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Abstrakt:

Lisejniky jsou podle nejnovéjsi definice povazovany za ekosystémy, tvofené interakci houby s jednim
nebo vice fotosyntetizujicimi partnery a nedefinovanym poctem dalSich mikroorganismt. Jednu
skupinu téchto mikroorganismi tvoii basidiomycetni kvasinky, jejichz role byla v odbornych pracich
zamétenych na liSejniky v poslednich letech diskutovana. Tato bakalaiska prace shrnuje znalosti
o rozsifeni liSejnikovych kvasinek a jejich vyznamu v téchto symbiozach. Déle také predstavuje nékteré
metody nové pouzité ke studiu kvasinek v liSejnikové symbidze a porovnava ¢asto neshodné vysledky
na zakladé€ metod, které byly v danych pracich pouzity. Pro vyvozeni dostatecné obsahlych zavéri o roli
kvasinek v liSejnikové symbidze neni téma dostateCné¢ pokryto. Z dosavadnich vysledkd lze ale
usuzovat, ze liSejnikové kvasinky nemaji nijak vyznamnou specifitu vazby na druh mykobionta
a nebylo podpofeno, Ze by kvasinky pfimo zvySovaly fitness hostitele. K definitivnimu uréeni jejich
role v lisejnikové symbioze by mohlo prispét detailnéjsi zobrazeni struktur, které kvasinky vytvari na
mistech kontaktu s hostitelem a studium mechanismt, kterymi mezi sebou zucastnéni partnefi

komunikuji.

Kli¢ova slova: Basidiomycetni kvasinky, symbidza, liSejnik, mikrobiom

Abstract:

Lichens are, according to the latest definition considered ecosystems, which consist of a fungus, one or
more photosynthesizing partners and an undefined number of additional microorganisms. The role of
basidiomycete yeasts, which were shown to appear in many lichen species, has been discussed in the
latest lichenological scientific papers. This bachelor thesis summarizes the knowledge about the
distribution of lichen-associated yeasts and their importance in these symbioses. It also presents some
of the methods newly used to study yeasts in lichen symbioses and compares the often inconsistent
results based on the methods used in the papers. The topic is not sufficiently covered to draw sufficiently
robust conclusions about the role of yeasts in lichen symbiosis. However, the results to date suggest
that lichen yeasts do not have any significant specificity of association with mycobiont species, and
there has been no support that yeasts directly enhance host fitness. A more detailed depiction of the
structures that yeasts form at sites of contact with the host and a description of the mechanisms by which
the participating partners communicate with each other could help to definitively determine their role

in the lichen symbiosis.
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1. Uvod

Lisejniky byly od doby objeveni své symbiotické povahy profesorem S. Schwendererem dlouho
vnimény jako symbidéza dvou organismi, houby (mykobionta) a fasy nebo sinice (fotobionta)
(Honegger, 2000). V poslednich letech ale pfibyvaji studie o dal§ich organismech, které se v liSejnicich
vyskytuji a které mohou (ale také nemusi) byt nezbytnou soucasti liSejnikové symbidzy. Jejich
pfitomnost naznacuje, ze je tfeba vnimat liSejnik nejen jako vztah dvou hlavnich partnerd, ale spise jako
komplexni ekosystém zahrnujici vyssi pocet t€chto symbiotickych partnerti (Farrar, 1976a; Pankratov

et al., 2017; Hawksworth & Grube, 2020).

V lisejnicich se krom¢ mykobionta a fotobiontd mohou vyskytovat také viry a archea, bakterie, prvoci,
lichenikolni houby a kvasinky nebo drobni bezobratli (Hawksworth & Grube, 2020; Grimm et al.,
2021). Je otazkou, zda tyto organismy liSejniky pouze obyvaji ¢i zda nekteré z nich nejsou naopak

nezbytné pro rlst a vyvoj liSejnikové symbidzy a nemohou v ni tak hrat dtlezitou roli.

Kvasinky se v tomto ohledu dostaly do vyznamngjsiho povédomi védecké komunity teprve nedavno
pfi zaznamenani souvislosti mezi vyskytem basidiomycetnich kvasinek a fenotypem lisejniku (Spribille
et al., 2016). Vétsina dosavadnich praci vénujicich se t€émto kvasinkam se zaméiuje piedevSim na
mapovani jejich vyskytu (Duarte et al., 2016; Spribille et al., 2016; Kachalkin et al., 2017; Lendemer
et al., 2019; Cernajova & Skaloud, 2019; Tuovinen et al., 2021) a praci dokumentujicich podrobnosti
jejich interakce s organismy tvoficimi liSejnikovou symbiozu je poskrovnu. O vyznamu
basidiomycetnich kvasinek v liSejnikové symbidze se v odborné literature pouze diskutuje. Cilem mé

prace je shrnout informace k vyskytu a roli této skupiny v liSejnikové symbidze.

V nasledujicich kapitolach kratce popisu nékteré ze skupin organismii tvoricich lisejnikovou stélku
s dirazem na kvasinky. Nasledn¢ ptedstavim vysledky praci zabyvajicich se timto tématem
a zhodnotim metody, které¢ tyto prace pouzivaji. Popisu aktualni nazory na roli kvasinek v symbio6ze
a nakonec se pokusim shrnout, kam by mél smétovat nasledujici vyzkum tak, aby doplnil stavajici

mezery ve védéni.



2. Organismy vyskytujici se v liSejnicich

Jak jiz bylo popsano v tivodni kapitole, liSejniky se neskladaji pouze z mykobionta a fotobionta. Stélku,
ktera symbidzou vznikd, obyvaji dalsi organismy, kterym, stejné jako fotobiontovi, stélka liSejniku
pfindsi ochranu ptfed okolnim prostiedim a dalsi vyhody. Toto spoleCenstvi je mozné nazyvat
liSejnikovy mikrobiom a mtize krom¢ mykobionta, fotobionta a kvasinek také obsahovat viry, archea,
bakterie, prvoky a lichenikolni houby (Grimm et al., 2021). Nékteii autofi se domnivaji, Ze nedilnou
soucasti liSejnikové symbidzy jsou (mimo mykobionta a fotobionta) celkem Ctyfi aZz sedm dalSich
mikroorganismti, které prispivaji k fungovani celého systému (Tagirdzhanova et al., 2023)
V poslednich letech je témto potencidlnim symbiontim vénovana velkd pozornost a je snaha
o objasnéni jejich role v ramci liSejnikové symbidzy (Grimm et al., 2021). Pro pochopeni vzdjemnych
souvislosti proto v této kapitole stru¢né predstavim organismy, které se v liSejnicich vyskytuji.
Zamgtim se predevsim na mykobionta a fotobionta a dal$i organismy zminim pouze kratce. Kvasinkdm,

které jsou hlavni naplni této bakalatské prace, se budu podrobné vénovat v nasledujicich kapitolach.
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Obr. 1: Vyvoj ndhledii na organismalni diverzitu v liSejnikové stélce v ¢ase (Morillas et al., 2022)



2.1. Mykobiont

Mykobiont je oznaceni pro houbu, ktera tvori stélku lisejniku. Vytvaii vhodné podminky piedevsim pro
fotobionta, ale i dal$i organismy a pomaha jim pfezivat v extrémnich prostfedich riznymi zplsoby

(Bacon & White, 2014; Santiago et al., 2015; Grimm et al., 2021).

Ptipevniuje stélku pevné k podkladu (Calcott et al., 2018) a zajist'uje ochranu proti vysychani a optimalni
hydrataci pro fotobionta (Honegger, 2007). Nékteré druhy mykobiontli syntetizuji pigmenty (napf.
parietin), nebo bezbarvé sekundarni metabolity (napf. atranorin), které svételné i UV zafeni ¢astecné
odrazi (Studzinska-Sroka et al., 2017) a obecné tak pomahaji chranit liSejnik pfed svételnym stresem
(Gauslaa & Solhaug, 2001). Sekundarni metabolity dale slouzi k odbouravani kyslikovych radikali
(Marante et al., 2003), zvySovani tolerance viici tézkym koviim a znecisténi (Molnar & Farkas, 2010).
Mohou mit i alelopatické ucinky, které maji vliv na kli¢eni houbovych spor, obranyschopnost rostlin
anebo tfeba zivotnost semen, ¢imZ zvySuji konkurenceschopnost lisejniku (Einhellig, 1994). Déle
mohou nékteré sekundarni metabolity chranit liSejnik proti patogenim (Rankovi¢ et al., 2008) nebo

herbivorim (Asplund & Gauslaa, 2008).

Lichenizace, tedy schopnost tvofit symbidzu s fotosyntetizujicim organismem, se u hub objevila
opakované (Gargas et al., 1995). Je povazovana za velmi spé€Snou zivotni strategii hub (Honegger,
1998) a odhaduje se, Ze je ji schopno az 21 % druhti hub (Nash, 2008). Nejvice lichenizovanych
zéstupcti spada do oddéleni Ascomycota s nejbohatSimi tfidami: Lecanoromycetes s vice nez 700 rody
a 15 000 lichenizovanymi druhy, Arthoniomycetes, Eurotiomycetes nebo Dothideomycetes. Vyrazné
méng je pak lichenizovanych zastupct stopkovytrusnych hub. Ty ¢itaji ptes 170 druhii v 15 rodech.
Nejvice zastoupena je Celed’ Hygrophoraceae s rody Cora, Dictyonema nebo Lichenomphalia (Liicking

etal., 2017).

2.2. Fotobiont

Fotobiont je autotrofni organismus, ktery v liSejniku fotosyntetizuje a vytvaii cukerné alkoholy
(konkrétné ribitol, erythritol ¢i sorbitol) nebo glukozu. Cukerné alkoholy jsou produktem fotosyntézy
fas a glukdza sinic (Richardson et al., 1968). Tyto produkty fotosyntetizujici buiiky vylucuji do okoli,
ze kterého je mykobiont ptijima bud’ haustorii, tedy houbovymi vldkny, kterda mohou a nemusi pronikat
skrz bunécnou sténu fotobionta, nebo prostym kontaktem bez vzniku specifickych struktur (Honegger,
1986, 1991). Mykobiont z nich utvaii jiné cukerné alkoholy mannitol a arabitol (Richardson et al., 1968;
Nash, 1996), které vyuziva k rlstu, tvorbé sekundarnich metabolitii a pro pteziti vysychani (Spribille et
al., 2022). Sinice, Casto jako sekundarni fotobiont uzavieny v utvarech ve stélce (tzv. cefalodiich), jsou

schopny fixace dusiku, ktery mykobiont také vyuziva (Millbank & Kershaw, 1969).

Do dnesni doby je znamo okolo 50 roda fotobionti lisejnikti (Sanders & Masumoto, 2021). Nejcastéji

jimi byvaji nékteré zelené fasy z oddéleni Chlorophyta. Rasové tfidy obsahujici nejvice



lichenizovanych zastupll jsou Trebouxiophyceae (s rody Trebouxia, Asterochloris a Coccomyxa)
a Ulvophyceae (s rodem Trentepohlia). Déle se symbidzy s lichenizovanymi houbami ucastni nékteré
druhy ttidy Chlorophyceae (napt. z rodt Bracteacoccus a Chlamydomonas) a n¢kolik symbiontti bylo
potvrzeno i ze skupiny Stramenopila, jmenovité ze tiid Xanthophyceae a Phaeophyceae. Druhou velkou

skupinou fotobiontil jsou sinice, ptevazné z rodi Nostoc a Rhizonema (Sanders & Masumoto, 2021).

Jednotlivi zastupci fas a sinic mohou mit riiznou specificitu vii¢i svym houbovym symbiontim. Na
slozeni fotobiontll ve stélce ma dle nekterych autort vétsi vliv vazba s hostitelem nez ekologické
podminky stanovisté¢ (Leavitt et al., 2015). V nékterych ptipadech (3—4 %) se mohou ve stélce
vyskytovat fasy i sinice dohromady (Honegger, 2008), takov¢ liSejniky jsou pak nazyvany tripartitnimi
(napt. Rikkinen, 2013). Relativn€ nedavno bylo také zjisténo, Ze v jedné stélce se mize vyskytovat vice
fasovych linii (Casano et al., 2011; Muggia et al., 2011). Vyznam tohoto ukazu ale neni pln¢ objasnén

(Vancurova, 2022; Dédkova, 2023).

2.3. DalSi organismy
Urcita vazba s liSejniky byla popsana i u dalSich skupin organismt. Jako prvni z téchto diive
prehlizenych skupin byly zaznamenany lichenikolni houby, popsané jiz roku 1795 (Lawrey
& Diederich, 2003). Diverzita téchto hub je v odborné literatuie popsana obsahleji z toho diivodu, ze je
jejich ptitomnost ¢asto ziejma na prvni pohled napt. diky zménam morfologie plodnic (Diederich et al.,
2018). Do této skupiny se stale fadi také kvasinky, popisované v dalSich kapitolach. Vice nez sto let po
lichenikolnich houbach byly z liSejnikti popsany nefotosyntetizujici bakterie (Uphof, 1925). Ty jsou
aktualné asi nejvice studované ze vSech sekundarnich liSejnikovych symbiontl (Grimm et al., 2021).
Z lisejnikovych metagenomii byly popsany skupiny bakterii, které se ve stélkach vyskytuji
s vyznamnou pravidelnosti a mohly by byt pro symbidzu klicové napiiklad syntézou vitamind, nebo
prispivanim k recyklaci zivin v ramci liSejnikové stélky (Tagirdzhanova et al., 2023). Dalsi popsanou
skupinou z liSejniki jsou prvoci, o kterych se predpoklada, ze se zivi zminénymi bakteriemi (Wilkinson
et al., 2015) a v poslednich letech byla pozornost vénovéna i virim v lisejnicich (Petrzik et al., 2019;
Merges et al., 2021), nicméné k prvokiim i virim vazanym na liSejniky je k dispozici velmi omezeny

pocet praci.

3. Kvasinky vyskytujici se v liSejnikovych symbiozach

Kvasinky jsou jednobunécné houbové organismy, které jsou vSeobecné rozsifené. Rozmnozuji se
prevazné nepohlavné: vétSinou pucenim, piipadné i bunéénym délenim. Nékteré jsou schopny tvorby
pseudomycelia, poptipad¢ i pravého mycelia. V pfirode€ nejcastéji zastupuji roli rozkladact, ale mohou
také tvorit rizné symbiotické vztahy s dal$imi organismy. Jsou u nich znamy piiklady jak mutualismu

(napf. s bezobratlymi), tak parazitismu (dalSich druhii hub) (Starmer & Lachance, 2011).



Kvasinky nejsou monofyletickou skupinou. Jejich zastupci se vyskytuji jak u vieckovytrusnych, tak
u stopkovytrusnych hub. Obecné jsou castéji zkoumani zastupci vieckovytrusnych kvasinek,

o basidiomycetnich kvasinkach je v literatuie informaci méné (Cernajova & Skaloud, 2019).

Kvasinky byvaly v minulosti béhem kultivace sekundarnich houbovych symbiontti vniméany jako
kontaminace a pii hodnoceni vysledki nebyly obvykle brany v potaz (Petrini et al., 1990; Moller
& Dreyfuss, 1996). Misty ale byly kvasinkové kultury ur€eny (Duarte et al., 2013), nebo byly
asymptomatické kvasinky ze fddu Tremellales zachyceny jako kontaminace PCR analyz (Ekman,
1999). Z lisejnikt byly také popsany dva nové druhy basidiomycetnich kvasinek rodu Fellomyces
(Tremellales), u kterych nebyla pozorovana tvorba halek (Prillinger et al., 1997; Lopandic et al., 2005).
Zastupci fadt Tremellales a Cyphobasidiales byli z liSejnikl pivodné znami pouze v hyfalni formée
v parazitickych halkach, které nékteré liSejnikové kvasinky tvofi prfi zahdjeni pohlavniho cyklu
(Diedrich, 1996; Tuovinen et al., 2019). Na mozny mutualisticky vztah basidiomycetnich kvasinek
s lisejniky poukazala teprve studie Spribille et al. (2016). V této praci autoii zkoumali transkriptomy
dvou lisejnikti: Bryoria tortuosa a B. fremontii, které se tradi¢n€ odliSovaly podle pritomnosti/absence
kyseliny vulpinové, jenz druhu B. fortuosa dodava zluté zbarveni. Tato studie navazovala na diive
publikovanou praci, ve které se na zakladé vysledki sekvenace Ctyi obecné pouzivanych molekularnich

markeri ukazalo, Ze oba studované druhy neni mozné geneticky rozlisit (Velmala et al., 2009).

Autofti v praci Spribille et al. (2016) poukézali na to, Ze pfitomnost kyseliny vulpinové v lisejniku

Bryoria fremontii koreluje s vyskytem kvasinek z tfidy Cystobasidiomycetes. Stélky, ve kterych byly

tyto kvasinky zaznamenany ve vysSich k Yol A
mnozstvich,  obsahovaly  kyselinu
vulpinovou a byly Zluté zabarvené.
Mnozstvi kvasinkovych bunék a jejich

umisténi ve vztahu k sekundarnim

Bryoria fremontii

metabolitim  pfivedlo autory na
mySlenku, Ze by kvasinky mohly
kyselinu vulpinovou, dalsi sekundarni
metabolity, ale i polysacharidy dualezité
pro stavbu liSejniku samy vytvafet, nebo

indukovat jejich syntézu primarnim

Bryoria tortuosa

mykobiontem. Dalsi pfipady, kdy by
pritomnost sekundarniho kvasinkového
symbionta souvisela se vzhledem celé¢ho

systému, zatim z liSejniki znamy o ) o .
Obr. 2: Vizualizace kvasinek v lisejnicich rodu Bryoria metodou FISH.
nejsou. Autofi ale zmifuji, ze rozpor Vievo stélky lisejniku B. fremontii /isici se pritomnosti kyseliny vulpinové,

Vpravo vizualizace kvasinek (zelené) ve dvou morfotypech zndzornénych
mezi chemismem a fylogenetickou na fotkdich A a C metodou FISH (Spribille et al. 2016)



pozici, ktery byl zaznamenan u nékterych zastupct Lecanoromycetes by mohl s timto fenoménem

souviset.

Diky tomu, Ze autofi této studie publikovali své vysledky v prestiznim ¢asopisu Science, ziskalo téma
lisejnikovych kvasinek velké mnozstvi pozornosti. V nasledujicich letech pak vyslo vicero praci
zabyvajicich se timto tématem. V nich autofi zkoumali pfedev§im rozsah vyskytu kvasinek (Duarte et
al., 2016; Spribille et al., 2016; Kachalkin et al., 2017; Lendemer et al., 2019; Tuovinen et al., 2019,
2021; Cemajové & Skaloud, 2019; Smith et al., 2020; Cometto et al., 2022; Nguyen et al., 2023),
specifitu k hostitelskym liSejnikiim (Ferndndez-Mendoza et al., 2017; Tuovinen et al., 2019; Mark et
al., 2020; Cernajova & Skaloud, 2020) a roli kvasinek v li$ejnikovém ekosystému (Tagirdzhanova et

al., 2021; Tuovinen et al., 2021; Da Silva et al., 2022).

3.1. Rozsireni kvasinek v liSejnikové stélce
Kvasinky mimo halku ni¢im nenaznacuji svou ptitomnost. Byvaji (az na jedinou zndmou vyjimku;
Obr. 3) skryté uvnit liSejnikové stélky a svételnou mikroskopii jsou obtizné rozeznatelné od okolnich
bungk, coz také mize byt jednim z diivod, pro¢ byly tak dlouho ptehlizeny (Spribille et al., 2016). Ve
stélce jsou rozmistény nerovnomérné. V nekterych ¢astech lisejnikové stélky se vyskytuji ve vyssich
poctech, v jinych naopak nizsich (Spribille et al., 2016; Kachalkin et al., 2017; Tuovinen et al., 2019;
Cernajova & Skaloud, 2019). Vétsi mnozstvi kvasinkovych bundk byva ve zminovanych halkach.
Kvasinky zobrazené metodou FISH (fluorescenéni in situ hybridizace) tymem Spribille et al. (2016) se
vyskytovaly ve svrchni kiife v kompaktni smési houbovych vlaken a mezibunéénych latek. V praci
Spribille et al. (2020) autoti uvadéji, ze
liSejnikova kira je velmi dulezita pro
komunikaci mezi organismy v ramci
lisejnikové stélky a zavadeji pro ni
termin  “extracellular  interaction
matrix”  (mezibunétna interakéni
matrice), ktery klade diraz na vztahy
mezi organismy v korové vrstveé
liSejniku.  Kvasinky byly timto
zplisobem zobrazeny ve vice druzich
ketickovitych liSejnikdt (Spribille et
al., 2016; Tuovinen et al., 2019, 2021).
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Obr. 3: Vidkno liSejniku Bryoria capillaris, vpravo snimek vytvoreny metodou ize zastupcti liSejnikli, kteti klru

FISH zachycujici vrstvu kvasinkovych bunek; Zelené burnky kvasinek, modre e ., .

mykobiont, cervené fotobiont (Spribille et al., 2016) nemaji (Cernajova & Skaloud, 2019).

Jejich pritomnost byla dale potvrzena



U druhu Bryoria capillaris byla metodou FISH v korové vrstve lisejniku zobrazena cela vrstva kvasinek

z fadu Cyphobasidiales (Obr. 3; Spribille et al., 2016).

3.2. Diverzita kvasinek v liSejnicich

Diverzita basidiomycetnich kvasinek neni prozatim dostatecné prostudovana. Na to poukazuje
skutecnost, ze mezi lety 1998 a 2011 se pfevazné diky rozSifeni molekularnich metod vice nez
zdvojnésobil pocet znamych druhi nalezejicich do této skupiny (Li et al., 2020) a v neddvno vydané
praci autofi popsali dal§ich 107 druhti téchto kvasinek ze vzorkl vegetace a pud (Li et al., 2020).
Nezanedbatelnou ¢ast diverzity této skupiny tvoii heterobasidiomycetni houby z liejnikti (Diederich,
1996). Tyto houby byly v lisejnicich viceméné ptehlizeny az do druhé poloviny dvacatého stoleti
(Millanes et al., 2021). V praci Diederich (1996) bylo z halek popsano 41 novych druhi lichenikolnich
heterobasidiomycetnich hub. Mezi n¢ pattily napt. rody Biatoropsis, Chionosphaera, Cystobasidium,
Syzygospora a Tremella. Vét$ina téchto hub je schopna pfechazet mezi hyfalni a kvasinkovou formou
a Casto byvaji velmi obtizn¢ kultivovatelné (Millanes et al., 2021). Predchozi kapitola se vénovala
objevu Siroce rozsifenych kvasinkovych forem, patticich ptevazne do rodt Cyphobasidium a Tremella.
Velka ¢ast popsanych zastupct zatim neni fazena do druht, ale do vysSich taxonomickych jednotek.

V nasledujicich odstavcich kratce predstavim vyznamné a nejcasteji zastoupené taxony.

Rad Cyphobasidiales patii do tiidy Cystobasidiomycetes (Pucciniomycotina) (Bauer et al., 2006) ve
které je jako jediny lichenikolni a na rozdil od fadu Cystobasidiales u n¢j nebyly popsany haustoria
(Diederich, 1996; Millanes et al., 2016). Jak jiz bylo uvedeno vyse, autofi prace Spribille et al. (2016)
popsali vyskyt téchto hub i mimo halky v kvasinkové formé z mnoha druhti lisejnikt, pfevazné z celedi
Parmeliaceae. Rad Cyphobasidiales ma pouze dva popsané druhy: Cyphobasidium hypogymniicola
a C. usneicola (Millanes et al., 2016). Nedavno byly sekvenaci objeveny dalsi, které zatim nebyly
popsany (Spribille et al., 2016; Cernajova & Skaloud, 2019). Dale je nejen z lisejnikti zaznamenano

velké mnozstvi zastupct, ktefi patii do tfidy Cystobasidiomycetes (Li et al., 2020).

Mezi né patii i zastupci z ¢eledi Microsporomycetaceae (Wang et al., 2015). Cernajova & Skaloud
(2019) popsali diverzitu téchto kvasinek z liSejnikii rodu Cladonia a ve stejné praci autofi pojmenovali
novy rod Lichenozyma, ktery obsahuje zastupce rodu Microsporomyces s vazbou na rod Cladonia.
Vyclenéni tohoto rodu ale neni jednoznacné podpoteno. Nektefi dalsi autofi s vyClenénim souhlasi
(Diederich et al., 2022), jini autofi na zakladé nékolika markerovych analyz nepovazuji vyclenéni za

opravnéné (Li et al., 2020; Nguyen et al., 2023).

Lisejnikové kvasinky fadu Tremellales (Tremellomycetes, Agaricomycotina) byly stejné jako ty z fadu
Cyphobasidiales ptivodné v liSejnicich popisovany z halek, kde se vyskytuji v hyfalni formé. Kromé

symbiontt liSejnikti mohou byt zastupci této skupiny také saprotrofové, parazité zvifat nebo hub. Jejich



diverzita ale neni zcela prozkoumana a fylogenetické vztahy v rameci této tfidy nejsou dostatecné
podpoiené (Millanes et al., 2011). Jednim z Casto v liSejnicich zaznamenanych kvasinkovych rodu je
Cryptococcus (Tremellales, Cryptococcaceae) (Duarte et al., 2013, 2016). Nékteti zastupci tohoto rodu
napadaji ¢lovéka (Negroni, 2012; Maziarz & Perfect, 2016). U zadnych nebyla zaznamenana tvorba
halek (Diederich et al., 2022). Recentn¢ publikovana data popisuji vyskyt kvasinek tiid
Cystobasidiomycetes a Tremellomycetes pfiblizné ve dvou tretinach liSejnikovych metagenomu

(Tagirdzhanova et al., 2023).

Z lisejnikt byl déle izolovan rod Rhodotorula ze ttidy Microbotryomycetes, kterd zahrnuje pét radda,
z nichZ tfi jsou tvofeny prevazné rostlinnymi nebo houbovymi parazity. Rod Rhodotorula je znamy
ijako lidsky patogen (R. glutinis, R. mucilaginosa) (Zaas et al., 2003). Tfida Microbotryomycetes
obsahuje jednoho zastupce, ktery podobné jako zastupci rodt Tremella nebo Cyphobasidium tvoii
halky, Kriegeriopsis livingstonensis, ale kvasinkova forma u néj nebyla zaznamenana (Diederich et al.,

2022).

3.3. Specificita vazby k hostiteliim
Jak jiz bylo zminéno v Gvodni kapitole, mezi hlavnimi u¢astniky liSejnikové symbidzy mize byt rizna
mira specifity (Kapitola 2.2). N¢ktefi mykobionti naptiklad vytvafti stélku pouze s jednim druhem
fotobionta, jini mohou byt generalisty a vstupovat do symbidzy s riznymi zastupci fas (Piercey-
Normore & DePriest, 2001; Yahr et al., 2004; O’Brien et al., 2013; Leavitt et al., 2015). Basidiomycetni
kvasinky jsou podle vysledki recentné publikované studie v lisejnicich Siroce rozsitené (Tagirdzhanova
et al., 2023). Mira specificity mezi liSejniky a t€émito houbami v kvasinkové formé je jednim z Castych

témat praci, které se basidiomycetnimi kvasinkami z lisejnikii zabyvaji.

Podle autori prace Spribille et al. (2016), ktefi porovnavali genotypy kvasinek tiidy
Cystobasidiomycetes z liSejniki Bryoria fremontii a Letharia vulpina sebranych v USA a Evropé€, maji
kvasinky vyznamnou specifitu k primarnim mykobiontim, srovnatelnou s vazbou fotobiontt, a to i na
velké vzdalenosti. V severoamerickych a evropskych stélkach liSejniku Letharia vulpina bylo
zkoumano rozsiteni dvou druhii kvasinek rodu Tremella (Tuovinen et al., 2019). Druh Tremella
lethariae byl nalezen ve vSech vzorcich odebranych v USA a pouze ve ¢tvrtiné evropskych. Druhy,
nezatazeny druh rodu Tremella byl piitomny v 84 % evropskych vzorkd a méné nez 15 % vzorku
severoamerickych. V Evropé sbér vzorkt probéhl ve dvou oblastech. Prvni zasahovala na sever Italie
a do Svycarska, druha byla ve Svédsku. Ve Svédsku na rozdil od Svycarska a Italie byl druh Tremella
lethariae zastoupeny velmi malo a v 17 % vzorkl tam rod Tremella nebyl viibec zachycen. Dale byla
pozorovana vazba mezi kvasinkami éeledi Microsporomycetaceae a lisejniky rodu Cladonia (Cernajova
& Skaloud, 2019). Ve studii Cernajova & Skaloud (2019) autofi zkoumali diverzitu basidiomycetnich
kvasinek v rodu Cladonia za pomoci primerd pro amplifikaci ITS oblasti kvasinek tfidy

Cystobasidiomycetes (Spribille et al., 2016). Ze 104 vzorkl bylo ziskano 56 ITS sekvenci, z cehoz 43



bylo piifazeno k celedi Microsporomycetaceae. Na specifitu poukazuji vysledky prace Spribille et al.
(2016), kde dva ze tfi zkoumanych zastupct liSejniku Cladonia také obsahovali kvasinky celedi
Microsporomycetaceae a prace Nguyen et al. (2023), ve které autofi izolovali zastupce této celedi
v osmi z patnacti stélek lisejniku Cladonia rei a nalezli ITS sekvence Celedi Microsporomycetaceae
pomoci metody metabarcodingu v Sesti ze sedmi vzorku ziskanych ze stélek stejného druhu lisejniku.
V praci Cernajova & Skaloud (2020) naproti tomu autofi dosli k odlinym zavéram ohledné specificity
vztahu mezi primarnim mykobiontem a asociovanymi kvasinkami a popisuji zaznamenané kvasinky
spiSe jako generalisty. Tti izolaty vzdalenych linii kvasinek ze tfidy Cystobasidiomycetes byly ziskany
z jedné stélky liSejniku rodu Cladonia. Podobné vysledky pfinesla prace Mark et al. (2020), ktera
studovala diverzitu kvasinek v péti druzich liSejnikd: Hypogymnia physodes, Hypogymnia tubulosa,
Lecanora pulicaris, Parmelia sulcata, Physcia adscendens a Pseudevernia furfuracea. Cast&j$i
zastupci kvasinek tfidy Cystobasidiomycetes, tedy ti, jejichz vyskyt potvrdili alespoil z péti vzorkd,
méli v porovnédni s pozorovanymi fotobionty nizsi specifitu vazby, jelikoz se vyskytovali v riznych
druzich lisejnikil. Autofi prace Mark et al. (2020) dale zjistili, Ze ve vzorcich z Estonska a Svycarska se
vyskytovaly rozdilné druhy kvasinek. Nekteré kvasinky byly nalezeny pievazné v Estonsku, jiné

naopak ve Svycarsku.

Specificita kvasinek vici liSejnikim byla zkoumana také v praci Tagirdzhanova et al. (2021). Ke
kazdému ze 32 vzorki liSejnikti rodu Alectoria z jihozépadni Kanady sebrali autofi druhy, ndhodny
lisejnik jiného rodu z blizkého okoli a vzorky zvIast' osekvenovali za vyuziti primert vyvinutych pro
amplifikaci ITS oblasti kvasinek Cyphobasidium a Tremella. Ve vSech 32 stélkach rodu Alectoria byl
alesporii jeden ze dvou zminénych kvasinkovych rodt, pfi¢emz ve vétsin€ byly rody oba. Ziskané ITS
sekvence rodu Cyphobasidium byly rozitazeny do dvou hlavnich fylogenetickych linii. Jedna byla ze
vzorkt ziskanych z liSejniku rodu Alectoria a sekvenci rodu Cyphobasidium z lisejnikt rodu Bryoria,
které jsou rodu Alectoria blizce ptibuzné. Druhou skupinu tvotily prevazné ITS sekvence rodu
Cyphobasidium z jinych druhti liejnikd, které byly sbirany z blizkosti rodu Alectoria. Jinymi slovy tyto
vysledky naznacuji, Ze existuje linie kvasinek rodu Cyphobasidium, kterd ma urcitou vazbu na liSejniky
ptibuznych rodt Alectoria a Bryoria. Neékteré kvasinkové sekvence z lisejniku Alectoria ale spadaly do
druhé linie, kterou tvorily kvasinkové sekvence ziskané z jinych druht liSejniki, takze se vazba nezda
byt vylu¢na. Kvasinky rodu Tremella z liSejniku rodu Alectoria vazbu s kvasinkami z liSejniku rodu
Bryoria nevykazovaly. Polovina jich tvofila jednu skupinu, druhd skupina obsahovala jak kvasinky

rodu Tremella z liSejniku rodu Alectoria, tak kvasinky stejného rodu z lisejniki, které se vyskytuji

------

Basidiomycetni kvasinky studované na Antarktidé nevykazuji vaci liSejnikim vysokou miru
specificity. Kvasinky byly kultivovany ze vzorki lisejnikti, makroskopickych tas (Duarte et al., 2016),
cévnatych i bezcévnych rostlin (Vasileva-Tonkova et al., 2014), Zivocichti i z pid (Duarte et al., 2013).

Basidiomycetni kvasinky rodu Cryptococcus a Rhodotorula které byly zaznamenany nejCastéji se



vyskytovaly jak v liSejnicich, tak v dalSich substratech. Kvasinka Rhodotorula mucilaginosa byla
kromé lisejniku kultivovana i ze vzorku ze salpy, motské jezovky, fasy a dalSich substratt. Druh
Cryptococcus victoriae se podarilo ziskat v sedmi kulturach, z toho pouze dvé ze vzorku liSejniku
(Duarte et al., 2013). Oba tyto druhy byly ale ziskany z liSejnikii mnohem cast&ji, nez dalsi druhy
kvasinek (Duarte et al., 2016).

Tvorbu halek maji dosud popsané druhy basidiomycetnich kvasinek obvykle izce vazanou k jednomu
hostiteli (Diederich et al., 2022). Souvislosti vyskytu kvasinek s pfitomnosti halek se ale zddné z praci

o specifité kvasinek hloubégji nezabyva.

3.4. Prispévky kvasinek do symbidzy
O mutualistickych vztazich kvasinek se donedavna hovoftilo pfevazné v kontextu symbi6z s hmyzem.
Byly ale zminovany i kvasinky obyvajici povrch vegetace, které nejspi§ vyuzivaji ziviny z listové
plochy a znesnadnuji zaroven rist nékterych patogenid rostlin, nebo vyvoj larev herbivort. Jiné

kvasinky naproti tomu mohou rdst houbovych patogenii rostlin podporovat (Starmer & Lachance,

2011).

Autofi prace Spribille et al. (2016) uvadéli, ze by kvasinky mohly pfispivat k tvorbé extracelularni
interakéni matrice, ve které byly pozorovany ve vyssich poctech, a ti€astnit se sménného obchodu mezi
primarnimi i dal§imi sekundarnimi symbionty (napf. bakteriemi) piitomnymi v tomto prostoru. Rasa do
mezibunécného prostoru vylucuje cukerné alkoholy a primarni mykobiont zajistuje strukturu stélky
a produkci sekundarnich metaboliti. Podle autori by mohly popsané kvasinky podobné¢ jako primarni
mykobiont produkovat mimobunécéné polymery — polysacharidy — které slouzi mimo jiné jako plnivo
mezibunécného prostoru a jsou proto dilezitou soucasti struktury liSejnikové stélky (Spribille et al.,
2020). Dale by do tohoto spolecenstvi mohly pfispivat latkami, které ani jeden ze zakladnich partnert
nedokaze (efektivné) vytvaret (Spribille et al., 2016). Takovymi latkami by mohly byt pravé sekundarni
metabolity, jako napf. kyselina vulpinova v ptipad€¢ druhu Bryoria fremontii (Spribille et al., 2016).

V této kapitole ptedstavim nékolik praci, které modernimi metodami ptispivaji k vysvétleni této otazky.
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Vyzkum sloZeni a rozmisténi latek metodou MALDI-IMS hmotnostni spektrometrie v ptipad¢ druhu
Peltigera hymenina objevil dvé obranné molekuly, které byvaji produkované houbovymi organismy:
asperfenamat a alkaloid pyridion (PF1140), pticemz kultivaci bylo potvrzeno, Ze pyridion opravdu
tvoril houbovy organismus. Z textu bohuzel neni jasné jak. Ob¢ latky dale mély jinou oblast rozsiteni
v lisejnikové stélce. Pyridion mél vyssi koncentraci v povrchovych Castech a asperfenamat byl spise ve
vnitfnich oblastech stélky (Garg et al., 2016). To by mohlo znamenat, Ze tyto latky nejsou syntetizovany
dominantni houbou, nybrz jinymi houbovymi organismy, které obyvaji stélku v nizsich poctech, jako
napiiklad kvasinky nebo bakterie. Asperfenamét a pyridion maji antimikrobialni ucinky a brani
patogeniim v napadnuti liSejniku, ¢imz zvySuji jeho obranyschopnost. Podle autorti studie tento
fenomén ve spousté ohledech pfipomina obranné strategie mnohobunéénych organismi (Garg et al.,

2016).

Asperphenamate 528 (M+Na)* PF1140

Obr. 4: Rozmisteni molekul Asperphenamate a PF1140 ve stélce Peltigera hymenina
zobrazeno metodou MALDI-IMS (Garg et al., 2016)

S vyskytem asperfenamatu ¢aste¢né souvisel také vyskyt molekul z rodiny seskviterpennich lakton,
¢emuz napovidala podobnost spektra nékterych objevenych latek s alantolaktonem a jeho analogy, ktefi
do rodiny seskviterpennich laktoni patfi. Tyto latky byly v liSejnicich zaznamenany poprvé (Garg et
al., 2016). V jinych organismech funguji jako latky inhibujici bunécny rlst s antimikrobialnimi
a protirakovinnymi vlastnostmi (Konishi et al., 2002; Rasul et al., 2013). Autofi vzhledem k jejich
umisténi v liSejniku navrhuji, ze by mohly byt tvoteny sekundarnimi houbovymi symbionty. Tyto
molekuly ale byly zaznamenany pouze ve vzorku liSejniku Peltigera hymenina a nikoliv ve

vypéstovanych kulturach (Garg et al., 2016).

V praci Targidzhanova et al. (2021) autofi studovali genomy kvasinek rodu Tremella a Cyphobasidium
ziskané metagenomovou analyzou liSejniku Alectoria sarmentosa. Autofi z genomi kvasinek
odvozovali, jaké latky jsou schopny syntetizovat a vylu¢ovat do extracelularniho prostoru — stanovovali
tzv. sekretom. Ten porovnavali s genomem primarniho houbového symbionta, aby zjistili, ¢im presné

kvasinky do symbiozy mohou pfispivat. Genomy obou kvasinek v této studii obsahuji geny kodujici a-
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1,6-mannany, coz jsou polysacharidy, které¢ jsou jednim ze stavebnich kamend mezibunééné matrice
liSejniku a utvari lisejnikovou stélku. Primarni mykobiont ale tyto latky miZe syntetizovat také a autofi
v této praci nezkoumali, do jaké miry se kvasinky na stavbé mezibunééné hmoty podileji. Nebylo
prokézano ani to, Ze by se kvasinky podilely na tvorbé sekundarnich metabolitii. Z vysledkt je naopak

patmé, Ze primarni mykobiont koduje vice gend pro sekundarni metabolity nez kvasinky.

Zajimavym zjiSténim obsazenym ve stejné praci je, Ze kvasinky by mohly zvySovat piijem fosforu.
Genomy kvasinek totiz obsahuji vice genti pro takzvané phosphorous-scavenging enzymy nez primarni
mykobiont. V genomu kvasinek zrodu 7remella byly nalezeny dva proteiny podobné histidin
fosfataizam a v genomech rodl Tremella i Cyphobasidium jsou takzvané purple acid phosphatase-like
proteiny (Tagirdzhanova et al., 2021). Tyto enzymy pomahaji se ziskavanim fosforu, jehoz nedostatek
by mohl rust liSejniku limitovat (Johansson et al., 2011). Jsou schopny hydrolyzy nékterych
organickych sloucenin, které ho obsahuji a pievadéji jej do anorganické formy, ve které je pro

organismy lépe dostupny (Schachtman et al., 1998; Ezawa & Saito, 2018).

Ptestoze autofi v praci Tuovinen et al. (2019) pozorovali, Ze rod Tremella v hyfalni forme obrtsta

buiiky fotobionta podobné jako priméarni mykobiont (Obr. 7), nebyl podan zadny piimy dikaz

o komunikaci mezi kvasinkami a dalSimi |A

Cyphobasidium
o (Basidiomycete 1)

ucastniky symbidzy. Obecné je signalizace ® gzg?;ﬂe:n
ycete 2)

mezi symbiotickymi partnery v ramci @ Letharia (Ascomycete)

lisejnikové stélky nedostatecné ® Aiga
prostudovéana. K dispozici jsou ale napft. , e
informace o vlivu fytohormondi na (B c

primarni symbionty nebo mira exprese
genll pro syntézu pienaSect organickych a

anorganickych latek, ze které lze

odvozovat, jaké molekuly by si mezi sebou

Current Biology

mohly jednotlivé komponenty liSejniku Obr. 5 Schéma porovnavajici vztah kvasinek rodit Tremella

_ ) (oranzove) a Cyphobasidium (Zluté) s mykobiontem (modre) a rFasou

predavat (Pichler et al., 2023). (zelené) ve vzorku z lisejnikové stélky a z halky (Jenkins & Richards,
2019)

4. Metody studia diverzity a funkce kvasinek v liSejnicich

Od prvniho pozorovani souvislosti mezi vyskytem kvasinek a fenotypem lisejniku se stalo téma vyskytu
a role kvasinek v liSejnicich namétem vice nez deseti dalSich publikaci (napf. Lendemer et al., 2019;
Tuovinen et al., 2019; Cernajova & Skaloud, 2019; Mark et al., 2020; Smith et al., 2020; Tagirdzhanova
et al., 2021). V nich autofi pouzivali pro studium kvasinek rozdilné metody a jejich vysledky mohou
proto byt obtizné srovnatelné. Nekteré z téchto metod byly pouzity ke studiu liSejnikd poprvé (napft.
skladani genomt z liSejnikového metagenomu; Tagirdzhanova et al., 2021). Proto povazuji za dulezité

tyto metody strucné pfedstavit a popsat jejich vyhody a mozné omezeni.
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Vyzkum basidiomycetnich kvasinek v liSejnicich 1ze rozd¢lit na dva zdkladni tematické okruhy: jednak
mapovani jejich vyskytu a miry specificity vici hostitelim a dale na zkoumanti jejich role v symbidze.
PrestoZe spolu ob¢ oblasti studia do ur€ité miry souvisi a z vysledkll v jednom okruhu se daji odvozovat

zavery i pro oblast druhou, metody pro jejich zkoumani se zasadné lisi.

Pfitomnost kvasinek je mozné odhalit napt. kultivaénimi postupy na vhodném médiu ¢i pomoci riznych
sekvenacnich metod. Pro vizualizaci kvasinek uvnitt lisejnikové stélky byla uspésné pouzita transmisni
elektronovad mikroskopie (Grube & Rios, 2001) a metoda FISH ve spojeni s konfokalni mikroskopii
(Spribille et al., 2016; Tuovinen et al., 2019). Dale byla vyuzita metoda vizualizace kvasinek spojené
s IMS (imaging mass spectrometry) (Garg et al., 2016). Fyziologie a genova exprese kvasinkovych
symbiontl jsou predikovany z genomil poskladanych z metagenomt (Tagirdzhanova et al., 2021,

2023).

4.1. Kultivace kvasinek

Péstovani kultur je jednoduchou a levnou metodou, kterou lze prokazat piitomnost rtznych
mikroorganismi ve vzorku a popsat jejich diverzitu. V pracich zabyvajicich se studiem kvasinek
v lisejnicich pouzivaji autofi obvykle pro kultivaci média, ktera slouzi k péstovani basidiomycetnich
kvasinek. Studované lisejnikové kvasinky totiz byvaji z oddéleni Basidiomycota, zatimco jejich
hostitelé jsou vieckovytrusné lichenizované houby. Selektivita zminénych médii proto omezuje rast
primarniho mykobionta (pokud se jednad o vieckovytrusou houbu) a zvysuje tak Sanci na zachyceni
basidiomycetnich kvasinek. Ty v§ak mohou byt péstovany i na béznych médiich pro pé&stovani kvasinek

(glucose yeast peptone agar, Kachalkin et al., 2017).

Meédia obvykle uzivana pro péstovani basidiomycetnich kvasinek jsou malt-yeast agar, Sabouraudiv
2% agar a Boldovo bazalni médium obohacené 1 % glukézy (Cernajova & Skaloud, 2019; Cometto et
al., 2022) a ptipadné dalsi (Stocker-Worgdtter & Hager, 2008). Kultury, které na médiich vyrostou,
jsou néasledné obvykle mikroskopovany a mohou byt vyuzity k popisu morfologie studovanych
kvasinek. Pro pfesné uréeni identity kvasinek mohou byt kultury dale vyuzity pro sekvenaci DNA.
Pokud jsou cilem kultivace organismy z vnitini kliry nebo diené, je potfeba pied o¢kovanim do média
stélky dukladné oplachnout, poptipadé svrchni kiru liSejniku odfiznout a minimalizovat tak mozZnost

kontaminace organismy z povrchu (Spribille et al., 2016; Cernajova & Skaloud, 2019).
Nevyhodou této metody je, Ze nezaznamena nekultivovatelné organismy. Proto je dobré ji kombinovat

s modernéjsimi metodami, které jsou popsany v nasledujicich kapitolach.

4.1. Sekvenac¢ni metody

Sekvenovani je termin zastfeSujici mnoho metod, které umoznuji uréit organismy bez morfologického

popisu na zéklad¢ genetické informace. V této kapitole bych chtél kratce predstavit ty, které byly

13



pouzity v pracich o basidiomycetnich kvasinkach. Tradi¢né uzivanou sekvenacni metodou je
Sangerovo sekvenovani (Sanger et al., 1977), novéjsi metody jsou soustiedény pod pojem Sekvenovani
nové generace (next generation sequencing; NGS). Tyto metody jsou vyuzivany pro nejriznéjsi
aplikace, napf. celogenomové sekvenovani, metabarkodovani, sekvenovani metagenomid nebo
transkriptomika, a umoznuji ziskat nasobné véEtSi mnozstvi dat nez Sangerovo sekvenovani.
Osekvenovany genom umoziiuje pouziti riznych dalSich metod napft. jiz zminénou FISH, nebo z néj

1ze po anotaci odhadovat role organismu v systému.

Sangerovo sekvenovani je jednou z moznosti studia diverzity basidiomycetnich kvasinek. K urceni
a zatazeni houbovych organismil do rodu byvaji pouzivany kratké useky genomu, napf. tzv. internal
transcribed spacer (ITS oblast; Schoch et al., 2012; Ferndndez-Mendoza et al., 2017; Banchi et al.,
2018). K ziskani dostate¢ného mnozstvi DNA pro Sangerovo sekvenovani se daji vyuZit primery, které
zajisti selektivni PCR amplifikaci. Diky nim se mnohonasobné zvysi mnozstvi kvasinkové DNA ve
studovaném vzorku. Pro zastupce Cystobasidiomycetes byly vyvinuty specifické primery, napft.
ITS symrho 1F a LRO_symrho R (Spribille et al., 2016). Pro Tremellales jich bylo vytvofeno vice,
napi. BasidLSU3-3 (a dal$i v Millanes et al., 2011) nebo ITSITmIF (a dalsi v Tuovinen et al., 2019).
Tyto primery byly tsp€$n¢ pouzity v nékolika dalSich pracich, které se kvasinkami v liSejnicich
zabyvaji (Cernajova & Skaloud, 2019, 2020; Mark et al., 2020; Tagirdzhanova et al., 2021; Cometto et
al., 2022; Nguyen et al., 2023). Cisté kultury maji tu vyhodu, Ze je v nich dostateéné mnoZstvi materialu
a vysledky sekvenovani nejsou ovlivnény piitomnosti jinych kontaminujicich sekvenci. U kvasinek,
které neni mozné péstovat in vitro, Ize PCR amplifikaci provést i na vzorku ziskaném piimo ze stélky.
Pokud je takovych kvasinek ve stélce méné a specifické primery pro né nebyly vyvinuty, Sangerovou

metodou jsou obtizn€ zaznamenatelné a je potieba vyuzit metody NGS.

Hojné pouzivanou metodou vyuzivajici NGS technologie je metabarkédovani (metabarcoding), které
umoznuje popsat diversitu organismu v ramci stélky (¢i jakéhokoliv jiného prostiedi) (Fernandez-
Mendoza et al., 2017; Nguyen et al., 2023). Pii této metod¢ se amplifikuje a sekvenuje jeden kratky
usek DNA (v ptipadé hub nejcastéji Cast ITS oblasti) z mnoha organismi soub&zné. Dale byva pro
studium kvasinek v liSejnicich vyuzivano napft. celogenomové sekvenovani, které umoznuje slozit cely
genom jednoho nebo vice organismtl najednou (metagenomika) na zakladé prekryvi osekvenovanych
fragmentl (Garg et al., 2016; Lendemer et al., 2019; Tuovinen et al., 2019; Smith et al., 2020;
Tagirdzhanova et al., 2021, 2023).

Vysledkim sekvenace genomu se pfifazuji dvé vyznamné hodnoty, jejichz pochopeni je zasadni pro
interpretaci vysledkti né€kterych praci zabyvajicich se liSejnikovymi kvasinkami: tzv. pokryti
(sequencing coverage) a hloubka (sequencing depth). Hodnota pokryti popisuje, jak velka c¢ast
sekvenovaného genomu byla z kratkych usekti vstupni DNA pokryta a pohybuje se proto v ramci

procent. Hloubka zjednodusené popisuje, kolikrat byl genom z kratkych tsekd poskladan, nebo také jak
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moc se kratké useky patfici k jednomu genomu piekryvaly. Tyto hodnoty jsou jednémi z ukazatelii
veérohodnosti nalezenych genomu a byvaji zavislé na mnozstvi DNA ve vstupnim vzorku. Pokud ma
néjaky organismus napf. v analyzovaném metagenomu dostate¢né pokryty genom, tak lze usuzovat, ze

se v puvodnim vzorku vyskytoval.

Mnozstvi zaznamenanych genomi v metagenomu souvisi s hloubkou sekvenovani, kterou Ize zlepsit
napt. specifickou pfipravou vzorku. Metagenom ziskany z oplachnuté, protfepané a centrifugované
stéelky mél ve studii Tagirdzhanova et al. (2021) nasobné vétsi pokryti genomtl basidiomycetnich
kvasinek nez metagenom ze vzorku, ktery byl pouze rozemlety. Metagenomy s vétsi hloubkou
sekvenovani zaznamenaji nejen vice basidiomycetnich kvasinek ale i druhti obecné (Tagirdzhanova et
al., 2023).

Po sekvenovani je tieba ziskané informace dale analyzovat. Metody analyzy jsou detailn¢ popsany
napiiklad v praci tymu Grimm et al. (2021), ktera se sice zaméfuje na metody pro studium bakterii, ale
principy pro pouziti téchto metod na studium kvasinek stejn€¢ jako jejich omezeni jsou v zdsadé
podobné. Jednou z takovych metod je predikce funkce kvasinek na zdkladé proteini zakodovanych

v jejich genomu. Na tom jsou zaloZeny prace Garg et al. (2016) a Tagirdzhanova et al. (2021 a 2023).
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FIGURE 4 | Overview about *-omics” technologies used for lichen microbiome research. Green - metabolomics, yellow - proteomics, blue - transcriptomics, pink
genomics. Colored armows indicate interactions between metabolome, proteome, transcriptome and genome and how they are affecting each other. Circle sizes
illustrate estimated complexity. Gray arrow direction (right hand side) implies an increase.

Obr. 6: Prehled metod pouzivanych pro studium lisejnikovych mikrobiomii a vztahii mezi nimi. (Grimm et al., 2021)

Pro predikci funkce genli v genomu, ale i studovani jejich aktivity pomoci transkriptomiky, je tfeba
nejdfive mit k dispozici anotovany genom. Anotace genomu spocivd zjednoduSené v tom, Ze se
studovana sekvence DNA porovna s databazi genti a hledaji se v ni na zaklad¢é podobnosti jiZ popsané
geny (Yandell & Ence, 2012). U anotovaného genomu jsou tak k dispozici informace, jaké geny
obsahuje a napiiklad které proteiny ma potencial organismus vytvafet a vyluCovat do prostredi.

Transkriptom je soubor RNA ve vzorku a ziskava se sekvenovanim cDNA — komplementarni DNA. Ta
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vznika reverzni transkripci RNA enzymy reverzni transkriptazy. Obsahuje pouze produkty aktivnich
genu a ovétuje, které geny jsou skutecné prepisovany do RNA (Spribille et al., 2016; Tuovinen et al.,

2019).

Z informaci v anotovaném genomu a transkriptomu lze usuzovat, jakymi produkty mohou
basidiomycetni kvasinky do symbiodzy pfispivat, které vylucuji do mezibunécného prostredi a jaké latky

jsou schopné metabolizovat (Tagirdzhanova et al., 2021, 2023).

4.2. Vizualizace kvasinek

Jak jiz bylo uvedeno vyse v textu, kvasinky jsou svételnou mikroskopii velmi obtizné rozeznatelné od
okolnich buné€k lisejnikové stélky. Jednou z moznosti, kterou se da spolehlivé sledovat prostorové
uspofadani téchto symbiontd ve stélce, je fluorescencni barveni. To pii pouziti spravnych
fluorescencnich sond umoznuje odlisit jednotlivé skupiny organismu v liSejniku. Obarvené bunky je
mozné sledovat napt. v konfokalnim mikroskopu, ktery umoznuje zobrazit jejich rozmisténi v ramci
stélky. Znalost lokalizace kvasinek v lisejnikové stélce je dilezita, protoze umoziuje odebirat tu Cast
stélky s vy$§im mnozstvim kvasinkovych buné€k pro jejich snadnéjsi detekci molekularnimi metodami.
Dale lze ze vzajemného rozmisténi symbiotickych partnerd usuzovat, jakou maji tyto organismy ve

stélce roli a jakym zptisobem mezi sebou interaguji.

Pred barvenim kvasinek je nejprve nutné rozrusit kompaktni strukturu stélky, ve které se vyskytuji, aby
mohlo dojit k ozna¢eni fluorescen¢nimi sondami. Zajimavosti je, ze k rozruSeni této odolné struktury
byl pouzit nafedény praci prasek (Spribille et al., 2016). Na fluorescencni oznaceni kvasinek rodu
Cystobasidiomycetes byly pouzity dvé sondy vazajici se na 18S oblast sekundarnich ribosomalnich
struktur: Cb_LvTp 18S2a Cb _Lv 18S6 s navdzanou barvou fluorescein amidit (FAM) nebo cyaninem
CY3 (Spribille et al., 2016) a pro rod Tremella byla pouZzita sonda Tm28S1, ktera se vaze na 28S rRNA
(Tuovinen et al., 2019). Tyto sondy byly vytvoreny tak, aby se vazaly specificky na vySe zminéné
kvasinky, a ne na jiné komponenty liSejniku (Spribille et al., 2016; Tuovinen et al., 2019).

Zminéné sondy se nevazi na bunénou sténu, takze jimi neni mozné popsat detaily rozhrani mezi
kvasinkami a primarnimi symbionty. V praci Tuovinen et al. (2021), kterd se snazila o piesny popis
struktur mezi kvasinkami a buitkami fotobionta, byla pouzita latka, ktera se vaze na chitin a celulézu
a je pouzivana na barveni bunécnych stén rostlin a hub, tzv. calcifluor white (Harrington & Raper,
1968). Tato latka se ale na bunky rodu 7remella nenavazala a detaily struktur proto nebyly

pozorovatelné.
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Obr. 7 Vizualizace kvasinek v halce; Kvasinka Tremella lethariae (zelené), primarni mykobiont Letharia vulpina (Cervenda
vidkna) a fotobiont (Cervené, nékteré oznacené Sipkou) zobrazeni metodou FISH; B — podobnost kontaktu hyf kvasinky
Tremella lethariae a hyf primdrniho mykobionta Letharia vulpina s Fasou, Sipka vpravo nahore oznacuje autofluorescenci
svrchni vrstvy halky J — Detail kontaktu Tremella lethariae (zelena vidakna) s fasou (Cervend, oznacena Sipkou) (Tuovinen et
al. 2019)

Dalsi moznosti vizualizace kvasinek ze stélky je elektronova mikroskopie. Transmisni elektronova
mikroskopie byla pro pozorovani kvasinkovych bunék pifimo z halky pouzita v praci Grube & Rios
(2001).

4.3. Hmotnostni spektrometrie

Pro studium sekundarnich lisejnikovych symbiontt byla také pouzita metoda zobrazujici hmotnostni
spektrometrie: MALDI-IMS (matrix assisted laser desorption/ionization imaging mass spectrometry)
(Garg et al., 2016). Touto metodou 1ze na zaklad€ podobnosti hmotnostniho spektra identifikovat malé
molekuly a sledovat jejich umisténi vramci stélky (Stoeckli et al., 2001). Pi#i kombinaci
s vizualiza¢nimi metodami je mozné vysledky porovnat s lokalizaci symbiontl uvnitt stélky. Z téchto

informaci lze nasledné odvozovat ptvod t€chto molekul a jejich vyznam pro lisejnik (Garg et al., 2016).

Interpretace vysledkli hmotnostni spektrometrie mize byt narocnd (napt. Aftab et al., 2022).
V lisejnikové stélce je vetSi mnozstvi organismid a neni mozné v takovém smiSeném vzorku
jednoznacné urcit, ktery z nich studovanou latku vytvari. Proto je nutné vysledky kontrolovat na
vypéstovanych Cistych kulturach, pficemz znovu nastava problém s kultivaci kvasinek (kapitola 4.1).

Analyzou genomu Ize déle potvrdit, Ze organismus ma potencial danou latku vytvaret.

5. Kiritické zhodnoceni dosud publikované literatury

Nézory jednotlivych autori na symbioticky vztah kvasinek a liSejnikli se rGzni. Pohybuji se od
mutualismu pfes komensalismus az k parazitismu. Tyto nadzory jsou z velké casti zaloZeny na

hypotézach, pro které chybi jednoznacné dikazy.
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Bez pouziti vhodnych metod neni pfitomnost kvasinek ve stélce ziejma. Proto je potieba interpretovat
vysledky v kontextu metod pouzitych pro jejich ziskani a vyvozovat zavéry az po kritickém zhodnoceni

praci zabyvajicich se timto tématem.

5.1. Rozpory ve vysledcich studii
V kapitole 4 jiz bylo zminéno, jaké metody byly pouzivany pii ur¢ovani diverzity kvasinek v liSejnicich
a co tuto praci znesnadiiuje. Metody zkoumani jsou v pracich jednotlivych autorii rozdilné, a to se do
urc¢ité miry pravdépodobné odrazi ve vysledcich. Nekteré prace potvrdily basidiomycetni kvasinky ve
v&t§ing zkoumanych lisejnikd (Spribille et al., 2016; Cernajova & Skaloud, 2019), v jinych bylo naopak
jejich zastoupeni velmi nizké (Fernandez-Mendoza et al., 2017; Lendemer et al., 2019; Smith et al.,
2020). Rozdily ve vysledcich mezi riznymi pracemi byly pozorovany také pii hodnoceni toho, nakolik

specifické jsou vazby kvasinek viici jednotlivym druhtim lisejniki.

Dutlezité faktory, které maji vliv na vysledky zkouméani diverzity kvasinek v liSejnicich molekularnimi
metodami, jsou piiprava vzorku, zvolenda metoda sekvenovani, vybér primeri pro
PCR amplifikaci DNA a hloubka sekvenovani. Pfi pouziti primerd (vyvinutych specificky
pro amplifikaci lisejnikovych stopkovytrusnych kvasinek), které byly publikovany v pracich Spribille
et al. (2016) a Tuovinen et al. (2019), byly kvasinky pozorovany ve velkém mnozstvi vzorkd (Spribille
etal., 2016; Tuovinen et al., 2019; Cernajovéa & Skaloud, 2019; Mark et al., 2020). Naproti tomu v praci
Smith et al. (2020), ktera studovala liSejnikové metagenomy, popisuji autofi nalez kvasinek pouze
v péti z 35 lisejnikd a v praci tymu Lendemer et al. (2019) byla potvrzena ptitomnost kvasinek pouze
v deviti z 339 analyzovanych vzorkt. Vzorky pouzité ke tvorbé analyzovanych metagenomt ale nebyly
nijak upravené pro hledani organismd, které jsou v nizSich poctech uvniti stélky. Autofi v praci
Tagirdzhanova et al. (2021) tvrdi, ze mnozstvi ziskanych genomt z metagenomového vzorku koreluje
s hloubkou sekvenovani genomu primarniho mykobiontia a ze hloubka sekvenovani genomu z prace
tymu Lendemer et al. (2019) nebyla na zaznamenani sekundarnich houbovych symbiontii dostatecna.
Na zaklad¢ téchto informaci i vysledkll nejnovejsi prace Tagirdzhanova et al. (2023), ktera popisuje

pritomnost basidiomycetnich kvasinek v liejnicich je bézna.

Pracim studujicim specifitu vazby kvasinek vii¢i konkrétnimu druhu nebo skupiné lisejnikii se vénuje
kapitola 3.3. Nékteré studie popisuji pomérné tizkou vazbu na urcité zastupce lisejnikt (Spribille et al.,
2016; Tuovinen et al., 2019; Cernajova & Skaloud, 2019; Tagirdzhanova et al., 2021), z vysledka
dalsich praci naopak vyplyva, Ze basidiomycetni kvasinky jsou spiSe generalisty (Duarte et al., 2013,
2016; Vasileva-Tonkova et al., 2014; Mark et al., 2020). Autofi prace Spribille et al. (2016) tvrdi, Ze
kvasinky ze skupiny Cyphobasidiales maji vyznamnou specifitu k liSejnikim Bryoria fremontii
a Letharia vulpina (Obr. 8). Pti bliz§im pohledu ale specificita neni na prvni pohled pfili§ patrna. Prace

autorti Tuovinen et al. (2019) je zaméfena na dva druhy rodu Tremella: jeden s centrem rozsiteni
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v lisejnicich Letharia vulpina z USA, druhy ve vzorcich stejného druhu z Evropy. Dale byla
pozorovana vazba jedné linie rodu Cyphobasidium vuci zastupcim rodi Alectoria a Bryoria
(Tagirdzhanova et al., 2021) a mozna vazba kvasinek ¢eledi Microsporomycetaceae na rod Cladonia
(Cernajova & Skaloud, 2019; Nguyen et al., 2023). Naopak z vysledki prace v Mark et al. (2020),
vyplynulo, Ze rozsifeni kvasinkovych skupin v liSejnicich Hypogymnia physodes, Hypogymnia
tubulosa, Lecanora pulicaris, Parmelia sulcata, Physcia adscendens a Pseudevernia furfuracea je
definovano spiSe regionalné ¢i abiotickymi faktory (Tuovinen et al., 2019). Podobné vysledky jsou
iz praci z Antarktidy (Duarte et al., 2013, 2016; Vasileva-Tonkova et al., 2014), ve kterych byly
izolovany basidiomycetni kvasinky z liSejnikt, jiné vegetace, z zivocicht i ptidy a vét§ina z popsanych

kvasinek se vyskytovala ve vice z té€chto substrati, bez zietelné selektivity vici lisejnikim.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze vysledky dosavadniho studia specifity basidiomycetnich kvasinek jsou
zna¢ng variabilni. Na jedné strané stoji kvasinky popsané zatim pouze z liSejnikd (Spribille et al., 2016;
Cernajova & Skaloud, 2019), na druhé kvasinky popsané z lisejniki i hojné z dal$ich substrat (Duarte
etal., 2013, 2016; Vasileva-Tonkova et al., 2014). Dat je ale k dispozici relativné malo. Vyznamna mira
specifity by se mohla u nékterych zastupcti projevit béhem budouciho studia diverzity basidiomycetnich
kvasinek, ale zaroven je mozné, ze kvasinky, které aktualné vykazuji silnou specifitu k lisejnikovym
symbionttim, budou v budoucnosti nalezeny i v dalSich liSejnicich, hostitelich nebo substratech.

a b
Bryoria Letharia

1

®
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O Sweden O Washingion, ULS.A
O Monissa, USA, B Oesgon, USA,

Obr. 8: Haplotypova sit’ kvasinek z liSejnikii rodu Bryoria a Letharia z riznych statd; Rimské cislice oznacuji haplotypy,
arabské znaci, kolikrat byl haplotyp zaznamendn, barvou je zndzornéno, ze kterych statii vzorky pochazely (Spribille et al.,
2016)

5.2. Podstata symbiotického vztahu kvasinek v ramci liSejnika
Po objeveni korelace mezi vyskytem kvasinek a kyseliny vulpinové ve svrchni kufe liSejniku
rodu Bryoria byli autofi prace Spribille et al. (2016) ptfesvédceni, Zze kvasinky hraji v symbioze
dilezitou roli. Netspésné pokusy o resyntézy liSejnikd vysvétlovali tim, ze by pro n¢ mohly byt

kvasinky nezbytné. Podstata pfitomnosti kvasinek v liSejnicich ale stale nebyla rozfesena.
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Autofti spekulovali, ze kvasinky mohou zptuisobovat produkei kyseliny vulpinové a dale se domnivali,
ze by kvasinky také mohly pfispivat polysacharidy do korové vrstvy liSejnikd (Spribille et al., 2016).
V praci Tagirdzhanova et al. (2021) autofi zminuji moznost, ze by kvasinky mohly pomahat s prijmem
fosforu. Tvorba lisejnikovych sekundarnich metabolitti kvasinkami vSak nebyla prokazana v zadné
pozdgji publikované praci a nebyla zatim podpoiena ani hypotéza, zZe by kvasinky piispivaly ke tvorbé
lisejnikové stélky (Spribille et al., 2020). V poslednich pracich je kvasinkam pfipisovan jiz pouze
mozny vliv na vodni rezim liSejnikd (Spribille et al., 2022) a autofi postupné presouvaji pozornost
i k dalsim sekundarnim liSejnikovym symbiontiim, ktefi by do symbidzy mohli ptispivat, (Spribille,
2018; Tagirdzhanova et al., 2023) a mezibunécéné interakéni matrici, kde pravdépodobné veskera

komunikace lisejnikovych symbiontd probiha (Spribille et al., 2020).

LiSejniky bezpochyby obsahuji vysokou diverzitu houbovych organismi (napt. Santiago et al., 2015)
a mezi nimi i basidiomycetni kvasinky (Spribille et al., 2016; Cernajova & Skaloud, 2019; Da Silva et
al., 2022; Tagirdzhanova et al., 2023). Ty by mohly vyuzivat relativné stabilni prostiedi liSejnikové
stélky, podobné jako jiné kvasinkam podobné houby vyuzivaji povrch vegetace (Richardson et al.,
1985). Stélka zajistuje priznivé podminky pro jejich nepohlavni rozmnozovani v kvasinkové forme
(Oberwinkler, 2017) a cukerné alkoholy, které liSejniky nejspiS pouzivaji mimo jiné pro pieziti
vysychani (Spribille et al., 2022). Po namoceni jsou tyto latky totiz z bun€k primarnich symbiontt
vymyvany ven (Farrar, 1976b) a do prostor stélky, ve kterych k nim maji kvasinky a dalsi
mikroorganismy ptistup. N&kter¢ bakterie stabiln¢ obyvajici lisejnikovou stélku maji geny, které koduji
proteiny vyuZzivané pro zpracovani téchto latek (Tagirdzhanova et al., 2023) a jako substrat by mohly
byt vyuzivany i kvasinkami (Cernajova & Skaloud, 2020).

Nekteti autofi se domnivaji, Ze kvasinky nalézané v liSejnicich jsou pouze propagule parazitti (Millanes
et al., 2016; Oberwinkler, 2017) a Zze vyuzivaji prostiedi liSejnikové stélky pouze k vegetativnimu
rozmnozovani (Oberwinkler, 2017). Kvasinky, které autofi studie Spribille et al. (2016) prezentovali

jako dal§iho potencialniho symbionta liSejnikd, jsou schopny v hyfalm formé tvorby halek, které

obsahuji jejich basidia (Millanes et al.,
2016). Popis rodu Tremella jako
mykoparazita je zalozen na tvorbé
haustorii, ktera mohou, ale nemusi
penetrovat mykobionta (Grube & Rios,
2001). Tuovinen et al. (2019) pomoci
fluorescencniho ~ barveni  zkoumali
struktury, kterymi kvasinky interaguji
s bukkami fas vramci zminovanych

halek. SpiSe nez haustoriim povaZovali

Obr. 9 Kontakt tremelloidniho (T) haustoria s burikou hostitele (H)
oznacen Sipkou (upraveno z Grube & Rios, 2001)

kontakt fasa-kvasinka za  podobny
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strukturam, které vytvaii fasa s primarnim houbovym symbiontem. Pfi barveni halek, které zptsobuji
zastupci fadu Tremellales, haustoria pozorovany byly, ale autofi nezaznamenali pfimy kontakt s hyfami
primarniho houbového symbionta (Tuovinen et al., 2021). Pomoci svételného mikroskopu haustoria
vedouci k buiikam hostitele pozorovany byly (Grube & Rios, 2001). To ale autofi studie Tuovinen et
al. (2021) interpretuji odlisn€, piestoze jejich metoda nedovolovala detailni zobrazeni kontaktd
bunécnych stén. Mycelium, které by propojovalo jednotlivé halky, nebylo zaznamenéno ani jednou
z popsanych metod (Grube & Rios, 2001; Tuovinen et al., 2021). Grube & de los Rios (2001)
spekulovali, Ze tremelloidni haustoria se mohou od hostitele odd¢€lit v disledku riistu halek. Také neni
vylouceno, Ze kvasinky vyuzivaji k parazitismu jiné utvary, nez které byly dosud popsany
(Oberwinkler, 2017). Z aktualné dostupnych informaci o basidiomycetnich kvasinkach v liSejnicich
neni mozné tedy spolehlivé urcit, jestli kvasinky do symbidzy pfispivaji, jestli na ostatnich partnerech
naopak parazituji, nebo jestli pouze vyuzivaji stabilni prosttedi stélky, pfipadné kterou z téchto a dalSich

moznych strategii jednotlivé skupiny basidiomycetnich kvasinek vyuzivaji.

6. Mozné sméry dalSiho vyzkumu

Od doby, co byly kvasinky oznaceny za dal§iho mozného hrace v liSejnikové symbidze (Spribille et al.,
2016), se dalsi studie snazi objasnit roli kvasinek v liSejnikové symbioze, stanovit miru jejich specificity
a urcit faktory, které jejich vyskyt ovlivituji. Vétsina studii, které se snazily o zmapovani vyskytu
kvasinkovych hub ze tadt Tremellales a Cyphobasidiales v liSejnicich, byly uspé$né (napf.
Tagirdzhanova, McCutcheon, and Spribille 2021; Mark et al. 2020). Otazkou ale nadale zustava, jestli
kvasinky opravdu maji s lisejniky mutualisticky vztah. Odpovédi by mohl pfinést dals$i vyzkum v jiz
studovanych oblastech: rozSifeni a specifita k hostitelim, vizualizace rozhrani mezi kvasinkami
a primarnimi liSejnikovymi symbionty v halkach a v neposledni fadé studium vymény latek mezi

symbiotickymi partnery.

Vyzkum v oblasti rozsifeni a specificity vazby neni ani zdaleka kompletni, piestoze mu zatim bylo
vénovano nejvice dosud publikovanych praci. Zjisténi, Ze hloubka sekvenovani a ptiprava vzorku
koreluji s mnozstvim zaznamenanych kvasinek v metagenomech (Tagirdzhanova et al., 2021, 2023),
spolecné s vyuzitim primert vyvinutych pro amplifikaci nékterych basidiomycetnich kvasinek (napf.
Millanes et al., 2011; Spribille et al., 2016; Tuovinen et al., 2019), by mohly dalsi vyzkum zna¢né
zefektivnit. Pritomnost kvasinek byla dosud studovana na relativné omezeném poctu liSejnikt
a diverzita této skupiny organismu v dal$ich liSejnicich ztstava skryta. Ohledné specificity by mohlo
byt vhodné zkoumat diverzitu basidiomycetnich kvasinek i v dalSich substratech a ovéfit tak miru vazby

pfimo na lisejnikovy mikrobiom.

Dalsim z moznych krokt k definovani vztahu mezi kvasinkami a liSejnikem by mohla byt detailni
vizualizace rozhrani, kterym spolu partnefi v ramci stélky komunikuji. Metodou FISH byl pozorovan

kontakt kvasinek v hyfalni formé s fotobiontem uvniti halky (Tuovinen et al., 2019). Autofi jej popsali
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jako podobny tomu, ktery vzniké na rozhrani fotobiont-mykobiont, ale detailni popis kontaktu jejich
fluorescencni sondy neumoznovaly, jelikoz nezobrazuji bunécnou sténu. To by mohly metody

elektronové mikroskopie, které jiz pro stejné ucely byly vyuzity (Grube & Rios, 2001).

Nejvetsi mezery poznani jsou v pochopeni metabolickych toki a komunikace mezi kvasinkami
a dal$imi symbiotickymi partnery. Hlavnim problémem je, Ze jsou stidle mezery také ve znalostech
o komunikaci mezi zakladnimi liSejnikovymi partnery (Pichler et al., 2023). Pochopeni systému
signalizace mezi houbou a autotrofem a fyziologie liSejniku jako celku by mohly objasnit i komunikaci
s kvasinkami. Posunu v této oblasti dlouho branily komplikace pfi kultivaci liSejnikovych kvasinek
a neuspé$né pokusy o resyntézu liSejnikové stélky v laboratornich podminkach (napf. Stocker-
Worgotter & Hager, 2008; Cernajova & Skaloud, 2020). Nedavno byl ale objeven kultivovatelny
zastupce rodu Cyphobasidium (Cernajova & Skaloud, 2020), jehoZ studium by mohlo nabizet odpovédi
na n¢které z polozenych otazek. Kultivaénimi pokusy by mohlo byt napt. mozné zjistit jaké latky je

kvasinka schopna metabolizovat a jaké vylu¢ovat do mezibunééného prostoru.

7. Zavér

Tato bakalatska prace se vénovala basidiomycetnim kvasinkam vyskytujicim se v liSejnicich a jejim
hlavnim cilem bylo shrnout dosud publikované informace dostupné k tomuto tématu. Praci, které se
basidiomycetnimi kvasinkami v liSejnicich zabyvaji, je relativné malo a studuji predevsim diverzitu
kvasinek v liSejnicich, jejich rozsifeni, specificitu vazby vuci liSejnikovym hostitelim a obecn¢
podstatu tohoto symbiotického vztahu. Jejich autofi ¢asto pouzivaji rozdilné metody, z nichz nekteré
byly na studium lisejnikd pouzity poprvé. To komplikuje interpretaci v nékterych pripadech si vzajemné
odporuyjicich vysledkt. Nejblize studovanymi skupinami basidiomycetnich kvasinek z lisejnikd jsou
tady Tremellales a Cystobasidiales. Z nové popsanych kvasinek byly vytvofeny dva rody, které
obsahuji pouze kvasinky z lisejnikt: Cyphobasidium (Millanes et al., 2016) a Lichenozyma, ktera byla
popséna z lidejnikil rodu Cladonia (Cernajova & Skaloud, 2019). Zastupci kvasinek #adt Tremellales
a Cyphobasidiales jsou sice popsani z halek, ale dikazy jejich parazitické povahy nejsou pritkazné.
Zaroven dosud nebyly publikovany zadné jednoznacné dlikazy ani pro to, ze by pfispivaly k fungovani
liSejnikové symbidzy. Souvislost mezi fenotypem liSejniku Bryoria fremontii a kvasinkami dosud
nebyla prokazana. Obdobn¢ odvozovani funkce kvasinek z jejich genomd vedlo dosud pouze
k experimentalné nepodpotenym hypotézdm. Pfitomnost této donedavna piehlizené skupiny organismut
se ale v liSejnicich jevi bézna (Tagirdzhanova et al., 2023). K odhaleni pravé role kvasinek v liSejnicich

bude zapotiebi dale zkoumat tento vztah hloubéji.
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9. Priloha

Ptiloha 1. Tabulka zastupct basidiomycetnich kvasinek popsanych z liejnikli po vydani prace

Spribille et al. 2016

Zdroj

Zastupce kvasinek

Hostitel

Spribille et al., 2016

Cyphobasidiales

Alectoria, Allocetraria, Anzia,
Brodoa, Bulbothrix, Caliciaceae,
Cetraria, Cetrelia,
Esslingeriana, Evernia,
Flavocetraria, Flavopunctelia,
Hypogymnia, Hypotrachyna,
Imshaugia, Kaernefeltia,
Letharia, Melanelia,
Menegazzia, Montanelia,
Myelochroa, Nephromopsis
s.lat., Nodobryoria, Omphalora,
Oropogon, Parmelia, Parmelina,
Parmeliopsis, Parmotrema,
Physcia, Platismatia,
Pseudevernia, Pseudoparmelia,
Tuckermanniopsis,
Tuckerneraria, Usnea, Vulpicida,

Xanthoparmelia

Cystobasidiomycetes

Boreoplaca, Cladonia,
Dendriscosticta, Lobaria s. lat.,
Melanelixia, Melanohalea,
Peltigera, Pleurosticta,
Ramalina, Rusavskia,
Santessoniella,

Sphaerophoraceae, Thamnolia

Duarte et al. 2016

Cystobasidium

Usnea antarctica, U. aurantiaco-

atra and Ramalina terebrata

Tremellales

Usnea antarctica, U. aurantiaco-

atra, Ramalina terebrata

Tremellomycetes

Usnea antarctica, U. aurantiaco-

atra, Ramalina terebrata
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Microbotryomycetes

Usnea antarctica, U. aurantiaco-

atra, Ramalina terebrata

Tremella Usnea aurantiaco-atra
Zamora et al. 2016 Tremella Lecanora carpinea, L. varia,
Lecidea aff. Erythrophaea,
Ramalina fraxinea
Férnandez - Mendoza | Tremellales Lecanora intricata
etal. 2017 Tremellomycetes Lecanora polytropa, L. bicincta
Lendemer et al. 2019 Cystobasidiomycetes Bryoria nadvornikiana,

Heterodermia leucomela, H.
leucomelos, Lecidea roseotincta,
Opeographa vulgata,
Parmotrema hypotropum, P.
subsumptum, Usnea cornuta, U.

strigosa, U. subgracilis

Tuovinen et al. 2019

Tremella lethariae

Letharia vulpina, L. lupina, L. cf-
gracilis, L. cf. columbiana, L.
'lucida’, L. "rugosa"”, L. 'rugosa’,

L. "barbata"

Tremella sp.

Letharia lupina, L. cf.
columbiana, L. 'lucida’, L.

"lucida”, L. vulpina, L. cf.

Cernajova & Skaloud
2019

vulpina
Cyphobasidiales Cladonia rangiferina
Cystobasidiomycetes Cladonia bellidiflora, C. cariosa,

C. cf. rangiferina, C. cornuta, C.
deformis, C. gracilis, C.

rangiferina, C. sulphurina

Lichenozyma pisutiana

Cladonia arbuscula, C. cariosa,
C. cf. pocillum, C. cf. subulata,
C. coccifera/borealis, C. cornuta,
C. deformis, C. diversa, C.
floerkeana, C. furcata, C.
chlorophaea gr., C.
merochlorophaea, C.

phyllophora, C. pocillum, C.
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polycarpoides, C. pyxidata, C.
rangiferina, C. rangiformis, C.
rei, C. subulata, C. subulata, C.

verticillata, Cladonia sp.

Microsporomycetaceae

Cladonia cf. macroceras, C. cf.
pocillum, C. cornuta, C. foliacea,
C. furcata, C. humilis, C.
pocillum C. rangiformis, C. rei,

C. subulata

Smith et al. 2020

Cystobasidiomycetes

Bryoria fermontii, Physcia
biziana, Xanthoparmelia

chlorochroa

Cernajova & Skaloud
2020

Cystobasidiomycetes

Cladonia fimbriata, C. rei

Mark et al. 2020

Cystobasidiomycetes

Hypogymnia physodes, H.
tubulosa, Lecanora argentata, L.
carpinea s. lat., L. hybocarpa, L.
chlarotera, L. pulicaris,
Parmelia sulcata, Physcia
adscendens, P. tenella,

Pseudevernia furfuracea

Tuovinen et al. 2021

Tremella macrobasidiata

Lecanora chlarotera, L. varia

Tremella variae

Lecanora varia

Tagirdzhanova et al. Cyphobasidium Alectoria sarmentosa
2021 Tremella Alectoria sarmentosa
Cometto et al. 2022 Tremellales Rhizoplaca melanophtalma,
Tephromela atra
Microbotryomycetes Rhizoplaca melanophtalma,
Tephromela atra
Agaricostilbomycetes Rhizoplaca melanophtalma,
Tephromela atra
Tremellomycetes Rhizoplaca melanophthalma
Ustilaginomycetes Rhizoplaca melanophthalma
da Silva et al. 2022 Agaricostilbomycetes Usnea aurantiaco-atra
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Cystobasidium

Caloplaca regali, Lecania
brialmonti, Mastodia tessellata,
Usnea aurantiaco-atra,

Xanthoria candelaria

Microbotryomycetes Lecania brialmonti,
Sphaerophorus globosus,
Umbilicaria decussata, Usnea
antarctica, Usnea aurantiaco-
atra, Usnea capillacea,
Xanthoria candelaria
Tremellales Caloplaca regalis, Cladonia
stramine, Lecania brialmontii,
Rhizocarpon geographicum,
Umbilicaria decussata, Usnea
aurantiaco-atra, Xanthoria
candelaria
Tremellomycetes Lecania brialmontii, Usnea
aurantiaco-atra, Xanthoria
candelaria
Tagirdzhanova et al. Cystobasidiomycetes v 33 % ze 437 liSejnikovych
2023 metagenomil
Tremellomycetes v 60 % ze 437 liSejnikovych
metagenomil
Nguyen et al. 2023 Cystobasidiomycetes Cladonia Rei
Cystobasdidiales
Cystobasidiaceae
Microsporomycetaceae
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