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1 Uvod

Rise hub je velice rozsihld a rozmanita. Houby patii mezi absorptivni heterotrofni
eukaryotické organismy ziskavajici energii rozkladem slozitych organickych latek.
Symbiotické houby tyto latky ziskévaji od svych symbiotickych partnerii, saprotrofické
houby rozkladem odumfielé organické hmoty a parazitické houby od svych hostitelii. Nejen
nutricni pozadavky, ale i Siroky rozsah tvard, zivotnich forem a styli Zivota piedurcuje

houby k vysoké rozmanitosti a diverzité (Gryndler et al., 2004).

I kdyz houbové organismy jsou pfedmétem systematického védeckého badani jiz od
19. stoleti, je v iSi hub stale jest¢ mnoho neobjasnénych jevi. Z odhadovanych 1,5 miliénu
druhd hub je doposud znamo pouze piiblizné 7 % (Kirk et al., 2008). Zkoumani diverzity
hub byva obvykle velice naro¢né. Prvni problém piedstavuje velikost samotného organismu.
Houbové organismy jsou obvykle tvofeny mikroskopickymi vlakny mycelia pozorovatelné
pouze pod mikroskopem. Jediné makroskopické objekty byvaji plodnice hub, které se vSak
vytvafi jen u ne¢kterych druhil a to jen v ur¢itém obdobi. Druhy problém piedstavuje samotny
vyskyt, poCetnost a proménlivost hub v Case a prostoru. Studium diverzity houbovych
spoleCenstev miize byt pojato z vice pohledd, ale vzdy predstavuje multidisciplinarni piistup

(Smith & Read 2008).

Ve své praci jsem se zaméfil na komunity ektomykorhiznich hub na kofenech buki
béhem dvou let a to vzdy v mésicich zafi a fijen. Zajimalo mé&, jaka je Cetnost a druhove
spektrum ektomykorhiznich hub na kofenech stejné starych bukii na tfech, z ekologického
hlediska stejnych, nebo velmi podobnych lokalitich. Déle jsem porovnaval cetnost
ektomykorhiznich hub mezi humusovym a mineralnim horizontem. Také jsem zkoumal, jak
se Cetnost ektomykorhiznich hub bude mezironé ménit, a které druhy ektomykorhiznich
hub jsou na vybranych lokalitdich dominantni. Ektomykorhizni kolonizaci je mozné hodnotit
z mnoha hledisek, a tak mé také zajimalo, jaké bude zastoupeni jednotlivych druht v tzv.
»exploracnich typech mykohiz* a jaké bude zastoupeni téchto explora¢nich typii v zavislosti

na lokalité roku a piidnim horizontu.



1.1 Ektomykorhizni symbioza

eey

Ektomykorhizni houby (dale jen ECM houby) jsou jednou ze skupin hub Zijici
v symbiotickém vztahu s difevinami. Tito partnefi houbdm poskytuji nasyntetizované
organické latky a houby jim na oplatku zprostfedkovavaji lepsi dostupnost vody a
mineralnich latek. Takovéto asociace jsou v pfirozenych ekosystémech béznym jevem

(Smith & Read 2008).

Jednou z nejvyznamnéjsich skupin symbiotickych hub jsou ECM houby. Tato skupina
hub tvoii jedno ze zdkladnich mutualistickych spojeni mezi houbami a terestrickymi
rostlinami. Na tomto vztahu se podili velké mnozstvi druhi ECM hub z oddéleni
Basidiomycota, Ascomycota spole¢né se stovkami pievazné dievnatych rostlin. Pro
ektomykorhizni symbidzu jsou charakteristické tfi hlavni znaky odliSujici tuto skupinu od
ostatnich mykorhiznich spojeni: tvorba hyfalniho plasté obklopujici konce kofinki rostlin;
prorustani mycelia do mezibunéénych prostor rhizodermélnich bunék a bunck primarni kiry;
rust mycelia od hyfalniho plasté a tvorba specifickych struktur emanaénimi hyfami.
Prostorova sit’ mycelia v mezibunécnych prostorach bun¢k kotene se nazyva Hartigova sit’

(Gryndler et al., 2004).

Vazba mezi ECM druhy hub a druhy dfevin vykazuje riiznou specifitu. Rizné druhy
stromtl dokazi vytvafet symbiozu se stovkami druhtt ECM hub (Molina et al. 1992). Ze
strany houbového organismu je vazba ponckud tésnéjsi. Obvykle je konkrétni druh schopen
kolonizovat kotfeny jen né€kolika druhi dfevin, vyjimkou jsou nekteré ubikvitni druhy ECM
hub naptiklad Cenococcum geophilum, ktery je schopen vytvafet spojeni s obrovskym
mnozstvim druhii dfevin (Agerer 1995). Naopak existuji i rody, které jsou typické vaznosti
pouze na jeden konkrétni druh dfeviny. Mezi takovéto specificky vazané rody je mozno

zaradit naptiklad Suillus nebo Rhizopogon (Kretzer et al., 1996).

Nejvyznamnéjsi ekologickou tlohu hraje ektomykorhizni symbidza v borealnich lesich
a lesnich mirného pasu. Mlzeme ji ale také nalézt v subtropickych a tropickych oblastech

(Wang & Qui 2006).



1.2 Diverzita ECM hub

Studium druhové variability se zabyva druhy vyskytujici se v ur¢itém case na ur¢itém misté.
Druhova variabilita ECM hub je ovlivnéna fadou faktorii jako naptiklad ekologii stanoviste,
vékem a fitness symbiotické dieviny. Protoze ECM houby netvofi jen ektomorfotypy na
kotfenech dfevin, ale i jiné struktury (mycelium, plodnice, rhizomorfy, sklerocia apod.) neni
v podstat¢ mozné podchytit ani kvalitativné a ani kvantitativné diverzitu ECM hub u
vzrostlych stromu. Proto, pokud je pojednavano o druhové diverzit¢ ECM hub, je tieba
konkrétni vysledky vztahovat ke konkrétnimu stanovisti, zptisobu odbéru, zpracovani a
hodnoceni vzorki, a také k terminu odbéru vzorku. Ektomykorhizni $picky jsou funkéni
obvykle po dobu tfech tydnli a neustdle jsou tvofeny na kofenech stromii nové Spicky

stejného nebo jiného druhu ECM hub (Wubet et al., 2012; Bubner et al., 2013).

Proménlivost a hojnost jednotlivych druhi ECM hub udava konkrétni strukturu
spoleéenstva. Druhova diverzita ECM hub je dtlezitou slozkou lesnich ekosystémti (van der
Heijden 1998). Interakce mezi jednotlivymi druhy ECM hub se podili na kli¢ovych rolich v
kolob&hu zivin, ukladani uhliku a produktivity ekosystému (Koide et al., 2011).

O bohatosti a poctu ECM hub si lze ud¢lat pfedstavu ze studii shrnujici doposud
popsané druhy (Molina et al., 2002; Bougher 1995; Brundrett et al., 1996; de Roman et al.,
2005; Agerer 2006; Rinaldi et al., 2008). Posledni jmenovana prace shromazd’uje popis 84
rodli Ascomycet, 252 rodi Basidiomycet a 5 rodi Glomeromycet. 122 rodu je podlozeno
dvéma a vice dikazy, 114 rodi je zalozeno na jednom pozorovani. Zbyvajicich 115 rodu je
fazeno k ECM houbam pouze na zaklad€ pozorovani korelujiciho vyskytu plodnic a urcitych

druhd rostlin (Rinaldi et al., 2008).

Odhady celkového poctu druhtt ECM hub se do jisté miry lisi dle autorti. Malloch et al.,
(1980) byl prvnim, kdo se pokusil odhadnout celosvétovou bohatost druhit ECM hub. Jeho
odhad byl cca 5000 druhti. Molina et al., (1992) odhadoval podle podobnych kritérii jako
ptedchozi autor. Jeho odhad byl cca 5400 druhi. Dalsi publikované odhady byly 10 000
druhti (Brussaard et al., 1997), 7000 — 10 000 druhii (Taylor & Alexander 2005). Na zakladé
studia ECM 3$picek odhadl Agerer (2006) 5800 druhtt ECM hub ve 184 rodech, viz pfiloha 1
Tab. 1. Zatim posledni a pravdépodobné i nejptesnéjsi odhadovana hodnota je 7750 druhi
hub (Rinaldi et al., 2008).



Doposud znamé ECM houby charakteristické vytvafenim symbiotického svazku s buky
(Fagus sylvatica) jsou zaneseny do piilohy 1 Tab. 2. Pfedlozeny list jisté nezahrnuje v§echny
ECM houby v symbiotickém spojeni s Fagus sylvatica. Celkovy pocet druht je odhadovan
v trojcifernych cCislech. Predlozeny seznam obsahuje necelych 80 druht a byl vytvofen z
dostupnych seznami ECM hub (Agerer & Rambold 2004-2013; de Roman et al., 2005;
Agerer 1987-2008). Konkrétni vyskyt druhtt ECM hub lze zatim jen velice téZko odhadovat.

1.3 Explora¢ni typy

Velka diverzita ECM hub vyzaduje cilenou klasifikaci podle morfologickych a
anatomickych znakii. Nékteré charakteristické struktury mohou ukazovat na rizné ulohy
téchto hub v ekologii. Takové struktury pfedstavuji hlavné emanacni hyfy a rhizomorfni
provazce vytvarejici kontaktni a transportni oblast houbového plasté a okolni piady. Agerer
(2001) na zékladé¢ mnozstvi emanacnich hyf, pfitomnosti a tvaru rhizomorf rozlisil né¢kolik
»exploracnich typi“ zobrazenych na Obr. 1. Pfedpoklada se, Ze ECM houby se stejnym

explora¢nim typem maji velice podobnou strategii v ziskavani zivin (Agerer 2001).

e Kontaktni exploraéni typ (,,Contact exploration type“) — Tento typ charakterizuje
ektomykorhizy s hladkym plaStém a malym mnozstvim emanacnich hyf. Mykorhizni
Spicky jsou v t€sném kontaktu se substratem Charakteristické rody pro tento exploracni
typ jsou Balsamia, Chroogomphus, Lactarius, Leucangium, Russula, Tomentella a Tuber

s kratkymi cystidiemi (Agerer 2001).

o Exploracni typ s kratkymi hyfami (,,Short-distance exploration type“) — Morfotypy
tohoto explora¢niho typu jsou charakteristické rozsdhlym obalem emanac¢nich hyf a
absenci rhizomorf. Typické rody tohoto ty jsou Byssocorticium, Cenococcum, Descolea,
Elaphomyces, Genea, Humaria, Inocybe, Sphaerosporella, Sphaerozone, Rozites,

Tomentella, Tricharina, Tuber s dlouhymi cystidiemi a Tylospora (Agerer 2001).

e Exploracni typ se stiedné dlouhymi hyfami (,,Medium-distance exploration type*) —

Tento typ se rozd€luje na tfi podskupiny podle charakteru jejich rhizomorf.



o Trasnity explora¢ni podtyp (,,Fringe exploration subtype“) — ECM houby
tohoto explorac¢niho typu jsou charakteristické véjitovitymi emanaénimi hyfami a
rhizomorfami, které¢ se vétvi a nasledné zase spojuji. Povrch rhizomorf je ¢asto
pokryty emanacnimi hyfami prostupujici do okolniho substratu. Typicka
rhizomorfa je uniformni a volna, vyjimeén& thelephoriodniho®, ramaroidniho® a
phlegmacioidniho® typu. Jednotlivé typy rhizomorf jsou zobrazeny na Obr. 2.
Typické rody tohoto podtypu jsou Amohinema, Cortinarius, Entoloma, Laccaria,

Lyophyllum, Piloderma a Tricholoma (Agerer 2001).

o Polstarovity exploraéni podtyp (,,Mat exploration subtype*) — Jednotlivé
mykorhizy tohoto explora¢niho typu maji omezeny rozsah ristu. Rhizomorfy
jsou obvykle nediferencované nebo typu jednotné a volné, thelephoroidni (vné&jsi
hyfy ten¢i nez centrdlni) a vyjimecné i thelephoroidni s nody. Typické rody
tohoto podtypu jsou Bankera, Geastrum, Gomphus, Hydnellum, Hysterangium,
Phellodon, Piloderma, Ramaria a Sarcodon (Agerer 2001).

o Hladky exploraéni podtyp (,,Smooth exploration subtype*) — Pro tento podtyp
je charakteristicky hladky povrch plasté bez emanacnich hyf. Rhizomorfy jsou
vnitin¢ nediferencované nebo s centralnim jadrem z tlustych hyf. U tohoto
podtypu muizeme najit rhizomorfy, které jsou jednotné a kompaktni:
thelephoriodni a vyjimeén& russuloidni®. Rody typické pro tento podtyp jsou
Albatrellus, Amanita, Lactarius, Polyporoletus, Thaxterogaster, Thelephora,

Tomentella a Tricholoma (Agerer 2001).

! Thelephoroidni — skupina morfologicky i taxonomicky podobnych ECM morfotypi, jenz je z hlediska
morfologie reprezentovana rodem Theleophora (Agerer 1999)

? Ramaloidni — skupina morfologicky a taxonomicky podobnych ECM hub, kterd je morfologicky
reprezentovana rodem Ramaria (Agerer 1999)

% Phlegmacioidni — skupina morfologicky a taxonomicky podobnych ECM hub morfologicky
charakteristicka plegmacioidni vétvi druhu Cortinarius (Agerer 1999)

* Russuloidni — skupina morfologicky i taxonomicky podobnych ECM morfotypt, jenZ je z hlediska

morfologie reprezentovana rodem Russula (Agerer 1999)
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Exploracni typ s dlouhymi rhizomorfami (,,Long-distance exploration type*“) —
Tento exploracni typ je charakteristicky spiSe hladkym plaSt€ém s menSim poctem vysoce
diferencovanych rhizomorf boletoidniho typu® zobrazenych na Obr. 3. Typické rody jsou
Boletinus, Boletus, Chamonixia, Gyrodon, Gyroporus, Leccinum, Paxillus, Pisolithus,

Phizopogon, Scleroderma, Suillus, Tricholoma, Tylopilus a Xerocomus (Agerer 2001).

Slizakovity exploracni typ (“Pick-a-back exploration type”) — Tento typ je typicky
pro ¢eled Gomphidiaceae (slizékovité). Rody Gomhidius a Chroogomphus tvoti typické
mykorhizy, vyjimecné vSak mohou vytvéiet i asociace s ostatnimi ECM houbami.
Gombhidius a Chroogomphus dokazou prorist do rhizomorf rodu Suillus a Rhizopogon a
vytvofit tento charakteristicky explora¢ni typ. Rhizomorfy jsou thelephoroidniho nebo

phlegmacioidniho typu (Agerer 2001).

-
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Obr. 1.: Schématické znazornéni exploracnich typt podle Agerer (2006) C — kontaktni typ, S —
typ s kratkymi hyfami, M — typ se stiedné dlouhymi hyfami: tfasnity podtyp, Mg - typ se stfedné
dlouhymi hyfami: polstafovity podtyp, Mp, - typ se stfedné dlouhymi hyfami:: hladky podtyp,
L - typ s dlouhymi rhizomorfami, P - slizdkovity typ

® Boletoidni — skupina morfologicky a taxonomicky podobnych ECM hub, kterd je morfologicky

reprezentovana rodem Boletus (Agerer 1999)
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Obr. 2: Rtizné typy rhizomorf podle Agerer (2006) Obr. 3: Ruzné typy rhizomorf podle Agerer
a — nespojity typ, b — kompaktni, (2006) a — russuloidni, b — boletoidni
¢ — thelephoroidni s vnéj$imi hyfami ten¢imi nez
centralni, d — thelephoroidni s nody,

e — ramaroidni, f — phlegmacioidni

1.4 Studium diverzity ECM hub

Studium diverzity ECM hub muze byt pojato n¢kolika riznymi zpusoby. Jeden ze piistupt
je hodnoceni ektomykorhiznich spolecenstev z hlediska identifikace plodnic ECM hub.
Ackoli seznamy plodnic ECM hub, které jsou dnes Siroce rozsifeny, neni mozné z téchto
informaci ziskat pfesné¢ odhady diverzity ECM hub. Novodob¢ studie diverzity ECM hub
zalozené na kombinaci sbéru plodnic, ur€ovani morfologickych a anatomickych znaki
vysledky zalozenymi pouze na sbéru plodnic. Tento problém je moZzné vysvétlit skutecnosti,
ze druhy ECM hub produkujici plodnice nemusi byt dominantnimi druhy v pidnich
horizontech. Déle také nelze opomenout fakt, Ze nékteré ECM houby tvoii plodnice jen
vzacné nebo vibec (Grillo & Venora 2011).

Kromé¢ studia diverzity na zakladé sbéru plodnic se jiz po tii desetileti provadi
identifikace ECM hub pomoci morfologickych a anatomickych znakii mykorhizniho spojeni.
Tento pfistup mize byt obtizny a ¢asoveé narocny (Agerer 1987 - 2008). Navic u fady ECM
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morfotypt neni stale jasné jakymi konkrétnimi druhy ECM hub je tvofen. Maji pak rodové
nazvy, jako naptiklad Fagirhiza, paklize je jejich vyskyt spjat s bukem, nebo Piceirhiza na
smrku nebo Pinirhiza na borovicich. Také neexistuje zadny urCovaci material, ktery by
shrnoval morfologicky a anatomicky popis vSech ECM morfotypli vyskytujicich se na
konkrétnich dfevinach. Proto od 80. let minulého stoleti s rozvojem molekuldrnich metod,
bylo publikovano mnoho studii, kde jednotlivé ECM morfotypy jsou zdokumentovany na
zéklad¢ anatomickych a morfologickych znaki a houbovy organismus, ktery se na jejich
tvorbé podili je identifikovan pomoci molekuldrnich metod. Pomoci téchto metod je mozné
jesté vice odhalit z Casové a prostorové rozmanitosti ECM hub na konkrétnich lokalitach.
Podle charakteru studie se pouzivaji rizné PCR metody, sekvenuje se primarn¢ ITS rDNA.
Vzhledem k houbovym organismim pievlada pouziti primerti ITS1F a ITS4 (Schoch et al.,
2012). Je rovnéz mozné amplifikovat specificky navrzené primery pro urcitou taxonomickou
skupinu, a neni nutné pouzivat vzdy jadernou DNA, jsou znamé specificky navrzené primery
pro Gseky genit mtDNA napiiklad pro rod Amanita sp. (Dentinger et al., 2011), Paxillus sp.
(Hedh et al., 2009) a jiné. Krom¢ sekvenovani jednotlivych morfotypi se informace o
sloZzeni ECM hub ve vzorku daji ziskavat pouZitim metody DGGE nebo pyrosekvenovanim

(Wubet et al., 2012; Bubner et al., 2013).

Struktura ECM spolecenstva je Casto charakteristicka vyskytem dominantnich druht, ke
kterym jsou ptidruzeny velké pocty druht siidkym vyskytem (Morris et al., 2008).
Molekularni metody se vyznamné podileji na odhaleni téchto vzacnéjSich druht a méni tak 1
mozny vysledek odhadu diverzity ECM hub daného mista. Fenomén vzacnych druhit ECM
hub naznacili ve své studii autofi Branco & Ree (2010). Ti popsali charakteristickou
strukturu ECM spolecenstva jako dominanci malého poctu druhG doplnénych velkym
poctem druhii vzacnych. Obr. 4 ukazuje, Ze poc€et odebranych vzorkl se vyznamné podili na
poctu nalezenych druhit ECM hub (Branco & Ree 2010). Na Obr. 5 je znazornén narist
dalsich identifikovanych druha v zavislosti na pfidavanych vzorcich (Branco & Ree 2010).

Podobné studie z minulosti naznacily podobné vysledky (Taylor 2002).
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Obr. 4: Zavislost identifikovanych druhi na poctu odebranych vzorka
(Branco & Ree 2010)
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Obr. 5: Narust dalsich identifikovych druhi v zavislosti na ptidavanych
vzorcich (Branco & Ree 2010)



1.5 Vliv diverzity ECM hub

1.5.1 Vliv diverzity ECM hub na hostitele

Diverzita ECM hub se v n¢kterych studiich ukazala jako jeden z faktort ovliviiujici zdatnost
hostitelskych rostlin. Zvyseni poc¢tu druhit ECM hub vedl k zlepSeni ristu semenackt. Tuto
teorii pozitivné ovétil Jonsson et al., (2001), ktery aplikaci tekutého inokula s osmi druhy
ECM hub dokazal zvysit jejich ptirastky. Podobny experiment se semenacky biizy prokazal
zvyseni jejich fitness (Baxter & Dighton 2001).

Pravdépodobné vysvétleni zvyseni fitness je mozné odiivodnit riznorodosti pozitivnich
efektt jednotlivych druhtt ECM hub. Naptiklad jednotlivé druhy hub se mohou lisit ve
zpusobu zptistupnéni a piijmu fosfatil, které pak putuji do hostitelskych rostlin (Dighton et
al., 1990; Qu et al., 2009). Ruzné zpusoby v piijmu a zpiistupnéni nékterych latek ECM
houbami pravdépodobné vedou k lepsi dostupnosti téchto latek pro hostitelské rostliny.
Ptipadny pozitivni efekt miize mit za nasledek zlepSeni zdatnosti konkrétnich rostlin a
zvySeni jejich konkurenceschopnosti v daném prostiedi. Dale se na zvySeni pozitivniho
efektu mize podilet 1 riznorodost metabolickych pfemén jednotlivych druhit ECM hub

(Kernaghan 2005).

V neposledni fadé lze predpokladat, ze diverzita ECM hub muze nepiimo ovliviiovat
produktivitu hostitelskych rostlin. V¢Etsi diverzita ve spolecenstvu hub produkuje véEtsi
mnozstvi mycelia a spor, které jsou poté v prostiedi CastéjSi a zvySuji Sanci na kolonizaci

hostitelskych rostlin a projevu jejich pozitivniho efektu (Naeem et al., 1994).

1.5.2 Vliv diverzity ECM hub na spolecenstva rostlin

Riiznorodost ECM hub ovlivituje diverzitu populaci a spoleCenstev dievin. Bylo
prokazéano, Zze mycelium ECM hub je schopné se podilet na vytvotfeni mykorhiz na riznych
druzich hostiteli a spojit je pomoci mycelia. V ramci této mycelidrni sit¢ dochazi
K transportu energeticky hodnotnych latek, jak mezi stejnymi, tak i rGznymi druhy
hostitelskych rostlin. Timto zpiisobem se potlacuje vzdjemna konkurence jednotlivych

rostlin a zvySuje diverzita ekosystému (Simard et al., 1997). Vzijemny vztah mezi
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diverzitou hub a rostlin je urcitym zplsobem provazan pravdépodobné i z dalSich divodu.
Vzajemna provazanost diverzity rostlin a hub je zobrazena v jednoduchém modelu na Obr 6.
Vysoké diverzita hub je casto ve shod¢ s vysokou diverzitou rostlin. Dnes je bézné piijiman
fakt, ze druhové diverzita ECM hub je moznd odhadnout na zakladé druhové diverzity

hostitelskych rostlin a naopak (Schmit et al., 2005).

Za predpokladu, ze vétSina nebo alespon ¢ast rostlinnych druhti nebude schopna hostit
Siroké mnozstvi ECM hub, dominantni druhy patrn¢ ziskaji dal$i vyhodou vedouci k poklesu

diverzity prostiedi (Kernaghan 2005).

—_— Host specificity =~ __
- -
-~ -~
- _Organic matter heterogeneity .

/ -~ ~ N

/ y; / Productivity? \ \
o Ny

Plant community diversity Diversity of mycorrhizal fungi

Productivity?

Functional compatibility

Resource extraction

Obr. 6: Model vzajemného vztahu mezi diverzitou rostlin a hub (Kernaghan 2005)

1.6 Faktory ovliviiujici diverzitu ECM hub

Diverzitu ECM hub ovliviiuje cela fada faktor. Nékteré vyznamné vlivy jiz byly odhaleny,
nicméné vétSina pravdépodobné zlstava zatim skryta. Doposud byl prokazan efekt
napiiklad: druhové specifity (Kernaghan et al., 2003), stafi porostu (Smith et al., 2002),
produktivity hostiteld (Druebert et al., 2009), typu pud (Gehring et al., 1998), uzivnosti pudy
(Kranabetter et al., 2009), kontaminace tézkymi kovy (Markkola et al., 2002), vapnénim
(Rineau et al., 2010), zvysenou koncentraci ptizemniho ozénu (Grebenc & Kraigher 2007),
piekyselenim ptid (Anderson & Cairney 2007), zvySenym obsah oxidu uhli¢itého (Rey &
Jarvis 1997), zvySenym obsah dusiku (Wallenda & Kottke 1998), kdcenim stromil (Buée et
al., 2005), zvysenym pohybem lidi (Waltert et al., 2002), urbanizaci oblasti (Baxter et al.,
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1999), pozarem (Anderson et al., 2007), bylozravcu (Gehring & Bennett 2009), holosece
(Grebenc et al., 2009) a dalsi.

Koide et al., (2011) ve své studii navrhl obecny model popisujici druhové struktury
spolecenstev ECM hub na zakladé biotickych, abiotickych faktort prostiedi a mezidruhové

konkurence. Koideho model je schematicky znazornén na Obr. 7.
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Obr. 7: Grafické znazornéni vybéru ECM hub v pomyslnych spoleéenstvech pod vlivem
biotickych, abiotickych faktorti a mezidruhové konkurence (Koide et al., 2011)

1.6.1 Druhové slozeni hostitelu

Spolecenstva ECM hub jsou ovliviiovany celou fadou biotickych a abiotickych faktort.
Jednim z nejvyznamnéjSich faktorli je spolecenstvo rostlin a jeho sloZeni. Vzijemna
komunikace mezi hostitelskou rostlinou a ECM houbou neni pfesné objasnéna. Neni ani
podrobné objasnén mechanizmus rozpoznavani a kontroly. Doposud se ptedpoklada, ze
vzdjemnd komunikace probihd za pomoci chemickych latek, jako jsou napiiklad rtzné
sekundarni metabolity hub, rostlinné flavonoidy a rostlinné hormony syntetizované houbami

(Vierheilig & Piché 2002, Podila 2002).
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U ECM hub je symbiotické spojeni dano vétSinou rodoveé (kompatibilita rodu houby
srodem rostliny), nicméné v nékterych piipadech je realizovano pouze pii komunikaci
konkrétnich druht (kompatibilita druh houby s druhem rostliny) Molina et al., (1992). Uzsi
vazbou ve vybeéru symbionti jsou typické listnaté stromy. Naopak jehlicnany obvykle
vytvareji spojeni s §ir§Sim spektrem ECM hub (Cullings et al., 2000). N¢které studie
porovnavajici diverzitu ECM hub ve smiSeném lese odhalily $ir§i paletu hub na jedlich a

smrcich, naopak niz$i na biizach, borovicich a topolech (Kernaghan et al., 2003).

Spolecenstva ECM hub a dfevin jsou Vv lesich mirného pasma tzce provazana. Mnoho
studii potvrzuje specifickou rodovou vazbu i druhovou vazbu jednotlivych dfevin a ECM
hub (Feris et al., 2000). Neni tedy ptekvapenim pozitivni korelace diverzity ECM hub na
rozmanitosti lesniho porostu (Kernaghan et al., 2003). V¢tsi diverzita ECM hub byla

prokazana ve smiSenych porostech oproti monokulturam (Jones et al., 1997).

1.6.2 Stari porostu

Diverzita ECM hub je také do jisté miry ovlivnéna vékovou rtiznorodosti porostu. Nékteré
druhy hub jsou vazany jen na semendcky, jiné naopak na dospélé stromy. VEtsi druhova
rozmanitost byla pozorovana ve star§ich porostech (Smith et al., 2002). Nicméné vyrazn&jsi
riznorodost ECM hub ve star§ich porostech mizZe byt téz vysvétlena zménou pudnich
podminek, které se vlivem stafi porostu méni a pro mnohé ECM houby se mohou takové

podminky stat vhodné;si.

Podobné schéma lze pozorovat i v bu¢inach, kde vétsi diverzita hub je vazana na starsi
porosty. Semendcky bukli obvykle hosti mensi mnozstvi ECM hub nez dosp€lé stromy
(Tratnik & Pohleven 1995). Nc¢které noveéjsSi studie naopak vyraznéj$si zmeénu
nezaznamenaly. Druhova diverzita se vyznamné neménila v zavislosti na stafi bukového
porostu. Zmény diverzity byly fizeny spiSe vlastnostmi pidy a orientaci svahu na
zkoumaném tzemi. di Marino et al., (2008) ukazala na vétsi vliv abiotickych faktor, které

ovliviuji diverzitu v bukovych porostech vice nez staii porostu.
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1.6.3 Hostitelské dieviny

Bylo prokéazano, ze diverzita ECM hub je do jisté miry pozitivné korelovana s produktivitou
lesniho ekosystému (Zak et al., 2003). Piiblizné 20-30 % asimilatl nasyntetizovanych
rostlinou kon¢i v myceliu symbiotickych hub (Soderstom 2002). Obecné se predpoklada, ze
pii stradani hostitelskych stromi se spektrum i kolonizace ECM hub bude snizovat.
Konkrétni studie pokles diverzity a kolonizace hub potvrdily jen v nékterych piipadech. U
borovic, kterym byla odebrana ¢ast jehlic, a tim snizena jejich produktivita, nedoslo ke
snizeni mnozstvi kolonizace a diverzity ECM hub. Jediny pozorovatelny tkaz bylo snizeni
poc¢tu plodnic (Kuikka et al., 2003). Dehlin et al., (2004) ve svém pokusu snizoval
produktivitu stinénim hostitelskych stromkt, ani on vSak na kofenech nepozoroval klesajici
mnozstvi kolonizace nebo diverzity ECM hub. Odlisny vysledek byl pozorovan v podrostu
bfiz. Stinéné semenacky reagovaly na vétsi mnoZstvi svétla zvySenim kolonizace ECM hub

na jejich kofenonech (Cheng et al., 2005).

Podobna studie byla provadéna i v bukovych porostech. Mens$i stromky bukd byly
cilen¢ zastinény nebo krouzkovany. I presto, zZe jsou semenacky buktl dobie adaptovany na
zastinéni, doSlo vlivem zastinéni a krouzkovani ke sniZeni Cetnosti a diverzity ECM hub.
Kolonizace byla redukovana na 10 % kofenového systému. Naopak slunéné stromky buki
vykazovaly 74 % kolonizace kotfenového systému. Vyssi kolonizace ECM houbami vedla i
k jejich vétsi diverzité. Vitalita ovlivnéna nebyla. Naopak krouzkovani stromkut prekvapive

nevedlo k sniZeni kolonizace ani diverzity ECM hub (Druebert et al., 2009).

1.6.4 Vlastnosti pidy

Plidni prostiedi je pravdépodobné druhym nejvyznamnéj$im faktorem ovlivitujici diverzitu
ECM hub (Erland & Taylor 2002). Tento fakt je podlozen tim, Ze rizné druhy ECM hub
vyzaduji odliSné pidni podminky. Pidni faktory, které ovliviiuji vyskyt ECM hub, jsou
naptiklad: teplota, ptdni vlhkost, obsah dusiku, pH ptdy, obsah organickych latek,
fenolitickych latek a dalsi (Erland & Taylor 2002). V rozsdhlé studii hub listnatych lest
(Rihling & Tyler 1990) byly jako dva nejvyznamnéjsi pidni faktory urCeny obsah a typ
organické hmoty a pH reakce pidy. Tento vysledek mize byt vysvétlen riizn€ zachovalou
schopnosti rozkladu organickych latek ECM houbami za pouziti vlastniho enzymatického

aparatu. Rada téchto enzymi je zavisla na pH reakci prostiedi.
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Jednotlivé pidni horizonty se vyrazné li§i ve svych vlastnostech. Proto i jednotliva
spolecenstva ECM hub se mohou napfi¢ plidnimi horizonty vyrazné lisit. Hlavnim rozdilem
délici tyto skupiny hub je odliSnost ve schopnosti ziskavat ziviny (Dickie et al., 2002;
Tedersoo et al., 2003). Konkrétni studie provadéné v listnatych lesich potvrdily vyraznou
odlisnost ve druhovém slozeni ECM hub v jednotlivych piidnich horizontech. Nejvetsi
mnozstvi a druhova diverzita ECM hub je pozorovana ve svrchnim organickém horizontu

(Buée et al., 2007).

Jednim z dalSich vyznamnych pidnich faktorG je obsah vody v pidé€. Diverzita ECM
hub je timto faktorem vyznamné ovlivnéna. Tento fakt je dan tim, ze existuje fada ECM hub
s rozdilnymi pozadavky na padni vodu. Obecné se ECM houby vyrazné¢ podileji na
zprostiedkovani pudni vody hostitelskym rostlinam (Davies et al., 1996). Dokonce se
pfedpokladd, ze i1 nékteré arealy vyskytu bukl jsou pifimo zavislé na dodatecném zvySeni
ptijmu vody ECM houbami (Ebert 1996). Konkrétni studie provedend na stromcich buku
ukdzala vyraznou zménu diverzity ECM hub na kofenovych systémech pfi zméné pudni
vlhkosti. Rozsah kolonizace nebyl znatelné zménén, doSlo vSak ke zméné druhit ECM hub
(Shi et al., 2002). Nékteré druhy hub se pii vystaveni suchému prostiedi vytratily, naopak
jiné druhy se objevily (Shi et al., 2002). ZhorSena vitalita stroml nebyla pozorovana (Shi et
al., 2002). Nevétsiho rozsahu v kolonizaci kofenti v suché pidé dosahl kosmopolitni druh
Cenococcum geophilum. V bukovych porostech byva obvykle dominantnim druhem. Casto
je nalézan jiz na kotenovych systémech semenackt bukti. Nékteré studie potvrdily schopnost
tohoto druhu zvySovat rezistenci hostitelskych stromt vici suchu (di Pietro et al., 2007).
Vzhledem k velkému rozsifeni tohoto druhu neni piekvapiva ani jeho Siroka geneticka

diverzita (Jany et al., 2002).
V neposledni fadé¢ jsou ECM houby v piidé¢ ovliviiovany i ostatni piidni organismy.
Vyznamné se jevi interakce S nékterymi pidnimi mikroorganismy. Naptiklad bylo potvrzeno

usnadnéni mykorhizni kolonizace pomoci nekterych bakterii (Garbaye 1994) nebo vliv pidni

fauny na zvyseni kolonizace a diverzity ECM hub (Gehring & Whitham 2002).
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2 Metodika

2.1 Vybér lokalit

Pidni vzorky byly odebirany na tfech lokalitach v rdmci chranéné krajinné oblasti Blansky
les. VSechny tfi lokality zobrazené na Obr. 8 se rozkladaji na severovychodnim hiebeni mezi
obcemi Mri¢ a Horni Chrastany. Tento hieben se tdhne pies vrcholy Kluk, Habersky vrch,
Svelhan, Stiedni hora, Skalka, Vysokd Béta a Chrastansky vrch. Pokusné lokality byly
pojmenovany podle nejblizSich vrcholi. Duraz pti vybéru lokalit byl dan na jejich
podobnost. VSechny tfi lokality lezi v mirném svahu. Stromové patro je u vSech tii lokalit
tvofeno bukovou monokulturou o pfiblizné stejném staii stromi. Podrost je charakteristicky
listovym opadem fidce prostoupenym semenacky bukl. Ani na jedné lokalité se nevyskytu;ji

V podrostu travy.

o Svelhan (48° 56' 49" S, 14° 18' 32 "V)

Lokalita se nachdzi 1 km od vrcholu Svelhan (721 m. n. m.) pod cestou
Jankovska. Misto je charakteristické svahovitym terénem s porostem buku
obklopenym smrkovou monokulturou. Lokalita se nachdzi v nadmotské vysce
piiblizn€ 620 m. n. m. a leZi na severnim svahu. Ve spodni ¢asti probihala v minulych

letech té€zba dieva.

e Kluk (48°55'18" S, 14°19'44" V)

Lokalita se rozprostira na svahu hory Kluk (740 m. n. m.) pfiblizn¢ 300 metrti
pod vrcholem v nadmoiské vysce piiblizné 690 m. n. m. Misto je orientovano
na jiznim svahu smérem k obci Mii¢. Od ostatnich vybranych oblasti si li§i o néco
veétsi sutovitosti terénu. Lokalita je obklopena smrkovou monokulturou a vyskytuje

se zde 1 n¢kolik statnéjsich bukd.
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e Vysoka Béta (48° 59'22" S, 14° 11' 53" V)

Lokalita se nachédzi na svahu Chréstanského vrchu (780 m .n. .m.) a Vysoké
Béty (803 m. n. m.). Misto je situovano piiblizné 1,5 km od obce Horni Chrastany
mezi cestami Jasanova a Prostfedni v nadmoiské vySce pfiblizné 660 m n. m.

Nachazi se zde svah orientovany na severozapad.

“CKitkovicky
A S

Obr. 8: Mapa ¢asti Blanského lesa s vyznaCenymi lokalitami sbéru, kosoétverce odzdola nahoru znadi lokality

Kluk, Svelhan a Vysokéa Béta

2.2 Sbér vzorku

Na kazdé lokalit¢ byly nahodné odebirany pidni vzorky. Misto pro odbér bylo urceno
pomyslnou siti a vygenerovanim nadhodného ¢isla urcujici misto odbéru. Odebirani vzorka

probihalo ptidni sondou valcovitého tvaru ptiblizné do hloubky 15 cm. Nasledné byla ptida
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vizualng¢ rozdé€lena na ¢ast humusovou a mineralni. Jednotlivé ¢asti byly oznaceny a ulozeny
do dvou sacku. Po navratu z odbéru byly sacky vzdy ulozeny do chladiciho zatizeni (4 °C)
nebo rovnou zpracovany v laboratoii. ECM houby je nutné zpracovat v co nejkratsi dobé,
jelikoz ECM $picky podléhaji rychlé degradaci. Po urcité dobé dochézi k vyraznym zménam
vzhledu (Kjeller et al., 2007; Suz et al., 2008).

Odbér vzorku probihal ve dvou letech v ramci mésict zafi a fijen. V roce 2012 bylo
odebrano 16 puidnich vzorkt z lokality Svelhan, 20 z lokality Kluk a 16 z lokality Vysoka
Béta. V roce 2013 bylo sebrano 20 pudnich vzorkd z lokality Svelhan, 14 z lokality Kluk a
20 z lokality Vysoka Béta. Vzdy polovina vzorkil z kazdého odbéru bylo humusového resp.

mineralniho ptidniho horizontu.

2.3 Zpracovani vzorkiu

Ihned po névratu z odbéru byly vzorky ulozeny do chladiciho zafizeni nebo okamzité
zpracovany. Ulozeni v chladu (4 °C) trvalo maximaln¢ n¢kolik dni, aby nedoslo k degradaci
vzorku. Pracovni postup zacinal pfesypanim zeminy s kofinky buk do velkych kéadinek
s vodou. Do vody byla pfiddna kapka detergentu zajistujici méné destruktivni odstranéni
pudnich ¢astic z kofenti a ECM $picek. Po uplynuti pfiblizné ptl hodiny byla kadinka vylita
na soustavu sit s velikosti ok 0,315 mm a 0,5 mm. V hornim situ s nejvétsi velikosti ok byl
substrat lehce promyvan vodou s dirazem na co nejmensi poSkozeni ECM Spicek. Vétsi
shluky kofenti a zeminy byly v pfipadé nutnosti nechany odmocit ve vodé s detergentem.
V prubéhu promyvani byly viditelné kotinky odebirany pinzetou do kadinky s vodou. Timto
zpusobem byl proplachnut cely piidni vzorek. Pro vétsi presnost l1ze sita prohlédnout pod

binolupou a odebrat i odlomené ECM $picky (Kjeller et al., 2007).

Kone¢na faze ocisténi probiha pod binolupou. Promyté kotinky z kadinky byly
ptenaseny do petriho misky s vodou. Pinzetou ¢i jehlou bylo dokonceno ocisténi kotinkt od
zbytkli zeminy. Takto zpracované kotinky byly pfipraveny pro pozorovani morfotypt.
Jelikoz jsou zkoumané struktury relativné kiehké, v celém procesu od sbéru po urovani je
nutné postupovat se zvySenou opatrnosti a zabranit poskozeni ECM Spicek (Kjeller et al.,

2007).
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2.4 Hodnoceni morfologickych znaki

Cisté kotinky byly postupné pieneseny do petriho misky z asti naplnéné vodou, aby
pozorované ECM S$picky byly vzdy pod vodni hladinou. Na veskerou praci byla pouzita
binokularni lupa Olympus SZX7. U jednotlivych kofinkli byla zaznamendna délka a
pfitomné morfotypy ECM hub. Determina¢ni znaky jednotlivych morfotypti byly
pozorovany od nejmensiho po nejvétsi mozné zvétseni binolupy (Kjeller et al., 2007). Na
kazdém druhu morfotypu lze rozlisit tyto zakladni znaky: délka, primér, typ vétveni, povrch
a barva plasté, pocet ECM S$picek na 10 mm, stupeil a index vétveni, pfitomnost emanacnich
hyf a jejich umisténi na ECM S$picce, vyskyt a frekvenci rhizomorf, ptislusny exploracni typ
a ptitomnost dalSich specifickych struktur jako jsou cystidia, sklerocia a laktifery (Agerer &
Rambold 2004 — 2013). Na zakladé téchto poznatki byl uréen rod a pfipadné druh.
Kli¢ovym ptedpokladem bylo nalezeni daného morfotypu Vv nize uvedenych klic¢ich, atlasti a
databazi slouzici k determinaci ECM hub (Agerer 1987 — 2008). Hlavnimi publikacemi jsou
pfedevsim atlasy a popisné prace od némeckého autora Agerera. Internetové databaze ECM

hub jsou uvedeny pod seznamem literatury.

Determinacni klice a atlasy ECM hub

e Colour Atlas of Ectomycorrhizae (Agerer 1987 — 2008)

e Characterization of Ectomycorrhiza (Agerer (1991)

e Descriptions of Ectomycorrhizae (Agerer et al., 1996 — 2006)

e Identification of ectomycorrhizas Ingleby et al., (1990)

e A revision of the descriptions of ectomycorrhizas published since 1961
(de Roman et al., 2005)

¢ A manual of Concise Descriptions of North American Ectomycorrhizae including
microscopic and molecular characterization (Goodman et al., 1996)

e Ektomycorrhizen an Fagus sylvatica. Charakterisierung und ldentifizierung,

okologische Kennzeichnung und unsterile Kultivierung Brand (1991)
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Protoze vSechny zde uvedené zdroje zdaleka neobsahuji popis vSech moznych ECM
morfotypti na bucich, byly pouzity také veédecké clanky zabyvajici se determinaci a
rozliSenim nékterych konkrétnich druhit ECM hub (Buée et al., 2005; Jakucs et al., 2005;
Jakucs et al., 2008). Seznam nalezenych morfotypti s determina¢nimi znaky je uveden
v priloze 1 Tab. 3. V ramci prace byl také kazdy morfotyp fotograficky zdokumentovan
pomoci digitalniho fotoaparatu Olympus C-5060 a softwaru pro snimani fotek z mikroskopu
QuickPhotoCamera 2.1. Obrazkova galerie se snimky vSech morfotypl Se nachazi

Vv ptiloze 3.

2.5 Anatomické znaky

Reprezentativni morfotypy byly dale podrobeny zkoumani pod mikroskopem Olympus
BX41. V ramci prace byly pfipravovany dva zakladni typy mikroskopickych preparatii, na
kterych byly hodnoceny anatomické znaky ECM hub. Prvnim typem byly preparaty,
vytvotené z bunék plasté ECM Spicky. ECM Spicka byla umisténa na podlozni sklicko.
Pomoci pinzety byly odstranény veSkeré struktury emanacnich hyf a rhizomorf. Takovéto
objekty je mozné mikroskopovat zvlast. Pro odejmuti hyfového plasté bylo nutné pouzit
preparacni jehlu nebo pinzetu s ostrymi konci. Takto ziskané vrstvy bunck plasté byly
mikroskopovany z licni i rubové strany. RozliSujicim znakem jsou zpravidla tvary bunék.

Pozorovani bylo obvykle provadéno za zvétseni 200krat az 1000krat (Kjeller et al., 2007).

Struktura plasté je jeden z kli¢ovych anatomickych znakt pti ur¢ovani ECM hub. Na
nejsvrchngjsi ¢asti houbového plasté je mozno rozpoznat dveé zakladni struktury uspotadani
bunék. U prvniho typu jsou builky uspofddany po plektenchymatickych pletiv se
zachovalym linearnim charakterem hyf (Obr. 9). U druhého typu bunky vytvareji
pseudoparenchamatické pletivo bez viditelného linearniho charakteru hyf (Obr. 10).
U tohoto typu je nékdy moznt pozorovat plektenchymatické uspotadani bun€k na vnitinich

vrstvach (Agerer 1991).
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Obr. 10: Pseudoparenchamatické uspotadani bunék plasté (Agerer 1991)

Druhym typem mikroskopickych preparati byly pticné tezy ECM Spic¢kami.
Reprezentativni morfotyp byl umistén pod binolupou do profizlé bezové duse, ta byla
nasledni krajena ziletkou na velice tenké fezy. Vybrané fezy byly pieneseny na kryci
sklicko. Mikroskopovani bylo provadéno v plném rozsahu zvétSeni. Cilem pozorovani bylo
rozli§it tvar bunék, Hartigovu sit, emanacni hyfy a jejich struktury, cystidia a dalsi

charakteristické struktury. (Kjeller et al., 2007).

Emanaéni hyfy a jejich struktury jsou vyznamnym urcujicim znakem ECM hub.
Nékteré rody jsou charakteristické mohutnym rozvojem emanacnich hyf, jiné zase vytvari
jen velice malo téchto hyf. V takovych ptipadech vétSinou nejsou emanacni hyfy ani
pozorovatelné a houbovy plast’ se jevi jako hladky. V nékterych pifipadech emanaéni hyfy
vytvareji specifické struktury tvaru bradavicek nebo krystalki. Emanacni hyfy jsou téz
variabilni v tloust’ce a barvé. NejCastéjsi typy jsou bezbarvé nebo Cerné. Vyznamnym
znakem zafazujici druhy hub do oddé€leni Basidiomycota je pfitomnost pfezek na hyfach.
Nicméné existuji i okrajové rody oddéleni Basidiomycota, které prezky nemaji nebo jsou
prezky pfitomny jen velmi ziidka. Naopak charakteristickym znakem hub z oddéleni
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Ascomycota je ptfitomnost Woroninovych télisek ve stiedech sept. DalSim vyznamnym
znakem je vzhled struktur spojujici jednotlivé emanacni hyfy. Takovéto srusty hyf se
nazyvaji anastomézy a jsou pro jednotlivé rody charakteristické (Agerer 1991). Ptiklady

nékterych z nich jsou vidét na Obr 11.

I e
il

Obr. 11: Rizné typy anastomoz (Agerer 1991)

Mnoho ECM hub vytvafi specifické struktury hyf nazyvané rhizomorfy. Jedna se
linearni shluk hyf slouZici k rozSifovani houby a transportu Zivin na delSi vzdalenosti.
| vtomto piipad¢ anatomicka stavba rhizomorf neni druhové jednotnd. Nékteré druhy
vytvareji pouze shlukové linearni hyfy, jiné druhy naopak diverzifikované stfedové hyty,
které jsou obklopeny normalné vypadajicimi emanac¢nimi hyfami. Jednotlivé typy rhizomorf

podle pokrocilosti zleva doprava ilustruje Obr. 12 (Agerer 1991; Agerer 2006).

Obr. 12: Typy rhizomorf (Agerer 1991)

Dalsi specifické struktury na anatomickych fezech jsou cistidie. Jedna se obvykle o
vicebunééné struktury diferencujici se z bunék na povrchu plasté. Jejich pfitomnost a tvar je

pro urceni nekterych druhit ECM kliCovym znakem. Rzné typy cystidii jsou zobrazeny na
Obr. 13 (Agerer 2006).
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Obr. 13: rizné typy cystidii (Agerer 1991)

Kazdy piicny fez byl fotograficky zdokumentovan pomoci digitdlniho fotoaparatu
Olympus C-5060 a softwaru pro snimani fotek z mikroskopu QuickPhotoCamera 2.1.

Obrazkova galerie pticnych fezli vSech nalezenych morfotypt se nachazi ptiloze 3.

2.6 Molekularni analyza

2.6.1 Priprava ECM Spicek pro molekularni analyzu

Vybrané reprezentativni morfotypy byly za pouziti skalpelu odfiznuty a oplachnuty
Vv destilované vodé. Nasledné byly pieneseny do mikrozkumavek a fixovany roztokem 70 %
ethanolu. Alternativni moZnosti by bylo ECM §picky hluboce zamrazit bez pouZiti fixa¢niho
roztoku (Suz et al., 2008). Pokud je planovano izolovat DNA pomoci metody CTAB, je
mozné jako fixacni roztok pouzit ptimo extrakéni buffer CTAB (Kjeller et al., 2007). Do

izolace DNA byly vzorky ponechany pfi laboratorni teploté.

2.6.2 Izolace DNA z morfotypt

Z vybranych reprezentativnich morfotypti je provadéna izolace DNA zpravidla dvéma
zpusoby. Prvnim zplsobem je uziti CTAB chloroform-isopropanolové extrakéni metody

(Rogers & Bendich 1985; Doyle & Doyle 1990; Henrion et al., 1992). Tato metoda je
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kith. Izolaca vSech reprezentativnich morfotypt byla provedena pomoci izola¢niho kitu
DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany). Postup izolace pomoci kitu
QIAGEN je popsan v piiloze 2 — protokol QIAGEN. Proces izolace byl sice finan¢né

4

2.6.3 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce, zkracené PCR, je standardni metodou k zisku velkého
mnozstvi kratSich usekti vyizolované DNA. V ramci prace byl pouzit standardni typ PCR
reakce ptizpusoben pro druhy ECM hub Bent et al., (2011). SloZeni PCR smési i jednotlivé
kroky zaznamenany v piiloze 2 — protokol PCR. V ramci studia ECM hub se pouzivaji i

dalsi alternativni typy PCR reakei:

e PCR — Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) — vyuzivana pii
populaénich studii ECM hub (Suz et al., 2008)

e Terminal-RFLP — standardni metodou pfi charakterizaci spoleéenstev ECM hub
(Burke et al., 2005)

e Real-Time PCR - Quantitative PCR - metoda pouzivana pro kvantifikaci
jednotlivych druhtt ECM hub ve vzorcich (Anderson et al., 2007)

Vybér primeri pro identifikaci ECM hub

Pro identifikaci ECM hub je standardné vyuzivana amplifikace useku rDNA v ITS
oblasti (Obr. 14).

ey | EPRIMRS
PFPRIM-F ITS1
RIl 5 ITS8g, N TS
[ [TeswnA ) [ 5.85 rRNA )—'—Tiz— 28S rRNA
* +
— ~500-800bp o .
401bp ~280bp

Obr. 14: ITS oblast pouzivana i identifikaci ECM hub
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K tomuto ucelu se pouzivaji primerové dvojice ITS oblasti. Nejcastejsi pary jsou ITS1 —

ITS4, ITS1IF - ITS4 a ITS1F — ITS4B.
e ITS1-I1TS4:

Tento primerovy par je pouzivam piedevSim pii izolaci u materidlu ziskaného
Z plodnic, hub péstovanych v kultufe nebo u ECM hub na kotenech jehli¢nanti. Vyhodou
toho paru je velice Spatna amplifikace s DNA nahosemennych rostlin, proto se vyborné
hodi pro identifikaci ECM hub na jehlicnanech (Kjeller et al., 2007). Amplifikovany
usek je dlouhy ptiblizné 600 bp (part bazi) a je zndm téméf u vSech ECM hub (White et
al., 1990).

e ITS1IF-ITS4:

V tomto primerovém paru je misto ITS1 pouzit specificky primer hub ITS1F. Tato
dvojice primert je standardem ve vétSiné praci zamétenych na spole¢enstva ECM hub.
Ne vzdy vsak poskytuje optimalni vysledky a zalezi na odladéni PCR reakce pro
konkrétni druhy hub (Dickie et al., 2002).

e |TSL1/ITS1F - LR21:

Posledni dvojice primerti amplifikuje usek DNA zasahujici ¢aste€né 1 mimo ITS
blast. Tato ¢ast je vice konzervativni a neni v soucasné dobé znama u Sirokého spektra

ECM hub jako predchozi primerova dvojice (Kjoller et al., 2007).

Z ptedstavenych dvojic byla vybrana kombinace primerd ITS1F (Gardes & Bruns 1993)
sekvence 5" -> 3° GCTGCGTTCTTCATCGATGC a ITS4 (White et el. 1990) sekvence 5° -
>3" TCCTCCGCTTATTGATATGC. Tato primerova dvojice byla pouzita ve studiich ECM
hub naptiklad Dickie et al., (2002) a Genney et al., (2006).

2.6.4 Sekvenace DNA

PCR produkty byly separovany pomoci na 1% agar6zovém gelu (2ul PCR produktu + 1pl
GeLRed) v TBE pufru a vizualizovany pod UV svétlem v transiluminatoru (TFX-35.M
Vilber Lourmat). Paklize se PCR produkty na gelu ukazaly jako dostate¢né pro sekvenacni
reakci, byla pfipravena sekvenacni reakce (7,5 pul) a vzorky sekvenovany v laboratofi

genomiky na UMBR AVCR. Trojice vzorki, u nichz analyza PCR produkti a sekvenace
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prokazovala pfitomnost vice druhi (pidni saprofytické mikromycety aj.), musely byt

klonovany.

Vysledné produkty sekvenace byly upraveny a piecteny v programu Genious R1 6.1.2.
Na zéklad¢ zjisténych potadi bazi byly v databazich GeneBank a BLAST na internetovych
strankach http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ vyhledany pfislusné taxony a porovnany s vysledky

morfologickych analyz morfotypt.

2.7 Statistické vyhodnoceni a pouzité zpiisoby

zobrazeni

Pro vyhodnoceni druhové bohatosti byly dle metodiky Suz et al., (2008) ve vzorcich
zaznamenany vyskyty morfotypli ECM hub. Nasledné byla data pfepsana do pocitatového
programu Microsoft Excel 2010, ve kterém byly vytvoteny tabulky. Po transformaci dat byly
zdznamy otevieny v pocitacovém programu StatSoft STATISTICA 10, ve kterém byly

vytvoteny prislusné grafy.

Diverzita mlize byt v ramci studii ECM hub charakterizovana pozorovanym poctem
druhii, Shanonovym indexem (H), Simsonovym indexem (A), Pielouvo rovnosti (H’),
Margalefovym indexem, Whittakerovym indexem B-diversity a permutacnimi metodami Log
a(S) a Jackknife (Sue et al., 2008). V ramci prace je druhova bohatost vyhodnocena jako

pozorované pocty druhd, vypoctem druhové bohatosti (d) a Shannovym indexem diverzity.

e Druhové bohatost (d): d = (S-1) / log N, kde S = pocet druhil a N = pocet jedinct
(Kraigher et al., 2007)

e Shannontv index diverzity (H) H = -Zp; In p;, kde p; je relativni ¢etnost morfotypu i

ve vzorku (Barbour et al., 1999)
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Pro vyhodnoceni cetnosti ECM hub byly na ocisténych kofincich pocitany
ektomykorhizy podle metodiky Suz et al., (2008) pouzité napiiklad ve studii ECM hub
Courty et al., (2008). Pfi testovani vlivu lokalit, padnich horizontli a sezén na Cetnost
ektomykorhiz byl pouzit program Microsoft Excel 2010 pro zpracovani dat a vytvofeni
tabulek. Pro statistické vyhodnoceni ANOVA repeated measurement (Zar 1996) byl pouzit
pocitacovy program StatSoft STATISTICA 10. Déle byl program STATISTICA pouzit pro

vytvoreni veskerych grafii a vyneseni Cetnosti jednotlivych druhti i exploracnich typt.

Pro zpracovani a upravu obrazkl byly pouzit pocitacovy program QuickPhotoCamera

2.1a GIMP 2.8.

27



3 Vysledky

3.1 Nalezené druhy

Na zékladé morfologické a anatomické analyzy ECM mykorhiz bylo identifikovan
17 morfotypt. Z toho u 11 se podafilo urc¢it do rodu nebo i druhu, zbylych 6 morfotypt bylo
na zakladé morfotypovani zatfazeno do skupiny Fagirhiza.® Molekularni analyza s naslednou
sekvenaci PCR produktu potvrdila, ze morfotypy skupiny Fagirhiza tvofi téméf vyhradné
rod Tomentella sp. To potvrzuji i morfologicko — anatomické studie Jakucs et al., (2008).
Data v databazi NCBI Gen Bank se pftiblizuji k mozné identifikace rodu 98 - 96%, ale
pravdépodobnost druhové ur€eni je nizsi nez 93%. Kombinaci morfotypovani a molekularni
analyzy bylo 13 morfotypti ur¢eno rodem i druhem, zbyvajici 4 morfotypy byly s jistotou

zatazeny alespon do rodu. Vysledky z molekularni analyzy jsou shrnuty v Tab. 2.

Na vSech vybranych lokalitdch za rok 2012 a 2013 bylo dohromady nalezeno 17 druht
ECM hub. Za prvni rok bylo identifikovano celkem 10 druhii a v druhém roce 16 druhi
ECM hub. Konkrétni poéty druhti na jednotlivych lokalitach v jednotlivych letech ukazuje
Tab. 1. Vyskyt druhi hub v konkrétnich lokalitach za rok 2012 a 2013 ukazuje Tab. 3.

Tab. 1: Pocty nalezenych druhtt ECM hub na lokalitach
Svelhan, Kluk a Vysoka Béta v roce 2012, 2013 a v obou

letech zaroven

Lokalita 2012 2013 celkem
Svelhan 5 11 11
Kluk 7 6 11
Vysokéa Béta 7 11 14

® Uméle vytvofena skupina morfotypti vyskytujici se na buku, u nichZ neni jasné, ke kterému konkrétnimu

druhu ECM houby patii. Podobné existuji napiiklad Piceirhiza u morfotypt spjatych se smrkem apod.
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Tab. 2: Seznam nalezenych druhll z molekularni analyzy; procenta udavaji shodu s databazi GenBank, bp
= paru bazi, Lactarius blennius, Lactarius subdulcis a Russula mairei museli byt klonovany (identifikace
druhého druhu uvedena ve sloupci vedlejsi druh). U morfotypu Fagirhiza arachnoidea nebylo pfitomno

dostatecné mnozstvi DNA pro analyzu, druh byl ur€en jen na zékladé¢ morfologickych a anatomickych

znakt
ue Max. —_

Druh Q[%]ry likehood [%] bp Vedlejsi druh bp
Boletus erythropus 100 100 625
Byssocorticium atrovirens 93 99 566
Cenococcum geophilum 99 97 823
Fagirhiza arachnoidea
Laccaria amethysthea 100 97 672
Lactarius blennius 100 99 596 Mortierella alpina 676
Lactarius subdulcis 100 100 496 Scleroderma citrinum 421
Otidea onotica 100 99 685
Russula mairei 100 100 568 Mucor circinelloides 723
Russula nigricans 100 99 933
Tomentella cf. lilacinogrisea 100 96 619
Tomentella ferruginea 98 99 568
Tomentella sp. 96 92 582
Tomentella cf. sublilacina 93 98 548
Tomentella sublilacina 100 96 619
Tuber annae 100 99 682
Xerocomus pruinatus 100 99 628

Tab. 3: Vyskyt nalezenych druhii hub na lokalitach Svelhan, Kluk a Vysoka Béta v roce 2012 a 2013

Svelhan Kluk Vysoka Béta
Druh
2012 2013 2012 2013 2012 2013

Boletus erythropus - + + + + +
Byssocorticium atrovirens - - - + - +
Cenococcum geophilum 4 + + + 4 +
Fagirhiza arachnoidea - + - - i -
Laccaria amethysthea - + - - - -
Lactarius blennius - - - - - -
Lactarius subdulcis + + + - + +
Otidea onotica - + + - - +
Russula mairei - + + - + +
Russula nigricans + + - - 4k -
Tomentella cf. lilacinogrisea - - - - - +
Tomentella ferruginea - - - - - +
Tomentella sp. - + - + - -
Tomentella cf. sublilacina + + + - 4 +
Tomentella sublilacina T + + - - -
Tuber annae - - - + - +
Xerocomus pruinatus - - - + - -
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Ze 17 identifikovanych druht patfili tfi zastupci do oddéleni Ascomycota a zbyvajicich
14 druhti do oddéleni Basidiomycota. Taxonomické postaveni jednotlivych druhi a pfifazeni

druhti do explora¢nich typt zobrazuje Tab 4.

Tab. 4: Zatazeni identifikovanych druht do explora¢niho typu, oddéleni, téidy a Celedi

Druh exploracni typ oddéleni trida celed’
Boletus erythropus long distance Basidiomycota | Agaricomycetes Boletaceae
Byssocorticium atrovirens short distance Basidiomycota | Agaricomycetes Atheliaceae
Cenococcum geophilum short distance Ascomycota |Dothideomycetes
Fagirhiza arachnoidea contact Basidiomycota
Laccaria amethysthea medium distance Basidiomycota | Agaricomycetes | Tricholomataceae
Lactarius blennius medium distance Basidiomycota | Agaricomycetes Russulaceae
Lactarius subdulcis medium distance Basidiomycota | Agaricomycetes Russulaceae
Otidea onotica long distance Ascomycota Mycelia sterila | Pyronemataceae
Russula mairei medium distance Basidiomycota | Agaricomycetes Russulaceae
Russula nigricans medium distance Basidiomycota | Agaricomycetes Russulaceae
Tomentella cf. lilacinogrisea contact Basidiomycota | Agaricomycetes | Thelephoraceae
Tomentella ferruginea contact Basidiomycota | Agaricomycetes | Thelephoraceae
Tomentella sp. contact Basidiomycota | Agaricomycetes | Thelephoraceae
Tomentella cf. sublilacina contact Basidiomycota | Agaricomycetes | Thelephoraceae
Tomentella sublilacina contact Basidiomycota | Agaricomycetes | Thelephoraceae
Tuber annae short distance Ascomycota Pezizomycetes Tuberaceae
Xerocomus pruinatus long distance Basidiomycota | Agaricomycetes Boletaceae

Z grafu na Obr. 15 je patrnd vyrazna mezirocni zména v poc¢tu nalezenych druhit ECM
hub. Na lokalitich Svelhan a Vysokd Béta doslo k podstatnému narGistu poétu
identifikovanych druhti mezi roky 2012 a 2013. V ptipadné lokality Svelhan je pocet druht
V druhém roce vice nez dvojnasobny (nariist nalezenych druhii o vice nez 55 %). Podobny
meziro¢ni narist 1ze pozorovat i na lokalit€¢ Vysoké Béta, kde rozdil v po¢tu druhit mezi roky
2012 a 2013 predstavoval necelych 37 %. Pokud se podivame na lokalitu Kluk, neni zde

patrné vyrazna mezirocni zména v poc¢tech druhti.

Pokud bychom porovnévali jednotlivé lokality bez ohledu na rok sbéru, dosli bychom
k zavéru, Ze vysledné poéty druhii jsou relativné stejné (Tab. 1). V piipadé lokalit Svelhan a
Kluk bylo nalezeno 11 druhli a nejvice 14 druhl bylo identifikovano na lokalité¢ Vysoka
Béta.

Pti porovnani rokli bez ohledu na lokality je moZno zjistit, Ze rok 2012 byl na pocty
druhti relativné chudsi. V roce 2012 bylo identifikovano 10 druhti hub a v nasledujicim roce

16 druhti. Celkovy meziro¢ni nartst v poctu identifikovanych druhti je ptiblizn€ 60 %.
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pocet druhd

Svelhan Kiuk  Vysoka Béta

Obr. 15: Graf poc¢tu identifikovanych druht
ECM hub na jednotlivych lokalitich v letech
2012 22013

3.2 Druhova bohatost a Shannonuv index

Vypoctené druhové bohatosti (d) a Shanonnovy indexy (H) na jednotlivych lokalitach
Vv letech 2012 a 2013 a v obou letech dohromady ukazuji Tab. 5 a Tab. 6. Z uvedenych
hodnot je patrné, Ze druhova bohatost byla na vSech lokalitdch vyrazné€ vétsi v druhém roce.
Pokud porovnavame jednotlivé lokality, nejmensi druhové bohatost se nachéazela na lokalité

Svelhan, naopak nejvétsi druhova bohatost byla na lokalité Vysokéa Béta.

Pfi pohledu na Shanonnovy indexy v Tab. 6 vidime relativné nizké hodnoty ve vsech
lokalitach. Pokud bychom porovnéavali meziro¢ni rozdil v jednotlivych lokalitach, nejvétsi
rozdil nalezneme na lokalit¢ Vysoka Béta. Naopak celkoveé nejvétsi hodnota Shanonnova

indexu byla ziskana z dat lokality Kluk.
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Tab. 5: Druhova bohatost (d) na jednotlivych Tab. 6: Vypoctené Shanonnovy indexy (H) na

lokalitach v letech 2012 a 2013 a v obou letech jednotlivych lokalitich v letech 2012 a 2013 a v
dohromady obou letech dohromady
Druhova bohatost | 2012 2013 celkem Shanonntv index | 2012 2013 celkem
Svelhan 1,80 3,99 3,73 Svelhan 1,48 1,64 1,70
Kluk 2,48 2,81 4,04 Kluk 1,52 1,49 2,35
Vysoka Béta 2,92 450 5,01 Vysoka Béta 1,41 1,81 2,16

3.3 Cetnost vyskytu v zavislosti na piidnim

horizontu, lokalité a roce

Vliv roku sbéru na celkovou ¢etnost vS§ech EMC druhti na vSech sledovanych lokalitach byl
hodnocen pomoci statistické analyza ANOVA repeated measurement v programu StatSoft
STATISTICA. Data spliiovala podminku normality dat a nebyla nijak transformovana.
Vysledek z testované nulové hypotézy o nerozdilnosti rokti vysel neprikazné (p < 0,05),
muzeme proto tvrdit, ze rok sbéru ovliviioval ¢etnost vyskytu ECM hub. Vizualné¢ nam tento

vysledek zobrazuje graf na Obr. 16.

Celkova ¢etnost druhti v zavislosti na humusovém a mineralnim ptidnim horizontu byla
vyhodnocena pomoci statistické analyzy ANOVA repeated measurement (o < 0,05). Data
spliiovala podminku normality dat a nebyla nijak transformovéana. Vysledek z testované
nulové hypotézy o nerozdilnosti pidnich horizontii se ukazal jako neprikazny (p < 0,05),
z téchto vysledki mizeme usuzovat, ze pudni horizont mé vliv na ¢etnost vyskytu ECM

hub, viz graf na Obr. 17.

Podobné¢ statistické vyhodnoceni bylo provedeno i v pfipad€ vlivu lokality na Cetnost
ECM hub. Zde byla nulova hypotéza o shodnosti lokalit také vyvracena (p < 0,05) Grafické
znazornéni vlivu Cetnosti ukazuje graf na Obr. 18. Nasledny Tukey test vSak prokazal
odli§nost pouze v piipadé lokality Svelhan a lokality Kluk (p <0,05). Lokality Kluk a
Vysoka Béta se statisticky neliSily (p > 0,05). Rozdil nebyl prokdzan ani v piipad€ lokalit
Svelhan a Vysoka Béta (p > 0,05). Konkrétni hodnoty Tukey testu Ize nalézt v Tab. 7.
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Obr.

ECM hub (ve vSech lokalitach a horizontech)
ANOVA

16: Graf zavislosti Cetnosti vyskytu

na roce sbéru, vyhodnoceno
repeated measurement (o< 0,05), Fy 47 =
7,6745; p = 0,008; zobrazeno pramér+SE,
indexy a,b oznaCuji statisticky prukazny

rozdil mezi roky

rok 2012 (pramér+SE):
rok 2013 (pramér+SE):

1,01040,0739
1,286+0,0731
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Obr. 17: Graf zavislosti ¢etnosti vysyktu ECM
hub (ve vSech lokalitich a letech) na typu
pudniho horizontu, vyhodnoceno ANOVA
repeated measurement (o <0,05), Fy 4 =
25,655; p=0,00001; zobrazeno primér+SE,
indexy a,b oznacuji statisticky prikazny rozdil

mezi roky

humusovy horizont (praimér+SE):
1,386+0,0755
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)0 Tab. 7: Vysledky Tukey testu pro ANOVA

_ repeated measurent, faktor lokalita, viz Obr. 18
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16 | 4 ] kombinace lokalit | pravdépodobnost

ol Svelhan*Kluk p = 0,010861*
Svelhan*Vysoka Béta p = 0,156516

127 Kluk*Vysoka Béta p = 0,469019
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06
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0.0

&vehin Kk  Vysokd Béta Tab. 8: Vliv faktoru lokality, roku a pudniho

horizontu a jejich kombinaci na Cetnost vyskytu

ECM hub, ANOVA repeated measurement,

Obr. 18: Graf zavislosti Cetnosti vyskytu (v

obou pidnich horizontech a letech) na konkrétni

lokalité, vyhodnoceno ANOVA repeated @ <0,05
measurement (o < 0,05), F, 4 = 4,6073; p = .
' faktor vysledek
0,01489; prumér+SE, Indexy a, b, ¢ oznacuji lokalita Fu 47 = 4,6073; p = 0,01489*
statisticky prukazny rozdil mezi roky rok F1, 47 = 7,6745; p = 0,008*
horizont F1, 47 = 25,655; p = 0,00001*

5 lokalita*rok F» 47 = 10,150; p = 0,00022*
Svelhén (primér+SE): 0,936+0,0888 lokalita*horizont F», 47 = 0,41789; p = 0,66086
Kluk (pramér+SE): 1,321+0,0923 rok*horizont F1 47 = 0,74583; p = 0,39219

L. . lokalita*rok*horizont | F;, 47 = 0,74583; p = 0,39219
Vysoka Béta (praimér+SE):  1,170+0,0888
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Shrnuti veskerych vysledkl ze statistické analyzy ANOVA repeated measurement Ize
vyhledat v Tab. 8. Pouze kombinace faktorii lokalita a rok vysla statisticky prikkazné, ostatni
kombinace faktort nikoli. Graf na Obr. 19 zobrazuje vyneseni vSech tii faktort dohromady
(ANOVA repeated measurement (o < 0,05) s neprikaznym rozdilem (p > 0,05). Na vSech
lokalitach je mozno pozorovat vétsi ¢etnosti ECM hub v humusovych horizontech. Z grafu je
také vidét daleko vétsi podobnost lokalit Svelhdn a Vysokd Béta, u kterych je mozno
vysledovat i vyznamny nartst ¢etnosti ECM hub v roce 2013. U lokality Kluk je naopak

vidét meziro¢ni pokles.

2,2

humusovy horizont
1 mineralni horizont
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Obr. 19: Graf zobrazuje kombinaci faktorti lokalita*rok*horizont na celkovou ¢etnost ECM hub,
vyhodnoceno ANOVA repeated measurement (o < 0,05), F,, 47 = 0,05051; p = 0,95080, praimér+SE
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3.4 Exploracni typy

Déle byly v ramci prace hodnoceny ECM houby rozdélené podle exploracnich typt. Tyto
funkéni ekologické skupiny sdruzuji druhy ECM hub podle jejich strategie rozsifovani a
ziskdvani zivin (1.4 Exploracni typy na str. 4). Pro zjisténi, zda existuje rozdil mezi
¢etnostmi ECM hub v jednotlivych exploracnich typech, byla opét pouzita statistickd analyza
ANOVA repeated measurement. Data spliiovala podminku normality dat a nebyla nijak
transformovana. Vysledek z testované nulové hypotézy o nerozdilnosti se ukazal jako
neprukazny (p < 0,05), je tedy mozno fici, ze Cetnosti ECM hub se v jednotlivych
exploracnich typech lisily. Vysledky je mozno vidét na Obr. 20. Po provedeni Tukey testu
byl prikazny rozdil nalezen pouze u explora¢niho typu s kratkymi hyfami vici ostatnim
explora¢nim skupinam, viz Tab. 9. Na Obr. 21 je graf zavisti ¢etnosti na exploracnich typech
V jednotlivych ptdnich horizontech. Z grafu mizeme vidét, Ze zddna exploracni skupina

nepreferovala konkrétni piidni horizont (p > 0,05) ani lokalitu (p > 0,05).

Tab. 9: Vysledky Tukey testu pro ANOVA repeated measurent F3 771 = 10,071;
p<10®° porovnani &etnosti v jednotlivych exploratnich typech, viz Obr. 21,
contact = kontaktni exploracni typ, short = exploracni typ s kratkymi hyfami,
medium = exploracni typ se stfedné dlouhymi hyfami, long = exploracni typ

s dlouhymi rhizomorfami

kombinace exp. typli | pravdépodobnost
contact*short p = 0,00011*
contact*medium p = 0,99911
contact*long p = 0,39574
short*medium p = 0,00003*
short*long p = 0,00001*
medium*long p = 0,42685
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cetnost vyskytu
=)
=

Contact  Short  Medium  Long

Obr. 20: Graf ¢etnosti ECM hub v jednotlivych
explora¢nich typech, vyhodnoceno ANOVA
repeated measurement F; 7,71 = 10,071; p < 107,
pramér+SE. Indexové hodnoty a, b ukazuji na
statisticky prikazny rozdil mezi explora¢nimi
typy (Tukey test Tab. 9), primér+SE, contact =
kontaktni exploracni typ, short = exploraéni typ
S kratkymi hyfami, medium = explora¢ni typ se
sttedné dlouhymi hyfami, long = exploracni typ

s dlouhymi rhizomorfami
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Obr. 21: Graf &etnosti ECM hub v jednotlivych
exploracnich typech v zavislosti na pidnich
horizontech, vyhodnoceno ANOVA repeated
measurement F3 g7 = 0,35201; p = 0,78771,
primér£SE, contact = kontaktni exploracni typ,
short = exploracni typ s kratkymi hyfami,
medium = exploraéni typ se stfedné dlouhymi
hyfami, long = exploracni typ s dlouhymi

rhizomorfami



Pfi porovnani Cetnosti vyskytu exploracnich typt v zavislosti na kombinaci faktorti rok
a lokalita je patrna velka riiznorodost v dominanci jednotlivych exploraénich typti. Cetnosti
se vyrazn¢ 1isi mezi roky i lokalitami. Grafické znazornéni kombinace faktoru lokality a roku
sbéru nalezneme na Obr. 22. Velice zajimava je naptiklad cCetnost explora¢niho typu se
sttedn¢ dlouhymi hyfami na lokalit¢ Kluk a Vysoka Béta, ktera se béhem jednoho roku
naprosto obratila. Naopak relativné stabilngj$i bez vyznamnych zmén se jevi exploracni

skupiny s kratkymi a dlouhymi hyfami.

cetnost vyskytu

contact short medium long contact short medium long contac! short medium long

Svelhan Kluk Vysokd Béta

Obr. 22: Graf zobrazujici kombinaci lokality a roku na Cetnost exploraénich typi, vyhodnoceno
ANOVA repeated measurement Fg 777 = 3,8971; p = 0,00077; pramér+SE; contact = kontaktni
exploracni typ, short = exploracni typ s kratkymi hyfami, medium = exploracni typ se stfedné

dlouhymi hyfami, long = explora¢ni typ s dlouhymi rhizomorfami

3.5 Cetnost jednotlivych druhi

Soucet vyskyti ECM hub na vSech lokalitach za dva roky jednozna¢né ukazuje vyraznou
dominanci druhu Cenococcum geophilum, pievysujici svou ¢etnosti vS§echny ostatni nalezené
druhy hub. V poradi druhy Lactarius subdulcis a tfeti druh Tomentella sublilacina, tvoti
skupinu s relativné vysokou cetnosti vyskytu, nicméné v porovnani s dominantnim druhem
Cenococcum geophilum je jejich cetnost poloviéni. Druhy Tomentella cf. sublilacina,
Boletus erythropus, Russula mairei, Tomentella sp., Byssocorticium atrovirens, Russula
nigricans, Tuber annae, Otidea onotica ptedstavuji druhy ECM hub, které celkove

nevynikaly vyznamnou cetnosti, ale tvoii skupinu relativné bézné€ se vyskytujicich druht.
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Naopak druhy Lactarius blennius, Tomentella ferruginea, Tomentella cf. lilacinogrisea,
Xerocomus pruinatus, Fagirhiza arachnoidea a Laccaria amethysthea se vyskytovaly
s opravdu minimalni Cetnosti, obvykle jen v jednom ¢i dvou odebranych vzorcich. Celkové

¢etnosti jednotlivych druht jsou vyneseny v grafu na Obr. 23.

0.35

0.30

025 +

0.20

cetnost vyskytu

Lactarius subdulcis
Boletus erytropus
Russula maire
Tomentella sp.
Russula nigricans
Tuber annae
Otidea onaotica
Lactarius blenius s
Fagirhiza arachnoidea g—
Laccaria amethysthea p—

Cenococcum geophilum
Tomentella sublilacina

Tomentella cf. subllacina
Tomentella ferruginea
Xerocomus pruinatus

Byssocorticium atrovirens
Tomentella cf. lacinogrisea

Obr. 23: Sloupcové vyneseni celkové Cetnosti jednotlivych druhit ECM hub na vSech lokalitich v

obou letech, praimér+SE

Pokud budeme hodnotit ¢etnost druhii na konkrétnich lokalitach, bude ponékud odlisna,
hlavné pii porovnani jednotlivych rokii. Na lokalité Svelhan v roce 2012 dominovala
Tomentella cf. sublilacina, naopak vroce 2013 jednoznatné pievySoval ostatni druhy
Cenococcum geophilum. Pro tuto lokalitu byly typické ¢tyti druhy ECM hub Cenococcum
geophilum, Lactarius subdulcis, Tomentella sublilacina a Tomentella cf. sublilacina.

Cetnosti jednotlivych druhii na lokalité Svelhan jsou vyneseny v grafu na Obr. 24.

Pfi pohledu na vynesené Cetnosti na lokalité Kluk, viz graf na Obr. 25, vidime v roce
2012 dominanci druhtt Tomentella sublilacina a Lactarius subdulcis. Naopak v roce 2013

dominovaly druhy Cenococcum geophilum a Tomentella sp.. Celkové je lokalita Kluk

39



typicka vyssim vyskytem druhi Cenococcum geophilum, Tomentella sublilacina, Lactarius

subdulcis, Tomentella sp. a Russula mairei.

Posledni lokalita Vysoka Béta byla vroce 2012 typickd dominanci dvojice druha
Lactarius subdulcis a Boletus erythropus, s vyssim vyskytem byla také pfitomna Russula
nigricans. Naopak v roce 2013 byl nejvétsi Cetnosti charakteristicky Cenococcum geophilum
nasledovany druhem Byssocorticium atrovirens. Pro tuto lokalitu jsou typické druhy
Cenococcum geophilum, Boletus erythropus, Byssocorticium atrovirens a Lactarius
subdulcis. Cetnosti jednotlivych druht na lokalité Vysoka Béta jsou vyneseny v grafu na
Obr. 26.

07

tetnost wyskytu

E‘: ] m i} ] & o ] L 1] m ] L] m 2] m Liv]
s © £ £ 3 & & £ ¢ @ 6 5 @ © I @ @
= £ § § & ® & & ® = ¥ E = & § B =
£ 3 8 &8 2 £ 2 £ €& § 2 8 ©® 5 £ ©§8 B
= 2 = = 5 o 2 I = T c o = 5] = = =
2 z € € ¥ &£ =T £ F § & w £ E & © =
> 5, B B 4 @5 @ ®8 5 2 & 3z £ BT 5§ 2
e & = 5 5 8 5 E 3 R 2 5 = £ 3 & §

: = = - 3 I = = ==
3 8 & o & ¥ & § 8 © 8 £ 5 5 E =&
= = 4= [&] = =
€ 8 g £ = T ~ & = 5 £ 8
8 = E 3§ g 5§ T & 9§ §
3 BE B = = x f 3

@ =]

=

Svelhan

Obr. 24: Sloupcovy graf zobrazujici celkové Cetnosti jednotlivych druhit ECM hub v obou letech na

lokalit& Svelhan, pramér+SE
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4. Diskuze

4.1 Nalezené druhy, druhova bohatost a Shannontv

Index

Celkem bylo na tfech pokusnych lokalitach identifikovano 17 druhtt ECM hub. Pokud tento
vysledek porovname s podobnymi pokusy provadénymi v bukovych porostech, je tento
pocet relativné nizky. Goicoechea et al., (2009) nalezl na tfech lokalitach podobnych
rozméri 40 druhi ECM hub. Grebenc & Kraigher (2007) ve své préci identifikovali 31
riznych morfotypt a Pena et al., (2010) dokonce 55 ruznych druhti. Podobné jak v pokusu
Pena et al., (2010) se pocet identifikovanych druhti pohyboval ve studiich Taylor et al.,
(2000) a Rumberger et al., (2004). Nejvétsi druhova bohatost byla pozorovana pfi studii
Buée et al., (2005), ve které se podafilo identifikovat ptes 60 druhtt ECM hub. Vyrazny
rozdil v poctu nalezenych druhii lze vysvétlit tim, ze vramci nasi prace byly vzorky
odebirany pouze v mésici zafi a fijen, naopak ve zminénych studiich byly vzorky odebirany
v prubéhu celého roku. Posledni jmenovana prace Buée et al., (2005) probihala v nékolika
letech s odbérem v kazdém mésici a to dokonce i v zimnim obdobi, zaroven pokusna plocha
byla znacné vétsi. Z téchto poznatki muzeme dedukovat znac¢nou druhovou variabilitu

Vv pribéhu roku, k podobnym poznatktim dochazi i prace Pena et al., (2010).

Jednotlivé lokality se v poétech nalezenych druhtl vyrazné nelisily. Na lokalité Svelhan
a Kluk bylo nalezeno 11 druhi, na posledni lokalit¢ Vysok4d Béta bylo identifikovano
14 ECM hub. 41 % nalezenych druhi se vyskytovalo na vSech lokalitich zaroven.
K podobné¢ vyrovnanym hodnotdm poctti druhd hub bylo dosazeno ve studii Goicoechea
et al., (2009), kde bylo identifikovano 24 druhd na prvni a druhé lokalité a na posledni
sledované lokalit¢ byl pocet nalezenych druhti 25. Druhové piekryti mezi jednotlivymi

lokalitami dosahovalo 27,5 %.
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Vyrazna odlisnost V poc¢tu druhti v roce 2012 (10 druhti) a v roce 2013 (16 druhti) lze
vysvétlit sezonni variabilitou, rozdilnosti srazek v obdobi pied sbérem (15 % rozdil),

piipadné i chybou zacate¢nika v prvnim obdobi.

Druhova diverzita ECM hub byla kromé celkového poctu nalezenych druhti hodnocena
také vypoctem druhové bohatosti (d) a Shannonovym indexem (H). Z vypoctenych hodnot
druhové bohatosti (d) uvedenych v Tab. 4 je vidét, ze hodnoty druhové bohatosti jsou na
vSech lokalitach vétsi v roce 2013. Pokud bychom porovnavali druhovou bohatost jen
v ramci jednotlivych lokalit bez ohledu na roku sbéru, nejvétsi bohatost byla naméfena na
lokalité¢ Vysoka Béta (d = 5,01). V porovnani s podobnou studii v bu¢inach Kraigher et al.,
(2007) (d = 2,9) je nami naméefend hodnota vétsi. Rozdil je mozno vysvétlit odlisnosti
oblasti, nestejn¢ velkymi testovanymi plochami a odbéru vét§siho mnozstvi vzorki po cely

rok v praci Kraigher et al., (2007).

Vypoétené hodnoty Shannonova indexu diverzity (H) shrnuje Tab. 5. Nejnizsi hodnota
Shannonova indexu byla naméfena na lokalité Svelhan (H = 1,70), tuto hodnotu lze
povazovat za relativné nizkou. Naopak primérné hodnoty Shannonova indexu byly ziskany
z dat na lokalitach Kluk (H = 2,35) a Vysoka Béta (H = 2,16). Pokud bychom tyto hodnoty
porovnavali se studiemi zaméfenymi na diverzitu ECM hub v bukovych porostech, jsou nase
hodnoty Shannonova indexu podobné. Ve studii Kraigher et al., (2007) byl v pfirozeném
bukovém lese Shannnoniv index H = 2,1 a podobné i v praci Goicoechea et al., (2009). Zde

byl ziskdn Shannontiv index H = 2,63.

4.2 Cetnost vyskytu ektomykorhiz v zavislosti na

horizontu, lokalité a roce

4.2.1 Rok

Dle vysledku ze statistické analyzy ANOVA repeated measurement (a0 < 0,05) se ¢etnost
vyskytu ECM hub signifikantné (p < 0,05) odliSovala mezi jednotlivymi roky. Na grafu na

Obr. 16 Ize pozorovat vyrazné vyssi vyskyt ECM hub v druhém roce. Jak jiz bylo naznaceno
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v piedchozi kapitole, druhové slozeni a mira vyskytu ECM hub je ptekvapivé casove
vyrazné proménliva. Za hlavni faktory vedouci k témto zménam jsou povazovany abiotické
faktory prostiedi (Buée et al., 2005). Podle dalSich zjisténi vSak nejsou tyto faktory jedinymi
Ciniteli ménici druhové slozeni a ¢etnost ECM hub v bukovych porostech. Predpoklada se,
ze na téchto zménach se dale podili také mnozstvi zivin, které¢ stromy poskytuji ECM
houbam. Tento faktor pak dale zavisi na intenzité fotosyntézy a respirace, schopnosti
prenosu asimilatd zlisth do kofenového systému a mobilizace energetickych zasob

V nepiiznivych podminkach (Goicoechea et al., 2009).

4.2.2 Horizont

Po vyhodnoceni dat analyzou ANOVA repeated measurement (o < 0,05) se Cetnost vyskytu
ECM hub v zavislosti na ptidnim horizontu signifikantné (p < 0,05) ménila. Vyznamné vétsi
vyskyt byl zaznamenan v humusovém horizontu, viz graf na Obr. 17. Cetnost vyskytu byla o
35 % vétsi nez v mineralnim. V porovnani s ostatnimi studiemi je tato hodnota pon¢kud
vys§i. Pritsch et al.,, (2009) prokazal v podobné studii také dominanci humusového
horizontu, nicméné rozdil nebyl tak velky. Rozdil mezi horizonty ¢inil necelych 20 %.
V ramci na$i studie nebyla prokdzana zadna druhova preference jednotlivych ECM hub a
pudnich horizont. Naopak v pracich Courty et al., (2008) byla u nékterych druhtt ECM hub
prokazana preference pudniho profilu. Heinonsalo et al., (2001) a Rosling et al., (2004)

napiiklad prokazali preferenci druhu Cenococcum geophilum pro mineralni pidni horizont.

4.2.3 Lokalita

| vpfipadé¢ faktoru lokality byla analyzou ANOVA repeated measurement (oo < 0,05)
prokazana odlisnost (p < 0,05) v cetnosti vyskytu ECM hub. Nejvétsi Cetnost byla
Svelhan, viz graf na Obr. 18. Signifikantni odchylka byla prokazana mezi lokalitou Svelhan
a Kluk. Podobné odliseni blizkych lokalit ukazaly i jiné studie (Wubet et al., 2013). Rozdil
Vv Cetnostech 1ze vysvétlit vysokou prostorovou rtiznorodosti ECM hub, kterd tzce zavisi na

malych zménach abiotickych faktorti pidniho prostfedi (Wubet et al., 2013).
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4.3 Exploracni typy

Z nasich dat je patrné, ze Cetnost vyskytu ECM hub v jednotlivych exploracnich typech je
relativné vyrovnana kromé exploracniho typu S kratkymi hyfami, ktery vyrazné prevysuje
ostatni typy. Po vyhodnoceni dat analyzou ANOVA repeated measurement (o < 0,05) je
exploracni typ s kratkymi hyfami signifikantné (p < 0,05) odlisny od zbylych skupin. Agerer
et al., (2002) navrhoval rovnomérnou koexistenci vSech typi explora¢nich skupin. Tuto
domnénku zakladal na vyhodnosti souziti ECM hub rGznych exploracnich skupin
V konkrétnim prostoru. Vzhledem k tomu, ze explora¢ni typy urcuji hlavné strategii ve
koexistovaly na urcitych mistech spolecné, a tak si pomysiné rozd¢€lily dostupné ziviny. Tuto
hypotézu Casteéné potvrzuje studie Bubner et al., (2013), ve které se ukazalo stabilni
zastoupeni jednotlivych exploracnich skupin. Pokud dominantni druh z urcitého mista

ustoupil, nahradil ho jiny druh stejného explora¢niho typu.

V nasem pftipadé¢, ale vyznamné dominoval typ S kratkymi hyfami. Tuto skutecnost lze
vysvétlit pfitomnosti dominantniho druhu Cenococcum geophilum, ktery patii pravé do
explora¢niho typu s kratkymi hyfami. Tento druh je nej€astéj$im zastupcem ECM hub
fazen¢ho tohoto explora¢niho typu. Cenococcum geophilum je typicky dobie rozvinutym
plastém s emanacnimi hyfami, které mu umoznuji pfijimat velké mnoZstvi mineralnich Zivin

pro hostitelské stromy (Agerer 20006).

4.4 Cetnost jednotlivych druhit ECM hub

Pti porovnani celkové Cetnosti druhti na vSech lokalitach lze jednozna¢né vypozorovat silnou
dominanci druhu Cenococcum geophilum, dalsi dva druhy Lactarius subdulcis a Tomentella
sublilacina lze povazovat také za Cetné. Ostatni druhy se vyskytovaly jiz daleko méné a
nejveétsi skupina identifikovanych ECM hub byla charakteristickd velice malou Cetnosti.
Rada studii ukazuje podobny model s dominance nékolika druhti doplnéna velkym podtem
druhti s malou cetnosti vyskytu (Allen et al., 2000). Napiiklad Courty et al., (2008)
pozoroval dominanci 4 druhti, zbylé druhy se vyskytovaly jen v nizkych ¢etnostech. Stejné

tak 1 nami pozorovana dominance druhu Cenococcum geophilum byla zaznamenana ve

45



studiich (Grebenc & Kraigher 2007, Goicoechea et al., 2009). Cenococcum geophilum je
znam jako kosmopolitni a ubikvitni druh, ktery je schopen kolonizovat kofeny Sirokého
spektra hostitelskych dievin (Douhan & Rizzo 2005). Zaroven je tento druh znam i1 svou
velkou Cetnosti v bukovych porostech (Grebenc & Kraigher 2007). Vyrazna asociace Fagus
sylvatica a Cenococcum geophilum lze vysvétlit vyhodnosti tohoto spojeni. Cenococcum
geophilum jakozto zastupce askomycet ma vétsi rezistenci vii¢i nedostatku vody v porovnani
s ostatnimi skupinami ECM hub (Coleman et al., 1989). Dale byla prokazana vétsi
metabolicka aktivita tohoto druhu v bué¢inach (Jany et al., 2002). Dale se piedpoklada, ze i
nékteré¢ aredly vyskytu bukii jsou piimo zéavislé na dodateném zvySeni piijmu vody

umoznény ECM houbami (Ebert 1996).

Pti pohledu na Cetnost druhii v jednotlivych lokalitdich vidime, Ze dominance druhil se
vyrazn€ odliSuje a to dokonce i v porovndni stejné lokality v riznych letech. Dominance
druhti na jednotlivych lokalitach ukazuji grafy na Obr. 24, Obr. 25 a Obr. 26. Vyznamna
zména ve vyskytu Cenococcum geophilum v prvnim a druhém roce napii¢ vSemi lokalitami
lze vysvétlit dynamikou tohoto druhu v zavislosti na abiotickych faktorech. Buée et al.,
(2005) pozoroval vyraznou proménlivost vyskytu druhu Cenococcum geophilum béhem roku
a také variabilitu v zavislosti na mnozstvi srazek. Naopak nizkou cetnost Laccaria

amethysthea lze vysvétlit jejim vyskytem pfevazné v zimnich mésicich (Buée et al., 2005).
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5> Zavér

Ektomykorhizni houby jsou vyznamnou soucasti diverzity lesnich ekosystémt mirného
pasma. Pfi snaze o pochopeni, jak je druhova diverzita ECM hub fizena urcitymi faktory,
bylo v ramci chranéné krajinné oblasti Blansky les odebrano 106 pudnich vzorkd. Tyto
vzorky byly zpracovany a jednotlivé morfotypy ECM hub ur¢eny pomoci morfologickych,

anatomickych znakli a DNA analyz.

Ze ziskanych dat bylo identifikovano 17 druhtt ECM hub. Tento pocet je vzhledem
k rozsahu lokalit a ¢asovému rozmezi sbérii piiméfeny (Goicoechea et al., 2009). Pii
porovnani podobnych studii Ize vysledovat, Ze se zvétSujici se plochou odbéru a rozlozenim
odbérti v pribéhu celého roku pocet nalezenych morfotypli v bukovych porostech stoupa.
Charakteristicky je model nckolika dominantnich druhd, které jsou doplnény velkym
mnozstvim ECM hub s nizkou ¢etnosti vyskytu (Pena et al., 2010). Pii dostate¢né dlouho
trvajicim pokusu pocty nalezenych druhtt ECM hub stoupaji az k hodnotdm kolem 60 druht
na 1 ha bucin (Buée et al., 2005).

Dale se vramci prace podafilo prokazat vliv pidniho horizontu, lokality a roku na
Cetnost vyskytu ECM hub. Dominantnim explora¢nim typem se ukazal byt exploraéni typ
s kratkymi hyfami a to hlavné kvili pfitomnosti druhu Cenococcum geophilum. Cetnost
tohoto druhu vyrazn€ pievySovala ostatni. Pokud se ale podivime na konkrétni lokality
Vv jednotlivych letech, dominanci zde pievzaly i jiné druhy. Cenococcum geophilum je znam
jako ubikvitni druh s velkou cCetnosti v bukovych porostech (Grebenc & Kraigher 2007).
Jeho napadnou zménu v Cetnosti vyskytu 1ze vysvétlit vyraznou dynamikou vyskytu tohoto

druhu béhem sezény (Buée et al., 2005).
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{ Priloha

7.1 Priloha 1 - tabulky

Tab. 1: Piehled v8ech rodd hub podilejici se na ektomykorzhizni symbioze, upraveno podle Agerer (2006)

Zygomycetes (Zygomycota)

Endogonaceae [0/1(1)]: Endogone

Ascomycetes (Ascomycota)

Discinaceae [0/2({3)]: Gymnohydnotria, Gyromitra

Elaphomycetaceae [1/1(1)]: Ecarronrces

Geoglossaceae [0/2(6)] Geoglossum, Spathularia

Helotiaceae [1/2(100)]: Hymevoscreaus, Neocudoniella

Helvellaceae [2/9(9)]: Barsavra, Barssia, Fischerula, Helvella, Hydnotria, Levcaveroy, Underwoodia, Picoa, Wynnella
Morchellaceae [1/2(3)]: Morchella, Verpa

Pezizaceae [1/10(19)]: Amylascus, Boudiera, Hydnobolites, Hydnotryopsis, Pachyphloeus, Peziza, Plicaria, Ruhlondiella,
Spraerozowne, Tirmania,

Pyronemataceae [4/11(68)]: Gened, Geopora, Humirt, Hydnoeystis, Nothojafhea, Phaeangium, Pulvinula, Sphaero -
soma, SPHAEROSPORELLA, TRicHARINA, Wilcoxing

Terfeziaceae [0/4(4)]: Cazia, Delastria, Loculotuber, Terfezia

Tuberaceae [1/6(6)]: Choiromyces, Dingleya, Labyrinthomyces, Paradoxa, Reddellomyces, Tuser

Hymenomycetes (Basidiomycota)

Albatrellaceae [2/3(3)]: Arsarrerrvs, Poryrororerus, Scutiger

Amanitaceae [1/1(5)]: Amanima

Atheliaceae [5/5(26)]: AmPriveMd, Byssocorticium, Byssororis, ProperMd, TYLOSPORA

Bankeraceae [5/5(5)]: Bavierd, Borerorsis, HYDNELLUM, PHELLODON, SARCODON

Bolbitiaceae [2/2(11)] Descomyces, Descorea

Boletaceae [6/22(26)]: Afroboletus, Aureoboletus, Austroboletus, Boletellus, Borerus, Chalciporus, CHAMONIXIA,
Gastroboletus, Gastroleccinum, Gastrotylopilus, Leccivuny, Paxillogaster, Phylloboletellus, Phylloporus, PorrsyreLius, Pulveroboletus,
Royoungia, Strobilomyces, Tubosaeta, TrroriLus, Veloporphyrellus, Xeroconus

Cantharellaceae [2/2(5)]: CantrareLLys, CRATERELLUS

Chondrogastraceae [0/1(1)]: Chondrogaster

Clavulinaceae [0/1(3)]: Clavulina

Cortinariaceae [8/14(31)]: Annamika, Cormvarius, Cuphocybe, Dervocyse, Destuntzia, Heseroma, Inocrse, Mackintoshia,
Mycoamaranthus, N4vcori, Rozires, Setchelliopaster, SrepHANOPUS, THAXTEROGASTER

Cribbeaceae [0/1(2)]: Cribbea, Mycolevis

Entolomataceae [1/2(8)]: Clitopilus, Entoroma

Geastraceae [(1/2(7)]: Geastrum, Radiigera

Gomphaceae [2/2{11)]: CravdriapeLras, GOMPHUS

Gomphidiaceae [2/5(3)]: Brauniellula, Crroocomrsus, Cystogomphus, Goseripius, Gomphogaster

Gyroporaceae [1/2(2)]: Gyrororus, Rubinoboletus

Hydnaceae [1/1(8)]: Hyovum

Hydnangiaceae [1/4(4)]: Hydnangium, Lisccaria, Maccangia, Podohydnangium

Hygrophoraceae [1/2(10)]: Camarophyllus, Hrerorrorus

Hymenochaetaceae [0/1{14)]: Coltricia

Hymenogastraceae [0/2({8)]: Hymenogaster, Quadrispora

Hysterangiaceae [1/2{11)]: Hrsterancrong, Trappea

Leucogastraceae [0/2(2)]: Leucogaster, Leucophlebs

Marasmiaceae [1/1(46)]: Ruopocorrysi

Melanogastraceae [2/4(4)]: Acrors, Corditubera, Hoehnelogaster, MeLavioGAsTER

Mesophelliaceae [0/4(6)]: Andebbia, Castoreum, Gummiglobus, Mesophellia

Octavianiaceae [1/2(2)]: Ocravianiy, Sclerogaster

Paxillaceae [3/5(9)]: Austrogaster, dusTropoviirs, Gymnopaxillus, Grropow, Poatus

Ramariaceae [2/3(R)]: Austrogautieria, GAUTIERLA, RAMARIA

Rhizopogonaceae [1/1(2)]: RuzoroGon

Russulaceae [3/9(9)]: Arcanvceciered, Cystanginm, Elasmomyces, Gymnomyces, Lacrarius, Macowanites, Martellia, RussuLs, Zelleromyces
Sebacinaceae [1/1(5)]: Serdciv

Sclerodermataceae [3/4(7)]: Astracus, Calostoma, Prsoumsus, ScreroperA

Suillaceae [2/4(4)]: Bocermus, Gastrosuillus, Psifoboletinus, Suiius

Thelephoraceae [4/6(12)]: Amaurodon, Lenzitopsis, Psevporoventeres, Trererrora, ToMENTELLY, ToMENTELLOPSIS

Tricholomataceae [2/4(107)]: Catathelasma, Leucopaxillus, Lyorryion, TricHoroma

Truncocolumellaceae [1/1{1)]: Truvcocorumerra
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Tab. 2: Seznam ECM druhtl hub schopnych symbiotického svazku s bukem Fagus sylvatica a zafazeni do

exploraénich typt, vytvofeno z de Roman et al., 2005 a Agerer & Rambold (2004 — 2013), contact = kontaktni

exploracni typ, short = exploracni typ s kratkymi hyfami, medium = exploraéni typ se stfedné¢ dlouhymi

hyfami, long = explora¢ni typ s dlouhymi rhizomorfami

Druh Exploraéni typ Reference
Agaricales Bueé, Vairelles & Garbaye (2004)
Byssocorticium atrovirens short distance Bueé et al (2004), Brand (1991)
Clavariadelphus pistillaris medium distance mat losifidou P, Raidl S (2006)
Coenococcum geophilum short distance Bueé et al (2004), Jany, Garbaye & Martin (2002)

Coenococcum cristata
Cortinarius

Cortinarius bolaris
Cortinarius cinnabarinus
Cortinarius multiformis
Cortinarius nemorensis
Elaphomyces muricatus
Fagirhiza arachnoidea
Fagirhiza asteromustrata
Fagirhiza byssoporioides
Fagirhiza cystidiophora
Fagirhiza entolomoides
Fagirhiza fusca
Fagirhiza globulifera
Fagirhiza granulosa
Fagirhiza lanata
Fagirhiza oleifera
Fagirhiza pachyphloeae
Fagirhiza pallida
Fagirhiza rosea
Fagirhiza setifera
Fagirhiza spinulosa
Fagirhiza stellata
Fagirhiza tubulosa
Fagirhiza vermiculiformis
Gautieria inapire
Geastrum fimbriatum
Genea

Genea hispidula
Hebeloma

Hygrophorus penarius
Inocybe

Laccaria amethystina
Laccaria laccata

short distance

medium distance fringe
medium distance fringe
medium distance fringe
medium distance fringe
medium distance fringe
short distance

long distance

medium distance smooth
medium distance smooth

medium distance smooth

short distance

medium distance smooth

medium distance mat
medium distance mat
short distance

short distance

short distance

short distance

short distance

medium distance smooth
medium distance smooth

Bue¢ et al (2004)

Bueé et al (2004)

Brand (1991), Brand (1992)

Brand (1991), Ceruti, Benvenuti & Mosca (1988)
Ceruti et al (1988)

Ceruti et al (1988)

Brand (1991)

Brand (1992)

Jakucs E, Ganyec S, Eros-Honti Z (2008)

di Marino E, Montecchio L, Agerer R (2008)
Brand (1988)

di Marino E, Montecchio L, Agerer R (2008)
Brand (1991)

Brand (1991)

Brand (1988)

Brand (1991)

Brand (1991)

Erds-Honti Z, Jakucs E (2009)

Brand (1991)

Brand (1991)

Brand (1991)

Brand (1991)

di Marino E, Montecchio L, Agerer R (2008)
Brand (1988)

Jakucs & Agerer (1998)

Palfner (2001)

Agerer & Beenken (1998)

Jakucs (2002)

Brand (1991)

Bueé et al (2004)

di Marino E, Montecchio L, Agerer R (2008)
Bueé et al (2004)

Bue¢ et al (2004), Brand (1988d)

Ceruti et al (1988)
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Tab. 2 (pokracovani): Seznam ECM druhti hub schopnych symbiotického svazku s bukem Fagus sylvatica a
zatazeni do exploraénich typt, vytvoteno z de Roman et al., 2005 a Agerer & Rambold (2004 — 2013), contact
= kontaktni exploracni typ, short = exploracni typ s kratkymi hyfami, medium = exploracni typ se stfedn¢

dlouhymi hyfami, long = exploraéni typ s dlouhymi rhizomorfami

Druh

Explorataéni typ

Reference

Lactarius

Lactarius acris
Lactarius blennius
Lactarius camphoratus
Lactarius pallidus
Lactarius pterosporus
Lactarius rubrocinctus
Lactarius subdulcis
Lactarius vellereus
Piloderma croceum
Ramaria aurea
Ramaria spinulosa
Ramaria flavo-saponarea
Rhizopogon

Russula aurora

Russula cyanoxantha
Russula densifolia
Russula fellea

Russula foetens

Russula illota

Russula laurocerasi
Russula ledpida
Russula mairei

Russula ochroleuca
Russula olivacea
Russula raoultii
Sphaerozone ostiolatum
Scleroderma
Tomentella

Tomentella ferruginea
Tomentella acerbum
Tomentella sciodes
Tomentellopsis submollis
Tricholoma acerbum
Tricholoma sciodes
Tuber

Xerocomus chrysenteron

medium distance smooth

medium distance fringe
medium distance mat
medium distance mat
medium distance mat
long distance

contact

medium distance smooth
medium distance smooth

medium distance smooth
medium distance smooth
medium distance smooth
medium distance smooth
medium distance smooth
contact

short distance

contact

short distance

long distance

medium distance smooth
medium distance fringe
medium distance fringe

long distance

Bueé et al (2004)

Brand (1991l), Brand (1992)

Bueé et al (2004), Ceruti et al (1988)
Brand (1991)

Brand (1991)

Cerduti et al (1988)

Brand (1991)

Brand (1987), Bueé¢ et al (2004)
Brand (1987)

Brand (1991)

Agerer (1996)

Agerer (1996)

Scattolin L, Raidl S (2006)

Al Sayegh & Kraigher (2000)
Beenken L (2004)

Beenken (2001)

Beenken (2001), Certuti et al (1988)
Beenken L (2004)

Beenken (2001)

Brand (1991)

Beenken L (2004)

Beenken L (2004)

Brand (1991)

Brand (1991)

Beenken L (2004)

Beenken L (2004)

Brand F (1991)

Bueé et al (2004)

Bradbury et al (1998), Bueé et al (2004)
Raidl & Miiller (1996), Raidl (1998)
Agerer & Waller (1993)

Brand (1992)

Agerer R, ed (1987-1998)

Agerer R, Waller K (1993)

Brand (1992)

Bueé et al (2004)

Brand F (1989)
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Tab. 3: Seznam identifikovanych ECM hub a jejich hlavni rozliSovaci znaky

< xpx " . typ ... €emanacéni .
Druh barva plasté typ vétveni zakoné&eni povrch plasté hyfy rhizomorfy
. ., ... monopodialné i zmity s
Boletus erythropus Zlutavé hnédy pinatni rome bradavickami ano ano
. ) Sedomodra, monopodialné , St o
Byssocorticium atrovirens . e ohnuté silné vaknity ano ano, Cetne
stfibrna pinatni
. cernd, . . . . . Y
Cenococcum geophilum N . s nevétvené rome zmity, palicky ne ano, Cetné
¢ernohnéda
o . - monopodialné i - . s
Fagirhiza arachnoidea bila pir?étni ohnuté fidce bavinény ano, Cetné ne
} . nepravidelné A ,
Laccaria amethysthea nafialovéla F:)inétni rovme drsny ne ne
) ) . . monopodialné i . » o
Lactarius blennius swvetle hnéda pir?étnl' romeé hladky ano, fidce ano, fidce
. ) hnédava, monopodialné i , ,
Lactarius subdulcis . RO ohnuté leskly, hladky ano ano
okrova pinatni
. . . , monopodialné , , Y Y
Otidea onotica Zlutavy pirF:étni romeé vinaty ano, ¢etné ano, Cetné
. o monopodialné i . . o
Russula mairei bila .p, . rome zmity ano, fidce  ano, fidce
pinatni
. . L monopodialné . jemné chlupaty,
Russula nigricans krémowe bila e ohnuté . ne ano
pinatni leskly
. cernd, nepravidelné . . -
Tomentella ferruginea . s p. o ohnuté leskly ano ano, fidce
¢ernohnéda pinatni
I ) L. monopodialné . . Y
Tomentella cf. lilacinogrisea hnéda pir?étni romne zrnity ano, Cetné ne
cerna, monopodialné i , . -
Tomentella sp. N . s P rome drsny ano, ¢etné ano, fidce
¢ernohnéda pinatni
I . . s monopodialné , , .
Tomentella cf. sublilacina swvetle hnéda pir?étni rome drsny ano, Cetné ano
- Y ox monopodialné , ,
Tomentella sublilacina hnéda .p, . romé drsny ano ano
pinatni
. .. ... monopodialné e . e
Tuber annae Zlutavé hnédy pir?étni palickovité zrnity ano, Cetné ne
; o . ., . Mmonopodialné , .
Xerocomus pruinatus bélavy, bézowy P ohnuté hruby ano ne

pinatni
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7.2 Priloha 2 - protokoly

QIAGEN protokol

« Mechanicka homogenizace ECM spicky tlouckem v mikrozkumavce

« Pfidani 400 pl Buffer AP 1 + 4 ul RNAsy A a pokracovani s homogenizaci

« Inkubace v termobloku na 30 — 45 minut pfi teploté 60 °C, nasleduje lehké promiseni
preklapénim zkumavky

o Pfidani 130 pl AP 2 a umisténi mikrozkumavek do ledu nebo chladiciho zafizeni

« Centrifugace po dobu 5 minut na 12 000 ota¢ek za minutu (ot./min.)

o Pfidéni lyzatu na QIA sbudder mini spin coloumn

« Ziskany roztok pienést do mikrozkumavky a centrifugovat na 12 000 ot./min. po dobu 2
minut

o Pfidéni piiblizn€ 675 pl AP 3 roztoku (Binding buffer), dochazi k vysrazeni DNA

« Odebrani cca 700 pul roztoku a pteneseni do mikrozkumavky s filtrem (DNasa mini spin
clumn v 2 ml Cellection tube)

« Centrifugace (12 000 ot./min.) po dobu 2 minut, na membrané zistava zachycena DNA

« Vlozeni filtru s membranou do nové mikrozkumavky a ptidani 500 ul AW

« Centrifugace (12 000 ot./min.) po dobu 1 minuty

« Opakovani ptedchozich dvou bodl postupu

« Centrifugace bez ptidani 500 ul AW (12 000 ot./min.) po dobu 1 minuty

o Ptfidani 100 pl AE (Elution buffer) na kolonu pro uvolnéni DNA z membrany

« Inkubace po dobu 5 minut za laboratorni teploty

« Centrifugace (12 000 ot./min.) po dobu 1 minuty

« Vysledny roztok obsahuje piecisténou DNA a je pfipraven pro PCR
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PCR protokol

PCR reakce byly ptipraveny dle nasledujiciho protokolu:

Plain PP master mix —12,5 pl
ITSIF- 1,5 ul
ITS4-1,5ul

H,O - 10ul

PCR reakce dle Bent et al.,., 2011 ( 40 cyklt) byla optimalizovana na:

Id: 3 min —94°C
D: 2 min—94°C
AN: Imin —50°C
P: 2 min—72°C

Final ex: 8 min — 72°C
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7.3 Priloha 3 - fotografie

Obr. 1: Boletus erythropus Obr. 2: Boletus erythropus pti¢ny fez ECM
$pickou

Obr. 3: Byssocorticium atrovirens Obr. 4: Byssocorticium atrovirens pti¢ny fez
ECM spickou
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Obr. 5: Cenococcum geophilum Obr. 6: Cenococcum geophilum pti¢ny fez ECM
$pickou a anatomicky fez plastém
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Obr. 7: Fagirhiza arachnoidea Obr. 8: Fagirhiza arachnoidea pfi¢ny tez ECM
$pickou
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Obr. 10: Laccaria amethysthea pfi¢ny fez ECM
$pickou

"

PN
Obr. 11: Lactarius blennius Obr. 12: Lactarius blennius pti¢ny fez ECM
$pickou
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Obr. 14: Lactarius subdulcis pti¢ny fez ECM
$pickou
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Obr. 15: Otidea onotica Obr. 16: Otidea onotica pfiény fez ECM $pickou
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Obr. 17: Russula mairei Obr. 18: Russula mairei pii¢ny fez ECM $pickou

Obr. 19: Russula nigricans Obr. 20: Russula nigricans pti¢ny fez ECM
$pickou
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Obr. 21: Tomentella ferruginea Obr. 22: Tomentella ferruginea pti¢ny fez ECM
$pickou
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Obr. 23: Tomentella cf. lilacinogrisea Obr. 24: Tomentella cf. lilacinogrisea pti¢ny fez
ECM spickou
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Obr. 25: Tomentella sp. Obr. 26: Tomentella sp. pfi¢ny fez ECM $pickou

%

Obr. 27: Tomentella cf. sublilacina Obr. 28: Tomentella cf. sublilacina pfi¢ny fez
ECM spickou
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Obr. 30: Tomentella sublilacina pti¢ny fez ECM
$pickou

Obr. 31: Tuber annae Obr. 32: Tuber annae pii¢ny fez ECM $pickou
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Obr. 33: Xerocomus pruinatus Obr. 34: Xerocomus pruinatus pti¢ny fez ECM

$pickou
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