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Abstrakt

Tato prace poskytuje piehled dosud publikovanych poznatki tykajicich se bakterii v liSejnikové
symbi6ze. Na zacatku je popsana liSejnikova symbidza a organismy, které se ji ucastni. Zvlastni
pozornost je vénovana symbiotickym bakteriim vyskytujicim se v liSejnikovych stélkach, které maji
v této symbiodze nezastupitelnou roli. Dlraz je kladen pfedevsim na rizné funkce, které bakterie
v lisejnikové symbidze mohou mit. Tyto funkce zahrnuji naptiklad fixaci vzdusného dusiku, tvorbu
kobalaminu, nezbytného pro rast n¢kterych tas, vylucovani antimikrobiadlnich latek a recyklaci zivin
obsazenych ve starych castech stélky. V préci jsou dale uvedeny hlavni skupiny bakterii, které se
vyskytuji v liSejnikové symbiodze, spolu s faktory, které ovliviiuji jejich vyskyt. Nejhojnéji se vyskytujici
skupinou bakterii v liSejnicich jsou alfaproteobakterie. Jejich vyskyt v liSejnicich je pravdépodobné
ovlivnén i Castym vyskytem téchto bakterii v substratu, na kterém liSejnik roste. Dal§imi hojné
zastoupenymi skupinami bakterii v liSejnicich jsou zastupci kmene Firmicutes, aktinobakterie c¢i
acidobakterie. VSechny dulezité skupiny bakterii liSejniky prebiraji jak vertikdlnim pfenosem, tak

pfenosem horizontalnim.

Klicova slova: alfaproteobakterie, fixace dusiku, antagonisticka aktivita, mikrobiota, biofilm

Abstract

This thesis summarizes the most recent research on bacteria in lichen symbiosis. Lichen symbiosis and
the partners participating in it are described in the first part of the thesis. The emphasis is mainly on the
different functions that bacteria can have in lichen symbiosis. These functions include, for example, the
fixation of atmospheric nitrogen, the production of cobalamin, essential for the growth of some algae,
the secretion of antimicrobial substances and the recycling of nutrients contained in old parts of the litter.
The main groups of bacteria that occur in the lichen symbiosis are also discussed, along with the factors
that influence their occurrence. The most abundant group of bacteria in lichens are the
Alphaproteobacteria. Their abundance in lichens is probably influenced by the frequent occurrence of
these bacteria in the substrate on which the lichen grows. Other abundant groups of bacteria in lichens
are representatives of Firmicutes, actinobacteria or acidobacteria. All important groups of bacteria are

acquired by lichens through both vertical transfer and horizontal transfer.
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Uvod

Symbiotické bakterie jsou rozsifeny napii¢ riznymi organismy. Napftiklad stfevni mikrobiota
zivocicht 1 cloveéka je pro jejich zivot velmi dulezitd (Andersson et al., 2008; Barke et al., 2010).
I u rostlin jsou znamy symbiotické bakterie zijici v jejich kofenovém systému, které napomahaji jejich
zivotaschopnosti (Andrade et al., 1997). Lisejnikova mikrobiota je neméné dulezita pro zivot liSejnikd.
Stejné jako u rostlin a zivocicht, je druhove specificka a je utvarena z riznych skupin bakterii, pficemz
nékteré jsou zastoupeny vice nez jiné (Grube et al., 2009). Uvadi se, Ze bakterii ve stélce miize zit az
10® buné&k bakterii na 1 gram zivé hmotnosti lidejniku (Grube et al., 2009). Bakterie v liSejnikové
symbiodze jsou pro organismy tvorici liSejnik pfinosné v mnoha riznych aspektech. Napomahaji napft.
recyklaci zivin, vytvareji dalezité hormony, fixuji vzdu$ny dusik nebo mohou byt prosp€sné pro
fotobionta tim, Ze mu poskytuji vitamin Bis. V poslednich pfiblizné patnacti letech je diverzita a role
bakterii v liSejnikové symbidze pomérné intenzivné studovana. Nekteti autofi dokonce nazyvaji
lisejnikové bakterie bakteriobiontem (Swamy a Gayathri 2021; Jiang et al. 2017; Pankratov 2023) a

stavi je na podobnou uroven jako mykobionta, fotobionta ¢i cyanobionta.

Bakterie v liSejnicich byly poprvé popsany v praci Uphof (1925). Od tohoto objevu bylo
k tématu publikovano pouze malé mnozstvi ¢lankd (Henkel a Plotnikova 1973; Henckel a Yuzhakova
1936; Panosyan a Nikogosyan 1966; Lenova a Blum 1983 citovano podle Grimm et al. 2021).
K intenzivnimu rozvoji vyzkumu bakterii spojenych s lisejniky doslo az v nultych letech dvacatého
stoleti s rozvojem molekularnich a zobrazovacich metod (napf. sekvenace nukleovych kyselin ¢i FISH
kombinovana s konfokalni mikroskopii). Poprvé byly tyto metody vyuzity ke studiu liSejnikové
mikrobioty v roce 2006 (Cardinale et al., 2006), v pozdéjsich letech na tuto studii rizni autofi zacali
navazovat a mnozstvi publikovanych ¢lanki se zna¢né zvysilo (napf. Grube et al. 2009; Printzen et al.
2012; Sigurbjornsdéttir, Andrésson, a Vilhelmsson 2015; Eymann et al. 2017; Pankratov et al. 2020; Xu
et al. 2022; Pankratov 2023). K dnesku bylo na téma bakterii v liSejnikové symbidze publikovano

priblizné 90 praci.

Cilem této prace je shrnout dostupnou literaturu zabyvajici se vyskytem symbiotickych
necyanobakteridlnich bakterii v liSejnicich, jejich funkci, diverzitou a faktory, které tuto diverzitu

ovliviuji.



1 Partneri v liSejnikové symbioze

Symbiotické vztahy hub s jinymi organismy, predevsim s fotoautotrofnim organismem, jsou
velice staré. Jednim z Casto uvadénych piikladii houbovych symbiotickych interakci jsou lisejniky,
o kterych se v literatuie uvadi, ze existovaly jiz nejméné pred 415 miliony let (Honegger et al., 2013).
Jedna se predevsim o suchozemské organismy, ackoliv existuji urcité vyjimky, kterymi jsou lisejniky
zijici ve vodnim prostiedi, a to jak v moiském (West et al., 2018), tak ve sladkovodnim (Jones et al.,
2014). Mohou se vyskytovat v Siroké skale klimatickych podminek: od tropickych destnych lest az
po polarni oblasti. V nékterych biotopech jsou tak rozsiteny, Ze tvofi zasadni ¢ast celkové hmotnosti
veskeré biomasy (Miranda-Gonzalez and McCune, 2020). LiSejniky jsou hojné rozsifeny napiic
ekosystémy 1 diky své schopnosti dobfe zvladat extrémni podminky. Naptiklad liSejniky z Antarktidy
jsou schopné snaset teploty klesajicii k -50 °C a srazky neptesahujici 50 mm za rok. Jiné druhy liSejnik,
adaptované na zivot v pousti, jsou naopak schopny se vyrovnat i s teplotami dosahujicimi 70 °C
(Spribille et al., 2022). Nekter¢ liSejniky jsou vSak schopny pfezit i jesté extrémnéjsi podminky. Druh
Xanthoria parietina byl napf. schopen rist i po upravé pro skenovaci elektronovou mikroskopii
(Honegger, 1995), kterd zahrnuje kroky jako je napt. ponoteni do kapalné¢ho dusiku o teploté -196 °C.
Dale byly v literatufe popsany i ptipady, kdy byly liSejniky schopny ptezit i ve vesmirnych podminkéch
(Brandt et al., 2015; de Vera, 2012).

LiSejniky byly tradi¢n€ nahlizeny jako mutualistické souZiti jednoho hetrotrofniho mykobionta
a autotrofniho fotobionta (Nash, 1996). V soucasnosti je objevovano stile vice dalSich organismu
zapojujicich se do lisejnikové symbidzy a pojeti lisejnikd jako symbiotického organismu se tak rozsifuje

o dalsi partnery jako napft. kvasinky ¢i bakterie (viz Obr. 1) (Bates et al. 2011; Spribille et al. 2016).

cross section

medulla
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Obr. 1 — Schéma fezu stélkou lisejniku Lobaria pulmonaria zobrazujici organismy podilejici se na lisejnikové
symbioze (upraveno podle Eymann et al. (2017).



1.1 Mykobiont

Mykobiont tvori vétsinu stélky a utvari vysledny morfologicky tvar liSejniki, a proto je to prave
houbova slozka, ktera dava lisejnikiim jméno. Tvar liSejnikii se ovSem muze vyjimecn¢ u nékterych
druht lisit podle toho, s jakym druhem fotobionta mykobint zije v souziti (Liicking et al., 2021).
V soucasnosti je znamo piiblizn¢ 19 400 druht lichenizovanych hub (Liicking et al., 2017). Vice néz
98 % z nich spada do kmene Ascomycota, Citajiciho vice nez 60 000 popsanych druht (Kirk et al.,
2001). Lichenizace je chapana jako vyhodna Zivotni strategie z nutri¢niho hlediska, vyskytujici se

u nezanedbatelného poc¢tu druhd hub (Honegger, 2009) .

vvvvvv

pfinost pro vSechny organismy tvotici liSejnikovou stélku je to, Ze mykobiont #idi vodni rezim (Larson,
1979). Dalsi ulohou mykobinta, prospésnou pro cely liSejnik je ochrana fotobionta pted predaci tim, ze
vylucuje sekundarni metabolity (Gauslaa, 2005). Zaroven nékteré sekundarni metabolity odstiniuji UV
zafeni, které by mohlo fotobionta poskodit (Solhaug et al., 2003). Bylo prokazano, Ze mykobiont
fotobionta pred posSkozenim svétlem nechrani pouze svymi sekundarnimi metabolity, ale je schopen
i aktivné presouvat ve stélce bunky fotobionta podle aktualnich svételnych podminek (Honegger 1990

citovano podle Grimm et al., 2021).

1.2 Fotobiont

Fotobiontem lisejniki byva nejcastéji zelena tasa nebo sinice (Sanders and Masumoto, 2021),
nejbeéznéjsim z nich je zelena fasa, a to ptiblizn€ v 85 % druhti, nasleduji je sinice, které jsou druhymi
nejcastéjSimi partnery, vyskytujici se u pfiblizné 10 % druhti, a nejméné obvyklym byva souziti s obéma
fotobionty najednou, které¢ho jsou schopny pfiblizné¢ 4 % druh@ (Honegger, 2009). Nejcastéjsimi
fotobionty mezi zelenymi fasami (Chlorophyta) jsou fasy zitadt Trebouxiales a Trentepohliales
(Spribille et al., 2022). V minulosti nebylo pozorovéno, ze by se fotobionti pohlavné rozmnoZzovali,
fotobionta (Kroken and Taylor, 2000). Podle nejnovéjsich studii vsak k pohlavnimu rozmnozovani

dochézet miize a bylo pozorovano u zelenych fas rodu Asterocholoris (Trebouxiales) (Skaloud et al.,

2015).

Fotobiont poskytuje mykobiontu své asimilaty. Zelené tasy poskytuji ¢tyf- az Sestiuhlikaté
cukerné alkoholy, zatimco sinice produkuje glukézu (Richardson, Smith a Lewis 1967). V piipade
symbiotické interakce s nékterymi druhy sinic nepfispiva fotobiont do liSejnikové symbidzy pouze
produkty fotosyntézy, ale také tvorbou dusikatych latek, které ziskava fixaci vzdusného dusiku
(Millbank and Kershaw, 1970). Nekteré liSejniky jsou takzvané tripartitni a Ziji v symbioze jak se
zelenou fasou, tak se sinici, kterou liSejniky vyuzivaji pravé predevsim k fixaci vzdus$ného dusiku

(Millbank and Kershaw, 1970). Sinice v liSejnicich se nachazi v utvarech zvanych cefalodia, ve kterych
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jsou udrzovany anoxické podminky kvili spravnému fungovani enzymu nitrogenazy zodpovédnému za

fixaci vzdusného dusiku (Cornejo and Scheidegger, 2013).

1.3 Kvasinky

Relativné nové objevenym ¢lenem lisejnikové symbidzy jsou basidiomycetni kvasinky (napf.
Spribille et al. 2016). Zda se, ze v liSejnicich jsou celosvétove relativné hojné rozsiteny (napft. Spribille
et al. 2016; Cernajova a Skaloud 2019), studium kvasinek je ale pomé&mé nové a poéty zkoumanych

druhti jsou zatim omezené.

Pritomnost kvasinek byla zjisténa nejprve u rodt Bryoria a Letharia (Spribille et al., 2016).
Cernajovéa a Skaloud (2019) objevili basidiomycetni kvasinky v fadé druht rodu Cladonia, kde byly
zjistény predevsim v horni kiife, avSak mohou se vyskytovat i v jinych ¢astech stélky. Dle prace Spribille
et al. (2016) mtze mit vyskyt kvasinek v liSejnicich souvislost s produkci sekundarnich metaboliti,
konkrétn€ autofi pozorovali, ze frekvence vyskytu kvasinek korelovala s koncentraci kyseliny
vulpinové ve stélkach dvou druhti rodu Bryoria. Ve studii Mark et al. (2020), zaméfené na Sest
epifytickych druht liSejnikd, se vSak vliv sekundarnich metabolitd na diverzitu kvasinky jevil jako
zanedbatelny. Hlavnim faktorem ovliviujicim vyskyt kvasinek v liSejnicich se tedy zda byt predevsim
mykobiont (spiSe nez fotobiont), avSak vztah mezi mykobiontem a kvasinkami nedosahuje takové

specifi¢nosti jako vztah mykobionta s fotobiontem (Mark et al. 2020).

1.4 Bakterie

Dalsi skupinou organismt zapojenych do lisejnikové symbidzy jsou bakterie. Bakterie
liSejnikiim piinasi fadu benefitl jako napi. napomahani fixaci anorganického dusiku ¢i vylucovani celé
Skaly antimikrobialnich latek (napt. Liba et al. 2006; Kim, Oh, a Park 2013). Pro lisejniky jsou bakterie
diky témto vlastnostem uzitecné a je mozné, Ze se podili na schopnosti liSejnikdi vyrovnavat se
s extrémnimi podminkami prostiedi. Naopak pro bakterie Zijici v liSejnikové symbiodze je tato asociace
také vyhodna, jelikoz staré Casti liSejnikove stélky pro né pfedstavuji zdroj zivin (Grube et al., 2015).
Zaroven je mozné, ze extracelularni latky vylu€ované lisejniky maji vliv na schopnost bakterii prezivat

nepfiznivé podminky, naptiklad vysusSeni (Cernava et al., 2016).



2 Funkce bakterii

2.1 Fixace dusiku

Bakterie v lisejnicich plni rizné funkce. Jednou z nejcastéji diskutovanych je fixace dusiku. Pro
liSejniky jsou z tohoto hlediska vyznamné predevsim sinice, které jsou vSak piitomny pouze u 10 %
znamych druht liSejnikd (Grimm et al., 2021). Dalsi skupinou organismii schopnou fixovat vzdu$ny
dusik v lisejnicich jsou nefotosyntetizujici bakterie. Za tuto schopnost zodpovida gen nifH, ktery koduje
nitrogenazu (Mevarech et al., 1980), jez figuruje v cyklu zabudovavani anorganického dusiku do
organickych sloucenin (Bates et al. 2011). Tento gen vSak maji pouze nékteré sinice a néckteré
heterotrofni bakterie, ne vS§ak mykobiont ani fotobiont. Proto se bakterie jevi jako velice dllezita slozka
lisejnikové symbidzy (Bates et al. 2011). Pfedpoklada se, Ze asociace s témito mikroorganismy pomaha
lisejnikiim ptezivat i v na Ziviny velice chudych substratech. Nejrozsitenéjsi skupinou schopnou fixovat
dusik v lisejnicich jsou bakterie z fadu Hyphomicrobiales (diive Rhizobiales) (Eymann et al., 2017),
které patii mezi alfaproteobakterie, coz je zaroven i celkové nejrozsifenéjsi skupina bakterii mezi
liSejniky (Garg et al., 2016; Lee et al., 2014; Schneider et al., 2011). Hyphomicrobiales mohou tvofit
ijednu tfetinu z celkové diverzity liSejnikové mikrobioty (Erlacher et al., 2015). Geny pro fixaci
anorganického dusiku byly ale nalezeny i u gamaproteobakterii a zastupcli kmene Firmicutes (Grube et
al., 2009). Pomérné prekvapivym zjisténim je, ze bakterie fixujici dusik mohou koexistovat na jedné
stélce liSejniku se sinicemi, jez téz také mohou fixovat vzdusny dusik (Almendras et al., 2018).
Predpoklada se, ze dusik fixujici bakterie se vyskytuji ve vét§iné druhti lisejnikli, coz je podpoieno
zjiSténim, ze byly nalezeny napfic¢ riznymi rody liSejnikl (Liba et al. 2006; Bates et al. 2011; Grube et
al. 2015). Cetnost bakterii fixujicich dusik ve stélce je zavisla na obsahu organického dusiku na
konkrétnim stanovisti. Pokud je dusiku v okolnim prostfedi malo, mnozstvi bakterii fixujici dusik je
vy$si (Cardinale et al., 2012). Vyssi podil dusik fixujicich bakterii byl zjiStén také ve stélkach lisejnika,
které maji jako fotobionta zelenou fasu (Hodkinson and Lutzoni, 2009). V§em pfedchozim studiim vSak
odporuje zjisténi publikované v nové metagenomickeé studii (Tagirdzhanova et al., 2023), ve které autofi
hledali nifH geny v genomech bakterii z vice nez 400 jedincti lisejniku. Pfekvapivym vysledkem bylo,
Ze tento gen nebyl nalezen, az na jednu vyjimku, v zddnych studovanych bakteridlnich genomech.
Naopak hypotéza, ze bakterie fixuji dusik, je podpofena experimentem (Grube et al., 2009), v némz byly
bakterie ziskané z liSejnikti kultivovany na médiu obohaceném o organicky dusik a na médiu bez dusiku.
Jako bakterie schopné fixovat dusik byly vyhodnoceny ty vzorky, které vykazovaly stejnou rychlost
rustu na médiu jak s dusikem, tak bez négj. Stejné rychlosti ristu na obou médiich dosahla desetina
kultivovatelnych bakterii izolovanych ze zkoumanych liSejnikd. Zaroven vysledkim studie
Tagirdzhanova et al. (2023) odporuji vysledky prace Jiang et al. (2017), kde byly nifH geny nalezeny
u celkem 67 bakteridlnich izolatt v liSejnicich rodu Lobaria, Parmelia a Umbilicaria, z nichZ vétSina
byla zatazena mezi fad Hyphomicrobiales. Stejné tak byly nifH geny v bakteridlnim genomu nalezeny

ve studii Grube et al. (2012).



2.2 Tvorba kobalaminu

Pro nékteré tasy je k zivotu nezbytny vitamin Bj, neboli kobalamin. Tato zévislost byla
prokazana u vice nez poloviny druhi fas napfi¢ riznymi kmeny (Croft et al., 2005), jelikoZ obsahuji Bi»
dependentni methionin syntazy. Bez vitaminu B, tudiz nejsou schopny syntetizovat aminokyselinu
methionin. Nékteré druhy fas maji methionin syntazy nezavislé na Bi,, obdobné jako vyssi rostliny.
Volné zijici tasy, které maji B, dependentni methionin syntazy, ziji v souZiti s bakteriemi, které jim
poskytuji pravé vitamin Bi, (Croft et al., 2005). U bakterii v liSejnicich byla prokazana schopnost
syntetizovat vitamin By, ktery pak vyuziva pravdépodobné fotobiont (Grube et al., 2015). Zavislost na

vitaminu B, nebyla studovana u druht zijicich jako fotobionti liSejnikd, ale byla prokazana u druht

pfibuznych spadajicich, stejn€ jako nékteti fotobionti, do tfidy Trebouxiaceae (Croft et al., 2005).

2.3 Tolerance vuci kovim

LiSejniky jsou schopny zit ve velice extrémnich prostiedich. Jednim z téchto extrémnich
prostfedi jsou i substraty bohaté na toxické kovy. Predpoklada se, ze dalSi vyznamnou roli bakterii
v lisejnicich je podil na schopnosti vyrovnat se s vysokymi koncentracemi kovli v substratu, konkrétné
je to odolnost vi¢i médi, kobaltu, zinku, arsenu, rtuti a dal§im (Grube et al., 2015). V bakteriich Zijicich
v lisejnicich byly nalezeny geny souvisejici s rezistenci vuci t€émto kovim. Tyto geny se vyskytovaly
predev§im u bakterii ze skupin Bacilli a Chlorobia, nicméné v malém mnozstvi byly nalezeny
i u alfaproteobakterii (Cernava et al., 2018; Grube et al., 2015). Na schopnost adaptace liSejnikové
mikrobioty na zvyS$enou koncentraci arsenu poukazuje studie kolektivu Cernava et al. 2018, kde autofi
odebrali vzorky tii liSejnikd ze tii stanovist' s riznym obsahem arsenu v pud¢. Nasledna analyza
metagenomovych sekvenci ukazala, ze vétSina sekvenci (konkrétné 73 %) pfifazenych funkcim
souvisejicim s arsenem pochazela ze vzorku odebraného v misté snejvySsi koncentraci arsenu.
Nalezeny zde byly geny kodujici proteiny resistence vici arsenu Acr3 a ArsH, dale zde byly nalezeny
geny kodujici arsenovou efluxni pumpu, arsenat reduktazu a arsen transportujici ATPazu. Zarovei v této
studii autofi sledovali Cetnost genu pro methyltransferdzu ArsM v mikrobioté liSejnikti odebranych

v mistech s riznou koncentraci arsenu. Zde vSak nevysla najevo zadna korelace mezi obsahem arsenu

v okoli a Cestnosti genu ArsM v bakterich.

2.4 Antagonisticka aktivita

Béhem svého zivota Celi lisejniky riznym infekcim a patogeniim. Mize se jednat o patogenni
bakterie, houby nebo i lichenikolni liSejniky. Bakterie vyskytujici se v liSejnicich mohou napomahat
obranyschopnosti liejnikti produkei riznych mikrobicidnich latek (Bellio et al., 2017; Cernava et al.,

2015; Subbaiyan et al., 2022). Pokud je stélka liSejniku infikovana houbovym parazitem, dojde ke zméné



struktury bakterialnich spolecenstev (Grube et al., 2012). Mikrobialni komunity se po napadeni stélky
stavaji vyrazn€ rtznorodgjSimi. Mezi dilezité antagonistické skupiny bakterii patii zastupci roda
Stenotrophomonas, Pseudomonas nebo Burkholderia (Cernava et al., 2015). Uvedené rody predstavuji
kultivovatelné bakterie. Je v§ak mozné, Ze tuto schopnost maji i jiné nekultivovatelné druhy. Pii infekci
patogenem je velice vyznamna produkce latky spermidinu, kterda ma mikrobicidni ucinky. Bakterie
v liSejnicich maji antagonisticky vliv pfedev§im na liSejnikové patogeny, bylo ale zjisténo, ze obdobny
ucinek maji i na rostlinné patogeny (Cernava et al., 2015), coz je dano tim, ze nckteré bakterie
vyskytujici se v liSejnicich se mohou vyskytovat i v rostlinach, kde plni podobnou funkci. Proto jsou

lisejnikové bakterie schopny zabranit riistu i rostlinnym patogeniim (Cernava et al., 2015).

V soucasné dobé se zacina uvazovat o tom, ze bakterie asociované s liSejniky by mohly
predstavovat zajimavy zdroj bioaktivnich latek vyuzitelnych v mediciné (Gonzalez et al., 2005;
Lauterwein et al., 1995). Bylo napiiklad objeveno, Ze bakterie Streptomyces uncialis izolovana
z lisejniku rodu Cladonia ma potencial pii vyzkumu 1é¢by rakoviny (Luo et al., 2021; Williams et al.,
2008). Tato bakterie vytvarela v kulturach latku cladoniamid G, o které autofi prace Williams et al.
(2008) uvadi, ze ma cytotoxické ucinky proti lidskym buitkdm rakoviny prsu. Dal§im potencialné
zajimavym liSejnikem by v tomto ohledu mohl byt rod Roccella, zatim mélo prozkoumany ptimoisky
lisejnik obsahujici aktinobakterie (Parrot et al., 2015). Kultivovatelné aktinobakterie dnes patii
k vyznamnym zdrojiim antibiotik (Parrot et al., 2015). Tyto bakterie maji geny pro polyketidsyntazy
typu I a II (Sigurbjornsdottir et al., 2014), které vytvareji bioaktivni metabolity a témét z poloviny maji

mikrobicidni G¢inky. Mezi jejich produkty patii naptiklad zndmé antibiotikum streptomycin.

2.5 Dekompozice staré stélky

V nékolika studiich bylo prokazano, ze ve starych ¢astech liSejnikové stélky je nejvétsi druhova
bohatost bakterii a zaroven se zde vyskytuje vice bakterii nez v mladych, rostoucich ¢astech stélky (viz
Obr. 2) (Mushegian et al. 2011; Cardinale et al. 2012). Jednim z moznych vysvétleni je, Ze ve starsi ¢asti
stélky mély bakterie nejdelSi Cas pro rozvoj a osidlovani (Mushegian et al., 2011). Dal$i moznou
interpretaci stejnych vysledk je, ze ve starSich ¢astech stélky je tfeba odbouravat urcité latky, které pak
mohou byt vyuZity pro dalsi riist stélky v juvenilnich ¢astech (Cardinale et al. 2012; Grube et al. 2015).
Napt. u bakterii vyskytujicich se v liSejnicich byla prokazana schopnost degradovat fenolické
slouceniny nebo chitin, coz jsou latky, které se mohou vyskytovat v bunééné sténé obou hlavnich
symbionti (Grube et al., 2015; Sigurbjornsdottir and Vilhelmsson, 2016). Po degradaci starych
bunécnych stén miize byt material vyuzit pro tvorbu novych. Je také mozné, Ze vétsi mnozstvi bakterii
a vysoka druhova bohatost ve starych castech stélky mize byt vysledkem obou vysvétleni, tedy jak

dekompozice a nasledné recyklace starsich casti stélky, tak tim, Ze bakterie mély vice Casu pro rlst a



osidleni stélky. Bakterie zaroven latky ze starSich casti stélky vyuzivaji jako zdroj energie pro svtj dalsi

rust a mnoZeni (Grube et al., 2015).
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Obr. 2 - Srovnani pocetnosti bakterii ve vzorcich odebranych v riznych ¢astech stélky (Sipky ve stélce
oznacuji misto odbéru) (upraveno podle Mushegian et al. 2011).

2.6 Produkce hormoni

LiSejniky ke svému ristu potiebuji riizné fytohormony, mezi nimiz jsou vyznamné piedevsim
auxiny (Wang et al., 2010). Bakterie mohou pfispivat rustu lisejnikti pravé produkci auxini (Grube et
al., 2015, 2009), coz jsou latky, které podporuji rist mykobionta i fotobiota (Lau et al., 2009). Bylo
prokazano, ze bakterie zijici v symbiodze s lisejniky jsou schopné produkovat kyselinu indol-3-octovou,
ktera je vyznamnym auxinem a je také dalezitym hormonem ridstu prave v lisejnicich (Grube et al.,
2009). Schopnost produkovat auxiny byla pozorovana u bakterii z fadu Hyphomicrobiales (Erlacher et

al., 2015), ale i u bakterii z jinych fadd, napiiklad u rod Acinetobacter, Bacillus nebo Burkholderia

(Grube et al., 2009).

2.7 Rozpousténi fosfatu

Dalsi funkeci, kterou podle vyzkumt bakterie vykonavaji v liSejnicich, je rozpousténi fosfata. Ty
jsou v pud¢ Casto ve své nerozpustné formé, a tudiz nejsou pfimo vyuzitelné pro organismy (Richardson
etal. 2001). Rizné studie se shoduji na tom, ze solubilizovat anorganické fosfaty je schopna fada bakterii
(Aschenbrenner et al., 2017; Grube et al., 2015; Sigurbjérnsdéttir and Vilhelmsson, 2016) a v lisejnicich
je vyskyt téchto bakterii velice hojny. Liba et al. (2006) uvadi, Ze tuto schopnost by mohla mit dokonce

az polovina bakterii v liSejnicich.



2.8 Dalsi funkce bakterii

Z vyse uvedeného je ziejmé, Ze bakterie zastavaji v liSejnicich velice riznorodé funkce a je
pravdépodobné, ze zde uvedeny vycet neni kompletni. Mezi dal$i funkce, které jsou prisuzovany

bakteriim zijicim v liSejnicich, patfi napiiklad to, ze se mohou podilet na metabolismu siry, Zeleza a

drasliku v lisejnicich (Aschenbrenner et al., 2017; Cernava et al., 2017).

Mezi dalsi zndmé funkce bakterii vyskytujicich se v liSejnicich patii tvorba latek, které jsou pak
vyuzity liSejniky, pokud se ocitnou v oxida¢nim stresu (Cernava et al., 2017; Erlacher et al., 2015; Grube
et al., 2015). V praci Kim, Oh, a Park (2014) autoti hledali v arktickém liSejniku rodu Ochrolechia
bakterie produkujici fenolické latky, které jsou schopny vézat volné radikdly a tim zabraiovat
oxida¢nimu stresu (Agati et al., 2012). Autoii se v této praci soustfedili na pét bakterialnich izolatt
nalezejicich do rodd Sphingomonas a Burkholderia, z nichz vSechny vykazovaly antioxida¢ni aktivitu.
Daéle v této praci diskutovali, ze antioxidanty, produkované bakteriemi by mohly pfedstavovat jeden
z mechanisml napomahajici lisejnikiim vyrovnat se s extrémnim prostfedim a Ze tyto bakterie a jejich
produkty by mohly mit potencial v medicinskych oborech. Obdobn¢ ve studii Cernava et al. (2017)
autori detekovali geny souvisejici s oxidacnim stresem u vSech sledovanych bakterialnich taxont
v lisejniku Lobaria pulmonaria. Jednalo se konkrétné o geny kodujici redox senzitivni regulator
transkripce a rubrerythrin. Mimo tyto geny podilejici se na vyrovnani se s oxidacnim stresem autofi této
studie nasli i geny zapojujici se pii tepelném Soku (DnaK a GroEL) a stresu z kyselého prostredi (arginin

dekarboxylaza).

Bakterie mohou byt dale i vyznamné ptfi vysychani, kdy lisejnikim pomahaji vyrovnat se
s osmotickym stresem (Cernava et al., 2019, 2016). Pfi vysychani liSejniky patrné zaroven naopak
napomahaji pteziti bakterii, jelikoz liSejnikové extracelularni polysacharidy pravdépodobné pomahaji

bakteriim vyrovnat se se suchem (Cernava et al., 2016).



3 Faktory ovliviujici diverzitu bakterii ve stélkach liSejnikt

Slozeni mikrobioty liSejnikti neni ndhodné a je uréeno riiznymi faktory. Tyto faktory mohou byt
abiotické, naptiklad geografickd poloha nebo poméry na stanovisti, kde liSejniky rostou. LiSejnikova
mikrobiota je ale do jisté miry ovlivnéna i faktory biotickymi, jakymi jsou napt. druh mykobionta nebo

fotobionta.

3.1 Lokalizace ve stélce

Diverzita bakterii v liSejnikové stélce se 1isi v zavislosti na tom, v jaké ¢asti stélky je studovana.
Zdaleka nejvice bakterii se vyskytuje na povrchu stélky, nicméné dosud neni jasné, nakolik se mize se
jednat o komenzalni bakterie, které nijak nepfispivaji do liSejnikové symbidzy (Erlacher et al., 2015;
Schneider et al., 2011). Bakterie zijici uvniti stélky se vétSinou nevyskytuji rovnomérné v celé stélce,
ale jsou mista, kde se obvykle nachazi vyssi pocet bakterialnich bun¢k (Cardinale et al., 2008; Grube et
al., 2009). Velké pocty bakterialnich bun¢k tvoii ve stélce liSejnikti kontinudlni vrstvu nazyvanou
bakterialni biofilm. Ten se nej¢astéji nachazi ve spodni korové stran¢ ale i ve svrchni korové vrstve, ¢i
obou (Cardinale et al., 2008; Sigurbjérnsdottir and Vilhelmsson, 2016). Naopak jiné ¢asti liSejnikovych
stélek jsou na bakterie chudsi, jako napt. dien, ve které bakterie byly pozorovany v malych poctech.
Bakterialni biofilmy byvaji oddéleny od vrstvy fotobiontd (Grube et al., 2009) a kontakt fotobionta
s bakteriemi je tedy omezeny (viz Obr. 3). Bakterie se zpravidla vyskytuji jako biofilmy na povrSich

houbovych hyf mykobionta v oblasti korové vrstvy (Cardinale et al., 2012, 2008).

Obr. 3 - Rez stélkou lidejniku Lobaria pulmonaria — B vrstvy bakterii (zluté alfaproteobakterie, Cervend
ostatni eubakterie), A (zelené) vrstva fotobionta. Bakterie tvoii vrstvy u povrchu na vnitini a vnéjsi strané a zaroven
jsou oddéleny od vrstvy fotobionta. Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie (Aschenbrenner et al., 2017).
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U zastupct rodu Cladonia, pro které je typicka tvorba podécii (viz Obr. 4), bylo zkoumano, jak
jsou rozmistény bakterie v podéciu. Podécium je duté a bakterie se nejhojnéji vykytuji na jeho vnitini
strang, takZe souvisle pokryvaji povrch celé vnitini dutiny (viz Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.)

(Cardinale et al., 2008; Grube et al., 2009).

Obr. 4 - Vlevo Cladonia macilenta. Vpravo mikrofotografie fezu podéciem lisejniku rodu Cladonia (A — fotobiont,
F — mykobiont, Sipky — bakterialni biofilm na vnitini strané podécia) (mikrofotografie z prace Cardinale et al. 2008)

3.2 Geografické rozdily

Celkové po celém svété lisejnikova mikrobiota nevykazuje né&jaké vyrazné rozdily
v taxonomickém slozeni, jelikoz vétSina bakterii je kosmopolitn€ rozsifena a bakterialni spolecenstva
napfi¢ riznymi habitaty maji malou nebo nevyznamnou geografickou strukturu (Humbert et al., 2010).
Limitujicim pro vyskyt bakterii spojenych s liSejniky je tedy geograficky vyskyt lisejnikii (Hodkinson
et al., 2012). I prestoze se vysledky vétSiny studii z riznych oblasti shoduji v tom, ze v liSejnicich
dominuji alfaproteobakterie, pfedev§im na nizSich taxonomickych urovnich byly pozorovany urcité
geografické rozdily (Grube et al., 2015; Swamy and Gayathri, 2021; Xu et al., 2022). Ve studii (West et
al., 2018) dosli autofi k zavéru, Ze alfaproteobakterie nejsou dominantou vSech liSejnikli, ale pouze
suchozemskych. Primoftské liSejniky rodu Lichina obsahovaly mikrobiotu slozenou piedevs§im z bakterii
z kmene Bacteroidetes (West et al., 2018). Dalsim faktorem ovliviiujicim sloZeni mikrobidlnich komunit
je nadmoiska vyska. V praci (Rolshausen et al. 2022) autofi studovali, jak jsou bakterialni komunity
lisejnikd ovlivnény nadmoiskou vyskou, a zjistili, ze v ¢im vys$$i nadmoiské vySce liSejniky rostou, tim
ma chudsi bakteridlni spoleCenstva. Zaroven pozorovali nékolik skokovych posunit ve slozZeni
mikrobidlnich komunit, které dle autor odpovidaly vegeta¢nim pasim na Zemi meénicich se se
vzdalenosti od rovniku. I z jinych studii vyplyva, Ze blize k polarnim oblastem byla diverzita bakterii

v liSejnicich niz§i (Gonzalez et al.,, 2005; Printzen et al., 2012). Obdobny trend byl zji§tén
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i u lisejnikovych fotobinti, kdy blize k polim také klesala jejich druhova rozmanitost (Domaschke et
al., 2012; Romeike et al., 2002). Ptekvapivym zjisténim je, Ze fylogeneticka ptibuznost bakterii je vyssi
v polarnich oblastech, a to bylo konkrétné zjisténo ze vzorkl z Islandu a Antarktidy v porovnani se

vzorky z borealnich (Némecko) a subtropickych (Spanélsko) oblasti (Printzen et al., 2012).

3.3 Vliv stanovisté a substratu
Slozeni bakterialnich komunit v liSejnicich ovlivituje dale i to, na jakém stanovisti konkrétni

liSejnik roste. Cardinale et al. (2012) napt. zjistili, Ze ve stélkach lisejniki, které rostly na zastinéném
stanovisti, se vyskytovalo vice bakterii nez v nezastinénych stélkach (Cardinale et al. 2012). Mikrobiota
lisejnikd je také ovlivnéna substratem, na kterém roste. Téméf polovina bakterialnich druht zijicich
v liSejnicich se mtize shodovat s bakteriemi v ptidé ¢i substratu pod stélkami (Leiva et al., 2021).
Lisejniky dokonce mohou naopak do urcité miry ovliviiovat bakteridlni komunity i v ptidé pod sebou
(Bjelland et al., 2011; Navarro-Noya et al., 2014). Ve studii Navarro-Noya et al. (2014) byla napf.
odebrana piida do hloubky 1 cm pod stélkou liSejniku rodu Cladonia. Tyto vzorky byly porovnavany se
vzorky odebranymi pod mechem a se vzorky ptdy. Celkové byla u vzorka odebranych pod stélkami
lisejniki zjiSténa nizsi alfa a fylogeneticka diverzita ve srovnani se vzorky odebranymi pod mechorosty
¢i holou pidou. Zaroven zde bylo ve vzorcich odebranych pod lisejnikovymi stélkami pozorovano
odlisné slozeni bakterialnich spolecenstev ve srovnani s dalsimi typy vzorku (které se naopak svym
slozenim pf#ili$ neliSily). Autofi si tyto vysledky vysvétluji tim, ze biologické krusty utvarené lisejniky
pusobi na pidu vice selektivné nez ty, ve kterych prevladaji mechy nebo kiira. V jiné studii Bjelland et
al. (2011) zabyvajici se také bakterialnimi komunitami pod stélkami liSejnikti, ktera byla provedena na
epilitickych druzich (rody Ophioparma, Pertusaria, Rhizocarpon a Hydropunctaria), dosli autofi
pravdépodobné tu vyhodu, ze Ziji ve stabilnéjSim prostiedi, kde nejsou vystaveny slune¢nimu zafeni,
vétru a dalSim stresujicim podminkam. Znazornéni bakterialni komunity ovlivnéné lisejnikem je na Obr.
5. Nékteré studie naznacuji, ze na slozeni mikrobioty by mohly mit i vliv bakterie pfenasené srazkami.
Pokud dopadnou na liSejnik, mohou se v ném usidlit a ovlivnit sloZzeni vysledné bakterialni komunity

(Llontop and Enrique, 2020).
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Obr. 5 - Schéma znazoriujici, jak liSejnik ovliviiuje bakterialni komunitu v substratu, na kterém roste (Bjelland et
al., 2011).

3.4 Rozdily ve slozeni bakterialnich spoleéenstev mezi jednotlivymi

druhy

Druhové slozeni bakterii vyskytujicich se v liSejnicich zavisi do urcité miry na misté, kde se
lisejnik vyskytuje, ovSem ne zcela. To, jaké druhy bakterii budou ve stélce prevladat, zavisi mimo jiné
na druhu lisejniku. Vysledky studii studujicich faktory urcujici diverzitu bakterii v liSejnicich se ne zcela
shoduji v tom, do jaké miry je sloZeni mikrobialnich spolecenstev ovlivnéno hostitelskym druhem
mykobionta. Z vysledku nékterych studii vyplynulo, Ze druh mykobionta nemél urcujici vliv na
vysledné slozeni liSejnikové mikrobioty (Alonso-Garcia a Villarreal A. 2022; Cardinale et al. 2012).
Vysledky vétSiny studii vSak naopak poukazuji na to, ze bakteridlni spoleCenstvo je ke vztahu
k mykobiontovi druhové specifické (Aschenbrenner et al., 2017; Bates et al., 2011; Cardinale et al.,
2006; Wedin et al., 2016). Slozeni bakterialnich komunit se v§ak mtize mirné lisit i v riznych jedincich
stejného druhu, jelikoz mohou zit v mirné odlisnych podminkach (Rolshausen et al. 2022). To, ze
druhové slozeni bakterialni komunity je zavislé na druhu liSejniku naznacuje i fakt, ze béhem nakazy
lisejniku Cladonia symphycarpa lichenikolnim liSejnikem Diploschistes muscorum se slozeni
mikrobidlni komunity postupné ménilo, a to konkrétn¢ tak, Ze pocCty alfaproteobakterii klesaly, a naopak
pocty bakterii z fadu Burkholderiales rostly. Autofi se domnivaji, Ze narst pocti bakterii z fadu

Burkholderiales mtze souviset s tim, Zze druh D. muscorum ma ve svych stélkach neobvykle mnoho
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oxalati, které jsou pravé tyto bakterie schopny §t&pit (Wedin et al., 2016). Cim vice v priib&hu infekce
prevazoval druh D. muscorum, tim slozeni bakterialni komunity odpovidalo tomuto druhu. Piechod ve
sloZeni liSejnikové mikrobioty je postupny a zavisly na pribehu infekce (Wedin et al., 2016). Posun ve
sloZzeni mikrobioty by ale také mohl byt ¢astecné ovlivnén vyménou fotobionta, ktery také ovlivituje
sloZeni bakterialni komunity (Hodkinson et al., 2012; Wedin et al., 2016). Pfi infekci liSejniku Solorina
crocea lichenikolni houbou druhu Rhagadostoma lichenicola, vykazovaly infikované stélky vyssi

rodovou diverzitu bakterii nez stélky, které napadeny nebyly (Grube et al., 2012).

3.5 Vliv fotobionta na slozeni mikrobialnich spole¢enstev

Dalsim faktorem ovlivitujicim sloZeni bakterialnich komunit mtze byt i typ asociovaného
fotobionta (Xu et al., 2022). Z vysledkd této prace vyplynulo, Ze bakterialni komunity se liSily
v zavislosti na tom, zda se pochazely z liSejnikil, ve kterych je fotobiontem zelena fasa nebo sinice.
V dalsich pracich bylo demonstrovano, ze pokud je fotobiontem zelena fasa, tak je bakterialni komunita
rtznorod¢jsi (Almendras et al., 2018; Hodkinson and Lutzoni, 2009). Moznym vysvétlenim tohoto
fenoménu mize byt, Ze zelena fasa a sinice maji odliSny metabolismus fixace uhliku. Zelené tasy totiz
poskytuji asimilaty ve formée cukernych alkohold, pro které musi mit mykobiont specialni enzymy. Tyto
enzymy nebo alespoi jejich prekurzory by pravdépodobné mohly poskytovat pravé bakterie. Sinice na
rozdil od zelenych tas poskytuje asimilaty ve formé glukoézy, kterd je pro mykobionta snaz$i na
zpracovani (Spribille et al., 2022). Druhym vysvétlenim souvislosti sloZeni bakterialni komunity na typu
asociovaného fotobionta by mohlo byt, ze lisejniky, které maji jako fotobionta sinice, dostavaji dusik
v organické formé prave od sinic, zatimco druhy obsahujici jako fotobionta zelené fasy vyuzivaji dusik

ziskany predevsim od bakterii (Hodkinson et al., 2012).

3.6 Vliv stari stélky

Dalsim faktorem ovlivitujicim vyskyt bakterii mize byt stafi stélky (Cardinale et al., 2012).
Nejvice bakterii bylo nalezeno ve starSich Castech stélky. Zaroven zde je vysSi diverzita bakterii.

Smérem k mladsim ¢astem stélky se druhova bohatost i pocet bakterii snizuje (Mushegian et al., 2011).
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4 Bakterie v prabéhu rozsirovani liSejniku

RozmnoZovani lisejniki miize mimo jiné probihat pomoci isidii nebo sorédii (Bowler a Rundel
1975). Jedna se o symbiotické propagule, ve kterych jsou rozsifovani spole¢n¢ mykobiont a fotobiont.
Uvnitt téchto propaguli nejsou zadné bakterie, ulpivaji vSak na jejich povrchu v dob¢, kdy se vytvati na
mateiském liSejniku (Aschenbrenner et al., 2014). Ve studii Aschenbrenner et al. (2014) autofi uvadi, ze
89 % bakterialnich linii z propaguli se shodovalo s bakteriemi z mateiského organismu. Z toho vyplyva,
ze kdyz se isidie ¢i sorédie $iii vzduchem, tak na sobé€ nese i bakterie z matetského organismu (vertikalni
pfenos symbionttl). Jakmile symbioticka Céastice dosedne a zacne utvaiet nového jedince, tak
obsahuje bakterie, které byly na povrchu matefské stélky. Bakterialni spoleCenstvo se mize ménit
v prubéhu Zivota jedince, predevS§im na nizSich taxonomickych trovnich (Cardinale et al., 2012).
Nékteré bakterie mize jedinec ziskat i z pidy (horizontalni pfenos symbiontd) (Leiva et al., 2021).
Vysledné slozeni liSejnikové mikrobioty tedy zavisi na riiznych faktorech (viz Obr. 6) a méni se se
zménami prostiedi. Zatim nejsou znamy piesné molekuldrni mechanismy zodpovédné za zapojeni
bakteridlnich bunék do lisejnikové symbidzy. Dle studie prace Pankratov (2023) je mozné, ze pro
navazani kontaktu mezi symbionty je klicovy protein TIGR02302, ktery by mohl mit obdobnou funkci
jako nodulaéni proteiny vylucovany hlizkovymi bakteriemi, pfi navazovani symbidzy s vySSimi

rostlinami.

enviromental conditions
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photobiont
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Obr. 6 - Faktory ovliviwjici pozd¢€jsi slozeni liSejnikové mikrobioty (upraveno podle Grimm et al., 2021)
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5 Metody zkoumani bakterii v liSejnicich

VétSina bakterii kolonizujicich liSejniky predstavuje nekultivovatelné bakterie, které jsou
z hlediska studia problematické, a proto jim nebyla v minulosti vénovana takovd pozornost jako
bakteriim kultivovatelnym, které vSak predstavuji pouze mensi Cast liSejnikové mikrobioty (Cardinale
et al., 2008; Selbmann et al., 2010). Dle nékterych autorti by uspésnost kultivaci mohla zvysit ptiprava

agaru obohaceného o extrakt z liSejnikt (Biosca et al., 2016).

Bakterie asociované s lisejniky jsou zkoumany predevsim pomoci metody FISH (fluorescencni
in situ hybridizace), ktera dovoluje vizualizovat bakterialni butiky ve fluorescencnim mikroskopu. Lze
tak naptiklad urcit, v jaké casti liSejnikové stélky se bakterie nachazi. Tato metoda byla vyuzita napi. ve
studiich Cardinale et al. (2012); Aschenbrenner et al. (2014); Cardinale, Grube, et al. (2012);
Aschenbrenner et al. (2017). Zarovei Ize pomoci metody FISH urcit taxonomické slozeni mikrobialniho
spoleCenstva (obvykle na urovni vysSich taxonomickych jednotek), jestlize se pouZzije sonda specificka
pro alfaproteobakterie, betaproteobakterie, gamaproteobakterie, deltaproteobacterie, aktinobakterie ¢i
zastupce kmene Firmicutes (napi. Cardinale et al. 2008, Schneider et al. 2011). Dalsi hojné vyuZivanou
metodou pifi zkoumani bakterii v liSejnicich je sekvenovani genli pro 16S rRNA, které¢ se pouziva
predevsim pro ucely zjisténi fylogenetické ptislusnosti urcitého druhu bakterie. Geny pro 16S rRNA se
vyuzivaji z toho divodu, Ze obsahuji velice konzervované oblasti ale zaroven oblasti variabilni, které
jsou charakteristické pro jednotlivé druhy. Pro usnadnéni studia liSejnikové mikrobioty byly vyvinuty
specialni 16S rRNA primery, které vylucuji sinicové a plastidové sekvence a jsou zameéfeny na
heterotrofni bakterie (Hodkinson a Lutzoni 2009). 16S rRNA sekvenace byla vyuzita napt. ve studiich
(Almendras et al. 2018; Hodkinson a Lutzoni 2009; Printzen et al. 2012; Sigurbjornsdottir, Andrésson,
a Vilhelmsson 2015; Mushegian et al. 2011; Liba et al. 2006). Pro sekvenaci 16S rRNA ¢i fragmentt
DNA je vyuzivana fada metod, mezi nimiz lze zminit pfedev§im metabarcoding, pfi kterém se obvykle
zkouma diverzita organismd, které studovany vzorek obsahuje. Sekvenuje se pouze kratky usek DNA a
vysledkem je poté druhové slozeni mikrobialniho spoleenstva. Tato metoda byla vyuzita napf.
v pracich (Maier et al. 2014; Bates et al. 2011; Grube et al. 2012). Dale Ize pro sekvenaci DNA vyuzit
Sangerovu metodu sekvenovani. Ta se pouziva obvykle v kombinaci s kultivaénimi postupy, kdy jsou
sekvenovany ¢isté kultury bakterii ziskanych z liSejnikti (Cernava et al., 2018; Leiva et al., 2021;
Selbmann et al., 2010). Casto vyuZivanou metodou napf. pii hledani mutaci je SSCP (single strand
comformation polymorphism) zalozeny na rtizné rychlosti pohybu jednovlaknové DNA v gelu. Pomoci
této metody lze zjistit mutaci i v jedné bazi. Tato metoda byla vyuzita napt. v pracich (Grube et al. 2009;

Cardinale et al. 2008; Aschenbrenner et al. 2014; Cardinale et al. 2012).
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6 Diverzita bakterii

Slozeni bakterialniho spolecenstva v liSejnicich vykazuje urcité zakonitosti. Vysledky vétSiny
studii se shoduji v tom, Ze dominantni skupinou bakterii v liejnicich jsou alfaproteobakterie (viz Obr.
7) (Grube et al. 2015; 2009; Garg et al. 2016; Cardinale, Grube, et al. 2012; Cardinale et al. 2012;
Alonso-Garcia a Villarreal A. 2022; Cardinale et al. 2008; Aschenbrenner et al. 2014; Lee et al. 2014;
Schneider et al. 2011; Xu et al. 2022; Aschenbrenner et al. 2017; Eymann et al. 2017; Maier et al. 2014).
Tvofi priblizné 70 % bakterialni diversity v liSejnicich (Cardinale et al., 2012). Alfaproteobakterie jsou
zéaroven jednou z dominantnich bakteridlnich skupin i v substratu v okoli lisejnikti (Leiva et al., 2021;
Maier et al., 2014; Navarro-Noya et al., 2014). Mezi alfaproteobakteriemi asociovanymi s liSejniky je
pak vyznamny f4d Hyphomicrobiales (Xu et al., 2022). Zastupci tohoto fadu jsou znami piedevsim ze
symbi6éz s vyS$§imi rostlinami a jsou oznacovani jako hlizkové bakterie. U rostlin pfispivaji
k metabolismu dusiku (Andrade et al., 1997), zcehoz se usuzuje, ze v liSejnicich by mohly
pravdépodobné mit obdobnou roli (viz kapitola 2.1) (Erlacher et al., 2015). To, v jaké mife jsou bakterie
z fadu Hyphomicrobiales v liSejnicich zastoupeny, odpovida pfedev$im uzivnosti substratu, na kterém
stélka roste (Cardinale et al., 2012). Zastupci fddu Hyphomicrobiales mohou tvofit az jednu tietinu
diverzity bakterii v liSejnicich (Erlacher et al., 2015). Mezi bakteriemi nalezejicimi do fadu
Hyphomicrobiales asociovanymi s liSejniky pak pfevladd zejména linie LARI(Lichen-associated
Rhizobiales-1) (Hodkinson et al., 2012; Hodkinson and Lutzoni, 2009). Dle studie Erlacher et al. (2015)
se role bakterii ze skupiny Hyphomicrobiales neomezuje pouze na fixaci dusiku, ale patrné se zapojuji

i do syntézy auxint, fixace oxidu uhli¢itého, syntézy chlorofylu nebo syntézy vitaminu Bi».

Nejcasteji nalézanym rodem alfaproteobakterii v liSejnicich je Sphingomonas. Zéastupci tohoto
rodu byli nalezeni napt. u liSejnikt rodt Cetraria, Cladonia, Lichina, Lobaria, Peltigera, Umbilicaria
a Usnea (Aschenbrenner et al., 2017; Lee et al., 2014; Sigurbjornsdottir and Vilhelmsson, 2016; West
et al., 2018). Dale byl v liejnicich opakované nalezen také rod Methylobacterium (Aschenbrenner et
al., 2017; Hodkinson et al., 2012; Maier et al., 2014; Swamy and Gayathri, 2021), kterému je v mnoha
pracich vénovana pozornost, jelikoz celed Methylobacteriaceae spada do dulezitého tadu
Hyphomicrobiales. (Erlacher et al., 2015; Grube et al., 2015; Xu et al., 2022) Rod Methylobacterium
byl nalezen jako jednak jako soucast modelového druhu Lobaria pulmonaria a jednak jako soucast roda

Heterodermia a Peltigera (Erlacher et al., 2015; Sigurbjornsdottir et al., 2015; Xu et al., 2022)

Ve studii Tagirdzhanova et al. (2023) byl nalezen v liSejnicich bakterialni rod Lichenihabitans,
ktery se vyskytoval u tietiny z celkem 437 zkoumanych liSejnikovych metagenomi. Tento rod byl
popsan v roce 2019 ve studii Noh et al. (2019) v antarktidském lisejniku Psoroma antarcticum. Rod
Lichenihabitans se taxonomicky fadi mezi alfaproteobakterie do fadu Hyphomicrobiales, konkrétné pak
do skupiny LAR. Bakterialni rod Lichenihabitans se v souCasnosti zda byt specificky pro lisejniky, ale
vysoce piibuzné bakterie byly jiz potvrzeny z fylosféry suchozemskych rostlin (Nissinen et al., 2023).

Vroce 2020 byly objeveny dva druhy vysoce piibuznych bakterii Lichenibacterium ramalinae
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a Lichenibacterium minor, a to v liSejniku rodu Ramalina ( Pankratov et al. 2020). Tyto bakterie
spolecné s Lichenihabitans psoromatis tvoti v ramci skupiny LAR1 tvofi fylogeneticky oddélenou linii.
Na tyto studie dale navazuje prace autorti Pankratov et al. (2023), ktefi popsali novy druh bakterie

Lichenifustis flavocetrariae pattici do této skupiny v rdmci LAR1 z liSejniku rodu Flavocetraria,.

Obr. 7 - Obrazek zobrazujici zastoupeni bakterii ve stélce liSejniku druhu Lobaria pulmonaria. Ruzoveé
alfaproteobakterie, cervené jiné skupiny bakterii. Snimek byl pofizen pomoci metody FISH (Schneider et al.,
2011).

N

V mnoha studiich byvaji jako druha nejhojné&;jsi bakterialni skupina oznacovany aktinobakterie
(Cardinale et al., 2008; Cernava et al., 2015; Eymann et al., 2017; Grube et al., 2015; Lee et al., 2014;
Leiva et al.,, 2021; Schneider et al., 2011; Sigurbjornsdéttir et al., 2015; Sigurbjornsdottir and
Vilhelmsson, 2016). Aktinobakterie ziskaly sviij nazev diky své morfologii, jelikoz jejich bunky tvoii
vlakna, ktera mohou pfipominat houbové mycelium. Jedna se o bakterie, které jsou schopny tvofit spory.
Celkové jsou aktinobakterie znamé nejen ze symbioz s liSejniky ale také z riznych symbiotickych
interakci, jako je naptiklad symbioza s mravenci Barke et al. (2010). Déle jsou znamy jako vyznamna
soucast stievni mikrobioty ¢lovéka (Andersson et al., 2008). Mimo lisejniky jsou rozsifeny v riznych
prostiedich od souse ptes sladkovodni prostiedi az po slané¢ vody (Barka et al., 2015). Co se tyce
suchozemského prostiedi, tak aktinobakterie diky svym zna¢nym rozkladnym schopnostem, hraji roli
dekompozitortl (Chater et al., 2010), a to hlavné v pid¢, kde tvoii ptiblizn€ 13 % bakteridlni diverzity
(Janssen, 2006). Aktinobakterie jsou taktéz vyznamnou slozkou biologickych ptdnich krust, a to i pod
liSejniky, kde byly podle prace Maier et al. (2014) druhou nejpocetnéjsi skupinou hned po skupiné
proteobakteriich. Podle vysledkti studie Eymann et al. (2017) je mozné, Ze na obsah aktinobakterii
v lisejnicich mé znaény vliv geograficky vyskyt liSejniku ¢i jiné faktory. Kdyz autoii této studie
porovnavali mikrobiotu ze dvou vzork lisejniku Lobaria pulmonaria odebranych na riznych lokalitach
v Rakousku a Némecku, zjistili, ze Cetnost aktinobakterii je zna¢né rozdilna (zatimco zastoupeni
alfaproteobakterii se nelisilo). Zajimavosti je, ze aktinobakterie jsou nejstar§i bakterie potvrzené

v lisejnikové symbidze, jejich zkamenélé fragmenty byly nalezeny mezi hyfami ve fosilnim liSejniku ze
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spodniho devonu (Honegger et al., 2013). Dominantni skupiny bakterii jsou znazornény ve schématu na

Obr. 8.

V lisejniku druhu Lobaria pulmonaria byly nalezeny rody Micrococcus a Rhodococcus, které patii mezi
aktinobakterie (Cernava et al., 2015). DalSi potvrzeni zastupci této skupiny bakterii jsou rody
Streptosporangium, nalezeny v liSejniku rodu Cladonia, a Streptomyces, nalezeny ve stélkach rodu

Hypogymnia (Cardinale et al., 2006).
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Obr. 8 — Schéma popisujici zastoupeni jednotlivych skupin bakterii u riznych druht lisejnikti (Bates et al. 2011).

V lisejnicich jsou dale hojné zastoupeny bakterie z kmene Firmicutes (Eymann et al., 2017,
Printzen et al., 2012). Mimo liSejniky byvaji nejcastéji zmifiovany v souvislosti se stfevni mikrobiotou
¢lovéka nebo jako patogeny (Stojanov et al., 2020). Lze mezi nimi nalézt bakterie s riznymi typy
metabolismi vcetn¢ anaerobniho dychani, acetogeneze nebo fototrofie (Béja et al., 2002; Galperin,
2016; Logan, 2012). Casto maji schopnost tvofit spory, které se snadno §iii vzduchem, a proto se §ii
rychleji nez jiné bakterie, které spory netvori. V bakteriich nalezejicich do Firmicutes v liSejnicich byly

nalezeny nifH geny, coz poukazuje na jejich vyznam pfi fixaci dusiku (Grube et al., 2009).

Mezi hojné€ nachdzené zastupce této skupiny patii rody Bacillus a Paenibacillus. Oba byly
potvrzeny u liSejnikd rodd Cladonia, Lobaria, Peltigera a Xanthoria (Cernava et al. 2015; Cardinale,
Puglia, a Grube 2006; Sigurbjornsdottir a Vilhelmsson 2016; Selbmann et al. 2010). Alespon jeden rod

z téchto dvou byl nalezen v liSejnicich rodd Hypogymnia, Lichina, Pseudevernia a Umbilicaria
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(Cardinale et al., 2006; Grube et al., 2009; Selbmann et al., 2010; West et al., 2018). Mén¢ casto
nachdzenymi rody bakterii nalezejici do Firmicutes jsou Bacterium a Staphylococcus, jez byly potvrzeny

u rodd Cladonia, Hypogymnia a Lobaria (Cardinale et al., 2006; Cernava et al., 2015).

Dalsi skupinou hojné zminiovanou v souvislosti s liejniky jsou acidobakterie (Maier et al. 2014;
Navarro-Noya et al. 2014; Bates et al. 2011; Hodkinson et al. 2012; Xu et al. 2022; Aschenbrenner et
al. 2014; Eymann et al. 2017; Bjelland et al. 2011; Aschenbrenner et al. 2017; Hodkinson a Lutzoni
2009; Cernava et al. 2018; Sigurbjornsdottir, Andrésson, a Vilhelmsson 2015). Dle prace Grube et al.
(2012) byly nejhojnéjsi skupinou bakterii v lisejniku druhu Solorina crocea (oproti vysledkiim jinych
studii, kde v jinych rodech liSejniki byly jako dominantni skupina identifikovany alfaproteobakterie).
Acidobakterie jsou taktéz zastoupeny v biologickych pidnich krustach, kde dle prace Maier et al. (2014)
tvotily az 11 % bakterialni diverzity. Z vysledki prace Navarro-Noya et al. (2014) zabyvajici se
podobnym tématem vSak vyplynulo, Ze acidobakterie byly ve studovanych biologickych pudnich

krustach dominantni skupinou. Acidobakterie byly uz dfive oznaceny jako vyznamna slozka pidni

mikrobioty (Janssen, 2006), kde se podili na rozkladu rostlinné biomasy (Eichorst et al., 2011).

Dal§imi  vyznamnymi rody v liSejnikové mikrobioté¢ jsou rody Burkholderia
(betaproteobakterie) a Pseudomonas (gamaproteobakterie). Oba rody maji vyznamnou antimikrobidlni
aktivitu a jsou také schopné produkovat volatilni latky (Cernava et al. 2015; Cernava et al. 2015).
Zaroven jsou v liSejnikové symbidze vyznamné pro své rozkladné vlastnosti (Lee et al., 2014). Jsou
naptiklad schopny degradovat i aromatické slouceniny (Lee et al., 2014). Rod Burkholderia hraje
pravdépodobné roli pfi fixaci vzdusného dusiku, coz se predpoklada ze skutecnosti, Ze tento rod tvori

vyznamné interakce s rostlinami, kde ptispiva pravé k metabolismu dusiku (Chen et al., 2005).

Rody Burkholderia 1 Pseudomonas byly spole¢né nalezeny v liSejniku Lobaria pulmonaria,
dale také v rodech Peltigera a Umbilicaria (Cernava et al., 2015; Lee et al., 2014; Sigurbjérnsdottir and
Vilhelmsson, 2016). Samostatn¢ byly zjiStény zrodd Canoparmelia, Cladonia, Parmotrema,
Pseudevernia a Stereocaulon (Cardinale et al., 2006; Lee et al., 2014; Liba et al., 2006). Naopak ve
studii Selbmann et al. (2010), zkoumajici rody Usnea, Umbilicaria a Xanthoria, se autoti pokouseli najit
bakterii rodu Burkholderia, ale nepodafilo se jim to ani u jednoho ze zkoumanych rodu lisejnikil. Autofi

nalezli pouze zastupce rodu Pseudomonas ve stélkach rodi Usnea a Xanthoria.
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Zaver

Symbiotické bakterie jsou rozSifeny v Sirokém spektru organismu a lze tvrdit, ze témef vSechny
mnohobunééné eukaryotické organismy navazuji symbiotické vztahy s bakteriemi. Mezi tyto organismy
spadaji mimo jiné i liSejniky, ve kterych bakterie svou ¢innosti ptispivaji do liSejnikové symbidzy. Cilem
této bakalaiské prace bylo shrnout dosavadni poznatky o bakteriich v lisejnikové symbidze, piicemz
diraz jsem kladla pfedev§im na vyznam bakterii pro liSejnikovou symbidzu, diverzitu bakterii

v lisejnicich a faktory, které tuto diverzitu ovliviuji.

Nejcastéjsim prinosem bakterii do liSejnikové symbidzy je produkce riznych metabolitil
zahrnujicich hormony dilezité pro regulaci ristu mykobionta i fotobionta nebo vitamin B, ktery je
nutny pro zivot mnoha druhti volné Zijicich fas. Jeho nezbytnost pro fotobionty liSejnikti vSak zatim
studovana nebyla. Dal$im moznym a Casto zminovanym pfispévkem bakterii do liSejnikové symbiozy
je fixace vzduSného dusiku. V této oblasti prozatim nepanuje jasnd shoda mezi vysledky
jednotlivych publikaci. Vétsina dosud publikovanych praci se priklani k tomu, ze fixace vzdusného
dusiku symbiotickymi bakteriemi je pravdépodobna, avsak vysledky metagenomické studie autort
Tagirdzhanova et al. (2023) nepotvrdily vyskyt genu nifH kodujiciho nitrogenazu ve vétSing
z analyzovanych bakterialnich genomu ziskanych z liSejnikti. Mezi dalsi Casto studované role bakterii
v lisejnicich patii tvorba mikrobicidnich latek ¢i role bakterii v napomahani lisejnikiim vyrovnavat se
abiotickym stresem, jako je napf. zvySena koncentrace kovu v prosttedi (Grube et al. 2015; Kim, Oh

a Park 2014; Erlacher et al. 2015).

Dosud pln¢ nevyteSenou otazkou je, jakym zpiisobem jsou bakterie mezi liSejniky prendseny.
V ptipadé nepohlavniho rozmnozovani liSejnikli pomoci vegetativnich propaguli byla dosud
publikovana pouze jedna prace, ze které vyplynulo, Ze jsou bakterie v rAmci vegetativnich propaguli
prenaseny prevazné vertikalné, tedy z matefského organismu na organismus dcetiny. U pohlavné se
rozmnozujicich jedinct je velmi pravdépodobné, ze dcefiny organismus ziskava symbiotické bakterie
z okolniho prostfedi tedy tzv. horizontalnim pfenosem, avsak tuto problematiku dosud nikdo nestudoval

hloubgji.

Nejhojnéji zastoupenou skupinou bakterii v liSejnikové symbioze jsou alfaproteobakterie,
z nichz se v nejvyssi mife vyskytuji zastupci fadu Hyphomicrobiales (diive Rhizobiales), ktefi jsou
spojovani do specialni neformalni skupiny LAR1 (lichen-associated Rhizobiales), kvili svému castému
vyskytu v souvislosti s liSejniky (Cardinale et al., 2012). Dal$imi hojn€ zastoupenymi skupinami
bakterii jsou Firmicutes, aktinobakterie nebo acidobakterie. Mira jejich zastoupeni v liSejnikovém
mikrobiomu se li§i mezi jednotlivymi studiemi. Je pravdépodobné, ze tyto neshody mohou byt
faktory, které ovliviiuji diverzitu bakterii v liSejnicich. Mezi tyto ekologické faktory patii naptiklad

odlisna mista odbéru vzorkli v jednotlivych studiich nebo faktory dané specifickymi poméry na
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konkrétnim stanovisti, kde byl vzorek odebiran (Hodkinson et al., 2012; Mushegian et al., 2011; Wedin
et al., 2016).

Vétsina autord se shoduje na tom, ze bakterie jsou dillezitymi partnery v liSejnikové symbioze
a néktefi je stavi dokonce na podobnou tiroven jako mykobionta a fotobionta (Pankratov 2023; Jiang et
al. 2017). Jini autofi naopak tvrdi, Ze dulezitost mikrobiomu liSejnikli je obdobna jako u mikrobiomu

jakéhokoliv jiného organismu napi. cloveka, a proto by na n€j mélo byt takto nahlizeno.
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