et al. 2015), zejména 

pak s pravděpodobně zcela sterilním, běžným rodem Lepraria množícím se pomocí rozpadu 

jeho sorediózní stélky (Lendemer 2011). Metabarcodingem směsných vzorků lišejníkových 

stélek bylo detekováno hned několik dalších druhů řas, které se nevyskytovaly nikdy mimo 

lišejníkové stélky. Jednalo se zejména o zástupce převážně symbiotických rodů (Trebouxia, 

Asterochloris, Symbiochloris). Vzhledem k tomu, že tyto druhy nebyly v lišejnících 

zachyceny pomocí Sangerova sekvenování je možné, že v lišejníkových stélkách plnily roli 

tzv. „přídatných symbiontů“ (Voytsekhovich & Beck 2016). Některé z těchto linií jsou tak 

pravděpodobně vysoce specializované na symbiotický způsob života a netvoří běžně volně 

žijící populace. V prostředí okolo lišejníků pak nemusí být detekovány např. proto, že mimo 

lišejníkové stélky se dostávají jen v podobě klonálních propagulí, jejichž schopnost šíření 

může být jen velmi omezená (Ronnas et al. 2017). 

Všechny druhy lišejníkových řas jsou dnes považovány za fakultativní symbionty (Sanders 

& Masumoto 2021). Ve skutečnosti však možná tvoří kontinuum, kdy na jedné straně 

extrému stojí zcela nezpochybnitelně samostatně žijící druhy a na straně druhé obligátní 

symbionti lišejníků, již se v přírodě mimo stélku vyskytují pouze v podobě klonálních 

propagulí. Do první skupiny bychom mohli řadit běžné, „plevelné“ aerofytické druhy patřící 

často k jinému řádu než Trebouxiales, které ochotně asociují se sexuálními druhy lišejníků. 

Mezi ně můžeme řadit např. druh Diplosphaera chodatii. Další skupinu 

„nezpochybnitelných symbiotických oportunistů“ by mohly tvořit makroskopické druhy 

fotobiontů vodních či „hraničních lišejníků“, které lichenizací nápadně mění svoji 

morfologii či anatomii. Jejich existenci ve volně žijícím stavu tak lze bez problému dokázat 

(např. rody Prasiola a Blidingia, shrnuto ve Veselá, Malavasi & Škaloud 2023). Do skupiny 

druhé by pak patřily řasy (pravděpodobně jen rody Trebouxia či Asterochloris) specializující 
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se na soužití se striktně asexuálními lišejníky, které možná zcela ztratily schopnost tvořit 

samostatně žijící populace (A. gaertnerii, A. friedlii). Prostor mezi nimi by pak mohly 

vyplňovat některé druhy na symbiotický styl života specializovaných rodů Trebouxia a 

Asterochloris, více či méně závislé na přítomnosti kompatibilních mykobiontů na lokalitě. 

Úniky těchto řas ze stélek by mohly „krmit“ jejich malé a efemerní volně žijící populace. 

Příkladem by mohly být druhy T. gelatinosa a A. magna, které se na lokalitě mimo lišejníky 

vyskytovaly jen v nepatrných množstvích. 

Naopak všechny druhy endosymbiontů preferujících sexuální lišejníky se podařilo detekovat 

zároveň i na substrátech v okolí stélek. V některých případech byli dokonce potenciální 

endosymbionti na substrátech poměrně běžní a patřili zde k hlavním komponentám řasových 

společenstev (např. Trebouxia decolorans na kůře, Diplosphaera chodatii na kamenech). 

V jiných případech se endosymbiotické řasy vyskytovaly dokonce v sexuálních i 

asexuálních druzích zároveň a mohly tak tvořit tzv. lišejníkové guildy (Rikkinen 2003). 

Příkladem může být velmi diverzifikované seskupení převážně sexuálních lišejníků, které 

na skalkách a kamenech sdílelo jediný genotyp fotobionta (T. incrustata), který se zároveň 

vyskytoval i vně lišejníkových stélek. V těchto případech by tak klíčící ascospora lišejníku 

teoreticky neměla mít problém opatřit si vhodného symbionta z okolního prostředí 

podobným způsobem, jaký popisuje např. Sanders 2014.  

Jindy však symbiotické řasy byly na substrátech velice vzácné, což odpovídá výsledkům 

hned několika dalších prací využívajících metabarcoding (Černajová et al. 2023; Vančurová 

et al. 2020). Spory mykobiontů využívající tyto extrémně vzácné druhy řas tak 

pravděpodobně musí umět přečkat na substrátu delší období bez symbiotického partnera, 

případně přežívat na suboptimálních zdrojích živin (Etges & Ott 2001; Gaßmann & Ott 

2000). Další možností je produkce velkého množství askospor, která může zvýšit úspěšnost 

uchycení lišejníku (Dettki, Klintberg & Esseen 2000). Šance na uchycení zvyšuje u 

některých lišejníků i rapidní, neorientovaný růst mycelia klíčící askospory, které je tak 

schopno rychle pokrýt určitou část substrátu (Ott 1987). Lišejníkem, u kterého bylo původně 

zaznamenáno toto chování je extrémně úspěšný a široce rozšířený eutrofofilní druh 

Xanthoria parietina, který se na lokalitě vyskytoval jak na borce stromů, tak i na kamenech. 

Tento druh překvapivě vykazuje poměrně vysokou míru specificity a asociuje 

pravděpodobně jen se dvěma druhy fotobiontů (Beck et al. 1998; Beck & Mayr 2012; Nyati, 

Werth & Honegger 2013). Na lokalitě Vinařice na obou typech substrátů asocioval pouze 

s jedním z druhů (T. decolorans), který byl na kamenech velmi vzácný. Druhý možný 

symbiotický partner (T. arboricola) nebyl na lokalitě vůbec detekován a možnost 
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nepohlavního rozmnožování je u tohoto druhu lišejníku vzhledem k absenci genetické 

diferenciace populací nepravděpodobná (Wyczanska et al. 2023). Schopnost mistrně ovládat 

všechny výše zmíněné strategie zvyšující šanci nalezení symbionta je tak možná jednou 

z hlavních příčin enormního úspěchu tohoto druhu. 

Mnoho druhů fotobiontů asexuálních i sexuálních lišejníků se podařilo zachytit zároveň i ve 

vzduchu – často v nezanedbatelném množství. Šíření řasových buněk vzduchem by tak 

mohlo sexuálním druhům lišejníků skutečně umožňovat kolonizaci nových substrátů i bez 

přímé asistence „core species“, jak navrhují Peksa et al. 2022. Na dalším udržování těchto 

populací by se pak mohly podílet náhodné úniky buněk ze stélek těchto lišejníků (Peksa et 

al. 2022). Podobnou funkci by však teoreticky mohl plnit i kontinuální přísun řasových 

buněk umožněný jejich efektivním přenosem vzduchem, zejména vezmeme-li v potaz 

obdivuhodné „vychytávací“ schopnosti lišejníků. Teoreticky by mohl umožňovat 

dlouhodobou kolonizaci i těch substrátů, které vybočují z optima symbiotické řasy. Tento 

proces má však patrně jen limitovaný efekt, jak uvedu na následujícím příkladu. 

Trebouxia decolorans je velmi běžná a téměř všudypřítomná řasa. Byla zdokumentována 

v mnoha lišejnících rostoucích od Evropy až po Severní Ameriku a je velmi „nevybíravá“ 

jak ve vztahu k různým druhům mykobiontů, tak i ve vztahu k různým typům substrátů 

(Nyati et al. 2013; Peksa et al. 2022; Werth & Sork 2014). Existují četné záznamy o jejím 

výskytu na skalách, na kůře i ve vzduchu (Nyati et al. 2013; Peksa et al. 2022; Tesson & 

Šantl-Temkiv 2018; Voytsekhovich & Beck 2016). Druh byl pozorován na tenkých řezech 

kůry stromů (Bubrick, Galun & Frebsdorff 1984), a dokonce na fasádě panelového domu v 

Ostravě (Vojtková 2017), a to ve volně žijícím stavu. Na lokalitě Vinařice se tento druh 

vyskytoval hojně na kůře (ve stélkách i mimo ně) i ve vzduchu, kde patřil dokonce 

k nejčastějším druhům. Na kamenitých substrátech byl však extrémně vzácný a jeho výskyt 

se zde omezoval pouze na sublokalitu VIN2, kde byl přítomen i v několika sexuálních 

druzích lišejníků. Zatímco na sublokalitě VIN2 vzduch teoreticky mohl „sytit“ místní 

lišejníky přísunem symbiontů z kůry, na sublokalitě VIN1 se tento efekt neprojevil, přestože 

na okolních stromech a pravděpodobně i ve vzduchu byl druh přítomen. 

Je tedy pravděpodobné, že i přes možnost efektivního transportu obou symbiontů vzduchem 

hrají v procesu jejich uchycování na nové lokalitě velkou roli např. i drobné environmentální 

rozdíly, které oba partneři patrně citlivě sledují. 
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6.3 O původu řasových bioaerosolů 

Výskyt řas ve vzduchu může mít řadu ekonomických, environmentálních i zdravotních 

dopadů, z nichž většina je z pohledu člověka nežádoucí (Tesson, Skjøth & Šantl-temkiv 

2016). Proto je překvapující, že jen málo studií si kladlo za cíl vypátrat jejich původ (Bálint 

et al. 2014; Brown, Larson & Bold 1964; Carson & Brown 1976; Chu, Tneh & Ambu 2013; 

Genitsaris et al. 2011; Sharma, Singh & Rai 2006). Většina z nich se navíc soustředila spíše 

na půdu (Brown et al. 1964; Carson & Brown 1976; Sharma, Singh & Rai 2006) a vodní 

tělesa (Genitsaris et al. 2011; Sharma, Singh & Rai 2006), která jsou dodnes považována za 

hlavní zdroj řasových bioaerosolů (Sharma et al. 2007). Sharma, Singh & Rai 2006 např. 

uvádí, že 53 % řas v ovzduší indického Váránasí pochází z půdy a zbývající část převážně 

z vodního zdroje. Výraznou korelaci diverzit vzduchu a očekávaného zdroje tyto studie však 

mnohdy neprokázaly (Carson & Brown 1976; Genitsaris et al. 2011). Kůra byla naopak 

v recentním review označena za zdroj jen velmi nepravděpodobný (Sahu & Tangutur 2015). 

Výsledky této práce těmto hypotézám příkře odporují – dle druhového složení, relativních 

abundancí i dalších parametrů jsou řasy do vzduchu emitovány převážně právě z borky 

stromů, zejména pak z na ní rostoucích lišejníkových stélek. Vodní organismy pak ve 

vzduchu nebyly zaznamenány vůbec, což je vzhledem k absenci vodních ploch v blízkosti 

lokality (několik drobných nádrží se vyskytuje v okruhu dvou km od lokality) a neschopnosti 

těchto organismů snášet desikaci (Tesson & Šantl-Temkiv 2018), očekávatelné. 

Srovnání diverzity řas v aeroplanktonu a širším okolí lokality nepřineslo důkaz o vlivu 

vzdálenosti anebo směru na diverzitu řas v aeroplanktonu. Pouze dva ze 44 taxonů 

vyskytující se ve vzduchu nebyly nalezeny nikdy na studované lokalitě v okruhu 300 m od 

vzorkovače vzduchu. Je tedy pravděpodobné, že tyto dva druhy na lokalitu „přicestovaly“ 

ze vzdálenějších zdrojů. Lišejníky byly naopak během srovnání potvrzeny jako důležitý 

zdroj vzduchem přenášených řas nejen na základě podobnosti s vzorky lišejníkových stélek, 

ale i na základě několika přímých morfologických pozorování soredií. Srovnání našich 

výsledků s dalšími pracemi však vzhledem k použití unikátní metodiky není snadné. 

Morfologická pozorování u článků zaměřených na řasovou diverzitu většinou chybí (Chu et 

al. 2013; North & Davis 1988; Rosas, Roy-Ocotla & Mosiño 1989; Sherwood et al. 2017; 

Sherwood, Conklin & Liddy 2014; Sherwood et al. 2020; Singh et al. 2018), přesto jsou 

v nich velmi často zaznamenávány běžné druhy fotobiontů lišejníků (zejména rod 

Trebouxia; Brown, Larson & Bold 1964; Genitsaris, Moustaka-Gouni & Kormas 2011; 

Singh, Wade & Sherwood 2018; Tesson & Šantl-Temkiv 2018; Sherwood, Wade & Conklin 

2020). Nechybí ani záznamy o pozorování soredií (Armstrong 1987; Marshall & Chalmers 
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1997; Tormo et al. 2001), které mohou být všudypřítomnou (Harmata & Olech 1991) a 

naprosto dominantní složkou aeroplanktonu, která dokonce početně převažuje propagule 

vyšších rostlin i aposymbiotické propagule lišejníků (Marshall & Convey 1997). Zdá se tedy, 

že vegetativní propagule lišejníků mohou být poměrně účinným a běžným prostředkem 

šíření řas. Vzhledem k tomu, že jsou k šíření vzduchem uzpůsobené a oddělují se od 

lišejníkových stélek velmi snadno i při nižších rychlostech větru (Bailey 1966; Pyatt 1973) 

tak mohou být ve vzduchu hojnější než volně žijící aeroterestrické řasy, které jsou 

k substrátu mnohdy pevně přirostlé a k jejich osvobození je pravděpodobně třeba silnější 

mechanický impulz (Sahu & Tangutur 2015) např. v podobě tření povrchů o sebe při silném 

větru, či disturbancí spojených s pohybem živočichů a lidskou činností. Těsné přimknutí řas 

k substrátu by mohlo zároveň vysvětlovat raritní výskyt vláknitých forem hustě porůstajících 

borku stromů ve vzduchu. 

Dominance kortikolních řas v aeroplanktonu má několik možných vysvětlení. Kromě toho, 

že velká část řas pravděpodobně „cestuje“ v podobě symbiotických propagulí pocházejících 

z všudypřítomných a mohutné nárosty vytvářejících stélek epifytických lišejníků, může hrát 

roli i „startovací výška“ těchto částic, která představuje důležitý faktor např. i při šíření 

semen vyšších rostlin. Platí zde jednoduchý vztah – čím vyšší rostlina je, tím dále její 

propagule dolétnou (Soons et al. 2004; Tamme et al. 2014). Výška startu dokonce má podle 

některých studií větší význam než hmotnost propagule (Thomson et al. 2011) a může mít 

také vliv na dobu setrvání částice „na cestě“ (Wilkinson et al. 2012). Roli by mohlo hrát i 

rychlejší vysychání povrchu kůry ve srovnání s půdou. Aerosolizace řasových částic je totiž 

významně negativně korelována s relativní vlhkostí a srážkami (Schlichting 1969; Sharma, 

Rai & Singh 2006; Tormo et al. 2001) a šíření i osvobozování soredií z mateřských stélek je 

rovněž mnohem efektivnější při startu ze suchého substrátu (Bailey 1966). 

Ani tyto body však dostatečně uspokojivě nevysvětlují raritní výskyt typicky půdních taxonů 

ve vzduchu. Bezprostřední okolí lokality je ovlivňováno zemědělskou technikou, jejíž 

činnost (spolu s mnoha dalšími antropogenními aktivitami) způsobuje masivní uvolňování a 

šíření půdních částic v podobě prachu (Baker, Southard & Mitchell 2005; Goossens, Gross 

& Spaan 2001), ale zároveň i zde přítomných organismů, což je jev známý již bezmála dvě 

století (Darwin 1846). Efekt se nejsilněji projevuje za suchého počasí (Schlichting 1969; 

Naveen K. Sharma, Rai & Singh 2006; Tormo et al. 2001), o které však na této v podstatě 

stepní lokalitě nebývá nouze (Štefánek 2006). Intenzivní uvolňování půdních a řasových 

částic do okolí by tak mělo na lokalitě nastat minimálně několikrát ročně. Výskyt pro danou 

lokalitu typicky půdních taxonů (tzn. nebyly vůbec zaznamenány na jiných substrátech) ve 
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vzduchu (Pseudendocloniopsis botryoides, „Chlorophyceae 5“) by tak měl být pouze 

občasný a korelovat s obdobím zemědělských prací, což se u těchto druhů potvrzuje. 

Vzácnost půdních druhů ve vzorcích vzduchu by mohly vysvětlit i fyziologické rozdíly. 

Různé typy prostředí přináší pro řasová společenstva různé typy výzev. Jednou ze základních 

charakteristik odlišujících jednotlivé typy substrátů je jejich schopnost zadržet vodu, kterou 

tyto organismy citlivě sledují (Štifterová & Neustupa 2015). I blízce příbuzné linie 

pocházející z odlišných prostředí se tak mohou velmi lišit ve své odpovědi na desikační stres 

(Gray, Lewis & Cardon 2007). Lze tedy předpokládat, že kortikolní společenstva budou 

např. oproti těm půdním daleko lépe adaptovaná na vysoušení, které nevyhnutelně provází 

transport živých částic vzduchem (Tesson & Šantl-Temkiv 2018). Významné zastoupení 

trebouxiophytních řas ve vzduchu pozorované i v dalších pracích (Tesson & Šantl-Temkiv 

2018) lze vysvětlit jejich zvýšenou rezistencí zapříčiněnou schopností produkce polyolů 

(Gustavs, Görs & Karsten 2011). Touto schopností však disponují i kortikolní řasy z jiných 

tříd – např. Trentepohlia/Printzina (Ulvophyceae). Schopnost snášet desikaci je u nich však 

oproti dalším kortikolním druhům nižší, což by mohlo vysvětlovat jejich nižší zastoupení ve 

vzorcích vzduchu ve srovnání s kůrou (Holzinger & Karsten 2013; Lüttge & Büdel 2010). 

Velmi výraznou odolnost k vysoušení pak vykazují fotobionti lišejníků, kteří jej dokáží 

snášet i v kombinaci s působením světla (Lange et al. 2006; Wieners, Mudimu & Bilger 

2012). Tato vlastnost by mohla vysvětlovat jejich převahu na substrátech vystavených 

největší míře desikace (kůra, kámen) a zároveň vysvětlovat výrazně větší zastoupení 

fotobiontů na plastových krycích sklíčkách oproti okolní půdě. 

Na tomto místě je také třeba zmínit možný negativní vliv námi zvoleného způsobu sběru 

vzorků. Téměř nepřetržitý průtok vzduchu filtry mohl vést k jejich dalšímu vysoušení a 

teoreticky i další ztrátě informací o méně rezistentních druzích. Pro vyloučení této možnosti 

by bylo vhodné srovnat výsledky získané touto metodou s výsledky získané jinou metodou 

spoléhající na pasivní „odchyt“ částic, např. pomocí postupu popsaného v Sherwood, Wade 

& Conklin 2020. 

Desikaci odolné taxony vyskytující se mj. i ve vzduchu s velkou pravděpodobností nejsou 

naopak schopny uspět v půdě. Příčinou může být jejich neschopnost snášet dlouhodobé 

zamokření, které omezuje příjem CO2 nejen u volně žijících (Bertsch 1966; Szyja, Büdel & 

Colesie 2018), ale i u lichenizovaných řas (Lange et al. 2006). Organismy obývající půdu 

však vykazují jen nepatrný pokles příjmu CO2, který se navíc dostavuje se zpožděním (Szyja 

et al. 2018). Absence či rarita půdních řas ve vzduchu pak pravděpodobně způsobuje jen 

velmi neefektivní a pomalou kolonizaci nových prostředí touto cestou. Sterilizovaný blok 
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půdy byl tak v našem případě pravděpodobně kolonizován jinými způsoby např. pomocí 

pohybu zvířat (Revill, Stewart & Schlichting 1967; Solarz et al. 2020) a lidí, energie dodané 

částicím kapkami deště (Sahu & Tangutur 2015) či aktivního pohybu buněk s využitím 

bičíků nebo jinými způsoby (Banerjee, Bandopadhyay & Shukla 2012; Cardon et al. 2022). 
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7 Závěr 

Velmi důkladným průzkumem diverzity zelených řas ve všech jejich potenciálních 

aeroterestrických habitatech, jehož rozsah pravděpodobně nemá v oboru obdoby, se s 

využitím metabarcodingu a Sangerova sekvenování ITS rDNA podařilo získat 1313 OTU, 

které bylo dále možné přiřadit ke 283 liniím na úrovni druhu. Mnoho z těchto linií však 

nebylo možné zařadit k žádnému popsanému druhu ani rodu, což poukazuje na to, že naše 

znalosti o diverzitě těchto organismů jsou stále velmi limitované. Chybí pak zejména u 

půdních zástupců třídy Chlorophyceae. Jednotlivé typy prostředí vykazovaly velmi 

kontrastní druhová složení. Nejvíce se odlišovala půda, která byla zároveň jediným 

habitatem, ve kterém nepřevládaly druhy známé z lišejníkových stélek. 

Významné rozdíly mezi druhy endosymbiotických řas spolupracujících s asexuálními a 

sexuálními druhy lišejníků pak byly zaznamenány při srovnávání jejich výskytu v okolí 

lišejníkových stélek. Zatímco druhá skupina fotobiontů byla v okolí přítomna vždy, řasy 

patřící ke druhé skupině zde mnohdy zcela chyběly. Domníváme se proto, v rozporu se 

v současnosti akceptovanou hypotézou, že ne všechny lišejníkové řasy představují 

fakultativní symbionty. Jedná se spíše o celou škálu životních stylů od zcela závislých, 

obligátních symbiontů po hojné, volně žijící druhy. Celkem 13 z 25 nalezených 

dominantních endosymbiotických řas se vyskytovalo i v aeroplanktonu. Vzduch tak 

pravděpodobně představuje účinné transportní médium fotobiontů, které lišejníkům 

umožňuje kolonizaci dosud neobsazených substrátů. Vzhledem k efektivním adaptacím 

lišejníků na „vychytávání“ i velmi vzácných genotypů řas z prostředí by mohl teoreticky 

sloužit jako zdroj i tam, kde se symbiotické řase ve volně žijícím stavu nedaří. 

Nejdůležitějším zdrojem řasových bioaerosolů jsou pravděpodobně řasy rostoucí na borce 

stromů, zejména pak ve stélkách epifytických lišejníků. Šíření těchto řas vzduchem nejspíš 

umožňuje větší výška startu, jejich snadnější uvolňování do okolí a jejich neobyčejná 

odolnost. 

Fotobionti lišejníků jsou naprosto dominující a zároveň velmi diverzifikovanou složkou 

terestrických řasových společenstev. Jedná se zcela nepochybně o jedny z nejběžnějších řas, 

se kterými se, většinou nevědomky, dennodenně setkáváme, dotýkáme se jich a dokonce je 

i dýcháme. Tato práce, v mnoha ohledech první svého druhu, přináší poznatky rozšiřující 

naše vědomosti o těchto důležitých organismech a zároveň podněty k dalšímu výzkumu. 
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9  Přílohy 

Příloha 1: Fylogenetický strom obsahující všechny sekvence zelených řas získané metabarcodingem vytvořený na základě ITS2 rDNA pomocí metody 
Maximum Likelihood (ML). Hodnoty u větvení udávají statistickou podporu (bootstrap). Jednotlivé druhy jsou odlišeny barevně. 
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Příloha 2: Přehled lišejníků. Oranžově epifytické lišejníky, šedě terikolní a žlutě saxikolní. 
Čeleď a způsob rozmnožování dle ITALIC 7.0 (Martellos et al. 2023). 

ID Lišejník Čeleď Rozmnožování Fotobiont 

EP01 Parmelia sulcata Parmeliaceae soredie Trebouxia sp. I7 

EP02 Physcia tenella Physciaceae soredie Trebouxia OTU I01B 

EP03 Candelariella reflexa Candelariaceae soredie / 

EP04 Xanthoria parietina Teloschistaceae spory 
Trebouxia 
decolorans 

EP05 Xanthoria parietina Teloschistaceae spory 
Trebouxia 
decolorans 

EP06 Physcia cf. aipolia Physciaceae spory Trebouxia OTU I01B 

EP07 Lecanora sp. Lecanoraceae spory 
Trebouxia 
decolorans 

EP08 Candelariella vitellina Candelariaceae spory 
Trebouxia 
decolorans 

EP09 Physcia cf. caesia Physciaceae soredie Trebouxia OTU I01D 

EP10 Physcia aipolia Physciaceae spory Trebouxia sp. I2 

EP11 Physcia tenella Physciaceae soredie Trebouxia OTU I01B 

EP12 Lecanora sp. Lecanoraceae spory Trebouxia simplex 

EP13 Parmelia sulcata Parmeliaceae soredie Trebouxia sp. I8 

EP14 
Phaeophyscia cf. 
orbicularis Physciaceae soredie Trebouxia OTU I01D 

EP15 
Melanelixia cf. 
glabratula Parmeliaceae izídie Trebouxia sp. I8 

EP16 
Melanelixia 
glabratula Parmeliaceae izídie Trebouxia sp. I8 

EP17 Physcia adscendens Physciaceae soredie Trebouxia OTU I01B 

EP18 Ramalina sp. Ramalinaceae ? Trebouxia jamesii 

EP19 Ramalina sp. Ramalinaceae ? Trebouxia jamesii 

EP20 Physcia adscendens Physciaceae soredie Trebouxia OTU I01B 

EP21 Physcia caesia Physciaceae soredie Trebouxia OTU I01D 

EP22 Candelariella reflexa Candelariaceae soredie / 

EP23 Bacidina mendax Ramalinaceae spory / 

EP24 Bacidina mendax Ramalinaceae spory / 

EP25 
Scoliciosporum 
sarothamni Scoliciosporaceae soredie / 

EP26 Parmelia sulcata Parmeliaceae soredie 
Trebouxia 
gelatinosa 

EP27 Parmelia sulcata Parmeliaceae soredie Trebouxia sp. I8 

EP28 Cladonia sp. Cladoniaceae soredie 
Asterochloris 
magna 

EP29 
Melanelixia 
glabratula Parmeliaceae izídie Trebouxia sp. I8 

EP30 
Melanelixia cf. 
glabratula Parmeliaceae soredie Trebouxia sp. I8 

EP31 Xanthoria parietina Teloschistaceae spory 
Trebouxia 
decolorans 

EP32 Xanthoria parietina Teloschistaceae spory / 
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ID Lišejník Čeleď Rozmnožování Fotobiont 

EP33 Physcia adscendens Physciaceae soredie 
Trebouxia OTU 
I01B 

EP34 
Xanthoria cf. 
polycarpa Teloschistaceae spory 

Trebouxia 
decolorans 

EP35 Physcia tenella Physciaceae soredie Trebouxia OTU I01E 

EP36 Physcia sp. Physciaceae soredie Trebouxia sp. I10 

EP37 
Xanthoria cf. 
polycarpa Teloschistaceae spory / 

EP38 
Physcia cf. 
orbicularis Physciaceae soredie 

Trebouxia OTU 
I01D 

EP39 Pertusaria sp. Pertusariaceae soredie 
Symbiochloris sp. 
12 

EP40 Pertusaria sp. Pertusariaceae soredie 
Symbiochloris sp. 
12 

EP41 Physcia tenella Physciaceae soredie 
Trebouxia OTU 
I01B 

EP42 Physcia cf. nigricans  Physciaceae soredie Trebouxia sp. I12 

EP43 Physcia cf. stellaris Physciaceae spory 
Trebouxia OTU 
I01B 

EP44 
Phaeophyscia 
orbicularis Physciaceae soredie Trebouxia sp. I11 

EP45 Lepraria sp. Stereocaulaceae soredie 
Asterochloris 
gaertnerii 

EP46 
Candelariella 
vitellina Candelariaceae spory 

Trebouxia 
decolorans 

EP47 Physcia cf. caesia Physciaceae soredie Trebouxia sp. I10 

EP48 Physcia cf. caesia Physciaceae soredie Trebouxia sp. I10 

EP49 Lecania naegeli Ramalinaceae spory / 

EP50 Amandinea punctata Caliciaceae spory 
Trebouxia 
decolorans 

EP51 Amandinea punctata Caliciaceae spory 
Trebouxia 
decolorans 

EP52 
Scoliciosporum 
sarothamni 

Scoliciosporacea
e soredie / 

VIN1/1 Cladonia rangiformis Cladoniaceae fragmentace 
Asterochloris 
woessiae 

VIN1/2 Cladonia foliacea Cladoniaceae 
fragmentace/spor
y 

Asterochloris 
woessiae 

VIN1/3 Cladonia subulata Cladoniaceae soredie/spory 
Asterochloris 
glomerata 

VIN1/4 
Xanthoparmelia 
protomatrae Parmeliaceae spory 

Trebouxia 
incrustata 

VIN1/5 
Xanthoparmelia 
stenophylla Parmeliaceae spory Trebouxia vagua 

VIN1/6 
Xanthoparmelia 
conspersa Parmeliaceae izídie Trebouxia vagua 

VIN1/7 
Xanthoparmelia 
loxodes Parmeliaceae izídie 

Trebouxia 
incrustata 

VIN1/8 
Xanthoparmelia 
verruculifera Parmeliaceae izídie Trebouxia vagua 
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ID Lišejník Čeleď Rozmnožování Fotobiont 

VIN1/9 
Protoparmeliopsis 
muralis Lecanoraceae spory 

Trebouxia 
incrustata 

VIN1/1
0 

Candelariella 
vitellina Candelariaceae spory 

Trebouxia 
incrustata 

VIN1/1
1 

Acarospora cf. 
fuscata Acarosporaceae spory 

Trebouxia 
incrustata 

VIN1/1
2 Buellia aethalea Caliciaceae spory 

Trebouxia 
incrustata 

VIN1/1
3 

Scoliciosporum 
umbrinum Scoliciosporaceae spory / 

VIN1/1
4 Lecidea fuscoatra Lecideaceae spory 

Trebouxia 
incrustata 

VIN1/1
5 

Rhizocarpon 
geographicum Rhizocarpaceae  spory 

Trebouxia 
incrustata 

VIN1/1
6 Lecanora rupicola Lecanoraceae spory 

Trebouxia 
incrustata 

VIN1/1
7 

Aspiciliella cf. 
intermutans Megasporaceae spory 

Trebouxia 
incrustata 

VIN1/1
8 

Circinaria 
hoffmaniana Megasporaceae spory / 

VIN1/1
9 Lecidella carpathica Lecanoraceae spory 

Trebouxia 
incrustata 

VIN1/2
0 Amandinea punctata Caliciaceae spory 

Trebouxia 
incrustata 

VIN1/2
1 Polysporina simplex Acarosporaceae spory 

Trebouxia 
incrustata 

VIN1/2
2 Caloplaca atroflava Teloschistaceae spory 

Trebouxia 
incrustata 

VIN1/2
3 Trapelia placodioides Trapeliaceae soredie 

Pseudochlorella 
pyrenoidosa 

VIN1/2
4 Rimularia furvella Trapeliaceae izídie 

Pseudostichococcus 
monallantoides 

VIN1/2
5 Verrucaria sp. Verrucariaceae spory / 

VIN1/2
6 Lepraria cf. elobata Stereocaulaceae soredie Asterochloris friedlii 

VIN2/1 Physcia tenella Physciaceae soredie Trebouxia OTU I01B 

VIN2/2 Physcia caesia Physciaceae soredie / 

VIN2/3 
Phaeophyscia 
orbicularis Physciaceae soredie / 

VIN2/4 
Phaeophyscia 
nigricans Physciaceae soredie / 

VIN2/5 Physcia adscendens Physciaceae soredie Trebouxia OTU I01B 

VIN2/6 Xanthoria parietina Teloschistaceae spory 
Trebouxia 
decolorans 

VIN2/7 Verrucaria sp. Verrucariaceae spory 
Diplosphaera 
chodatii 

VIN2/8 Buellia aethalea Caliciaceae spory / 

VIN2/9 Lecidella stigmatea Lecanoraceae spory 
Trebouxia 
incrustata 
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ID Lišejník Čeleď Rozmnožování Fotobiont 

VIN2/1
0 Lecanora dispersa Lecanoraceae spory 

Trebouxia 
decolorans 

VIN2/1
1 

Caloplaca cf. 
holocarpa Teloschistaceae spory 

Trebouxia 
decolorans 

VIN2/1
2 Lecanora polytropa Lecanoraceae spory 

Trebouxia 
incrustata 

VIN2/1
3 Polysporina simplex Lecanoraceae spory 

Trebouxia 
incrustata 

VIN2/1
4 

cf. Placynthiella 
icmalea Trapeliaceae soredie / 

VIN2/1
5 

Candelariella 
vitellina Candelariaceae spory 

Trebouxia 
incrustata 

VIN2/1
6 Caloplaca atroflava Teloschistaceae spory 

Trebouxia 
incrustata 

VIN2/1
7 Verrucaria sp. Verrucariaceae spory 

Diplosphaera 
chodatii 

VIN2/1
8 Trapelia coarctata Trapeliaceae spory 

Pseudochlorella 
pyrenoidosa 

VIN2/1
9 

Scoliciosporum 
umbrinum Scoliciosporaceae spory 

Pseudochlorella 
pringsheimii 

VIN2/2
0 cf. Bacidina Ramalinaceae  soredie / 

VIN2/2
1 

Acarospora cf. 
fuscata Acarosporaceae spory 

Trebouxia 
incrustata 

VIN2/2
2 Amandinea punctata Caliciaceae spory / 

VIN2/2
3 cf. Bacidina Ramalinaceae  soredie / 

VIN2/2
4 cf. Bacidina Ramalinaceae  soredie 

Trebouxia 
incrustata 
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Příloha 3: Soredie epifytických lišejníků z blízkého okolí lokality VIN2 ve světelném (a) a 
skenovacím elektronovém mikroskopu (b). Měřítka: (a) 20 μm, (b) 10 μm. 

 



 

114 

Příloha 4: Přímá pozorování společenstev půdních řas vyvíjejících se na plastových krycích 
sklíčkách. (a) Chlamydomonas-like, (b) Diplosphaera-like, (c) Keratococcus, (d) 
Pseudochlorella, (e) Chloroidium, (f) Klebsormidium, (g) Stichococcus, (h) 
Trebouxia/Asterochloris, (ch) Coccomyxa. Měřítko 10 μm. 
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9.1  Elektronické přílohy 

Elektronická příloha 1: Relativní abundance druhů detekovaných metabarcodingem 
(EP1_druhy.csv). 

Elektronická příloha 2: ML strom rodu Trebouxia obsahující Sanger sekvence lišejníků, 
environmentální sekvence a referenční sekvence dle Muggia et al. 2020 a Peksa et al. 2022 
(EP2_Trebouxia.png). 

Elektronická příloha 3: ML strom rodu Asterochloris obsahující Sanger sekvence lišejníků, 
environmentální sekvence a referenční sekvence (Škaloud, nepublikováno; 
EP3_Asterochloris.png). 

Elektronická příloha 4: ML strom rodů Pseudochlorella, Symbiochloris, Diplosphaera a 
Pseudostichococcus obsahující Sanger sekvence lišejníků, environmentální sekvence a 
relevantní BLAST výsledky (EP4_ostatni.png). 

Elektronická příloha 5: Rychlosti a směry větru naměřené na lokalitě za období únor 2022–
duben 2023 (EP5_vitr.csv) 


