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Karolina Loubalova

Vliv um élé inokulace na druhové slozeni ektomykorhiznich husemendki

borovice lesni

ABSTRAKT

Bakal&ska prace se zabyva vlivem & inokulace na biometrické parametry a vyskyt
ektomykorhiz na kiiEnovém systému semeké borovice lesni v lesni Skolce SvinoSice.
Rozdily mezi zmirenymi biometrickymi parametry semeka u jednotlivych variant

byly testovany analyzou rozptylu (ANOVA). Ektomykdzy byly tidény na zaklad

morfologickych vlastnosti do tzv. morfot§pektomykorhizni houby, tudci jednotlivé
morfotypy, byly identifikovany srovnavanim sekven@iS rDNA. ZjiS&na data byla
Zpracovana pomoci statistického programu Canoco.

Inokulace byla neusgnéa, houby, které byly pouzityipinokulaci nevytvdily na
semenécich mykorhizy. Zastoupeni morfotypgktomykorhiz na kienech semertét
nentlo statisticky vyznamny vliv na jejich biometriclgarametry. Pozitivni vysledky
této prace spovaji v prehledé popsané a a@ené metodice identifikace
ektomykorhiznich houbovych symbidntomoci popisu morfotypmykorhiz a nasledné

metody srovnavani sekvenci ITS rDNA.

Kli ¢ova slova: ektomykorhiza, inokulace, semekg borovice lesniPinus Lactarius,

Suillus



Karolina Loubalova
Effects of artificial inoculation on the species amposition of ectomycorrhizal fungi

of Scots pine seedlings

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the influence dffieial inoculation on biometric
parameters and on the occurrence of ectomycordrizthe root system of Scots pine
seedlings in the forest nursery SvinoSice.

Differences between measured biometric parametessaullings for each treatment
were tested by analysis of variance (ANOVA). Ectooryhizas were sorted on the basis
of the morphological characteristics into so-callesbrphotypes; ectomycorrhizal fungi
forming individual morphotypes were identified bgneparing of sequences of the ITS
rDNA. These observed data were processed witlsstati program Canoco.

The inoculation was unsuccessful, fungi used fas thoculation did not form
mycorrhiza on seedlings. Representation of thenegptorrhiza morphotypes on the roots
of the seedlings had no statistically significaffié& on their biometric parameters.

Positive results of this work consist in clearlysdebed and validated methodology
for identification of ectomycorrhizal fungal symbis via the description of mycorrhiza

morphotypes and subsequent method of comparistrSafDNA sequences.

Keywords: ectomycorrhiza, inoculation, pine seedlingsjus, Lactarius, Suillus
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1. UVOD

Tato bakaléska prace se zabyva vlivem & inokulace aplikované na semeka
borovice lesni v lesni Skolce SvinoSice. Byla mil&®a v druhém tmiku studiaa
vypracovala jsem ji v laboratich Centra vyzkumu globalni xmy AV CR v Ceskych
Budgjovicich a Lesnické a rdvaské fakulty Mendelovy zemeéské a lesnickée
univerzity. Byla podptena projekty OPVK MSMT CR CZ.1.07/2.3.00/20.0265
Indikatory vitality devin a CZ.1.07/2.4.00/31.0214 Platforma pro studainventarizaci
lesnich ekosystém

Pouzivani hnojiv a pestididv lesnich Skolkdch vede k produkci sazenic, které
parametry odpovidajiiffsluSnym normam, coz ale j&§temusi byt zarukou U0&ného
ujimani sazenic po vysaglbJe znamo, Ze vysoké davky hnojiv omezuji rozvoj
ektomykorhiznich hub na kenech sazenic a tim schopnost rostliezpvzat na
nepiznivém stanovisti v isledku snizenéhoiiimu vody a Zivin kéeny rostlin. B
pouzivani fungicidnich pestidicti desinfekce pdy pred vysevem osiva lesnichiedin
muze byt inokulace finosem pro kolonizaci kKeni ektomykorhiznimi houbami.
Sazenice, jejichz keny jsou unile kolonizovany ektomykorhiznimi houbami je také
vhodné vysazovat mimo fippzeny aredl roz&ni deviny ¢i pii zalesiovani

rekultivovanych ploch.



2. CiL PRACE

Prvnim cilem prace bylo zpracovani literarniletpedu, tykajiciho se mykorhiznich hub
a jejich praktického vyuziti v arboristice, lesnigtna plantazich vagaich stromk,
rekultivovanych plochach a zatessanych @dach.

Druhym cilem bylo zr&it vybrané biometrické charakteristiky (vySka nadpécasti,
délka kdenového systému, tlotlka kaenového ktku, biomasa nadzemniasti a
koreni) semendkt borovice lesni, nengkovanych a natkovanych plodnicemi hub
Suillus variegatus Lactarius deliciosus- Suillus luteus

Tretim cilem bylo zjistit druhové sloZeni ektomykariich hub na ki@novém
systému semenii. Popsat jednotlivé morfologické typy ektomykorhaz u jejich
zastupéa identifikovat mykorhizni symbionty srovnanim sekgéeoblasti ITS DNA.

Ctvrtym cilem bylo statistické vyhodnoceni vlivu & inokulace na biometrické
charakteristiky semegii a druhové sloZeni jejich ektomykorhiznich hub.



3. LITERARNI P REHLED

3.1. MYKORHIZA

V roce 1885 byl poprvé pouzit odborny vyraz mykaghipro symbiézu hub a strém
némeckym fytopatologem Frankem (Frank 1885). Vyrazkaomgiza v doslovném
piekladu znamena ,,houbdlen*, jelikoZ je sloZzen z dvoteckych slovmykés, mykétas
(houba, kib) arhiza, riza(koren).

Termin mykorhiza m& dva vyznamy. Prvni vyznam jezpean k oznéeni symbidzy
koteni vysSich rostlin s houbami. Druhy vyznam slova mijlkaa, je chapén, jako orgéan,
ktery vznikd pomoci symbidzy meziiemem hostitelské rostliny a mykorhizni houbou
(Gryndler et al. 2005; Kofé& et al. 2006). Toto pojeti v poslednich desdtlet
v odbornych kruzichijevlada.

3.2. MYKORHIZNI SYMBIOZA

Mykorhizni symbidza je jednim z nejvyzna@gich prospsnych vztah mezi rostlinami
a mikroorganismy (Harley, Smith, 1983). Tento vzsghvyvijel v piibéhu fylogeneze
zWastrenych organism; prvni mykorhizy byly nalezeny jiz u paleontolokych nalea
Z obdobi devonu (Pirozynski, Malloch 1975).

Zakladem tohoto vztahu je vzdjemna \Wra Zivin mezi rostlinou a houbou (Smith,
Read 2008). Rostlina je kolonizovdna houbou jenn&derych ¢astech (pletivech)
kofene. Mezi tytaiasti spada k@nova pokozk#érhizodermis)a kaenova krra, ktera se
nachazi imo pod ka#enovou pokozkou. Mykorhizni houba nepronika deekoveho
stredniho valce (Gryndler et al. 2005).

Houba rostli@ pomaha ziskavat zagy zejména fosfor, dusik, vodu aémuje
absorgni povrch kaeni. Diky zwtSeni absorgniho povrchu keni, dochézi ke zvySeni
piijmu latek, které houba rosttinzpiistupiuje. Rostlina houb poskytuje produkty
fotosyntetické asimilace - cukry, vitaminy a dalgjanicke latky (Smith, Read 2008).

Mykorhizni symbiozu tvii témef 90% vySSich rostlin. Mezi druhy, které natvo
mykorhizni symbiézu pét nagiklad rostliny z¢eledi: Chenopodiaceaémerlikovité),
Brassicaceae (brukvovité), Juncaceae (sitinovité), Cyperaceae (Sachorovité) a
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Polygonacea¢rdesnovité) (Harley, Harley 1987). Houby, kteijg\zsymbidze s vySSimi
rostinami nélezi fedevSim do oddeni hub stopkovytrusich Basidiomycetes
basidiomycety), keckovytrusich Ascomycetes ascomycety) a hub spdjivych
(Zygomyceteszygomycety). Spousta zastuptichto houbovych skupin se wvage

vyskytuje zaroe¥n a vytvdi v ni houbova spotenstva (Gryndler et al. 2005).

3.2.1. Typy mykorhiznich symbiéz

Existuji # morfologicky vyrazné typy mykorhizni symbidzy, teknykorhizni,
endomykorhizni a ektendomykorhizni. Rozdily memiysp@ivaji v houbovych hyfach.
Na houbové hyfy je pohlizeno z hlediska toho, jesftivaii na povrchu kiene rostliny
houbovy plag a zda pronikaji do b@k primarni Kiry korene.

Endomykorhizni symbidza je charakteristicka timndgkorhizni houba pronika do
vnitiniho i mezibutcného (intercelularniho) prostoru kitknkoiene hostitelské rostliny.
Endomykorhizni symbidza nevytkiglad’ z hyf, ani Hartigovu $i ale na povrchu kene
muze vytv&et iidsi ¢i hustSi siku. U endomykorhiz nevznikaji morfologické &ny ve
stavig korinkd. Na kdenech zpravidla tstava kdenové vilaSeni. Na rozdil od
ektomykorhizni symbi6ozy neni endomykorhizni symbigmuhym prohlédnutim patrna
(Mejstiik 1988).

Tento typ mykorhizni symbioézy se dale€lidna i podtypy (arbuskularni, idve
vesikulo-arbuskularni mykorhizu, erikoidni mykornhiza orchideoidni mykorhizu).
Podtypy jsou rozégleny na zaklaé hostitelskych druin rostlin a houbovych symbiaoint
Endomykorhizni symbiozu vytvéaZz 300 000 druhrostlin, WtSinou jsou to zeguglskeé
plodiny. Naopak hub Zijicich v endomykorhizni sydrs je malo, fevazr nalezi do
titidy ZygomyceteéSmith, Read 2008).

Ektomykorhizni symbidza je typicka tim, Ze se mykmni houba dostava pouze do
meziburgénych intercelularnich buwdnych prostor. U ektomykorhiz dochazi
k morfologickym zngndm ve stavb kofinku. Ektomykorhizy vytvieji hyfovy plag a
Hartigovu sf (Gryndler et al. 2005). Ektomykorhizni symbidézuwgfi priblizné 2000
druhi rostlin. Druhi hub Zijicich v ektomykorhizni symbidze je kolem0BQ wtSinou
nalezi do itidy stopkovytrusych Rasidiomycetdsa weckovytrusych Ascomycetégs
(Allen 1992).

Ektendomykorhizni symbioza je specificka tim, Zmulbové hyfy proistaji jak

dovnitt burgk, tak i do mezibu&nych (intercelularnich) prostibrburék korene
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hostitelské rostliny. Ektendomykorhiza vytv®la® z hyf i Hartigovu 4. Lze ji jeS¢
délit na arbutoidni a monotropoidni mykorhizu (Smitead 2008).

Ma-li mykorhizni symbidza vzniknout, jéeba, aby fida obsahovala zivé mykorhizni
houby. Ty mohou byt ve foré&rklidovych stadii (spor), nebo jako jiz symbiotickystouci
¢i vegetativni (déasre prezivajici bez hostitele) podhoubi (mycelium). Syotibké nebo
vegetativni mycelium kolonizuje ken gimo, spory musi nejprve vykit. Mycelium je
citivé k vykyvam vlhkosti, sucho je ¥e zahubit. Spory naopak mohotegkat
negiznivé podminky a kolonizovat keny po zlepSeni stavu prieti (Gryndler et al.
2005).

Ve své bakalské praci se zabyvam pouze jednim typem mykortsgmibiozy, a to

ektomykorhiznim.

3.2.2. Vyznam mykorhizni symbidzy

Jak jiz bylofeceno, rostlina ziskava praéstnictvim houby vyssi mnozstvi mineralnich
Zivin, zejména fosforu a dusiku,&8uje absorgni plochu kden a efektiviEji prijima
vodu. Ziskané mineralni latky dovede mykorhizni eukumulovat a v obdobi
nedostatku Zivin, je uvalje a gedava rostlin. Mykorhizni houby zasobuji krafrtoho
koteny rostlin vitaminy, irstovymi latkami aznymi mechanismy, které chraniika
hostitelské rostliny (Harley, Smith 1983). Entto mechanisiim pati fyzick& bariéra
houbového plastu ektomykorhiz a schopnost houbového symbiontaceylat v okoli
korene latky antibiotické povahy a ouiovat jeho osidleni rhizosferni mikroflérou
(Sadilkova 2008).

Diky mykorhizni symbiéze bylo zji&o u silt mykorhiznich rostlin zlepSeni
Mykorhizni rostliny maji vysSSi obsah chlorofylu vstech, vice transpiruji a maji
zvySenou intenzitu fotosyntézy (Tésed, Stroblova 2006).

Rostliny kolonizované mykorhiznimi houbami maji éalkétSi odolnost na abiotické
environmentalni stresy, mezi kteréipaiizka teplota, sucho, sanilita, nizké hodnoty pH,
kontaminace chemikaliemi a &hsténi pady kovy. Vyznam ma v mykorhizni symbioze
i extramatrikalni mycelium v j@é¢ okolo kaeni hostitelské rostliny, které zvySuje
agregaci pdy a pisobi jako protieroznéinitel. Koifeny rostlin (stejného i odliSného

druhu) mohou byt propojeny souborem hyf a Zivinyhmo byt transportovany od jedné
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rostliny ke druhégimz jsou omezeny konkurémi vztahy a je podgena uniformita
porostu (Smith, Read 2008).

Nekteré rostliny Ziji se specifickymi bakteriemi, kbamohou ziskavat zZiviny i z mén
rozpustnych zdrdj které jsou ale pro rostlinu, ktera nezije v mykmni symbioze,
nedostupné (Vosatka 2003). VSechny tyto vyznamikéoyg existujici diky souZiti
v mykorhizni symbibze, zafi§ji rostline zvySenou vitalitu, konkuréni schopnost a

odolnost.

3.3. EKTOMYKORHIZNI SYMBIOZA

Ektomykorhizni symbi6za patk nejvyznamgjSimu typu mykorhizni symbidzy. tAuz
kvili jeji dalezité roli v lesnich spotenstvech od subtropického po boreélni pas, tak i
proto Ze je zajimava pro laickou regnost vzhledem k tvotb jedlych plodnic
ektomykorhiznich hub (Vohnik 2008).

Prvni zminka o tomto typu mykorhizni symbiozy padhéroku 1894; v té dabale
pietrvavala doménka, Ze se jedna o parazitismus, aZ v roce 1888l Frank (1885), ze

se jedna o mykorhizni symbiozu.

3.3.1. Charakteristika ektomykorhozni symbi6zy

Ektomykorhizni houby kolonizuji kratké postranniiéoy a mladé nesuberizované
korenové Saiky. Kolonizaci ektomykorhizni houby dochazi k rézaovani postrannich
kotreni, pravdpodobr vliivem auxini, které mykorhizni houby produkuji (Prochazka et
al. 1998). Typ wtveni postrannich Kinka je charakteristicky pro vybrané rodyedin.

U dubu a buku jsou roztveny monopodialy piitomné jsou vSak i néwené formy,
zatimco u borovice jsou vidhhag vétvené (PeSkova 2008).

Po proniknuti houby dochazi k tvertsi strukturnich komponeiif charakteristickych
pro ektomykorhizni symbidzy. Na povrchuikiku se zéne vytvdet houbovy plas
Houbovy plas tvoii hyfy, které omezuji funkci kenového viaSeni (Prochazka et al.
1998). Houbovy pl&Je tvaren hyfami, které jsou nggno propletené, \&Bi vrstvy mivaji
volnéjSi strukturu (Gryndler et al. 2005). Tlaks plast je ovlivirena mnoha faktory,
nagiklad druhem houbového symbionta a hostitelsk&vidy, délkou vyvoje
ektomykorhizy a stanovistnimi podminkami. Velky mgm houbového pl&Sspaiva ve
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fyzické barid¢e, kterd brani ifed pronikanim patogennich organismDo pidniho
prostedi z povrchu houbového pléStasto vyfistaji fizné myceliarni struktury
(extramatrikalni mycelium, hyfové provazce a rhizofp (PeSkova 2008).

Druhym strukturnim komponentem je Hartigoug ktera ma své jméno po néokém
biologovi Robertu Hartigovi. Hartigova tsije mistem, kde dochazi k pronikani
houbovych hyf do mezibwtnych (intercelularnich) prostor b&in primarni Kiry.
Pronikani hyf nize byt omezeno kil jen na rhizodermis, coZz je typické pro
krytosemenné i@gviny, nebo mohou hyfy vypbvat intercelulary &kolika az vSech
vrstev primarni &ry; tento zgisob pronikani hyf je specificky pro nahosemenieyity
(Kolarik et al. 2006). Hartigova tsije mistem, kde probiha nejintenz§gi latkova
vyména mezi houbou a rostlinou. Houba rostiioskytuje pijaté mineralni latky z {dy.
Fosfor v podob anionti kyseliny fosforéné a dusik fevazre v podotd aminokyselin.
Rostlina houb predava jednoduché cukry, které houbgengnuje na transportni
disacharidy (trehal6zu) (Smith, Read 2008).

Poslednim strukturnim komponentem je extramatrikamycelium. Funkce
extramatrikalnino mycelia spiva hlavie v mnohonasobném &&eni objemu jdy,
jelikoz houbovy pl&&nemé velkou kontaktni plochu 8gou. Z idy houb&erpa Ziviny
a vodu. Extramatrikalni mycelium téiorhizomorfy, provazce hyf, které mimo toho, Ze
dokazi gijimat ziviny z WtSiho objemu fdy, tak pomahaji i k tvokb novych
ektomykorhiz (Agerer 2001).

3.3.2. Dreviny tvorici ektomykorhizni symbiézu

Ektomykorhizni deviny grevazuji v lesich mirného a boreélniho pasmiktéiii autdi
proto hovdi o ektomykorhiznim lese. V ektomykorhiznim leseujka'enové systémy
jednotlivych devin propojeny myceliem symbiotickych hub. Tentdekepropojenych
korenovych systému je ozémvan jako ektomykorhizni systém (LepSova 2003).

Dieviny tvaici ektomykorhizni symbiozu, pochaztepevsim zéeledi Pinaceae
(borovice, smrk, jedle, maih), Fagaceag(dub, buk),Betulaceaea Corylaceae(biiza,
habr, liska) (Harley, Harley 1987). Tvorba ektomykoni symbiézy u tevin rodu
Eucalyptus Salix a Populusje ovlivréna pidnimi podminkami stanovist Aby dieviny
z tchto rodi mohly Zit v ektomykorhizni symbidze, musgst na silé humoznich pdach
(Kolatik et al. 2006).

14



Existuji i dreviny, které Ziji v arbuskularni i ektomykorhizryinsbioze. Tyto devny
pochazi nap z celedi Aceraceae(javorovité) (LepSova 2003). dkteré deviny pro
souziti v ektomykorhizni symbi6ze vyzaduji jeiitého houbového symbionta a naopak
(Vosatka 2003).

3.3.3. Houby tvdici ektomykorhizni symbiézu

Ektomykorhizni houby pochazeji pochazejfegevsim zifdy hub stopkovytrusych a
vieckovytrusych. Mezi nejznamysi druhy hub, vyskytujicich se v naSich podminkach
pati ryzce a holubinkyRossulales)hriby (Boletales)a muchonirky (f&d Agaricales,
¢eled Amanitaceag lanyZe (Tuberales)(LepSova 2003). Druhy hub Zijici v této
symbidze jsou vazany Buna jednu nebo vice hostitelskyctedn. Bylo zjiS€no, Ze
jeden strom riize Zit v ektomykorhizni symbioze s 15 i vice drabybovych symbiorit
(Paulen, Kobolka 2014).

Druh houbového symbionta owiuvje jak druh hostitelskéieviny, tak i jeji &k.
Existuji druhy ektomykorhiznich hub, tqunosiiujici dfevinu ugitého stdi; nasledg
jsou @irozere zastoupeny druhy, které preferujiediny starSiho &ku (Mason a kol.

1983).

3.3.4. Zivotni cyklus ektomykorhizni houby

Zivotni cyklus ektomykorhiznich hub &aa klicenim spor v blizkosti kene budouci
hostitelské tkviny. U weckovytrusych hub se tyto spory nazyvaji askospary,
stopkovytrusych bazidiospory. Vyknim spor vznika podhoubi (mycelium). Spénét
kliceni spor je ovlisiovano chemickymi podity v blizkosti kdene hostitelské rostliny,
exudaty keene rostliny, odstramim inhibini latky v okoli kdeni hostitelské rostliny,
nebo zvySenim koncentraci oxidu éhikho. Ke kolonizaci dochazi, kdyz se mycelium
dostane do blizkosti povrchuileme hostitelské rostliny (Gryndler et al. 2004).

Proces kolonizace keni mykorhizni houbou je provazen Znmami v hormonalni
rovnovaze. Je znamo, ze ektomykorhizni houby progubstliinné hormony auxiny,
kyselinu abscisovou a etylenidd samotnou kolonizaci dochazi ke komunikaci mezi
houbovym symbiontem a hostitelskou rostlinou pomcaémickych latek, zejména
auxinu. Kolonizace z4n& nahlodgenim houbovych hyf kolem kratkych postrannich
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kofinki. Na kaincich vznikad houbovy pl&SHyfy pronikajici do mezibusgtnych prostor
vytvareji Hartigovu . Propojenim ektomykorhiz signim prostedim dochazi k tvorb

hyfovych svazl, rhizomorf, nebo provaicz rhizomorf (Gryndler et al. 2004).

3.3.5. Ektomykorhizni symbiéza a jadni prostredi

Vyskyt ektomykorhizni symbi6zy na kenech hostitelskychrévin je ovliviovan mnoha
pudnimi faktory. Mezi tyto faktory p#t nagiklad pidni horizont, forma nadlozniho
humusu, obsah zivin vapeé, (zejména dusiku a fosforu)igni reakce, acidifikace,
vapreni, hnojeni, aerace a teplotedy.

Kofeny Zijici v ektomykorhizni symbiéze v mirném paswstou nejastji
v nejsvrchgjSich vrstvach fdy s obsahem nadlozniho humusu (F a H horizant)
mineralnim humusovém A horizontu (Méjgt 1988; PeSkova, Soukup 2006);
preferovanymi formami nadloZzniho humusu je modeern@ohou dst i ve formach mull
a mor (LepSova 2003).

Vysoké obsahy fosforu a dusiku udg zabraiuji vzniku ektomykorhizni symbidzy.
Duvodem je menSi obsah volnych ciulgpro mykorhizni houbu v Kenech rostliny
s dostatéenym prisunem Zzivin. Ektomykorhizni houby proto preferpjidy s nizSim
obsahem fosforu a dusiku (Gryndler et al. 2004, éfat al. 2006). ZvySenyiisun
hnojiv s dusikem téZasto naruSuje mykorhizni symbidzu; (Skeffington )36t 1988)
zjistili, Zze zvySeny obsah dusiku wigé miaze snizitcetnost mykorhiznich Kénka
v humusoveé vrsivaz o 50-80%.

Velky vyznam pro vyskyt ektomykorhiznich hub midpi reakce. Bylo zjigho, Ze
se v kyselych fidach vyskytuje vice ektomykorhiznich hub, nez jadai pid vapnitych
(Wiemken et al. 2001). Vliv dlouhodobé acidifikanegativié pisobi na kéenovy
systém Zzijici v ektomykorhizni symbi6ze; dochazé#ukci ektomykorhiznich Ken a
k jejich poSkozeni.

Véaprenim v pidé dochazi k urychleni dekompeénich proces v nadloZnim humusu
a k uvolréni vysSiho obsahu Zivin. Aby tyto uvémé Ziviny mohly byt dostateé¢
vyuzity, je potebny vykonny ektomykorhizni systérRada studiji ovdem potvzuje
negativni vliv vapani na mykorhizni symbioézu. N&glad Kuyper (1991) vysdtluje
negativni vliv vdpaini na mykorhizni powry negimym vlivem rostouci dynamiky
dusiku, jenz ma u&sSiny ektomykorhiznich hub sininhibi¢ni (Cinek. Ri aplikovani

hnojiva pouze s vapencem bez obsahitiko dochazi spiSe k negativhimu ovkiwn
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ektomykorhizni symbiézy. Naopak hnojivo s dostafen obsahem uvolnitelného
hoi¢iku, stimuluje @ist a pronikani kieni do hlubSich mineralnich horizdan{PeSkova
2006).

Oproti tomu urbanniiay jsou charakteristické vysokou hodnotaulpi reakce, a to
diky cizorodym materidim v pidé, pouzivani vapenatych matefiah meéstském
historickém stavitelstvi a zimni ud&hlvozovek posypovymi solemiimz dochazi
k alkalizaci mid mestského prosedi. Alkalizace pdy pasobi negativé na mykorhizni
houbové symbionty, které hraji vésiskym mgidach vyznamnou roli, Kili primarnimu
nedostatku fosforu. Alkalizaceigy ovliviiuje mnoZstvi Zivin v fdé, jejich vzdjemné
pomery a vitalitu mykorhiznich houbovych symbidntRejSek 2014).

Podle (Kozlowského 1971) sucho také oflife mykorhizni symbidzu, jelikoz vodni
defecit omezuje tvorbu novych #oka, které by mohly byt kolonizovany mykorhizni
houbou. Je nutné brat vSak v potaz, Ze kazdy dktdnmgkorhizni houby se liSi svoiji
citlivosti na dané faktory.

3.4. UMELA INOKULACE

V ptipack prirozené inokulace v dobrych mykorhiznich podminkaufva jiz jednolety
semenéek swij korenovy systém kolonizovany mykorhiznimi houbami. dlm
inokulace byva pouzivana Zivbdi Spatnych mykorhiznich podminek prérpzenou
inokulaci, v gipac pomalé pirozené inokulace, nebo je-li zajem o jiného houdday
symbionta.

Priprava inokula pro usiou inokulaci ma své zasady. Nejprve je nutné wybra
vhodného houbového symbionta. Houbovy symbiont ybiréan podle schopnosti
pievedeni a udrzeni &isté kultde, meél by stimulovat @ist hostitelské #kviny, a to i
S jejimi ranymi vyvojovymi stadii (Mason a kol. 1®8a n&l by byt odolny wdi
stresovym faktarm, vyskytujicim se na cilové lokalitDalSimi kritérii jsou reakce na
zmenu acidity, vihkosti, teploty, produkce enzfyra vztahy s dalSimi organismyetn
odolnosti w¢i patogennim organisim (PeSkova 2000). Rovh musi byt posouzena
kompatibilita houbového symbionta s ostatnimewihami, rychlost istu v kultde,
uspeSnost kolonizace ken a bohatost tvorby mykorhiz.

Metod vlastni urélé inokulace je &olik: puida, popipact hrabanka z porostu dané

dieviny (pro deviny v @irod rostouci)¢i hrabanka ze zavedené lesni Skolky, starsi
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mykorhizni sazenice, spory hub vegetativni inokulum houbového mycelia (Cudlin,
Chmelikovéa, 1999). Untd inokulace pomoci vegetativniho inokula zahrniz@aci,
kultivaci a udrzeni kultur ektomykrhiznich hub intrg. Vegetativni inokulum
arbuskularnich hub musi vzdy obsahovat i spory.

Jestlize je vieSen vybr houbového symbionta a metody &léninokulace, nastava
problém s konkurenci autochtonni mikrofléry érqeereé se vyskytujicich houbovych
symbionti v pidé, kde ma byt provedena @ inokulace. Tento problémrhe byt
vyieSen sterilizaci substratu. Sterilizaci je moZzrmvadt propaovanim nebo fumigaci
Basamidem, pdfppad prolitim fungicidem (Dithane M-45).

Velmi dilezitou ¢ast v undlé inokulaci hraje doba jeji aplikace. Vegetativni
inokulum, spolu s vodni suspenzi b¢lmbyt aplikovano do fdy nebo substratuied
vysevem, nejpozii vSak @i tvorbe lateralnich keeni, aby se pedeslo kolonizaci keni
koreni prostokdenného sadebniho materialdi wysadi# do alginatové suspenze
s houbovym inokulem (Chmelikova, Cudlin 2004; Pgaka000).

Umgla inokulace je ovSem jen prvnim krokem & peho vytveeni mykorhizni
symbidzy. Jeieba dodrzovat dité kultivacni podminky po celou dobuistu semengku,
nebo sazenic, kterymi je podporovana tvorba mykoihisymbiézy. Kultivani
podminky zahrnuji fisun dosta@ého mnoZzstvi organické hmoty, udrzentitér
minimalni vihkosti fidy, stedni nebo niZsi obsah Zivin a selektivni pouziyesticidi.
PouZziti fungicidi by mélo byt omezeno jen na sterilizacdiqy, pogipad na gipravky
na bazi benomylu, jelikozii nému jsou ektomykorhizni houby relati&odolné, anebo
jen na aplikaci na list. Ostatni fungiciddiigravky se doporuji pouzivat nejméhmeésic
pied unglou inokulaci (Fitter, Nichols 1988).

Rozdilna aplikace uaté inokulace musi byt provéda u vzrostlych strofy ke
kterym je inokulum aplikovano pomoci injektaze.ektaz je provatha pomoci
injektdzniho aplikatoru, ktery je zavaddo pdy v okoli stromu. V hloubce cca 50 cm,
dochéazi diky stkeni vzduchu k provzdusni padniho profilu, nakypeni pdy a
k uvolreni cesty inokulu ke k@nim stromu (Symbion2014). V sodasné dob se na
trhu objevuje Siroké spektruntipravki (Symbivit, Rhodovit, Ectovit), které obsahuji
spory SirSiho spektra hub a nosny substr&té povahy (Paulen, Kobolka 2014).
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3.4.1. Kinos inokulace ektomykorhiznimi houbami

Ektomykorhizni symbidza je zcela nezbytna pro rychtiravy fist a vyvoj hospodéky
vyznamnych lesnich fdvin. Pomaha stroim prekonavat kritické istove faze
vV negiznivych podminkach ( Harley, Smith 1983).

V postizenych oblastech by &g byt vysazovany fednostd sazenice s ddab
vyvinutym ektomykorhiznim ki@novym systémem. Bylo zj&to, Ze v prvnich dvou
letech po vysadbje jejich geziti vyrazr vétSi (PeSkova 2000).

Semend&ky a sazenice straims ektomykorhizni symbidézou G vyuZivaji lesnici
a Skolkdi i v zahradnictvi. Je v8ak nutno podotknout, Zedifbmezi mykorhiznimi a
nemykorhiznimi rostlinami nevidime hned, jelikoa#a i rostlina do vzajemného vztahu
dava utitou energii, ktera se iu ze zaatku projevit zpomalenymistem. Zpomaleny
rast byva po nssici prekonan a inokulované rostliny vyrazzvysuji svoji intenzitutrstu.

i nadzemntast (Kavkova 2014).

Podstatny vliv hraje skutaost, odkud pochazi zdroj ektomykorhizni symbiGaja
pochazi z lesni Skolky, nebo jde o vneseného hatlfm\symbionta. Mykorhizni
symbi6za vznikla ve Skolcgasto po vysadbodumira (Trappe 1997), zatimco vhédn
vybrani houbovi symbionti mohou i po mnoha leteclvysadls prinaSet dobré vysledky
(Selosse et al. 2000).

Inokulace ekomykorhiznimi houbami je nejen vyuzvara é@elem pozitivnich
vlastnosti na stavidvin, ale i pro pstovani jedlych ektomykorhiznich hubt az
htibovitych nebo lanyi (Gryndler et al. 2004).

3.4.2. Vhodné uplaténi pro inokulaci ektomykorhiznimi houbami

Sadebni material,c&ovany ektomykorhiznimi houbami, j&€lné pouzivat na mistech
se zhorSenymi stanovistnimi podminkami pro obnesa, jako je fimé pisobeni imisi
na deviny, okyseleni pdy, negiznivé podminky na velkych holinach, dale riag@ch

s ubytkem mykorhiznich hub, @gpobenym intenzivnim sbem plodnic, nizkymgi
vysokym pH, obsahem organické hmetyantropogennimi vlivy. Déle jej Ize pouZzit i
pro plochy s antropogennim substratem (vysypkiyhadkalist popilka, skladky), na
zalesiovanych zerédélskych midach, které jsou diky pouzivani pesticalhnojiv, tengi
bez ektomykorhiznich hub a na stepéchinych, paivodns bezlesich oblastech (Cudlin,
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Chmelikovd 1999). Jeho pouZiti je vyznamné fii p@klimatizaci exotickych
introdukovanych tevin ¢i pii péstovani devin ve sterilizovaném substratu Inokulované
sazenice maji &Sinou \&tSi ujimavost a jsou odaiEi proti nepiznivym podminkam.
Diky myceliarni siti, ktera je vytwena souzitim houbového symbionta a hostitelské
rostliny, dochazi ke zpe¥ni pady a je zabr&mo jeji erozi (Trappe 1997).

Vyznamna je i inokulace na ochranu starych a payahtstront. Inokulum je k #mto
stromim aplikovano pomoci injektaze. Po &Spe inokulaci dochazi k zmlazeni a
lepSimu @istu. Vyznamnou roli rize téz sehrat inokulacesstiskeé zeleti Pred vysadbou
stromi do nadob, nebo stranzapugovanych do chodnikby mela prokEhnout jejich
inokulace pi vysadl, piipadré pozdji pomoci injektédZe. Bylo zjigho, Ze inokulovana
meéstska zelg vykazuje lepSitrst a zpozény opad lish (Kavkova 2014).

Umela inokulace ektomykorhiznimi houbami je v zah&ani hojné¢ vyuzivana g
produkci vanenich stroni. Diky inokulaci byla zaznamenéna u ¢leninokulovanych
stromlki zvySena odolnost proti suchu, rychlejgétr snizeni poZzadavku na hnojeni a
jejich jehlice byly kvalitrijsi, co se tyka délky, hustoty a barvy (Cordell 209

V lesnictvi jsou unile inokulovany sazenice s cilem zvysit ujimavostvgsadlé a
zlepsit jejich fist. Bylo zjiS&éno, Ze diky urélé inokulaci kontejnerovych sazenic
douglasky houbaniiaccaria bicolorbyl po osmi letech od jejich vysadby v lese zvySen
objem deva ve srovnani se stromy, jejichzi&oovy systém byl osidlentippzenymi
ektomykorhoznimi houbami (Selosse et al. 2000).

Uméla inokulace ektomykorhiznimi houbami je vyuZivanapro ozel@ovani
rekultivovanych ploch, nd&fklad vysypek a skladek (Schramm 1996). Podle dvou
vyzkumi provedenych ve vychodnim USA, na zdevastovanychysin gidach podzb¢
uhli s velkymi obsahy hliniku, manganu, siry a Zala na plochach, kde v minulosti
probihala &ba kaolinu, bylo zji§ho, Ze sazenice s vybranymi ektomykorhiznimi
houbami mély daleko tSi ujimavost a lepSiust a obsahovaly méntézkych kowi
(Walker 1999).
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3.4.3. Vhodné uplatgni pro inokulaci arbuskularnimi mykorhiznimi

houbami

Inokulum s arbuskularnimi houbami byva pouzivanplach s travnikem, okrasnych
keri, ovocnych devin, zeleniny, vysadby jednoletych rostlin, bal&@eych vysadeb,
stteSnich zahrad, bylin a kni, citrus a pokojovych rostlin atd. Travnikové plochy,
které maji byt zakladany na jilovitycligéch ¢i na pidach s neznamou navazkou, mohou
byt pro lepSiiist inokulovany. Pro inokulum se pouZzivaji houbaganbionti vyskytujici
se pirozert v prirodé na travnicich. Inokulum se zapravuje didp pred vysetim.
Naopak u ovocnych straimokrasnych ki, zeleniny a kvetoucich rostlin jsou pouzivany
jiné druhy houbovych symbiaint inokulum je aplikovanoipmo ke kdemm rostlin. U
inokulovanych ovocnych struimbyly zjiSttny zmeny v nadzemnéasti rostlin. Stromy
mély vetSi listy tmavsi barvy, listy vykazovaly datei€tSi obsah chlorofylu, siljsi rast
letorosfi, vétSi plody, hrubSifbvni a lykovowast vyhonki s bohatSimi cévnimi svazky
a s velkou vodivou kapacitou pro vodu a Ziviny (lBauKobolka 2014).

Dobré zapojeni porostu, odolnost proti patogennigamisniim a intenzivni nasadu
kvéti miazeme pozorovat u vysevu a vysadby jednoletychinogtiokulované balkonové
rostliny intenzivigji kvetou a jsou odokjSi k suchu. U $eSnich zahrad je také prokdzana
daleko WtSi odolnost u¢i suchu. Zeleninové vysadby jsou zdi@v a maji vysSi
produkci. Plodova zelenina m&itsi nasadu k&ta, nasledd plodi a jeji chuové
a zvySeny obsahiinnych latek. Citrusy a pokojové rostliny prokazejpsi fist a bohatSi
nasadu kutu (Kavkova 2014).

Inokulace arbuskularni mykorhiznimi houbami ma tak#éohé vyhody pro
udrzitelnou produkci ze&délskych plodin. Jeji vyznam je v rostlinné produkeidale
v sowasreé dobs zkouman. Byla nagklad objevena uzitaost, arbuskularnich hub pro
fytoremediaci kontaminovanychi@. Vykazuji téZ slibny potenciél pro snizeni rezidu
organofosforénych pesticid v rostlinnych pletivech (Albrechtova et al. 2012).

Nevyhodou arbuskularni mykorhizy je, Ze sporychto hub nejdou uste kultivovat
a lze je mnozit pouzefipno na rostlinach a a po kultivaci jue ziskat proanim mdy
(Kavkova 2014). Existujedkolik ptipravki s endomykorhiznimi houbami, ktera vyrabi

firma Symbiom s. r. 0. (Symbiom 2014).
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4. METODIKA

4.1. CHARAKTERISTIKA LESNi SKOLKY

Pokus byl realizovan v lesni Skolce SvinoSice, yilbesy nésta Brna, a.s. Lesni Skolka
SvinoSice byla zaloZzena v 70. letech minulého Htadllnomoravskymi statnimi lesy,
lesnim zavodem Kim. Jeji celkova podoba byla dobudovana v 80. ket@inulého
stoleti. V roce 20001gsla pod spravu firmy Lesydsta Brna, a.s., se sidlem v itui
(Lesy mesta Brna 2015). Skolka leZi v nadiské vySce 450 m n. m. a ma celkovou
rozlohu 12,66 ha. Produki plocha mé velikost 10,16 ha a obsahuje sedm staitngch
ploch spojenych podzemnim rozvodem zavlah.

V lesni Skolce segstuji a prodavaji semetiéy a sazenice lesnich a okrasnyéiawvih.
Jako hlavni tkeviny jsou zde gstovany smrk ztepily, borovice lesni, jedl&dkora,
modtin evropsky, buk lesni, dub zimni a javor klen.aJakrajové deviny jsou gstovany
jedle obrovska, douglaska tisolista, smrk pichlasnirk omorika, jedle kavkazska, javor
mlec, olSe lepkava, lipa stda, lipa velkolista,eSe ptati a dale okrasnéreviny.

Uhrn srazek se pohybuje v rozmezi cca 350-450 nkmBoohledem na umisti
Skolek (na kopci) jsou sradzky v poslednich leteathranici Unosnosti. Podle razeni
pudnich druti dle Novaka, které vychazi z velikosthstic v @de, je v lesni Skolce
hlinito-pisity pudni druh s dobrou strukturou. V poslednich letedchézi viivem
intenzivniho hospodani k Ubytku humusové sloZzky kyrty se doge raSelinovym
substratem a zelenym hnojenimigtice bila). Udaje o rozboruidy zéervna roku 2013,
poskytnuté vedenim Skolky, jsou uvedeny v Tab. 1.

Desinfekce pdy se neprovadi. Mykorhizni inokulum setab fFidava do substratu na
vyrobu balené sadby. Plodnice hub s$#epitostré objevuji na pstebnich substratech,
avSak nebyly ueny. Plodnice druhhub, které byly pouzity k inokulaci pro dany pokus
se diky stidani devin na zahonech pragpiodobre ve $kolce nevyskytuji. (Ustni &éni,

Z. Hradecky, vedouci lesni Skolky SvinoSice, 18nk 2015

22



Tab. 1 Rozbor jidy z mista inokulace

ukazatel jednotka zjiSt éna hodnota nejistota pouzita metoda
pH 5,35 0,2 SOP 18 (+)
humus % v susiné 4,08 +10% titracné
fosfor mg/kg sus. 63 +10% SOP 22 (vyluh dle Melicha IIl)
draslik mg/kg sus. 59 +10% SOP 23 D (vyluh dle Melicha I1l)
horéik mg/kg sus. 91 +10% SOP 23A (+)
vapnik mg/kg sus. 2240 +10% SOP 23A (+)

4.2. UMELA INOKULACE SPORAMI HUB

Na pokus byly vybranyit zahony, (kazdy o rozénech 5x1 m), se semeikd borovice
lesni Pinus sylvestris které byly vysety v dubnu 2011 v lesni SkolcénSsice; kazdy
zadhon pedstavoval jednu zefitvariant (LR, LS, LK). Varianty LR a LS byly
inokulovany, varianta LK bez inokulace slouzilagakontrola. Zahony byly od sebe
v dostaténé vzdalenosti (cca 100m).

Plodnice hub Suillus luteus, Lactarius deliciosus, Suillus vgaws) urcené k
inokulaci byly sebrany na Sumakoncem z# roku 2012. Plodnice hub byly vyzralé,
zdrave, u pkterych byl patrny vytrusny prach. Pro variantu bjgo pouzito 15 plodnic
klouzka obecnéhoSjillus luteuy a 25 plodnic ryzce pravéhadctarius deliciosus
Plodnice byly rozdrceny vi¢aou s adaptérem prdipravu stavebnich hmot. Rozdrcena
smes byla rozmichana ve vé@d mnozstvi 10 |. Pro variantu LS bylo pouzito 40dmic
hiibu (klouzka) strakoSe Sillus variegatus) Plodnice byly taktéZ rozdrceny a
rozmichany ve vatlo mnozstvi 10 I. Varianta LK nebyla éha inokulovana, slouzila
pouze jako kontrola.

Inokulace byla uskute¢na dne 2. 10. 2012 v lesni Skolce SvinoSice. Ka&hpn
varianty LR a LS byl natkovan sporami danych hub pro variantu ve foésuaspenze.
Oh¢ suspenze obsahovaly inokulum a 10 | vody. Nakdnggese kazdy zahon zalit
vodou o mnoZstvi cca 40 | &\ rychlejSimu pohybu spor hub ddigy, které by jinak
zustaly na povrchu zahén a k jejich pohybu by bylo zagebi girodnich srazek.
Varianta LK nebyla inokulovana, zahon byl ponechén zalivky.

Dvouleté semeriky borovice lesni byly weny k vysadb. K jejich vyzvednuti ze
Skolky ve SvinoSicich doslo 12. 4. 2013. Vysadbk lmskuténéna dne 13. 4. 2013.

Pozemek, na kterém byla provedena vysadba, seziawhkatastralnim tzemi Rohozec,

23



je oploceny, miré svazity, se severni expozici, o nadsk& vysce 420 m n. miifa na
pozemku je lehka s pH 7,24q¢ini horizont je milky. Na stanovisti je trvaly travni porost
nevhodny k zeruélskému obhospodavani, proto byl pozemek vyuzivan jako
jednoseéna louka. Podle fvodniho planu prace bylo pisdno s kontrolou jfetrvavani
ektomykorhiz u d&chto sazenic po skoéani vegeténiho obdobi. Vzhledem k tomu, Ze
mezi jednotlivymi variantami nebyly zj&ty prokazatelné rozdily v kolonizaci

ektomykorhiznimi houbami, nebylo jiz k tomuto krogtistoupeno.

4.3. CHARAKTERISTIKA HUB POUZITYCH K INOKULACI

4.3.1. Klouzek (I¥ib) strakos (Suillus variegatus)

4.3.1.1. Systematické z@zenidle Mycobank (Robert et. al 2015)
Ri%e: Houby Fungj)

Kmen: StopkovytruséBasidiomycota

Trida: RouskatéXgaricomycetes

Ra&d: Hibotvaré Boletale3

Celed: Klouzkovité Suillaceag

Rod: Klouzek Suillug

4.3.1.2. Charakteristika

Klobouk byva 6-15 cm Siroky, zpatku polokulovity, poz&i plochy. Pokozka na
klobouku je s¥tle Zlutohrédé barvy, za vihkého gasi mirg slizka. Povrch pokozky
klobouku pokryva h&do azcervenohida pls’. V dosglosti dochézi k trhani plsti a
povrch vypadé strak&tRourky jsou zbarvené okrévluté, oranzo¥ Zlute, Zlutozelew

az olivow zelert. Po otlgeni rourek, dochazi k lehkému zmodrani. Usti rogjeek
kousek tmavsi, nez rourky samotnéerlje valcovitého tvaru, dosahuje velikosti 40-100
x 15-35 mm. U baze jeglavy, jinak Zlutavy az okray Zluty, bez prstenu. DuZnina je
zbarvena do Spingwélavé, Zlutavé aZz oranzevluté. Vytrusny prach ma &te olivowe
hnédé zbarveni (Grunert, Grinertova 1995; Antonin,afag@005).
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Klouzek strakos roste agkrvna do listopadu na gisych padach, vytvéi mykorhizy
S borovicemi se ddma jehlicemi ve svaz&u (Laessoe 2004).

Obr. 1 Plodnice druh8uillus variegatupouZita i umglé inokulaci, z&, Sumava, foto R. Loubal

4.3.1.3. Morfologické znaky mykorhizy

Pro mykorhizy druhBuillus variegatuge charakteristické &tveni nadorovité. Tvar
Spiéek je nenaduty, cylindricky, vrchol nema nijak Atl# tvar. Barva pla&tma okrové,
Zlutavohrgdé zbarveni, pokryté tmavSimi skvrnkami a vliakngvreh pla& je hladky
nebo vlaknity az vlény. Hyfy a rhizomorfy jsou fitomny (Agerer, Rambold 2004-2008)

4.3.2. Klouzek obecny{Suillus luteus)

4.3.2.1. Systematické Z@zenidle Mycobank (Robert et. al 2015)
Ri%e: Houby Fungj)

Kmen: StopkovytruséBasidiomycota

Trida: RouSkatéAgaricomycetés

Rad: Hibotvaré Boletale

Celed’: Klouzkovité Suillaceag

Rod: Klouzek Suillug
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4.3.2.2. Charakteristika
Klobouk byva 5-10 cm Siroky, nejprve polokulovitgpzdji plochy. Pokozka na
klobouku ma zbarveni sytokoladow¥ hnedé, vyjime&né i Zlutohrédé nebo Sedokdé.
Povrch pokozky je slizky, snadno sloupnutelny (®@agisiner 2002). Rourky i jejich asti
jsou Zlutd az hedaw Zluta, v mladi jsouigkryta Elavym zavojem. Z 8lavého zavoje
postupentasu zbyva prsten.igh je valcovitého tvaru, dosahuje velikosti 40—1000x
25 mm. Na vrcholu se zbarvuje do jefrtutaveé, jeho povrch je zrnity, s drobnotksiu,
k bazi jeho zbarveniipchazi datervenohgdé. Duznina je zbarvena do bila nebo Zluta
(Hagara 2006). Vytrusny prach ma rezakrow hnédou barvu (Grinert, Grinertova
1995).

Klouzek obecny neni natoy na fidni podminky, roste od ktna do listopadu na
kyselych, neutralnich i zasaditychdach, které nemusi mit vysoky obsah Zivin.Vytva
mykorhizy s borovicemi se dma jehlicemi ve svaz&u (Hagara 2006).

Obr. 2 Plodnice druh8uillus luteuspouZita pi umglé inokulaci, z&, Sumava, foto R. Loubal
4.3.3. Ryzec pravy(Lactarius deliciosus)

4.3.3.1. Systematické Z@zenidle Mycobank (Robert et. al 2015)
Ri%e: Houby Fungj)
Kmen: StopkovytruséBasidiomycota
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Trida: RouskatéXgaricomycetes
Ré&d: HolubinkotvaréRussulalels
Celed: Holubinkovité Russulacege
Rod: Ryzecl(actariug

4.3.3.2. Charakteristika
Klobouk byva 4-20 cm Siroky, nejprve nizce vyklenutozdji plochy. Sted klobouku
je jakoby vtl&geny dovnit. Pokozka na klobouku ma rezavooranzové zbarveai. N
pokoZce klobouku se objevuji sotestné kruhy, tmavsi nez je ona sama. Povrch pokozky
je za vihkého peasi lepkavy. Lupeny jsou Uzké, zbarvené oratbaZzloutle az oranzeév
okrové. Po jejich otkeni dochazi k zezelenanireh je valcovitého tvaru, dosahuje
velikosti 30—-70 x 15-5 mm a ma stejné zbarveni jdkbouk (Antonin, Hagara 2006).
Duznina je zbarvena do bila, na okrajich a wte dooranzova. MIéko ma oranzovo-
cervené zbarveni. Vytrusny prach mé&tsy okrovou barvu (Grinert, Grinertova 1995).
Ryzec pravy roste ogervna do zéatku listopadu, na zasaditych i kyselyatdach.
Vytvaii mykorhizy s borovici lesni (Hagara 2006).

Obr. 3 Plodnicd.actarius deliciosuspouzita i umglé inokulaci, z&, Sumava, foto R. Loubal

4.3.3.3. Morfologické znaky mykorhizy
Pro mykorhizy Lactarius deliciosusje charakteristické &veni dichotomické nebo
koralové. Vyskytuji se kil samostatéy nebo v malém mnozstvi. Tvar ektomykorhiz je

rovny. Tvar Spiek je nenaduty, cylindricky, vrchol nema nijak Atl# tvar. Barva plast
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je hréda, nebo ZIut&i cervena. PlaSje pokryt Zlutavymiéi nazelenalymi t&kami.
Povrch plast je hladky. Vrchol ektomykorhizni kenové Spiky je zbarven doZluta.
StarSi ektomykorhizy se zbarvuji do tiawedé, az zelené. Kortikalni by nejsou
vidét. Charakteristicka je ffftomnost oranZzoveho latexu. Hyfy nejsodit@mny.
Rhizomorfy se vyskytuji izdka. Jejich barva je kda, Zlut4, oranZzova nebo zelend.
Povrch rhizomorf je hladky (Agerer, Rambold 20062))

4.4. BIOMETRICKE CHARAKTERISTIKY SEMENA CKU BOROVICE
LESNI

Z vyzvednutych semengiai bylo nahoda vybrano 60 ks; pro variantu LK 20 ks, pro
variantu LS §. variegatusPO0 ks, pro variantu LRL( deliciosus+ S. luteu¥ 20 Ks.
Semenéky byly ulozeny oddler¢ do igelitovych pyil, aby nedoslo k oschnutiteni a
udrZzovany v chladu do zpracovani.

Kazdy sementek byl atislovan a byly u & zméieny tyto biometrické charakteristiky:
vySka nadzemngasti, délka hlavniho kene a tlougka kaenového ktku (Tab. I,
piiloha). Nejprve byla z&fena vySka nadzemuésti pomoci provazku, ktery byl pouzit
kvuli ptipadnym nerovnostem a zaleni kminku. Provazek kopiroval kminek po celé
jeho délce od ki@nového kitku aZz po terminalni pupen a poté bylacrema jeho délka.
Stejre probihalo i éteni délky hlavniho ki@ne, ktery byl r‘en od kéenového kiku
az po konec jemnych keni. Tlou¥’ka kaenového ktku byla zngiena pomoci
posuvného rritka, jako ptimér hodnot ze dvou na sebe kolmychiami. Jako kienovy
kréek bylo ugeno misto, kde viditethprechazela podzemauast rostliny v nadzemni.

4.5. ODBER MYKORHIZ A DOKUMENTACE KO RENU

Odker mykorhiz byl uskutéenén do ¥ dni od vyzvednuti sazenic. Semékgp byly
postupr presunuty z igelitovych pyil oddtlené podle variant do nadob se studenou
vodou, aby nedoSlo k osychanir&ni.

Kotfenovy systém kazdého semékabyl v laboratéi dukladné omyt tekouci vodou,
aby se keéeny zbavily hliny a fipadnych né&stot. Nasleda byly vybrany ti fragmenty
koreni, (z vrchni, stedni a spodniasti kaenového systému), tak, aby obsahovaly zhruba
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50 mykorhiznich $geek. Za horni¢ast kdenového systému byly povazovany vSechny
postranni kéeny, které vylistaly z hornittetiny primarniho kene; obdob& pro ostatni
dveé casti. Kazdy z fragmeftkorene byl pomoci pinzety a prepanajehly daisten od
zbytka zeminy i veSkerého organického materialu. Podestaikroskopem Olympus
SZ10 s pipojenym fotoaparatem Olympus Camedia C5050 nebre@mikroskopem
Intraco s pipojenym fotoaparatem CANON 1000 byl kazdy fragmetene i zvétSeni
7,5-10 x ®kolika snimky zdokumentovan, tak aby byly zachycesgchny mykorhizni
Spicky. Z fragmentu kenového systému byly vybrany 2—-4r&noveé Spiky, tak aby
byly celkem pro kazdou variantu ziskany ales@ vzorky od kazdého morfotypu
ektomykorhiz. Kazda Sgka byla oddlena od kdene, vyfotografovana, ozéenacislem,
vloZena do mikrozkumavky a zamrazeia{18 °C.

Nasledr byl semené&ek rozstihan na nadzemugast, kdenovou soustavu, kterd byla
rozdlena na hlavni ki@n, jemné kieny (< 1 mm) a kieny 2. kategorie (1-2 mm) a 3.
kategorie (2-5 mm) pomoci diitka. Z jednotlivyché¢asti semen&ku (nadzemniast,
hlavni kaen a vedlejSi ki@ny) byla stanovena suSinateplot 50 °C, 12 hodin v susafn

ULE 400. Red vlastnim vazenim byly vzorky znovu hodirfeguseny.

4.6. EXTRAKCE DNA, PCR, PRIPRAVA VZORK U NA SEKVENACI

4.6.1. Extrakce genomové DNA

Izolace DNA byla provedena pomoci kitu Qiagen DN#\e®lant Kit. Ektomykorhizy
byly rozdrceny pomoci tekutého dusiku, a to takmikrozkumavka se zamrazenou
mykorhizni Spikou byla opakovahvkladana do nadoby s tekutym dusikem a drcena
sterilnim mikrohomogenizatorem.

Dale probihala izolace DNA kitem DNAeasy Plant ((tiagen) pomoci protokolu
DNAeasy Plant Mini, ktery je s@asti baleni kitu. V kroku jedna bylo do kazdé
zkumavky s rozdrcenou Egiou pridano 400ul pufru AP1 (buffer AP1), poté byly
pridany 4ul Rnazy (Rnase A). Zkumavky byly zvortexovany aub&vany 10 minutip
65 °C. V pibehu inkubace byly 2—-3 xipvraceny. V kroku dva bylafqalano 13Qul pufru
AP2. VSe bylo smichdno a zkumavky byly inkubovanynbwut na ledu. Lyzat byl
zcentrifugovan 5 minutip20 000x g. V krokuif byl lyzat grepipetovan do QIAshreader
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Mini spin kolonky, tak aby nebyl poSkozen peletazenina). Nasleanbyly kolonky
umiseény v 2 ml skirnych zkumavkéach a centrifugovany 2 minutiy20 000x g. V kroku
¢tyii byla frakce, ktera protekla kolonkouigmesena do nové zkumavky, tak aby nebyl
posSkozen pelet. Byloigano 1,5 (piblizn¢ 630 ul) objemu pufru AP3/E a promichano
pipetovanim. V kroku Sest bylagneseno 6501 smesi do DNeasy Mini spin kolonky
umisgéné v 2 ml sbrné zkumavce. Zcentrifugovano 1 minutti p 6000x g. To, co
proteklo kolonkou, bylo odstré&no. Tento krok byl opakovan i se zbytkem vzorku.
V kroku sedm byla kolonka umésta do noveé siyné 2 ml zkumavky. Byloidano 500

ul pufru AW a zkumavka byla centrifugovdna 1 minptu> 6000x g. To, co proteklo
kolonkou, bylo vylito. V kroku osm bylo fgano znovu 500ul pufru AW a
centrifugovano 2 minuty ip 20 000x g. Kolonka byla opatnvyjmuta ze sérné
zkumavky, tak aby néf$la do kontaktu s tim, co proteklo. V kroku defyla kolonka
pienesena do nové 1,5 ml zkumavky a byidgno 75ul pufru AE (Elution buffer), aby
se rozpustila (eluovala) DNA. Zkumavka byla inkuéoa i pokojové teplat 7 minut

a centrifugovana 1 minutuip> 6000x g. Genomova DNA byla uchovavaia+20 °C.

4.6.2. Polymerazovéaetézova reakce

Pro identifikaci houby, byl pomoci PCR namnoZenkiusd'S (Internal Transcribed
Spacer), pomoci primédTS 1F, ITS 4 (White et al. 1990)to primery jsou specifické
pro DNA hub. SloZeni regki snesi bylo nasledujici: 17, bl vody, 5ul bufferu pro
MyTaq polymerazu, 0,nl primeru ITS 1F, 0,5 ITS 4, 0,15ul polymerazy MyTaq
(BIOLINE), 1 ul DNA.

PCR reakce zahrnovala: g&e:ni cyklus 2 : 30 min i 94 °C, nasledovalo 37 cykl
po30sp94°C,40sf55°C,30sp 74 °C a4 : 30 min za&vecna extenzeip 72 °C.
Uspssnost PCR reakce byla hodnocena pomoci gelovérefeltzy. Standaranbyl
pouzivan 1% agarézovy gel v elektroforetickém pIfBE. Do gelu bylo fidano barvivo
StainG od firmy SERVA , které se vaze na DNA. Jatandard pro hodnoceni délky a
koncentrace DNA byl pouzit ladder 100 bp, DNA ladBeLabs.Gel byl vyfocen pes

transiluminator, fotoaparatem Olympus Camedia C2808
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4.6.3. Riprava vzorka na sekvenaci

K sekvenovani byly vybrany vzorky, ve kterych bybitelny pouze jediny DNA
fragment o minimalni koncentraci 10 mg/ml. Délkeoacentrace tohoto fragmentu byla
odhadnuta srovnanim s 100bp ladderem. Cely obs&wzR@mavky byl pepipetovan do
1,5 ml zkumavky a odeslan. Purifikace PCR produktsekvenace byla provedena
dodavatelsky firmou Macrogen Inc., Seoul, Koreanpoi automatického sekvenatoru
ABI 3730 XL (Applied Biosystems, Foster City, CASW). Vysledky sekvenovani byly
dodany v elektronické podsb

4.7. IDENTIFIKACE SEKVENCI

Kazdy vzorek byl dodan s textovym souborem se setivaukleotid: ve formatu FASTA
a se souborem s koncovkou abl, ktery obsahovatrefeketogram. Elektroforetogram
sekvence byl prohlizen v programu Finch TV (Geagpiaseky nizsi kvality na koncich
sekvence byly ezany.

Sekvence jednotlivych vzoikbyly porovnany v databazi GenBank — NCBI) a
databazi UNITE (Abarenkov et al. 2010), (Tab. pifiloha). Kritériem pro identifikaci
druhi byla minimalg 98% podobnost ITS Useku.

4.8. URCOVANI MORFOTYP U

Terminem morfotyp je oziavan typ ektomykorhizy charakterizovany na zaklad
morfologickych a anatomickych znak Vzhledem k finatini a ¢asové narénosti
molekularrgé biologickych metod sekvenovat nelze DNA houbovéhmbionta kazdé
Spicky. Proto se nejprve rozliSily morfotypy ektomykirifna zaklad fotografii) a jen
n¢kolik vzorka rozliSenych morfotyf bylo sekvenovano.

Rozdil mezi mykorhizni a nemykorhizni 8kdbu se poznad&tSinou podle fitomnosti
houbového plasta dalSich morfologickych znak(bobtnani kéenové spiky). DalSi
rozdil sp@iva v tom, Zze na mykorhizni $ge nenajdeme kenové vlaseni, zatimco u
semendka je u nemykorhiznich Spek vytvaeno. Mykorhizni Sgika se na rozdil od

nemykorhiznicasto ¥tvi. Fri kvantifikaci Sptek byla za mykorhizni Sgku povazovana
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Spicka, jejiz délka je #3i, nez §ka. Morfotypy byly rozliSovany podle morfologickych
znaka: plag, pritomnost hyf, charakterétweni, zahybani a zaSkrcovani a tvar a barva
vrcholu Spkek. Na houbovém plasti byla pozorovana jeho barpaach. Hyfy byly
sledovany z hlediska jejichiipomnosti. DalSim kritériem byl vyskyt rhizomorf.
Rhizomorfa je utvar, ktery je sloZzeny ze svazkuzdgm srostlych hyf. Charakter
vétveni byl posuzovan z hlediska vyskytu &g, zda se vyskytuji jednotby ci

v charakteristickych strukturach (Agerer, Rambd@4-2008).

Jako kontrola prazeni ektomykorhiznich drathub k jednotlivym morfotyfim podle
morfologickych znak byla pouZita internetovd databaze DEEMY (InformatBystem
for Characterization and Determination of Ectomylimae) (Agerer, Rambold 2004-
2008). Vysledky sekvenovani byly konfrontovany digenim morfotyg a byly vybrany
dalSi vzorky k sekvenaci pro tgsreni morfologické klasifikace. Odebrané mykorhizy
byly zhodnoceny v programu excel pomoci Wse/ch grafi, z hlediska vyskytu druhu

Vv Urcité ¢asti kaenoveho systému.

4.9. STATISTICKE ZPRACOVANI DAT

4.9.1. Porovnani biometrickych charakteristik variant semen&ki

statistickym programem Statistica

U jednotlivych semeriku z varianty byl ze zgtenych biometrickych paramétfvyska
nadzemnicasti, tlou$ka kaenového ktku, délka ka#enového systému, biomasa
nadzemntasti, biomasa hlavniho kene, biomasa vedlejSichilemi) vypotitdn pamer

a sneérodatna odchylka. Zjighi rozditi mezi variantami bylo provedeno pomoci analyzy
rozptylu (ANOVA).

Aby mohla byt analyza rozptylu provedena, bylebt oiit, zda biometricka data
semendki sphiuji parametry normalniho rozloZzenii nikoliv. Normalita dat byla
testovana pomoci Shapiro-Wilkova testu. Jestlizaddyyl splgn predpoklad normality,
byl by proveden Kruskal Wallisr test, ktery je neparametrickou obdobou ANOVY.
Nasledr by byla zji¥ovana homogenita rozptylu dat, pomoci Levenovat&sistovalo
by se, zda jsou rozptyly homogenni, nebo nejsowpiigad nesplini predpokladu

homogenity rozptylu, by byla pouzita Welchova AnolayZ bylo zjiStno normalniho
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rozloZzeni dat a homogenita rozptylu, mohla byt peuanalyza rozptylu (ANOVA).
Jestlize byl analyzou rozptylu zj@t statisticky vyznamny rozdil, byla data déle

testovana Tukeyovym testem. Testy byly provedeniyladiné vyznamnosti 0,05 a 0,01.

4.9.2 Hodnoceni vyskytu morfoty na semendcich pomoci mnohoroznérné

analyzy Canoco

Data popisujici vyskyt ektomykorhiz natfkemovém systému jednotlivych semékia
byly zpracovany analyzou DCA a CCA v programu Can¢Eer Braak & Smilauer
1998). Poty ektomykorhiz jednotlivych morfotyp na tech vybranych kienech
semendku byly pouzity jako zavislé proénné (dependent variables). Nasledujici
biometrické parametry semetka byly pouzity jako vyswtlujici proménné: varianta
pokusu (LS-inokulace, LR-inokulace, LK-kontrolaglkl kaenového systému, vySka
nadzemnéasti, tlouska ka‘enového ktku, nadzemni biomasa hlavniha&oe, biomasa
vedlejSich keéeni, biomasa hlavnich a vedlejSich f&ni. Vliv vysvétlujicich
proménnych na zastoupeni ektomykorhiz byl testovan M@#do permuténim testem.
Vzorky s extrémnimi hodnotami byly z analyzy vyéeny (LR 12, LK 2, LS 19).
Abychom zjistili, jestli existuje vztah mezi vyslkeyh morfotypu ektomykorhizy a
polohou na kenovém systému, analyzovali jsmeciyomorfotypi ektomykorhiz na
jednotlivych kdenech z dolni, s¢dni a hornéasti kadenového systém@ast kadenového
systému byla pouzita jako vy&lujici promenna; identifikace sazenice byla pouzita jako

kovariata.
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5. VYSLEDKY

5.1. BIOMETRICKE CHARAKTERISTIKY SEMENA CKU BOROVICE
LESNI

Rozdily mezi jednotlivymi variantami (LK, LR a L&x zaklad priméra a snérodatnych
odchylek biometrickych charakteristik semé&ka byly zjistovany analyzou rozptylu
(ANOVA).

Z vysledki analyzy rozptylu (ANOVY) vyplyva, Ze mezi jednetimi variantami
(LK, LR a LS) nebyl prokazan statisticky vyznammgzdil z hlediska vysky nadzemni
casti, tlousky korenoveého systému, susiny nadzerwsti, hlavniho kiene, vedlejSich
koreni a vSech keni. U jediného parametru, a to délky hlavnihgetee, byl prokazan
statisticky vyznamny rozdil; semethk§ v neinokulované variaéitLK me¢ly delSi hlavni

koten oproti inokulovanym variantam.

5.1.1. VySka nadzemnéasti semenéki

V tabulce (Tab. 2) jsou zaznamenangmérné hodnoty vySky nadzemgdsti semengku
u varianty LK, LR a LS s jejich sétnodatnymi odchylkami.

Z grafu (Obr. 4) je patrné, Ze rozlozZeni dat v Iakdriant je symetrické kolem
praméru. Ve vykErech se nevyskytuji Zzadné odlehlé ani extrémni atydrPorovnani
jednotlivych variant semeti#éi bylo provedenoip spinéni predpoklad pomoci analyzy
rozptylu. VeSkeré testy byly provedeny na hl&disiznamnosti 0,05.

Tab. 2 Pimérné hodnoty variant vySky nadzenddisti a jejich srrodatné odchylky

Rozkladova tabulka popisnych statistik
N=60
Nazev varianty | vysSka nadzemni ¢asti | vySka nadzemni ¢asti | vySka nadzemni Casti
(cm) (cm) (cm)
pramér N Sm.odch.

LK 25,45000 20 6,257417
LR 24,02500 20 4,935039
LS 26,75000 20 6,298496
VS.skup. 25,40833 60 5,872582
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Kategoriz. krabicovy graf: vySka nadzemni ¢asti (cm)
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Obr. 4 Graf pimérnych hodnot variant vySky nadzenddisti semeng s jejich smdrodatnymi

odchylkami z tabulky Tab. 2, znazéng pomoci krabicového grafu

5.1.1.1. O¥feni predpokladi pro pouziti analyzy rozptylu (ANOVA)
Na zaklad vysledki Shapirova-Wilkova testu normality dat (Obr. I\Milpha), bylo
Zjisténo, Ze p-hodnoty jsowtsi nez zvolena hladina vyznamnosti 0,05. Nuloyzoltgza
o normalit¢ dat nebyla zamitnuta, data jsou normiabelozena.

Vysledky p-hodnot Levenova testu, homogenity rolzptat (Tab. V, giloha), byly
vétSi nez hladina vyznamnosti 0,05. Nulova hypotédayta zamitnuta, rozptyly jsou ve

vSech variantach homogennteBpoklady pro pouziti analyzy rozptylu byly sgiy.

5.1.1.2. Analyza rozptylu (ANOVA)

Z vysledki p-hodnot analyzy rozptylu (Tab. VIfifpha) vyplyva, Ze jsou &Si nez
zvolena hladina vyznamnosti 0,05. Nulova hypotéghat praméra nebyla zamitnuta.
Mezi jednotlivymi variantami nebyl prokazan statky vyznamny rozdil v vySce

nadzemngasti.

5.1.2. Tlou®’ka korenového kiéku

V tabulce (Tab. 3) jsou zaznamenanyim¥érné hodnoty tlouiky korenového ktku u
varianty LK, LR a LS a jejich s#modatnymi odchylkami. Graf na Obr. 5 znaage
rozloZeni dat v kazdé varignsemendki, které je symetrické kolem iméru. Ve

vybérech se nevyskytuji Zadné odlehlé ani extrémni dtydrPorovnani jednotlivych
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variant sementku bylo provedeno ip splréni predpoklad pomoci analyzy rozptylu.

Veskeré testy byly provedeny na hlagiryznamnosti 0,05.

Tab. 3 Pimérné hodnoty variant tlotiy kofrenového kiku a jejich snirodatné odchylky

Rozkladova tabulka popisnych statistik
N=60
Nazev varianty tloustka korfenového tloustka kofenového tloustka korfenového
kréku (mm) kréku (mm) kréku (mm)
pramér N Sm.odch.

LK 5,39700C 20 1,87003C
LR 4,86800C 20 1,542225
LS 5,179500 20 1,708211
VS§.skup. 5,148167 60 1,696974

Kategoriz. krabicovy graf: tloustka kofenového kréku (mm)
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Obr. 5 Graf piimérnych hodnot tlouiky korenového ktku u variant semegd s jejich smérodatnou

odchylkou z tabulky Tab. 3, znazén® pomoci krabicového grafu

5.1.2.1. O¥reni piredpoklada pro pouziti analyzy rozptylu (ANOVA)

Z vysledki Shapirova-Wilkova testu normality dat (Obr. Vlkjlpha), bylo zjis¢éno, Ze
p-hodnoty jsou #tSi neZ zvolena hladina vyznamnosti 0,05. Nulovgoltgza o normakit
dat nebyla zamitnuta, data jsou normsabzloZzena. Vysledky p-hodnot Levenova testu,
homogenity rozptylu dat (Tab.VIll,ifjoha), byly ¥tSi nez zvolena hladina vyznamnosti
0,05. Nulova hypotéza nebyla zamitnuta, rozptyby jgse vSech variantach homogenni.

Predpoklady pro pouziti analyzy rozptylu byly sgiy.
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5.1.2.2. Analyza rozptylu (ANOVA)

Na zéklad vysledki p-hodnoty analyzy rozptylu (Tab. IXfippha), ktera je #Si nez
zvolend hladina vyznamnosti 0,05, nulova hypotéghait praméra (sttednich hodnot)
nebyla zamitnuta. Mezi jednotlivymi variantami sedigia nebyl prokazan statisticky

vyznamny rozdil v tlou¥e kaenového kiku.

5.1.3. Délka hlavniho k#ene

V tabulce (Tab. 4) jsou zaznamenangpérné hodnoty délky hlavniho kene u varianty
LK, LR a LS, s jejich srrodatnymi odchylkami. Z grafu na Obr. 6 vyplyva raelozeni
dat v kazdé variantje symetrické kolem gméru. Ve vykErech se nevyskytuji Zadné
odlehlé ani extrémni hodnoty. Porovnani jednotlivyariant bylo provedendipsplnéni

piedpoklad pomoci analyzy rozptylu.

Tab. 4 Pémérné hodnoty variant délky hlavnihoileme a jejich sirodatné odchylky

Rozkladova tabulka popisnych statistik
N=60

Nazev varianty

délka hlavniho
korene (cm)

délka hlavniho
korene (cm)

délka hlavniho
korene (cm)

prumeér N Sm.odch.
LK 31,15000 20 5,62443C
LR 24,97500 20 5,55706C
LS 26,57500 20 3,700196
VS.skup. 27,56667 60 5,612838
Kategoriz. krabicovy graf: délka hlavniho kofene (cm)
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Obr. 6 Graf piimérnych hodnot délky hlavniho kene u variant seme#i s jejich smrodatnou

odchylkou z tabulky Tab. 4, znazéng pomoci krabicového grafu
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5.1.3.1. O¥feni predpokladi pro pouziti analyzy rozptylu (ANOVA)

Z vysledki p-hodnot Shapiro-Wilkova testu normality (Obr. pfjloha), které jsou ve
vSech pipadech ¥tSi nez zvolena hladina vyznamnosti 0,05@meé Ze nulova hypotéza
o normalit dat nebyla zamitnuta. Data jsou povaZzovana zaaoénozlozena. Pomoci
Levenova testu pro homogenitu rozptylu (Tab. Xflgha), vySly p-hodnoty &tSi nez
zvolena hladina vyznamnosti 0,05, nulova hypotézhomogeni rozptyli nebyla

zamitnuta. Rozptyly jsou ve vSech variantach setfi@ndomogenni. edpoklady pro

pouziti analyzy rozptylu byly spény.

5.1.3.2. Analyza rozptylu (ANOVA)

P-hodnoty analyzy rozptylu (Tab. XIl,fifpha), vySly mensi nez zvolena hladina

vyznamnosti 0,05, nulova hypotéza o shpoiméru (stednich hodnot) byla zamitnuta.
Alespai u dvou variant byl prokadzan statisticky vyznamoydil v délce hlavniho

korene. Pomoci Tukeyova testu (Tab. Xllilpha) mnohonasobného porovnavani bylo

zZjisteno, Ze statisticky vyznamny rozdil byl pozorovarzmeriantami LK a LR a také

mezi LK a LS.

5.1.4. SuSina nadzemniasti

V tabulce (Tab. 5) jsou zaznamenangmérné hodnoty susSiny nadzemidéisti u variant
LK, LR a LS s jejich smrodatnymi odchylkami. RozloZeni dat v kazdé vatant
semendku je symetrické kolem gmeéru (Obr. 7). Ve vybrech se nevyskytuji zadné
odlehlé ani extrémni hodnoty. Porovnani jednotlivyariant bylo provedendipsplnéni
piedpoklad pomoci analyzy rozptylu. VeSkeré testy byly prouag na hladig
vyznamnosti 0,05.

Tab. 5 Pimérné hodnoty variant susSiny nadzeniaséti a jejich srrodatné odchylky

Rozkladova tabulka popisnych statistik
N=60
Nazev varianty susina nadzemni susina nadzemni susina nadzemni

¢asti () ¢asti () ¢asti ()
primér N Sm.odch.

LK 8,104850 20 5,006870

LR 7,995500 20 4,627890

LS 7,641700 20 5,031580

VS.skup. 7,914017 60 4,812765

38



Kategoriz. krabicovy graf: susina nadzemni ¢asti (g)
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Obr. 7 Graf piimérnych hodnot suSiny nadzenifdisti u variant semeuii s jejich smrodatnou

odchylkou z tabulky Tab. 5, znazéng pomoci krabicového grafu

5.1.4.1. O¥feni predpokladi pro pouziti analyzy rozptylu (ANOVA)

Vysledné p-hodnoty z Shapiro-Wilkova testu nornya(©br. XIV, piiloha), jsou ve
vSech pipadech ¥tSi nez zvolena hladina vyznamnosti 0,05, nuloy@hdza o normalit
dat nebyla zamitnuta. Data jsou tedy povaZzovanmomaalre rozloZzena. Z vysledkp-

hodnoty Levenova testu homogenity rozptylu (Tab., X¥loha), bylo zjiS¢no, Ze

zvolena hladina vyznamnosti 0,05 je mengedpoklady pro pouziti analyzy rozptylu

byly splreny.

5.1.4.2. Analyza rozptylu (ANOVA)

Na zaklad p-hodnoty analyzy rozptylu (Tab. XVIfipha), kterd je $Si nez zvolena
hladina vyznamnosti 0,05, nulova hypotéza o shmméra (stednich hodnot) nebyla
zamitnuta. Mezi jednotlivymi variantami semeéka nebyl prokdzan statisticky

vyznamny rozdil v obsahu susiny v nadzeg@siti.

5.1.5. SuSina hlavniho kene

V tabulce (Tab. 6) jsou zaznamenangmpérné hodnoty susiny hlavniho feme u variant
LK, LR a LS s jejich srrodatnymi odchylkami. RozloZeni dat v kazdé vagiant
semendékt je symetrické kolem g@meéru (Obr. 8). Ve vybrech se nevyskytuji Zadné
odlehlé ani extrémni hodnoty. Porovnani jednotlivyariant bylo provedendipsplreni

39



piedpoklad pomoci analyzy rozptylu. VeSkeré testy byly proueg na hladi&

vyznamnosti 0,05.

Tab. 6 Pimérné hodnoty variant suSiny hlavnihoikoe a jejich sgrodatné odchylky

Rozkladova tabulka popisnych statistik
N=60
Nazev varianty susSina hlavniho susSina hlavniho susSina hlavniho
korene (g) korene (g) kofene (g)
primér N Sm.odch.

LK 1,475700 20 1,115701

LR 0,784900 20 0,498278

LS 0,972700 20 0,640903

VS.skup. 1,077767 60 0,836416

Kategoriz. krabicovy graf: su$ina hlavniho kofene (g)
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Obr. 8 Graf piimérnych hodnot susSiny hlavniho #@ne u variant semegiéi s jejich srérodatnou

odchylkou z tabulky Tab. 6, znazéng pomoci krabicového graf

5.1.5.1. O¥reni piredpoklada pro pouziti analyzy rozptylu (ANOVA)
Shapiro-Wilkowav test normality (Obr. XVII, filoha), zjistil Ze p-hodnoty jsou ve vSech
piipadech ¥tSi nez zvolena hladina vyznamnosti 0,05, nuloydot8za o normakitdat
nebyla tedy zamitnuta. Data jsou povaZzovana za doénozloZzena.

Vysledky p-hodnoty Levenova testu homogenity roiipfyab. XVIII, piiloha), vysly
mensSi nez zvolena hladina vyznamnosti 0,05, nulgy@btéza o homogesitrozptyki
byla zamitnuta. Rozptyly nejsou ve vSech variansiemé. Diky nesptimi predpokladu

homogenity rozptylu, byla pouzita Welchova ANOVA.
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5.1.5.2. Welchova analyza rozptylu

Z vysledki Welchovy analyzy rozptylu (Tab. XIXffoha) vyplyva, Ze p-hodnota jeétéi

nez zvolena hladina vyznamnosti 0,01, nulova hypoté shod praiméria (stednich
hodnot) nebyla zamitnuta. Mezi jednotlivymi vareami semengu nebyl prokazan

statisticky vyznamny rozdil v obsahu susiny v hiavikorenu.

5.1.6. SuSina vedlejSich ki@ni

V tabulce (Tab. 7) jsou zaznamenanyirpérné hodnoty susSiny vedlejSich flemi u
variant LK, LR a LS s jejich sémodatnymi odchylkami. RozloZeni dat v kazdé vagiant
je symetrické kolem @meéru (Obr. 9). Ve vybrech se nevyskytuji Zzadné odlehlé ani
extrémni hodnoty. Porovnani jednotlivych variamhea&kua bylo provedenoip spinéni
piedpoklad pomoci analyzy rozptylu. VeSkeré testy byly proxeg na hladia

vyznamnosti 0,05.

Tab. 7 Pémérné hodnoty variant suSiny vedlejSictréni a jejich smdrodatné odchylky

Rozkladova tabulka popisnych statistik
N=60
Nazev varianty susina vedlejSich suSina vedlejSich suSina vedlejSich
kofenu (g) kofenu (g) kofenu (g)
primér N Sm.odch.

LK 0,643150 20 0,677096

LR 0,460100 20 0,477325

LS 0,340100 20 0,440527

VS.skup. 0,481117 60 0,547081

Kategoriz. krabicowy graf: susina vedlejSich kofent (g)
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Obr. 9 Graf piimérnych hodnot suSiny vedlejSichilemi u variant semera s jejich snérodatnou

odchylkou z tabulky Tab. 7, znazéng pomoci krabicového graf
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5.1.6.1. O¥feni predpokladi pro pouziti analyzy rozptylu (ANOVA)

Vysledky p-hodnot Shapiro-Wilkova testu normali@hf. XX, piiloha), jsou ve vSech
piipadech mensi nez zvolena hladina vyznamnosti 8106ya hypotéza o normalitlat
byla zamitnuta. Data nejsou normélrozlozena. Z dvodu nesplani predpokladu
normality, byl pouzit k ot¥teni shody s$ednich hodnot, neparametricky, obdobny test
analyzy rozptylu, Kruskal-Walliss test.

5.1.6.2. Kruskal-Wallisav test

Z vysledki p-hodnot Kruskal-Wallisova testu (Tab. XXEilpha), vyplyva, Ze zvolena
hladina vyznamnosti 0,05, byla mensi. Nulova hypaté shod praméra (stednich
hodnot) nebyla zamitnuta. Mezi jednotlivymi varemi semen&a nebyl prokazéan

statisticky vyznamny rozdil v obsahu susSiny ve gg&ith kdenech.

5.1.7. SuSina vSech Kena

V tabulce (Tab. 8) jsou zaznamenanymérné hodnoty variant LK, LR a LS s jejich
smerodatnymi odchylkami. Z obrazku 10 je wid Ze rozlozeni dat v kazdé variant
semendku je symetrické kolem gméru. Ve vylErech se nevyskytuji Zadné odlehlé ani
extrémni hodnoty. Porovnani jednotlivych variamhea&kua bylo provedenoip spinéni
piedpoklad pomoci analyzy rozptylu. VeSkeré testy byly prouag na hladig
vyznamnosti 0,05.

Tab. 8 Pimérné hodnoty a jejich sénodatné odchylky suSiny vSechikeoi u jednotlivych variant

semenéku
Rozkladova tabulka popisnych statistik
N=60
N&zev varianty suSina kofent susSina kofend suSina kofent
dohromady (g) dohromady (g) dohromady (g)
primér N Sm.odch.
LK 2,118850 20 1,726992
LR 1,245000 20 0,920478
LS 1,312800 20 1,002759
VS.skup. 1,558883 60 1,310477
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Kategoriz. krabicovy graf: su$ina kofent dohromady (g)
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Obr. 10 Graf pimérnych hodnot suSiny vSechileni u variant semeréd a jejich smrodatné odchylky

z tabulky Tab. 8, znazo¢né pomoci krabicového graf

5.1.7.1. O¥reni piredpokladia pro pouziti analyzy rozptylu (ANOVA)

Na zaklad p-hodnoty Shapiro-Wilkova testu normality (Obr. K)piiloha), které je v
jednom gipact mensi nez zvolen& hladina vyznamnosti 0,05, bylav& hypotéza o
normali€ dat zamitnuta. Data nemohou byt povazovany za @loémozlozena.

5.1.7.2. Kruskal-Wallisav test

Z vysledka p-hodnoty Kruskal-Wallisova testu (Tab. XXlllfilmha), ktera je &Si nez
zvolenda hladina vyznamnosti 0,05, nebyla nulovaokdpa o shosflpriméra (sttednich
hodnot) zamitnuta. Mezi jednotlivymi variantami sar@&ka nebyl prokdzan statisticky

vyznamny rozdil v obsahu suSiny ve vSeclekech.

5.2. DRUHOVE SLOZENi SPOLECENSTVA EKTOMYKORHIZNICH
HUB

V lesni Skolce SvinoSice bylo vyzvednuto 60 ks s&diflar (20 ks varianta LK, 20 ks
varianta LR, 20 ks varianta LS). Celkem bylo hodmmax3 404 ektomykorhiznich €pk,

z toho bylo u varianty LK hodnoceno 972 ektomykeniich Spiek, u varianty LR 1037
ektomykorhiznich sgek a u varianty LS 1395 ektomykorhiznichcghi.
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Ektomykorhizni Spiky byly predkézre klasifikovany do morfotyfy; prednost byly
vybrany na identifikaci houbovych symbidnpomoci srovnani sekvence ITS DNA ty
morfotypy, které se podle databaze DEEMY (AgereamBold 2004-2008) podobaly
morfotypim inokulovanych hub. Identifikace mykorhiznich syortii byla provedena
celkem ftikrat, v kwétnu 2013¢ervenci 2013 a srpnu 2014 (viz Tab. Hilpha). V kwtnu
2013 bylo vybrano 30 vzotkektomykorhiz; ze 14 z nich byla vyizolovana DNA a
ziskano 11 sekvenci ITS rDNA. Srovnanim se sekvaneedatabazi Unite a GenBank
(viz Tab. lll, @iloha.) byly identifikovani tito symbionti: variéa LK: Rhizopogon
roseolus;varianta LR:Tubersp.(3x), Hebelomasp, Meliniomycesp, R. roseolu$2x);
varianta LS:Peziza sp(2x), R. roseolus.Protoze dva druhyTubersp. a Pezizasp.
vytvérely velmi podobné morfotypy, pouhym okegidde rozliSitelné, praihl dalSi vyler
vzorkia, aby bylo mozné tyto ektomykorhizy lépe rozpozmatodliSit je pomoci
morfologickych znak.

Na dalSi analyzu, ktera byla provedengevvenci 2013, bylo vybrano celkem 26
vzorka ektomykorhiz. Z 15 z nich byla vyizolovana DNA a ziskano 12 seloidTS
rDNA. Srovnanim se sekvencemi v databazi Unite aBaak byli identifikovani tito
symbionti: varianta LKRhizopogorsp.(2x), Tuber borchii(3x), Wilcoxina mikolaé?x);
varianta LR:Peziza ostracoderma, Rhizopogon roseolsjanta LS:Meliniomyces
bicolor, Peziza ostracoderm@x). Mezi vysledky vySel novy druh oproti vysleitk
z kvétna, M. bicolor, ktery byl velice &Zce rozpoznatelny od morfotypM. mikolae

V srpnu 2014 pro¥hl posledni vybr morfotypl pro analyzu DNA, se zatfenim na
rozliSeniWilcoxina a Meliniomyces Celkem bylo vybrano 6 vzoikektomykorhiz. Ze
vSech vzork byla vyizolovana DNA a ziskano 6 sekvenci ITS rDNgxovnanim se
sekvencemi v databazi Unite a GenBank byli idéifani tito symbionti: varianta LK:
Rhizopogonrsp.; varianta LR:Meliniomycessp, varianta LK: Tubersp. (2 x), Peziza
ostracodermaMezi nalezenymi druhy ektomykorhiz byl na zakiathstnich zkuSenosti
konzultantky u¢en druhCenococcunsp. Metodou ITS rDNA bylo celkem geno 35
vzorka. Identifikace ostatnich ektomykorhiz bylarepréna na zaklagl morfologického
srovnani samito vzorky (Tab. 9).

Ektomykorhizni houby z inokulace naikmovém systému inokulovanych semikia
nebyly nalezeny.
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Tab. 9 Morfologické znaky morfotyipektomykorhiz
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5.2.1. Procentualni zastoupeni odebranych druhektomykorhiz z hlediska

jejich polohy v korenovém systému

Ze vSech odebranych, pojmenovanych morfotyyly na zaklad varianty a polohy jejich

vyskytu na kéenovéem systému (horni,isetini, dolni) zhotoveny grafy procentualniho

zastoupeni druhektomykorhiznich hub.
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5.2.1.1. Procentualni zastoupeni odebranych druhektomykorhiz u varianty LK
Na horni kdéenovécésti semenku, u varianty LK byl z odebranych ektomykorhiz
nejvice procentuatnzastoupen drufiubersp.,, Wilcoxinasp. aPezizasp. (Obr. 11)

Ve stedni kdenovécasti semengku, u varianty LK byl z vybranych ektomykorhiz
nejvice utovan druhPezizasp, Rhizopogorsp, a Tubersp. (Obr. 12)

Na dolni pozici kéenového systému semeha, u varianty LK byl z odebranych

ektomykorhiz nejasgji ur¢covan druhlTubersp, Pezizasp, Wilcoxinasp. (Obr. 13).

Varianta LK - horni éast kofenového
systému

Tubersp.
= Peziza sp.
= Meliniomyces
= Wilcoxina sp.
= neidentifikovatelné
= Rhizopogon sp.

Obr. 11 Vyskyt drubi ektomykorhiz na hornjasti kdenového systému, u varianty LK

Varianta LK - stfedni &ast kofenového
systému

16%
Tubersp.
> = Peziza sp.
= Meliniomyces
» Wilcoxina sp.
® neidentifikovatelne
s Bhizopogon sp.

Obr. 12 Vyskyt drub ektomykorhiz na gednic¢asti kdenového systému, u varianty LK
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Varianta LK - dolni ¢ast kofenového
systému

Tubersp.

45% = Peziza sp.
= Meliniomyces
= Wilcoxina sp.

= neidentifikovatelné

= Rhizopogon sp.

Obr. 13 Vyskyt drub ektomykorhiz na dolniasti kadenového systému, u varianty LK

5.2.1.2. Procentudlni zastoupeni odebranych druhektomykorhiz u varianty LR
Na horni kdenoveé ¢asti semengku, u varianty LR byl z odebranych ektomykorhiz
nejvice procentuathzastoupen druRezizasp, Rhizopogoisp.aMeliniomycesp. (Obr.
14).

Ve stedni kdenovécasti semenki, u varianty LR byl z vybranych ektomykorhiz
nejvice utovan druhPezizasp, Rhizopogorsp.a Tubersp. (Obr. 15).

Na dolni pozici kéenového systému semeka, u varianty LR byl z odebranych

ektomykorhiz nejasgji urcovan druhPezizasp, Rhizopogorsp, Tubersp. (Obr. 16).

Varianta LR - horni ¢ast kofenového
systému

Tuber sp.
= Peziza sp.
= Meliniomyces sp.
= Wilcoxina sp.
= neidentifikovatelné

= Cenococcum sp.

= Rhizopogon sp.

Obr. 14 Vyskyt drub ektomykorhiz na hornjasti kdenového systému, u varianty LR
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Varianta LR - stfedni ¢ast kofenového
systému

Tubersp.
" Peziza sp.
= Meliniomyces sp.
= Wilcoxina sp.
Hebeloma sp.

* neidentifikovatelné

= Rhizopogon sp.

Obr. 15 Vyskyt drub ektomykorhiz na gedni¢asti kdenového systému, u varianty LR

Varianta LR - dolni ¢ast kofenového
systému

Tubersp.

= Peziza sp.

= Meliniomyces sp.

= Wilcoxina sp.
Hebeloma sp.

= neidentifikovatelné

= Cenococcum sp.

= Rhizopogon sp.

Obr. 16 Vyskyt drub ektomykorhiz na dolnfasti kadenového systému, u varianty LR

5.2.1.3. Procentualni zastoupeni odebranych druhektomykorhiz u varianty LS
Na horni k@enové casti semenska, u varianty LS byl z odebranych ektomykorhiz
nejvice procentuatnzastoupen druRezizasp, Rhizopogorsp.a Tubersp. (Obr. 17)

Ve stedni kdenovécasti semengkd, u varianty LS byl z vybranych ektomykorhiz
nejvice uéovan druhPezizasp.aWilcoxinasp. (Obr. 18).

Na dolni pozici kéenového systému semeha, u varianty LS byl z odebranych

ektomykorhiz nejastji ur¢covan druhPezizasp, Rhizopogorsp, Tubersp. (Obr. 19).
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Varianta LS - horni ¢ast korenového
systému

12% Tuber sp.
& = Pezizasp.
= Wilcoxina sp.
neidentifikovatelné
= Cenococcumsp.
= Rhizopogon sp.

Obr. 17 vyskyt drub ektomykorhiz na horrnfasti kdenového systému, u varianty LS

Varianta LS - stredni ¢ast korenového
systému

\ % Tubersp.
\ * Peziza sp.
* Wilcoxina sp.
= neidentifikovatelné
= Rhizopogon sp.

Obr. 18 Vyskyt drubi ektomykorhiz na $edni¢asti kdenového systému, u varianty LS

Varianta LS - dolni ¢ast korenového
systému

Tubersp.
= Peziza sp.
= Wilcoxina sp.
= neidentifikovatelné
= Cenococcum sp.

= Rhizopogon sp.

Obr. 19 Vyskyt morfotyp ektomykorhiz na dolnfasti kdenového systému, u varianty LS
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5.3. Hodnoceni vyskytu morfotypi na semendécich pomoci mnohoroznérné

analyzy Canoco

Data o vyskytu morfotyp na semeniich byla hodnocena mnohoroamou DCA-
detrendovanou analyzou a CCA-kanonickou korespamdemalyzou v programu
Canoco.Varianta a morfometrické vlastnosti sertlein@yly pouZzity jako vysetlujici
proménné.

Obr. 20 zobrazuje, jak jsou si jednotlivé senmiégéa/zajemré podobné z hlediska
sloZzeni ektomykorhiz na kenech. Prvni osa postihuje gradien€nmyskytu
ektomykorhiz mezi variantami LK a LS, druh& osadibzmezi nejvice odliSnymi
vzorky LR12, LK2. Vyskyt morfotyp byl signifikantré ovlivnén variantou a nadzemni
biomasou. Vys#tlena variabilita byla 13,3% (Tab. 10). Jestli¥#alpouzita jako
kovariata biomasa nadzemydisti, byla vyswtlena variabilita 10,7 %, kdyZ byla pouzita
jako kovariata varianta, byla vy&iena variabilita 3,1%.

Biometrické parametry (vySka nadzempasti, délka k#enového systému a

korenového ktku) nengly vyznamny vliv na vyskyt morfotylona semengich.

LO_ LR12I
™
LR?
. LR9
.LK3 ]
[R10 LR15
Lk LR5
[ ] ‘R!ﬁ L
LK14 g Ls7 isis
LR20M & s LR1 LK1
LK1 @ Misae e 1re
B g i~ ®
LK6 @ u = LS13 .Lse
WRe g
) oLstT L JRT o
LKI7 " @ Lk1g 'Y R2 Ls!y‘ Bt
® ki3
o 0. LR13 we o gife
LK18 2 R
Ls11 Eg'\ﬁ
*
Ls10
LK8 Py A
1520
[ ]
LK1z
Ls1g
o
- LK2
o [ ]

Obr. 20 Vysledky analyzy DCA, znaznjjici podobnosti jednotlivych semefkd z variant LK ¢erné
kolecko), LS (zeleny kostiverec) a LR (fialovytverec) z hlediska vyskytu morfot§gktomykorhiz na

kofenovém systému
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Tab. 10 Pehled vysledk CCA, vyskytu morfotyp na semengku

Vysv étlujici prom énna

kovariata

vysv étlujici variabilita

(%) F P
varianta, biomasa nadzemni ¢asti 13,3 2,9 0,002
varianta biomasa nadzemni ¢asti 10,7 3,3 0,002
biomasa nadzemni ¢asti varianta 3,1 1,8 0,084

Obr.

vyswtlend variantou a nadzemni biomasou. Patrny rojihezi variantou LR a mezi
LK (1. osa). Ve variagt LR se vyskytovaly fevazg morfotypy Hebeloma,

Meliniomycesa Rhizopogon Ve variant LK bylo obsazeno vice vzoikks vyskytem

21 zobrazuje variabilitu ve vyskytu morfotyma semeniich, ktera je

morfotypi Wilcoxina, Tuber aeidentifikovatelné morfotypy. Varianta LK skakoreluje

s nadzemni biomasou, i kdyZz z Obr. 7 nicehegplyva, Ze tento rozdil byl nepatrny.
Druhy sn&r variability, zobrazeny 2. osou, je dan rozdilemzirvariantou LR a LS. U

varianty LS se&astji vyskytoval morfotypCenococcum
Analyza CCA prokéazala, Zze na vyskyt morfaiygktomykorhiznich hub semetkd

borovice nema vliv jejich pozice nailemovém systému.

1.0

P
<?

SA
Cenoco
A
bio_nadz
VN
Peziza Tubers
e L ? I
% o
Rhizop | Neiden Pritcas
a A
Hebel K
A
Melini
A
R
-0.6 1.0

Obr. 21 Vysledky analyzy CCA, vyjaujici zastoupeni morfotypv zavislosti na variadta nadzemni

biomase semenki
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6. DISKUSE

Umg¢la inokulace byla v tomto pokusu ne@Spa. Srovnanim ITS rDNA byli zji&i jini
ektomykorhizni symbionti nez byli pouziti k whé inokulaci. Mezi identifikovanymi
houbovymi symbionty byly weny druhy:Pezizasp., Tuber sp., Meliniomycessp.,
Wilcoxinasp.,Rhizopogorsp. aHebelomasp

V praci Menkise et al. (2005), ktera se zabyvdieopenymi ektomykorhiznimi druhy
hub, osidlujicimi sazenice borovice lesni a smrtapieho v lesnich Skolkach, byly
sekvenovanim zjighy tyto ektomykorhizni druhy hulRhizopogon roseoludVilcoxina
sp., Wilcoxina mikolae Cenococumsp., Hebelomasp., Tuber sp. To se z &Si ¢asti
shoduje s mymi vysledky. Osidlenitkoi semenéki mize byt ovlivieno niznymi
faktory, mezi jinymi i genotypem hostitelské&egliny Semengky, které byly steja staré
a pistované ve stejnych podminkach se liSily svojikadti. U stromu $tSiho vzfistu
byla zaznamenan&tgi rozmanitost ektomykorhiznich hub nez u stionensiho vistu
(Korkama et al. 2006).

Metoda, podle niz byla u#é inokulace provedena, patmezi starSi, dnes mé&n
pouzivané metody. Jako inkolum jsou pouZzivany spoyyorhiznich hub, které izeme
aplikovat bu’ ve forme peletu nebo suspenze. Pro tuto metodu jepoé velké mnoZzstvi
spor. Podle Zibara (2008) jsou na tento druh irexeilvhodgjSi biichatkovité nez
kloboukaté houby. AvSak Lu et al. (1998) &S pouzili tento typ inokulace pro druh
roduLaccaria Znanou nevyhodou tohoto typu whé inokulace jsou jeji neopakovatelné
vysledky, diky tomu, Ze je oviiovdna mnoha faktory. Mezi oviivjici faktory pati
nagiklad Spatné klimatické podminky, zavlaha v le&oice, variabilni gdni podminky
atd. DalSi nevyhoda spiva ve zpozé&né tvorlg mykorhiz napiklad oproti vegetativnimu
inokulu, jelikoz spory pdtbujicas ke kiéeni (Chmelikova, Cudlin 2004).

Vybér metody byl dinén na z&klad jeji snadné aplikace a dosazenych pozitivnich
vysledki z blizké minulosti. U inokulovanych mladych stibrbhorovice lesni vodni
suspenzi spoiLactarius deliciosusdoSlo k lepSimu tstu oproti neinokulovanym
stromim. Po rkolika letech se dokonce v mistinokulace objevily plodnice
inokulovanych hubliLactarius deliciosusVyskyt inokulovanych ektomykorhiznich hub
na kdaenech gevin nebyl ovdem nijak potvrzen. (Ustniékshi, Radek Loubal, 1Fijna
2014)

Podle literarnich udaj by nmela unela inokulace ovliviovat u inokulovanych
semendkti pomér mezi nadzemni a podzemuasti semeniki, a to ve prosfrh
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podzemnic¢asti (Smith, Read 2008). V daném pokusu se rozdflomérech mezi
jednotlivymi variantami neprokéazal.

Jednim z faktar, ktery nel ziejmé znany podil na neusgnosti inokulace, je vliv
pocasi, zejména nedostatek srazek @ 013, coZz mohlo vést k sniZzeidpi vihkosti
a inhibici ristu inokulovanych ektomykorhiznich hub.

DalSim faktorem mohl byt vysSi obsah Zivin @dp. Obsah dusiku viaé nebyl
z technickych @ivodi analyzovan. Hostitelskarevina totiz nevytvé vétSi mnozstvi
ektomykorhiz, pokud ma vipl¢ dostatek zivin (Kavkova 2014).

Neusgch byl ovlivrén i dobou aplikace ushé inokulace - rok ai po vysevu. Na
kofenech inokulovanych semeta jiz byly pravdpodobr vytvoreny ektomykorhizy
hub girozere se vyskytujicich v lesni Skolce, ktera se nachabiizkosti lesa. Dle
Chmelikové a Cudlina (2004) byla byt pida sterilizovana a vodni suspenze spor by
meéla byt zapravena doudy nebo substratured vysevem, nejpozf vSak i tvorbé
prvnich laterarnich keni semené&ku. Pozdiji je jiz rhizosféra keeni kolonizovana
piirozenymi ektomykorhiznimi houbami a ostatnidpi mikroflérou, nachéazejici se
v lesni Skolce.

Urcitou roli mohlo sehrat i brzké vyjmuti semeéké z pidy ve Skolce (na fe
nasledujiciho roku po podzimni inokulaci), coz nmlkpisobit, Ze se inokulované
ektomykorhizni houby nestihly uplatnit v kompesgaivodnimi houbami v lesni Skolce.

| pres neussnost umidlé inokulace byly v jednom biometrickém parametru
semendkt zjiSttny mezi variantami rozdily. Semetd z kontrolni neinokulované
varianty LK nely delSi hlavni kéen oproti inokulovanym variantam LR a LS.

Duvodem zjis¢nych rozdii mize byt kompetice mezigpodre se vyskytujicimi
ektomykorhiznimi houbami a houbami, které byly pouZ unglé inokulaci. U
inokulovanych variant mohlo dojit diky inokulaci kpomalenistu. DalSim dvodem
mohla byt i zavlaha, ktera je dodavana pomociipastace, ktery nemusel zavlazovat
zahony rovnorérné. Semen&ky v kontrolni variant mohly mit také lepSidgaini pongry;
jejich substrat mohl byt |épe promichany oprotisttdtu inokulovanycvh variant.

Pozitivni vliv unelé inokulace na biometrické parametry send&habyl potvrzen
napiklad experimentem firmy Symbiom se svym produk@ymbiom-m (obsahovala
nag. Rhizopogonsp., Hebeloma vulutipgsHebelomasp., Cenococcum geophillym
Experiment potvrdil pozitivni vliv urié inokulace natist, tvorbu biomasy a kolonizaci
ektomykorhiznich hub u sazenic buku lesniho, dubmniho, borovice lesni a smrku

ztepilého. Vyrazné rozdily byly zejména zaznamenasgnrku a borovice, nizsi rozdil u
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listnatych dlevin mohl byt zfisoben faktem, Ze listnatéadiny vytv&eji v patatenich
stadiich svého vyvoje ndjgde endomykorhizu a ta je az postdpnahrazovana
ektomykorhizou (Gajdos 2007).

Pres neusfch inokulace v naSem pokusu, mohla inokulaggkym zpisobem
ovlivnit vyskyt ektomykorhiznich symbiotitna semengich; varianta vysstlila 10,7 %
variability ve vyskytu ektomykorhiznich driifnub. Alternativnim vysétlenim mize byt
vyskyt iznych druli ektomykorhiznich hub, které osidlily #enovy systém semetid
na jednotlivych zahonech. Aby se zjistilo na kotiklivnila nerovnongérna zavlaha,
promichanost susbtrati pfirozere se vyskytujici ektomykorhizni houby na zahonech
lesni Skolky vysledky ugié inokulace, muselo by byt zaloZzeno vice opakopakiisu.
To vSak nebylo mozné provest évedu provozniho charakteru Skotkkého z#zeni,

ve kterém pokus probihal.
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7. ZAVER

Prace se zabyva vlivem «té@ inokulace na biometrické charakteristiky a vysky
ektomykorhiz na kifenovém systému semehk& borovice lesni. Semeéidy byly
péstovany v lesni Skolce SvinoSice rfach zahonech podle variant. Semiyabyly
inokulovany pomoci vodni suspenze, ktera obsahosplary hub. U 20 nahodn
vybranych semertti na variantu byly rfeny biometrické charakteristiky: vyska
nadzemnicasti, délka k#enového systému, tlotlka karenového kiku, biomasa
nadzemntasti a biomasa Kenového systému.

Nasledr bylo zjiS€no zastoupeni morfotypektomykorhiznich hub na kenovém
systému dchto semengki. Houby tvdici jednotlivé morfotypy byly identifikovany
srovnanim ITS DNA. Rozdily mezi variantami LR, L3_.K v biometrickych znacich
byly zhodnoceny analyzou rozptylu (ANOVA) v progranstatistica. Vliv unilé
inokulace na biometrické charakteristiky a vyskybrfotypa ektomykorhiz byl
Zpracovan pomoci statistického programu Canoco.

Umela inokulace byla neugpna, mykorhizy inokulovanych hub nebyly nalezeny.
NeUsgsnost inokulace Ize vystlit nepiiznivymi klimatickymi podminkami, zisobem
provedeni aplikace uweé inokulace nebo brzkou dobou vyjmuti senidwigo inokulaci.

Semenéky neinokulované varianty se liSily statisticky wwamnym rozdilem pouze
v délce hlavniho ki@ne oproti inokulovanym variantam. To mohlo bytiggbeno
kompetici mezi fivodnimi a introdukovanymi ektomykorhiznimi houbamépe
promichanym fidnim substratenti lepSim situovanim zahonuudi zavlahovému

postikovadi.
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8. SUMMARY

This bachelor thesis focuses on the influence @fi@al inoculation on biometric
parameters and on the occurrence of ectomycormizaoot system of Scots pine
seedlings. Seedlings were grown on three bedstiigie tratments in the forest nursery
Svinosice. The seedlings were inoculated with semnstispension containing the fungal
spores.

Twenty randomly selected seedlings per treatmemé wampled; several biometric
parameters were measured and the representatmarphotypes of the ectomycorrhizal
fungi on their root systém was determined. Funghfag individual morphotypes were
identified by comparison of ITS DNA. Differenciestiveen treatments LR, LS and LK
in biometric parameters were evaluated by analyskspersion (ANOVA) in program
Statistica. The influence of artificial inoculatioon biometric parameters and the
occurrence of ectomycorrhizal morphotypes was @®@@ using statistical programme
Canoco.

Artificial inoculation was unsuccessful, inoculategcorrhizal fungi were not found.
This failure could be attributed to unsuitable vieatconditions, application method of
artificial inoculation or early withdrawal of seautjs after inoculation.

Uninoculated seedling treatment had statisticatipificantly longer the length of the
main root compared to the inoculated treatmentss Tobuld be caused due to the
competition between the original and introduced®gicorrhizal fungi, better mixed soil
substrate, or better position of the bed againgfaition sprinklers.

56



9. SEZNAM LITERATURY

ABARENKOV, K., NILSSON, R. H., LARSSON, K. H., ALEXNDER, I. J.,
EBERHARDT, U., ERLAND, S., HGILAND, K., KJJLLER, R.LARSSON, E.,
PENNANEN, T., SEN, R., et al., 2010. The UNITE dtse for molecular identification
of fungi - recent updates and future perspectidesv Phytologist, 186: 281-285.

AGERER, R., 2001. Exploration types of ectomycaralei. A proposal to classify
ectomycorrhizal mycelia system according to thettgrns of differentiation and putative

ecological importance. Mycorrhiza, 11: 107-114.

AGERER, R., RAMBOLD, G. 2004-2008. DEEMY, An infoation system for
characterization and determination of ectomycoediponline] citovano 22.ledna 2015.
Dostupné na World Wide Web: <http://deemy.de />.

ALBRECHTOVA, J., LATR, A., NEDOROST, L., POKLUDA, R POSTA, K.,
Voséatka, M. Dual inoculation with mycorrhizal andpsotrophic fungi applicable in
sustainable cultivation improves the yield and itive value of onion [online] citovano
21. rezna 2015. Dostupné na World Wide Web: <http://mioi.nih.gov>.

ALLEN, M. F., 1992. Mycorrhizal Functioning: An lagrative Plant-Fungal Process.
New York, Chapman a Hall, 488 s.

ANTONIN, V., HAGARA, L., 2005. Velky atlas hub.r&ha, Ottovo nakladatelstvi, 432

S.

CORDELL, E. CH. Mycorrhizal fungi - beneficial t@for mineland reclamation and
Christmas trees [online] citovano 30. ledna 2016stbDpné na World Wide Web:
<http://rngr.net>.

CUDLIN, P., CHMELIKOVA, E., 1999. Vyznam mykorrhizth symbiéz a moznost
jejich ovlivnéni pri péstovani strom. In Smykal F., Strom pro Zivot - Zivot pro strom,
Praha. 17-20.

FITTER, A. H., NICHOLS, R., 1988. The use benonwytontrol infection by vesicular-
arbuscular fungi. New Phytologist, 110: 201-206.

FRANK, A. B., 1885. Uber die auf Wurzelsymbiose ureende Ernahrung gewisser
Baume durch untererdische Pilze. Bericht der DégisdBotanischen Gesselsschaft, 3:
128-145.

57



GAJDOS, M. Vliv inokulace naist vybranych druinlesnich devin [online] citovano
31. prosince 2014. Dostupné na World Wide Web:pstislymbiom.cz>.

GARNWEIDNER, E., 2002. Kapesni atlas, Houby, Pckdi girucka k poznavani a

uréovani hub ve sedni Evrog. Praha, Slovart, 254 s.
GRUNERT, H., GRUNERTOVA, R., 1995 ouby. Praha, Ikar, 288 s.

GRYNDLER, M., BALAZ, M., HRSELOVA, H., JANSA, J., @SATKA, M., 2004.
Mykorhizni symbiéza, O souZziti hub stlemy rostlin. Praha, Academia, 366 s.

HAGARA, L., 2006. Houby atlas. Martin, Neografid,5s.

HARLEY, J. L., HARLEY E. L., 1987. A check-list ahycorrhiza in the British flora.
New Phytologist, 2: 1-102.

HARLEY, J. L., SMITH, S. E., 1983. Mycorrhizal Symkes. London, Academic Press,
483 s.

CHMELIKOVA, E., CUDLIN P., 2004. Mykorhiza a jejijenam pro lesniigviny. In
Semind Koifenovy systém — zaklad stromu, 25.8.200#irk. 37—48.

KAVKOVA, M., 2014. Mykorhizni symbiéza. Zahradnidh3: 58—60.
KOLARIK, J. et al., 2010. Ré o stromy rostouci mimo les, 2.dil, VIaSiG§OP, 981 s.

KORKAMA, T., PAKKANEN, A., PENNANEN, T., 2006. Ectoycorrhizal community
structure varies among Norway sprub&éa abieyclones. New Phytologist, 171: 815
824.

KOZLOWSKI, T. T., 1971. Growth and Development oE&s. New York and London,
Academic Press, 514 s.

KUYPER, T. W. Some effects of forest fertilisatiam ectomycorrhizal fungi and
ectomycorrhizas: Implications for the responseasittmgen pollution. In Person, H. (ed.)
1991. Above - and Below-ground Interactions in Bofigees in Acidified Soil. Brussels,

Comm. Eur. Communities, 66—73.
LAESSOE, T., 2004. Houby —#Poda v kostce. Praha, Knizni klub, 304 s.

LEPSOVA, A. Les jako ektomykorhizni systém [onlingifovano 21. tezna 2015.
Dostupné na World Wide Web: <http://silvarium.cz>.

58



LESY MESTA BRNA a.s. Lesni Skolka SvinoSice [online] cémwo 30. ledna 2015.
Dostupné na World Wide Web: <http://lesniskolky=cz/

LU, X., MALAJCZUK, N., DELL, B., 1998. Mycorrhizadrmation and growth of
Eucalyptus globulus seedlings inoculated with spafevarious ectomycorrhizal fungi.
Mycorrhiza, 8: 81-86.

MASON, P. A., WILSON, J., LAST, F. T., WALKER, C1983. The concept of
succession in relation to the spread of sheatingomlyizal fungi on inoculated tree

seedlings in unsterile soils. Plant Solil, 71: 266-2

MAUER, O., PALATOVA, E., FOLTANEK, V., 2006. Produkce krytokenného
sadebniho materialu lesnictedin. Kostelec nadernymi Lesy, Lesnickéa prace, 136 s.

MEJSTRIK, V., 1988. Mykorrhizni symbi6za. Praha, Acadeni&o s.

MENKIS, A., VASILIAUSKAS, R., TAYLOR, A. F. S., STELID, J., FINLAY, R.,
2005. Fungal communities in mycorrhizal roots ofiter seedlings in forest nurseries
under different cultivation systems, assessed byphutyping, direct sequencing and

mycelial isolation. Mycorrhiza, 16: 33—41.

PAULEN, O., KOBOLKA, R., 2014. Mykorhizy v zahradtve. Zahradnictvi, 8: 44—
46.

PESKOVA, V., 2006. Mykofléra ki@novych systéinlesnich devin. Disertani prace.
Praha:Ceska zersdélska univerzita v Praze, Lesnicka a enviromenttakillta, katedra

ochrany lesa a myslivosti, 111 s.

PESKOVA, V., 2008. Houby na kenech lesnichidvin, mykorhizy. Lesnicka prace, 12:
2-4.

PESKOVA, V. Mykorhizni inokulace, cesta, jak zldpsjimavost sazenic [online]

citovano 15. Bezna 2015. Dostupné na World Wide Web: <http:/fiesp.cz>.

PESKOVA, V., SOUKUP, F., 2006. Houby vazané naekové systémy: Metodické
piistupy ke studiu review. Zpravy lesnického vyzkuiii4: 279-284.

PIROZYNSKY, K. A., MALLOCH, D. W., 1975. The origiof land plants: a matter of
mycotrophism. Biosystems, 6: 153—-164.

PROCHAZKA, S., MACHACKOVA, |., KREKULE, J., SEBANEK, J., et al., 1998.
Fyziologie rostlin. Praha, Academia, 484 s.

59



REJSEK, K., 2014. Alkalizaceigy. Zahradnictvi, 2: 50-51.

ROBERT, V. et al., 2013. MycoBank gearing up fowneorizons. IMA Fungus, 4/2:
371-379.

SADILKOVA, V., 2008. Vliv unglé mykorhizace na zvy3eni kvality sadebniho
materialu. Bakali&ka prace. Brno: Mendelova univerzita v 8rhesnicka a tkvaska

fakulta, Ustav zakladani &g&ni lesa. 42 s.

SELOSSE, M. A., BOUCHARD, D., MARTIN, F., LE TACON;., 2000. Effect of
Laccaria bicolorstrains inoculated on Douglas-fiPgeudotsuga menziesseveral years

after nursery inoculation. Can. J. For. Re., 3@-371.

SCHRAMM, J. R. 1966. Plant colonization studies ldack wastes from anthracite
mining in Pensylvania. Trans. Am. Philos. Soc. N8er., 56: 1-194.

SKEFFINGTON, R. A., WILSON, E. 1988. Excess of ogen deposition: Issues for
consideration. Environ. Poll., 54: 159-184.

SMITH, S. E., READ, D. J., 2008. Mycorrhizal Sym&i® 3rd edition, Elsevier, Oxford,
787 s.

Symbiom s.r.o. Inject systém [online] citovano Béosince 2014. Dostupné na World

Wide Web: <http://symbiom.cz>.

TER BRAAK, C. J. F., SMILAUER, P., 1998. CANOCO Reénce Manual and User's
Guide to Canoco for Windows. USA, Ithaca, Microcaitgs Power, 352 s.

TESAROVA, M., STROBLOVA, M., 2006. Mykorhiza v zahradki& praxi.
Zahradnictvib: 56.

TRAPPE, J. M., 1997. Selection of fungi for ectomybizal inoculation in nurseries.
Ann. Rev. Phytopathologist 15: 203-222.

VOHNIK, M., 2008. Wood Wide Web — rostliny na sifiva 5: 199-201.

VOSATKA, M. Mykorhizni houby a jejich vyuziti v zahdnictvi [online] citovano 19.
bfezna 2015. Dostupné na World Wide Web: <http://adéweb.cz>.

WALKER, R. F., 1999. Reforestation of an easterari@i Nevada surface mine with
containerized Jeffrey pine: Seedling growth anditiomal responses controlled release
fertilization and ectomycorrhizal inoculation. Joal of Sustainable Forestry, 9: 127—
147.

60



WHITE, T. J., BRUNS, T. D., LEE, S. B., TAYLOR, W. 1990. Amplification and
direct sequencing of fungal ribosomal RNA genes ghylogenetics. In: Innis MA,
Gelfand DH, SNINSKY, J. J., WHITE, T. J., (eds.;R Protocols: A Guide to Methods
and Applications, San Diego, Academic Press, 318-32

WIEMKEN, V., INEICHEN, K., BOLLER T., 2001. Develapent of ectomycorrhizas
in model beech-spruce ecosystems on siliceous @ndreous soil: a 4-year experiment

with atmospheric C®enrichment and nitrogen fertilization. Plant ammd, 234: 99-108.

ZIBAR, T. 2008. Vliv inokulace vybranych ektomykazhich hub na tstové
charakteristiky semeniai dubu a buku. Diplomova pracéeské Budjovice: Jih@geska
univerzita vCeskych Budjovicich, Rirodowdecka fakulta, Katedra botaniky, 58 s.

61



SEZNAM OBRAZK U V TEXTU

Obrazek 1:
Obrazek 2:
Obrazek 3:
Obrazek 4:

Obrézek 5:

Obrazek 6:

Obrazek 7:

Obréazek 8:

Obrazek 9:

Obrazek 10:

Obrazek 11:

Obrazek 12:

Obrazek 13:

Obrazek 14:

Plodnice klouzka strakoSeii{lus variegatuys

Plodnice klouzka obecnéBai(lus luteu¥

Plodnice ryzce pravéh@g¢tarius deliciosus

Graf mimérnych hodnot vysky nadzemédsti u variant semediai a
jejich smerodatnych odchylek z Tab. 2, znazémg pomoci
krabicového grafu

Graf fimérnych hodnot tloudy kofenového kiku u variant
semendéku a jejich smdrodatnych odchylek z Tab. 3, znazéma
pomoci krabicoveho grafu

Graf gimérnych hodnot délky hlavniho kene u variant semeéidi a
jejich smeérodatnych odchylek z Tab. 4, znazémg pomoci
krabicového grafu

Graf gimérnych hodnot susiny nadzemif#isti u variant semeniéi a
jejich snmerodatnych odchylek z Tab. 5, znazémg pomoci
krabicového grafu

Graf gmérnych hodnot suSiny hlavniho #eme u variant semetia
a jejich snérodatnych odchylek z Tab. 6, znazé&mé pomoci
krabicového grafu

Graf gmérnych hodnot suSiny vedlejSichilem u variant
semendéku a jejich smdrodatnych odchylek z Tab. 7, znazéma
pomoci krabicoveho grafu

Graf gmérnych hodnot susiny vSechikemi a jejich snérodatnych
odchylek z Tab. 8, znazammé pomoci krabicového grafu

Vyskyt druhektomykorhiz na horniasti kdenového systému u
varianty LK

Vyskyt druhektomykorhiz na geédnicasti kdenového systému u
varianty LK

Vyskyt druhektomykorhiz na dolnfasti kaenového systému u
varianty LK

Vyskyt druhektomykorhiz na horniasti kaenového systému u

varianty LR

62



Obrazek 15:

Obrazek 16:

Obrazek 17:

Obrazek 18:

Obrazek 19:

Obrazek 20:

Obrazek 21:

Vyskyt druhektomykorhiz na sédni¢asti kadenového systému u
varianty LR

Vyskyt druhektomykorhiz na dolntasti kaenového systému u
varianty LR

Vyskyt druhektomykorhiz na horniasti kdenového systému u
varianty LS

Vyskyt druhektomykorhiz na geédnicasti kdenového systému u
varianty LS

Vyskyt druhektomykorhiz na dolnfasti kaenového systému u
varianty varianty LS

Vysledky analyzy DCA, znaztwjici podobnosti jednotlivych

semendku z variant LK ¢erné koleko), LS (zeleny kostiverec) a

LR (fialovy ¢tverec) z hlediska vyskytu morfotygktomykorhiz na

korenovém systému

Vysledky analyzy CCA, vyjagici zastoupeni morfotypv zavislosti

na variant a nadzemni biomase seména

63



SEZNAM TABULEK V TEXTU

Tabulka 1:
Tabulka 2:

Tabulka 3:

Tabulka 4:

Tabulka 5:

Tabulka 6:

Tabulka 7:

Tabulka 8:

Tabulka 9:
Tabulka 10:

Rozborjzy z mista inokulace

Pikmeérné hodnoty variant délky nadzenddisti a jejich srrodatné
odchylky

Pkmérné hodnoty variant tlotiky korenového ktku a jejich
smerodatné odchylky

Pkmérné hodnoty variant délky hlavnihoileme a jejich sirodatné
odchylky

Pikmérné hodnoty variant suSiny nadzeniasti a jejich srrodatné
odchylky

Pkmérné hodnoty variant susiny hlavnihorkoe a jejich s@rodatné
odchylky

Piimérné hodnoty variant suSiny vedlejSichrémi a jejich
smerodatné odchylky

Pkmérné hodnoty variant susiny vSechr&ni a jejich snérodatné
odchylky

Morfologické znaky morfotyipu ektomykorhiz

Vysledky CCA, vyskytu morfotyma semengku

64



SEZNAM PRILOH

Ptiloha I:

Priloha Il

Priloha Il

Priloha IV:

Ptiloha V:

Priloha VI:

Ptiloha VII:

Priloha VIII:

Priloha IX:

Priloha X:

Priloha XI:

Priloha XII:

Priloha XIII:

Priloha XIV:

Ptiloha XV:

Priloha XVI:
Ptiloha XVII:

Ptiloha XVIII:

Biometrické parametry semeka

Fehled vzork zpracovanych metodou ITS rDNA

Vysledky porovnavani sekvenci

Vysledky Shapiro-Wilkova testu normalitydat vysSky nadzemriasti
semendku u variant

Vysledky Levenova testu homogenity rozptyldat vysSky nadzemni
casti semengu u variant

Vysledky analyzy rozptylu mezi variantamivySky nadzemniasti
semenéku

Vysledky Shapiro-Wilkova testu normalitydat tlousky korenového
kréku semenéka u variant

Vysledky Levenova testu homogenity rogf z dat tlougky
korenoveho ktku semenékt u variant

Vysledky analyzy rozptylu mezi variantamtloug’ky korenového
kréku u semengu

Vysledky Shapiro-Wilkova testu normalityat délky hlavniho
korene semergki u variant

Vysledky Levenova testu homogenity rozpty dat délky hlavniho
kofene semerg&t u variant

Vysledky analyzy rozptylu mezi variantamdélky hlavniho kene u
semenéku

Vysledky Tukeyova testu z dat délky waho kdene semeri&i u
variant

Vysledky Shapiro-Wilkova testu normalitydat nadzemni susiny
semendku u variant

Vysledky Levenova testu homogenity rozpty dat nadzemni susSiny
semendku u variant

Vysledky analyzy rozptylu mezi variantamsusSiny nadzemriasti
Vysledky Shapiro-Wilkova testu normaliz dat suSiny hlavniho
korene semergki u variant

Vysledky Levenova testu homogenity paylti z dat suSiny hlavniho

kofene semergk( u variant

65



Priloha XIX:

Priloha XX:

Priloha XXI:

Ptiloha XXI!I:

Priloha XXIII:

Vysledky Welchovy analyzy rozptylu mezriantami u susiny
hlavniho kaene

Vysledky Shapiro-Wilkova testu normalitydat suSiny vedlejSich
koreni semenékt u variant

Vysledky Kruskal-Wallisova testu mezinaentami u susiny vedlejSich
kofeni semenéka u variant

Vysledky Shapiro-Wilkova testu z datSay vSech kieni

semendku u variant

Vysledky Kruskal-Wallisova testu norrity dat ze suSiny vSech

koreni semen&ka u variant

66



PRILOHY

Priloha I: Biometrické parametry semeka

vyska

¢islo nadz. tlous$ tka ko ¥. délkva hl. susina susina hl. suéi&a suSina v3ech
semena éku Casti kréku (mm) koFene vpa(_jz. kofene (g) VegleJSth kofent (g)
(cm) (cm) Casti (g) kofenu (g)
LK1 21,50 6,25 28,00 5,556 1,896 0,674 2,57
LK2 17,00 4,36 28,00 6,657 1,022 0,248 1,27
LK3 26,50 6,09 39,50 7,156 0,851 0,632 1,483
LK4 21,00 4,26 33,50 3,101 0,713 0,03 0,743
LK5 37,00 8,26 27,50 14,181 3,814 1,16 4,974
LK6 25,50 5,07 34,00 5,925 1,243 0,307 1,55
LK7 23,50 4,42 25,00 6,148 0,864 0,158 1,022
LK8 35,00 8,04 30,00 15,087 2,834 2,121 4,955
LK9 24,00 5,06 37,00 8,98 1,899 0,602 2,501
LK10 15,00 3,22 24,00 3,161 0,382 0,038 0,42
LK11 33,00 7,45 33,50 14,29 3,372 1,561 4,933
LK12 28,00 6,30 38,00 10,761 1,63 0,475 2,105
LK13 33,50 9,00 34,00 16,525 3,168 2,295 5,463
LK14 22,50 3,01 27,50 3,001 0 0,396 0,396
LK15 21,50 3,05 25,50 3,189 0,498 0 0,498
LK16 19,00 3,00 30,00 2,561 0,244 0,194 0,438
LK17 22,00 4,50 45,00 4,283 0,883 0,14 1,023
LK18 32,50 7,40 31,00 5,385 0,653 0,265 0,918
LK19 21,00 4,00 24,00 18,259 2,422 1,17 3,592
LK20 30,00 5,20 28,00 7,891 1,126 0,397 1,523
LR1 26,50 5,32 25,00 7,339 0,768 0,167 0,935
LR2 28,00 6,25 30,50 7,948 0,846 0,899 1,745
LR3 22,00 4,30 26,50 4,753 0,696 0,268 0,964
LR4 29,00 5,49 22,00 12,852 1,392 0,624 2,016
LR5 19,00 341 24,00 2,581 0,215 0,014 0,229
LR6 29,00 7,39 31,50 13,797 1,644 0,993 2,637
LR7 22,50 4,41 22,00 3,437 0,362 0,127 0,489
LR8 19,50 5,39 23,50 15,365 1,107 0,845 1,952
LR9 24,00 5,12 16,50 7,987 0,567 0,25 0,817
LR10 23,00 5,24 22,00 11,03 0,791 0,676 1,467
LR11 16,00 2,04 21,50 1,837 0,146 0,043 0,189
LR12 22,00 3,14 17,50 2,849 0,217 0,072 0,289
LR13 31,50 6,00 36,50 9,334 1,175 0,926 2,101
LR14 20,00 2,20 22,00 1,601 0,121 0,008 0,129
LR15 20,50 4,25 16,50 5,367 0,52 0,349 0,869
LR16 27,50 4,10 26,00 4,86 0,435 0,145 0,58
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vyska

¢islo nadz. tlous tka kof. délkva hl. susina susina hl. sué!gg suSina vSech
semenadku | &ast | kréku(mm) | KOTeme | nadz. | none | vedlessich koFend (g)
(cm) (cm) Casti (g) kofenu (g)

LR17 30,00 6,05 25,00 10,19 1,588 0,37 1,958
LR18 33,00 8,16 25,50 17,515 1,656 1,941 3,597
LR19 19,50 4,10 31,00 9,142 0,634 0,232 0,866
LR20 18,00 5,00 34,50 10,126 0,818 0,253 1,071
LS1 29,50 6,13 29,00 10,379 1,914 0,326 2,24
LS2 25,00 6,33 24,50 10,19 1,362 0,187 1,549
LS3 30,00 6,17 30,50 9,561 1,605 0,46 2,065
LS4 34,50 8,15 23,50 16,692 2,039 0,63 2,669
LS5 26,00 4,05 25,00 5,37 0,591 0,053 0,644
LS6 24,00 7,35 32,50 20,431 2,105 1,901 4,006
LS7 19,00 7,12 28,50 13,548 1,863 0,766 2,629
LS8 25,50 7,10 29,50 7,552 1,127 0,642 1,769
LS9 24,00 2,05 19,50 1,117 0,128 0 0,128
LS10 15,50 3,40 22,00 2,597 0,327 0,041 0,368
LS11 21,00 4,50 26,00 4,2 0,784 0,18 0,964
LS12 32,00 6,00 21,00 6,565 0,908 0,157 1,065
LS13 35,00 5,10 25,00 7,436 0,73 0,66 1,39
LS14 27,50 5,00 29,50 5,057 0,66 0,23 0,89
LS15 29,00 4,10 25,50 5,242 0,902 0,068 0,97
LS16 37,50 6,36 25,50 11,016 0,88 0,186 1,066
LS17 35,00 5,15 31,00 7,222 0,773 0,14 0,913
LS18 28,50 4,00 30,00 4,439 0,429 0,171 0,6
LS19 19,50 3,10 23,00 2,915 0,171 0,004 0,175
LS20 17,00 2,43 30,50 1,305 0,156 0 0,156
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Priloha Il: Frehled vzork zpracovanych metodou ITS rDNA
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kvéten 2013
LR 4 LR4_29 [10.5.2013 | 10.5.2013 dobra 10.5.2013 | 15 800
LS 2 LS2_37 |10.5.2013 | 10.5.2013 dobra 10.5.2013 | 25 800
LR 1 LR1_48 [10.5.2013 | 10.5.2013 dobra 10.5.2013 | 20 800
LS 13 | LS13_96 |10.5.2013 | 10.5.2013 slaba 10.5.2013 | 10 650
LS 20 |LS20_111 | 10.5.2013 | 10.5.2013 slaba 10.5.2013 | 20 850
LR 16 |LR16_189 | 10.5.2013 | 10.5.2013 slaba 10.5.2013 | 10 850
LR 2 LR2_22 | 11.5.2013 | 11.5.2013 | nepodafilo se vyizolovat DNA - - -
LR 5 LR5_31 |11.5.2013 | 11.5.2013 | nepodafilo se vyizolovat DNA - - -
LR 3 LR3_55 |11.5.2013 | 11.5.2013 | nepodafilo se vyizolovat DNA - - -
LR 3 LR3 56 |11.5.2013| 11.5.2013 | nepodafrilo se vyizolovat DNA - - -
LS 1 LS1_57 |[11.5.2013| 11.5.2013 | nepodafilo se vyizolovat DNA - - -
LK 7 LK7_66 |11.5.2013| 11.5.2013 | nepodafilo se vyizolovat DNA - - -
LK 7 LK7_67 |[11.5.2013| 11.5.2013 | nepodafilo se vyizolovat DNA - - -
LK 11 | LK11_83 |11.5.2013| 11.5.2013 | nepodafrilo se vyizolovat DNA - - -
LR 11 | LR11_88 |11.5.2013 | 11.5.2013 | nepodafrilo se vyizolovat DNA - - -
LR 14 | LR14_91 |11.5.2013 | 11.5.2013 slaba 11.5.2013 | 25 800
LS 15 | LS15_99 |11.5.2013 | 11.5.2013 slaba 11.5.2013 | 15 800
LS 17 | LS17_176 | 11.5.2013 | 11.5.2013 | nepodafilo se vyizolovat DNA - - -
LS 12 |LS12_186 | 11.5.2013 | 11.5.2013 slaba 11.5.2013 | 20 750
LR 2 LR2_22 |11.5.2013| 11.5.2013 | nepodafrilo se vyizolovat DNA - - -
LR 5 LR5_31 [11.5.2013 | 11.5.2013 slaba 11.5.2013 | 10 650
LR 3 LR3_55 [11.5.2013 | 11.5.2013 slaba 11.5.2013 | 15 800
LR 3 LR3_56 [11.5.2013 | 11.5.2013 slaba 11.5.2013 | 10 800
LS 1 LS1_ 57 |11.5.2013 | 11.5.2013 dva produkty 11.5.2013 | 10 800
LK 7 LK7_66 |11.5.2013 | 11.5.2013 | nepodafilo se vyizolovat DNA - - -
LK 7 LK7_67 |11.5.2013 | 11.5.2013 | nepodafilo se vyizolovat DNA - - -
LK 11 | LK11_83 |11.5.2013 | 11.5.2013 slaba 11.5.2013 | 10 850
LR 11 | LR11_88 |11.5.2013| 11.5.2013 | nepodafilo se vyizolovat DNA - - -
LS 17 | LS17_176 | 11.5.2013 | 11.5.2013 | nepodafilo se vyizolovat DNA - - -
LS 7 LS7_197 |11.5.2013 | 11.5.2013 | nepodafilo se vyizolovat DNA - - -
Eervenec 2013
LK 1 LK1 4 |14.7.2013 | 11.5.2013 dobra 15.7.2013 | 40 750
LK 3 LK3_ 12 |14.7.2013 | 11.5.2013 | nepodafilo se vyizolovat DNA - - -
LK 10 | LK10_45 |14.7.2013 | 11.5.2013 slaba, dva produkty - - -
LK 13 | LK13_85 |14.7.2013 | 11.5.2013 dva produkty 15.7.2013 | 25 750
LK 17 | LK17_182 | 14.7.2013 | 11.5.2013 slaba, dva produkty - - -
LK 5 LK5_17 |15.7.2013 | 11.5.2013 slaba 15.7.2013 | 10 700
LK 5 LK5_20 |15.7.2013 | 11.5.2013 dobra 15.7.2013 | 15 750
LK 10 | LK10_46 |15.7.2013| 11.5.2013 dva produkty - - -
LK 16 |[LK16_183 |15.7.2013 | 11.5.2013 dobra 15.7.2013 | 20 750
LS 2 LS2_35 |[15.7.2013| 11.5.2013 | nepodafilo se vyizolovat DNA - - -
LS 13 | LS13_97 |15.7.2013 | 11.5.2013 dobra 15.7.2013 | 15 750
LS 16 |LS16_108 | 15.7.2013 | 11.5.2013 slaba 15.7.2013 | 10 700
LS 9 | LS9 194 |15.7.2013 | 11.5.2013 slaba 15.7.2013 | 10 900
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LR 2 LR2_23 [15.7.2013 | 11.5.2013 dobra 15.7.2013 | 20 700
LR 1 LR1_50 |[15.7.2013 | 11.5.2013 dobra 15.7.2013 | 15 700
LR 19 | LR19_105 | 15.7.2013 | 11.5.2013 dobra - - -
LR 19 | LR19_106 | 15.7.2013 | 11.5.2013 dva produkty - - -
LK 4 LK4_14 |15.7.2013 | 11.5.2013 dobra - - -
LK 4 LK4_14 |15.7.2013 | 11.5.2013 dobra 15.7.2013 | 10 800
LK 18 | LK18_102 | 15.7.2013 | 11.5.2013 dva produkty - - -
LR 4 LR4_30 |15.7.2013 | 11.5.2013 dobra 15.7.2013 | 10 850
LR 6 LR6_71 |15.7.2013 | 11.5.2013 dva produkty - - -
LR 13 |[LR13_188 | 15.7.2013 | 11.5.2013 dva produkty 15.7.2013 25 850
LR 7 LR7_198 |15.7.2013 | 11.5.2013 dva produkty - - -
LS 18 |[LS18_109 | 15.7.2013 | 11.5.2013 dobra 15.7.2013 | 15 750
LK 8 LK8_43 |15.7.2013 | 11.5.2013 dobra 15.7.2013 | 20 700
cervenec 2014
LK 19 |LK19 180 srpen srpen dobra srpen 30 800
LR 1 LR1_47 srpen srpen dobra srpen 10 900
LS 7 | LS7_196 srpen srpen dobra srpen 20 700
LS 8 LS8 81 srpen srpen dobra srpen 10 700
LS 11 | LS11 94 srpen srpen dobra srpen 15 700
LS 14 |LS14 185 srpen srpen dobra srpen 20 700
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Priloha Il

Vysledky porovnavani sekvenci

6is'9- délka nazev ¢islo sekvence E-value |identita
semenéacku
LK 04 591 Rhizopogon roseolus EU784401.1 0 99%
LK 14 608 Tuber sp., (Tuber separans) KF742745.1, (HM485387.1) | 0.0, (0.0) | 99%,
LK 17 592 Wilcoxina mikolae AY880942.1 0 99%
LK 183 641 Tuber sp., (Tuber separans) KF742745.1, (HM485387.1) | 0.0, (0.0) | 99%, (
LK 20 645 Tuber sp., (Tuber separans) KF742744.1, (HM485387.1) | 0.0, (0.0) | 99%,
LK 43 586 Wilcoxina mikolae GQ267499.1 0 98%
LK 85 646 Rhizopogon roseolus EU784401.1 0 99%
LR 188 712 Rhizopogon roseolus KF990475.1 0 99%
LR 23 635 Pezizaceae sp., (Peziza ostracoderma) JN102407.1, (EU819461.1) | 0.0, (0.0) | 99%,
LR 30 642 Tuber sp., (Tuber separans) KF742744.1, (HM485387.1) | 0.0, (0.0) | 99%,
LR50 - smés vice produktd - - -
LS 108 - smés vice produktd - - -
LS 109 638 Pezizaceae sp., (Peziza ostracoderma) JN102407.1, (EU819461.1) | 0.0, (0.0) | 99%,
LS 194 807 Meliniomyces sp., (Meliniomyces bicolor) | KC007335.1, (AY394885.1) | 0:0, (0.0) | 98%,
LS 97 638 Pezizaceae sp., (Peziza ostracoderma) JN102407.1, (EU819461.1) | 0.0, (0.0) |99%,
LK83 719 Rhizopogon rubescens JX907816.1 0 99%
LR 189 715 Rhizopogon rubescens JX907816.1 0 99%
LR 29 663 Tuber sp., (Tuber separans) KF742744.1, (HM485387.1) | 0.0, (0.0) | 99%,
LR 31 573 Meliniomyces sp., ( Meliniomyces bicolor) | KC007335.1, 0.0, (0.0) | 97%,
LR 48 665 Tuber sp., (Tuber separans) KF742745.1, (HM485387.1) | 0.0, (0.0) | 94%,
LR 55 648 Tuber sp., (Tuber separans) KF742744.1, 0.0, (0.0) | 99%,
LR 56 691 Hebeloma cavipes EU570163.1 6E1%6 82%
LR 57 - malo DNA - - -
LR 91 735 Rhizopogon roseolus HM036649.1 0 99%
LS 111 720 Rhizopogon rubescens JX907816.1 0 100%
LS 189 648 Pezizaceae sp., (Peziza ostracoderma) JN102407.1, (EU819461.1) | 0.0, (0.0) |99%,
LS 37 647 Pezizaceae sp., (Peziza ostracoderma) JN102407.1, (EU819461.1) | 0.0, (0.0) | 99%,
LS 96 198 nekvalitni sekvence - - -
LS 99 718 Rhizopogon rubescens JX907816.1 0 98%
LK 180 738 Rhizopogon rubescens, (Rhizopogon JX907816., (AM084707.1) | 0.0, (0.0) | 99%,
LR 47 924 Meliniomyces sp., (Meliniomyces bicolor) | KC007335.1, (AY394885.1) | 0.0, (0.0) | 98%,
LS 81 687 Tuber sp., (Tuber separans) KF742744.1, (KC152263.1) | 0.0, (0.0) | 99%,
LS 94 665 Pezizaceae sp., (Peziza ostracoderma) JN102407.1, (EU819461.1) |0.0,(0.0) |98%,
LS 185 751 Tuber sp., (Tuber separans) KF742730.1, (HM485387.1) | 0.0, (0.0) | 98%,
LS 196 1191 | Tuber sp., (Tuber separans) KF742744.1, (KC152263.1) | 0.0, (0.0) | 99%,
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Ptiloha IV: Vysledky Shapiro-Wilkova testu normalitydat vySky nadzemriasti

semenéku u variant

Histogram z vySka nadzemni ¢asti (cm); kategorizovany Nazev varianty

Lerfl Tl v | Lerd 11 P,
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Nézev varianty: LK Nézev varianty: LR

Pocet pozorovani
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Nazev varianty: LK vySka nadzemni ¢asti (cm): SW-W =0,9512; p = 0,3854
Nézev varianty: LR vySka nadzemni ¢asti (cm): SW-W =0,9508; p = 0,3794
Nézev varianty: LS vySka nadzemni ¢asti (cm): SW-W=0,9721; p =0,7979

Priloha V: Vysledky Levenova testu homogenity rozptyldat vySky nadzemuiasti

semenékd u variant

Levenelv test homogenity rozpyll
Oznac. efekty jsou vyzn. na hlad. p <,05000

F p

Proménna
vySka nadzemni ¢asti (cm) 0,594263 0,555352

Priloha VI: Vysledky analyzy rozptylu mezi variantamivySky nadzemniasti

semendéku
Analyza rozptylu
Oznagd. efekty jsou vyzn. na hlad. p <,05000
F p
Proménna
vySka nadzemni ¢asti (cm) 1,080263 0,346354
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Ptiloha VII: Vysledky Shapiro-Wilkova testu normalitydat tlougky korenového

kréku semengk u variant

Histogram z tlouStka kofenoveho kréku (mm); kateg orizovany Nazev varianty
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Néazevvarianty: LK tloustka korenového kréku (mm): SW-W = 0,9328; p = 0,1750
Nazevvarianty: LR tloustka kofenoveho kréku (mm): SW-W = 0,9766; p = 0,8826
Néazevvarianty: LS tlouStka korenového kréku (mm): SW-W = 0,972; p = 0,7959

Priloha VIII: Vysledky Levenova testu homogenity rogf z dat tlousky korenoveho

kréku semengki u variant

Leveneuv test homogenity rozpylt
Oznag. efekty jsou vyzn. na hlad. p <,05000

F P

Proménné
tlouStka kofenového kréku (mm) 0,804932 0,452135

Priloha IX: Vysledky analyzy rozptylu mezi variantamtloug’ky korenového ktku u

semendki
Analyza rozptylu
Oznag. efekty jsou vyzn. na hlad. p <,05000
F p
Proménna
tloustka korfenového kréku (mm) 0,482381 0,619809
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Priloha X: Vysledky Shapiro-Wilkova testu normalitydat délky hlavniho kene

semenékd u variant

Histogram z délka hlav niho kofene (cm); kategorizovany Nazev v arianty
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Nazev varianty: LK délka hlavniho kofene (cm): SW-W =0,9336; p = 0,1811
Nazev varianty: LR délka hlavniho kofene (cm): SW-W =0,948; p = 0,3376
Nazev varianty: LS délka hlavniho kofene (cm): SW-W =0,9532; p = 0,4175

Priloha XI: Vysledky Levenova testu homogenity rozpty dat hlavniho kieene

semenékd u variant

Levenelv test homogenity rozpylt
Oznac. efekty jsou vyzn. na hlad. p <,05000
F p

Proménna
délka hlavniho kofene (cm) 1,190893 0,311398

Priloha XII: Vysledky analyzy rozptylu mezi variantamdélky hlavniho k&ene u

semendéku
Analyza rozptylu
Oznac. efekty jsou vyzn. na hlad. p <,05000
F p
Proménna
délka hlavniho kofene (cm) 8,086080 0,000810
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Priloha XIII: Vysledky Tukeyova testu z dat délky aldho kaene semerit u

variant
Tukeydv HSD test; promén.:délka hlavniho kofene (cm)
Oznaé. rozdily jsou vyznamné na hlad. p <,05000
{1} {2} {3}
Nazev varianty M=31,150 M=24,975 M=26,575
LK {1} 0,000907 0,015710
LR {2} 0,000907 0,577547
LS {3} 0,015710 0,577547

Priloha XIV: Vysledky Shapiro-Wilkova testu normalitydat nadzemni susiny

semenéku u variant

Histogram z suSina nadzemni ¢asti (g); kategorizovany Nazev varianty
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Nazevvarianty. LK suSina nadzemni ¢asti (g): SW-W = 0,8801; p = 0,0178
Nézevvarianty: LR suSina nadzemni ¢asti (g): SW-W = 0,9574; p = 0,4924
Nézevvarianty: LS suSina nadzemni ¢asti (g): SW-W=0,9264; p = 0,1314

Pocet pozorovani
[}

Priloha XV: Vysledky Levenova testu homogenity rozpty dat nadzemni susiny

semenékua u variant

Levenelv test homogenity rozpyll
Oznagd. efekty jsou vyzn. na hlad. p <,05000

F P

Proménna
suSina nadzemni ¢asti (g) 0,108680 0,897203
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Ptiloha XVI: Vysledky analyzy rozptylu mezi variantamsusSiny nadzemriasti

Proménna

Analyza rozptylu

Oznac. efekty jsou vyzn. na hlad. p <,05000

F

p

suSina nadzemni ¢asti ()

0,048973

0,952247

Priloha XVII: Vysledky Shapiro-Wilkova testu normaliz dat susiny hlavniho kene

semenékid u variant

Histogram z suSina hlavniho kofene (g); kategorizovany Nazev varianty
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Nazev varianty: LK su$ina hlavniho kofene (g): SW-W =0,9122; p =0,0702
Nazev varianty: LR su$ina hlavniho kofene (g): SW-W = 0,9259; p =0,1285
Nazev varianty: LS suSina hlavniho kofene (g): SW-W =0,9172; p =0,0875
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Priloha XVIII: Vysledky Levenova testu homogenity piylti z dat suSiny hlavniho

kofene semerg&a u variant

Proménna

Leveneuv test homogenity rozpyl(

Oznac. efekty jsou vyzn. na hlad. p <,05000

F

p

susSina hlavniho korene (g)

8,180680

0,000753

Priloha XIX: Vysledky Welchovy analyzy rozptylu meziriantami u susiny hlavniho

korene
Analyza rozptylu
Oznad. efekty jsou vyzn. na hlad. p <,05000
Welch. F Welch. p
Proménna
susSina hlavniho korene (Q) 3,221532 0,051840
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Priloha XX: Vysledky Shapiro-Wilkova testu normalitydat suSiny vedlejSich fkem

semenékid u variant

Histogram z susina v edlejSich kofenl (g); kategorizovany Nazev varianty
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Nazev varianty: LK suSina vedlejSich kofenu (g):
Néazev varianty: LR susSina vedlejSich kofenu (g):
Nazev varianty: LS suSina vedlejSich kofenu (g):

SW-W =0,8161; p = 0,0015
SW-W =0,817; p = 0,0016
SW-W = 0,7063; p = 0,00005

Priloha XXI: Vysledky Kruskal-Wallisova testu mezinentami u suSiny vedlejSich

koreni semen&ka u variant

Kruskal-Wallisova ANOVA zaloz. na pof.; suSina vedlejSich kofenu (g)
Nezavisla (grupovaci) proménna : Nazev varianty

Kruskal-Wallis v test : H ( 2, N= 60) =3,261191 p =,1958
Zavisla: Pocet Soucet Pram.
susSina vedlejSich korent (g) platnych poradi Poradi
LK 20 699,5000 34,97500
LR 20 628,0000 31,40000
LS 20 502,5000 25,12500
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Priloha XXII: Vysledky Shapiro-Wilkova testu z datSay vSech kieni u variant

Histogram z suSina kofend dohromady (g); kategorizovany Nazev varianty
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Nézev varianty: LR

Nazev varianty: LK suSina kofent dohromady (g):
Nazev varianty: LR suSina kofent dohromady (g):
Nazev varianty: LS suSina kofent dohromady (g):

SW-W =0,8361,; p =0,0031
SW-W =0,9182; p = 0,0913
SW-W =0,9082; p = 0,0589

Priloha XXIII: Vysledky Kruskal-Wallisova testu norriy dat z suSiny vSech keni

semenékd u variant

Kruskal-Wallisova ANOVA zalozZ. na pofr.; suSina kofenll dohromady (g)
Nezavisla (grupovaci) proménna : Nazev varianty

Kruskal-Wallis v test : H ( 2, N= 60) =2,985903 p =,2247

Zavisla: Pocet Soucet Prim.
suSina kofenu dohromady (g) platnych poradi Poradi
LK 20 719,0000 35,95000
LR 20 541,5000 27,07500
LS 20 569,5000 28,47500
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