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1 Uvod

1.1 Arbuskularni mykorhizni symbioza

Mykorhizni symbidza je souziti houby a rostliny. Pfi tomto typu interakce pronikaji hyfy
do rhizodermis nebo mezi ¢i pfimo do bunék primarni kary kofene. Zde pak
dochazi k oboustranné vymeén¢ zivin, hormonti a dalsich latek (Delevaux et al. 2017).

Négjakou formu mykorhizni symbidzy lze nalézt u vétSiny cévnatych rostlin.
Nejcastéjsi typ, arbuskularni mykorhizni symbidézu (AM), vytvaii asi 74 % druhd (van der
Heijden et al. 2018). Zadna AM se nevyskytuje vétsinou u rostlin parazitickych ¢i
poloparazitickych, vodnich, rostlin v symbidze s jinymi organismy atd. (Brundrett 2017).

AM je typicka tim, Ze houba vytvati v buiikach primarni kiry bohaté vétvené utvary
arbuskuly, podle kterych dostala své jméno. Houbova hyfa pfitom pronika bunéénou sténou,
avSak ne cytoplazmatickou membranou bunék hostitele. Mezi tzv. periarbuskularni
membranou rostliny a vrostlou hyfou vznika prostor, kde dochazi k intenzivni komunikaci
aprenosu latek (Dickson et al. 2007). Dalsi strukturou, kterou jiz nevytvari vSechny
arbuskularné mykorhizni houby (AMF), jsou vezikuly. Jedna se 0 vackovité utvary, které
funguji jako zasobarna lipidd (van Aarle & Olsson 2003). Cenocytick¢é mycelium, tedy
nepiechradkované mycelium s vétsim poctem jader, pfijima slouceniny uhliku vyhradné
z kotent hostitelskych rostlin.

Velka vnitrodruhova diverzita napovidd tomu, Ze by tyto houby mély byt schopny
pohlavniho rozmnozovani. Zplsob, jakym by mohlo k rekombinaci dochéazet vSak neni
dolozen (Vandenkoornhuyse et al. 2001). Tyto houby vytvareji dva druhy spor — azygospory
a chlamydospory (Goto & Maia 2006). A¢ princip vzniku spor je odlisny, v obou ptipadech
se jedna o vegetativni rozmnozovani (Vandenkoornhuyse et al. 2001). Tyto ¢astice se pak
$ifi vétrem, pomoci bezobratlych Zivo€ichil ¢i malych savci.

Spory za piiznivych ekologickych podminek vyklici v hyfy. Dalsi moznosti je
rozrustani hyf ze segmentil jiz infikovanych kotfenti (Boeraeve et al. 2019). V obou
ptfipadech hyfy reaguji na strigolaktiny, jeZ hostitelské rostliny vypousti do pudy. Pomoci
nich najdou kofen, do kterého nasledné vrostou. Pokud rostlina trpi nedostatkem Zzivin,
vypusti téchto hormont do svého okoli vice (Lopez-Réez et al. 2011). Na dal§im utvafeni
aregulaci symbiodzy se podili latky a procesy podobné tém, které zajistuji obranu proti
patogentim. Rostlina napiiklad produkuje etylen, kyselinu salicylovou, kyselinu abscisovou

a jasmonaty (Lopez-Raez et al. 2011).



Systematicky jsou houby tvotici AM fazeny do kmene Mucoromycota. Konkrétné
AMF patii do podkmene Glomeromycotina. Do nedavna sem byly fazeny i drobné&jsi houby
vytvarejici podobné struktury — fine root endophytes (FE). Orchard et al. (2017) je ale
pteklasifikovali do podkmene Mucoromycotina. Zatimco existuji rizné metody identifikace
hub z podkmene Glomeromycotina, moznosti pro podkmen Mucoromycotina jsou zna¢né
omezené. Na rozdil od popsanych a rozeznatelnych spor AMF jsou spory FE malé a je tézké
je izolovat. Kultivace FE je také obtizna — zatim se povedlo vytvofit jedinou ¢istou kulturu
(Sinataj et al. 2021).

1.2 Mechanismy symbioézy

AM je dilezita mimo jiné z evolu¢niho pohledu na vyvoj rostlin. Symbidza s houbami
z podkmenu Glomeromycotina nejspise umoznila ptechod rostlin na sous (Field & Pressel
2018). Toto tvrzeni podporuje vyskyt AM i v rané odvozenych skupinach, jako jsou jatrovky
a kaprad’orosty. Druhym diikazem je datovani vzniku podkmenu Glomeromycotina do doby
terestrializace, tedy obdobi rozvoje suchozemskych rostlin (Field & Pressel 2018).

Rostliny ptedaji houb¢ ptiblizné 10-20 % (nékdy az 50 %) produktt fotosyntézy
(Field & Pressel 2018). Recipro¢né AMF poskytuji vyhody pro rostlinu zejména z hlediska
vyzivy, a to naptiklad prostfednictvim dodavani nemobilnich zivin, jako je fosfor (Unger
et al. 2016). Houby odvedou do kotfent hostitelskych rostlin az 80 % pfijatého fosforu (Field
& Pressel 2018).

Mykorhizni houby ziskavaji pomoci mimokofenovych hyf anorganicky fosfat z ptdy,
pfeméiuji ho na polyfosfat a vakuoly ho ptfenaseji do hyf v kofenech. Tam je polyfosfat
hydrolyzovan a ptfenaSen do rostliny prostfednictvim periarbuskularni membrany arbuskul
(Ezawa 2002). Dusik AMF vstifebavaji ve form¢ dusi¢nanii, amonného dusiku nebo
aminokyselin. Hyfou je pak transportovan jako arginin po koncentra¢nim gradiendu.
Nakonec je rostlinnym bunkam ptedan ve formé amoniaku (Jach-Smith & Jackson 2020).

Na oplatku rostlina houbé dava své asimilaty. Pfedpoklada se, Ze tento ptenos
probihé pfes membranu arbuskuly. Pfesny mechanismus vsak jesté nebyl dokazan. Moznosti
je, ze uhlik je pfenasen ve formé mastnych kyselin ¢i hexéz za pomoci aktivniho pfenasece
(Field & Pressel 2018).

Zatimco houby =z podkmene Glomeromycotina jsou obligatni biotrofové,
do podkmene Mucoromycotina patii fakultativni saprotrofové. Jsou tedy schopny ziskat
uhlik 1 dusik z organickych zdrojt. Tato skupina symbiontl tak ma lepsi ptistup ke zdrojim

dusiku v pudé a pravdépodobné jich vice pfedava hostiteli (Field et al. 2019). Zaroven
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nemusi byt tolik zavisla na uhlikatych slouc¢eninach od rostlinného partnera (Field & Pressel
2018).

AMF pozitivné ovlivigji také proudéni vody a produkuji latky, jeZz napomahaji
agregaci pudy a tim snizuji moznost eroze. Dale jsou schopny redukovat dopad
alelopatickych latek. Zaroven zlepSuji odolnost hostitelskych rostlin proti patogennim
organismim tim, ze pomahaji iniciovat expresi obrannych gent rostlin (Delevaux 2017).
Druhym zptsobem, jak AMF dokazi pomoci obran¢ rostliny je, ze mohou byt silnéjsi v boji
0 kofenovy povrch a prostor nez houby nemykorhizni, které tak vykompetuji (Chagnon
& Bradley 2013). Dalsi pfinos AMF pro rostliny zaznamenali Poulton et al. (2001). Zjistili,
ze mykorhizni rostliny druhu Solanum lycopersicum mély kvalitnéjsi pyl a byly atraktivné&jsi
pro opylovace nez rostliny bez AMF v kofenech. V pfitomnosti Glomus etunicatum mély

rostliny také vétsi biomasu plodu.

1.3 Popisné metody studia spole¢enstev AMF a FE
AMF se daji studovat napiiklad pod mikroskopem. Kvantifikuji se spory, hyfy v padé

a kolonizace kotenii. DalSim postupem je biochemickd determinace AMF specifickych
mastnych kyselin (napt. PLFA analyzy) ¢i chitinu. Nejnovéjsim piistupem jsou molekularni
analyzy (Gamper et al. 2008).

Sledovanim znakd na sporach Ize urcit vétSinu popsanych taxont. Tato metoda vSak
pfinasi informace pouze o jejich dormantni fazi. Biochemické a mikroskopické rozbory vice
tikaji 0 fyziologii a chovani hub, avsak nic o jejich taxonomii. Metody molekularni analyzy
pfinasi pohled jak na taxonomické sloZeni spolecenstva, tak do jist¢é miry na relativni
zastoupeni pritomnych taxonil. Stale je ale dulezité mit na paméti, Ze data podléhaji PCR
biasu. To znamena, ze primery mohou amplifikovat nékteré taxony efektivnéji (Gamper
et al. 2008).

1.3.1 Mikroskopické vyhodnoceni kolonizace kofenti AMF a FE

Barvenim a néslednym vyhodnocenim pod mikroskopem lze ziskat data o relativnim
zastoupeni AMF v kofenech. Umozni to zaznamenat ptitomnost nejen hyf, ale | mnozstvi
arbuskul a vezikul (Vierheilig et al. 2005). Zaroven tato metoda mtize poskytnout informace
o mife kolonizace FE. Jejich hyfy mensi neZ 1,5 pm v priméru neni slozité rozpoznat od hyf
AMF, jejichZ primér muze dosahovat az 3 um (Sinanaj et al. 2021). Mezi nevyhody této
metody patii zejména to, Ze obarveni neni vZzdy dostate¢né kontrastni a Ze do poskozenych

arbuskul se barvivo nedostane (Vierheilig et al. 2005).



Pro kvantifikaci kolonizace kotenli se pouZzivaji rizné metody. K nedestruktivnim
observa¢nim metodam patii konfokalni mikroskopie. Mezi destruktivni patii vitalni barveni,
které vyuziva aktivitu enzymu specifickych pro houby, a barveni nevitalni, které zobrazuje
I metabolicky neaktivni tkané (Vierheilig et al. 2005). Pravé posledni jmenovana moznost je
tou nejhojnéji uzivanou. Jako barviva se napiiklad pouzivaji Trypan blue, Cotton blue,

Chlorazol black E (CBE) ¢i inkoust (Vierheilig et al. 2005).

1.3.2 Molekularni metody

Diverzita a slozeni spolecCenstva jsou V soucasné dob¢ definovany na zaklad¢ analyzy dat
ziskanych pomoci sekvenovani nové generace (NGS). Ackoli nam tento zpusob poskytuje
hlubsi pohled do problematiky, data mohou byt do jist¢ miry zkreslena. Ziskané informace
zavisi na zpuasobu jejich ziskani a dal$iho nakladani se vzorky (Hart et al. 2015). Rozdilné
zavery 0 spolecenstvu AMF pfinasi zkoumani samotnych spor ziskanych z piidy, sekvenace

celkové DNA ziskané z pidy nebo z kofenu hostitelskych rostlin (Sykorova et al. 2007).

Pfed samotnou analyzou je dilezité, aby ziskandA DNA nebyla degradovana.
NejlepSim postupem je s dal§im zpracovanim neotdlet, aby se pfedeSlo poskozeni DNA,
pfipadnym zméndm ve spoleCenstvu hub ¢i degradaci saprotrofy (Hart et al. 2015).
Ve vétsiné pripadi je ale nutné vzorky néjakou dobu skladovat. Nejuzivanéj§imi, a tedy
pufru. Pro kofeny se jevi jako nejlep$i moZnost usuSeni pii teploté¢ 50 az 60 °C pro svou
jednoduchost a nizké néklady (Janouskova et al. 2015).

Pro extrakci DNA se pouzivaji protokoly zaloZzené na cetyltrimethylamonium
bromidu (CTAB), fenol/chloroformu ¢i izola¢ni kity (Hart et al. 2015). Po izolaci se béhem
polymerazové fetézové reakce amplifikuje cilovy usek DNA. V soucasné dobé se pro tyto
ucely pouzivaji zejména ribozomalni geny (Hart et al. 2015).

Jaderny ribozomalni operon se sklada z genti pro rRNA malé podjednotky (SSU),
velké podjednotky (LSU) a internal transcribed spacer (ITS). Jelikoz ma v jadie vice kopii,
je snaz$i ho amplifikovat. 1 proto je povazovan za nejvhodnéjsi marker pro sekvenaci.
Nejptesnéjsi informace piinasi sekvenovani celého operonu, jehoz technickou limitaci je
vsak celkova délka 5500 bp (Hart et al. 2015).

Pro vétSinu studii spolecenstev se pouziva SSU, jelikoz amplikony maji vhodnou
délku pro NGS. Ziskané sekvence se na zakladé podobnosti sdruzuji do clustert, ze kterych
se vytvari operational taxonomic units (OTU). Jde o taxonomické jednotky urcené pouze

na zakladé molekularnich dat, nikoli podlozené kultivaci a morfologickymi znaky. Tyto
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OTU lze podrobit fylogenetické analyze. Nevyhodou ziskavani dat z SSU je, Ze se zde htire
rozliSuji druhy uvnitt ¢eledi Diversisporaceae a Gigasporaceae (Hart et al. 2015).

Dalsi moznosti je pouzivat pouze ITS, avSak ten pfes svou velkou variabilitu
neumoziuje rekonstrukcei fylogeneze evoluéné vzdalenéjsich OTU AMF. Proto je dobré ITS
(stejné jako LSU) pouzivat spiSe jako doplitkové markery pro urceni blizce piibuznych
taxont, u nichz pouziti SSU nepfinasi dostate¢nou informaci (Hart et al. 2015).

V analyze vzniklé OTU jsou pro AMF porovnany s databazi obecné piijimanych
virtudlnich taxonti (VTX) (Opik et al. 2010). Identifikované VTX jsou pak pouzity v dalsich
analyzach. Jelikoz k FE existuje zatim pouze malo dat, postup je jiny. Moznosti je napiiklad
porovnat OTU s databazi verifikovanych sekvenci, jako je napf. SILVA (Quast et al. 2013).
Vyberou se ty OTU, jez dle databaze spadaji do podkmene Mucoromycotina (Albornoz et al.
2021).

1.4 Vliv zivin v pudé na AM

Skutecnosti popsané v kapitole 1.2 délaji z AMF vyznamnou sou¢ast mnoha ekosystému. To
je Casto opomijeno zejména v intenzivné obhospodarovanych zemédé€lskych oblastech.
Abiotické podminky jsou zde upravovany pro vétsi zisk, nikoli pro lepsi funkei ekosystému.
Z téch, jez ovliviluji spolecenstvo AMF, lze jmenovat naptiklad vlhkost pidy, jeji pH
a obsah zivin v ni (Boeraeve et al. 2019).

Vliv na AMF ma i vnyng§i dobé hojné¢ zminovany problém nedostate¢né
fragmentace krajiny. Clovék vytvofil prostiedi, ve kterém se objevuji monokulturni porosty,
jez by ptirozené nikdy nevznikly. Boeraeve et al. (2019) zjistili, ze vétsi fragmentace krajiny
ma pozitivni vliv na diverzitu spolecenstva AMF.

Do vSech typli zemédé€lskych porostii jsou pravidelné piidavany Ziviny, casto
v anorganickych formach. V nékterych druzich hnojiv jsou fosfor a dusik dodavany
soucasn¢ — naptiklad monoamoniumfosfaty (MAP), pfipadné¢ diamoniumfosfaty (DAP).
Pfitom kazda Zivina zistava v padé jinak dlouhou dobu. Fosfor zde zlistane déle, a naopak
mobilngjsi dusik rychleji unikne (zejména v nitratové formé). VIiv na AM ma pak nejen
samotné mnozstvi zivin, ale i jejich pomér (Egerton-Warburton et al. 2007; Antunes et al.
2012).

Pii vhodném hospodafeni mohou byt AMF naopak dobrym mechanismem
pro snizeni nutnosti dodavky zivin do ptad. Bylo by tak uSetfeno nejen Zivotni prostiedi, ale

| finanéni zdroje. Je zde ale bohuzel nespocet tskali, pro¢ na tyto vyhody neni bran zietel.



Pravé proto je dilezité 1épe pochopit vyznam a charakter spolecenstev AMF (Antunes et al.

2012).

Nejprozkoumanéjsi soucasti vymény zivin mezi hostitelskou rostlinou a AMF je
fosfor. Pokud je ho v pidé zvysené mnozstvi, rostliny ho mohou ziskat bez potiecby AMF,
tedy i1 bez potieby ptredavat uhlik svym houbovym partnerim. Za téchto podminek mohou

rostliny kolonizaci AMF omezit (Bennett & Groten 2022).

Na stanoviStich, kterd nejsou limitovana fosforem je nejniz$§i taxonomicka
rozmanitost AMF spolecCenstva (Egerton-Warburton et al. 2007). Maji zde tendenci
dominovat taxony z c&eledi Glomeraceae. Naopak, kdyz dostupnost fosforu klesa,
rozmanitost spoleenstva hub spiSe roste, stejné jako relativni podil AMF taxont z ¢eledi

Acaulosporaceae a Gigasporaceae (Egerton-Warburton et al. 2007).

Ptidani anorganického dusiku do piidy mtize vést k poklesu abundance AMF a zméné
spoleCenstva. Za jinych podminek ale toto ptidani dokaze naopak stimulovat rostliny, aby

vice investovaly asimilaty do svého houbového partnera (Chagnon & Bradley 2013).

Reakce se 1isi i v zavislosti na ¢eledi houbového partnera. Zatimco houby z ¢eledi
Gigasporaceae jsou na vétsi obsah dusiku citlivé, taxony z ¢eledi Glomeraceae ho zvladaji
s mnohem mensimi obtizemi (Treseder et al. 2018). Tento trend nejspi§ prameni z jejich
rozdilného hospodafteni s uhlikem ziskanym od rostliny. Zastupci z ¢eledi Gigasporaceae
vytvareji rozsdhlejSi mimokofenové mycelium, a tak potfebuji vice uhliku, aby svou sit’
vybudovaly. Pokud rostlina omezi ptisun uhliku houb¢ z toho divodu, Ze pfisun zivin ma
dostate¢ny 1 bez symbionta, ¢etnost hub z ¢eledi Gigasporaceae se snizi. Oproti tomu taxony
Celedi Glomeraceae vytvaieji vice biomasy uvnité kofene symbionta, a tak nemaji tolik
vysoké naroky na mnozstvi pfijatého uhliku (Treseder et al. 2018).

V pidach, kde je limitujicim prvkem fosfor, mize pfidani dusiku houbam z celedi
Gigasporaceae naopak pomoci. Jejich rozsahlejsi mycelium totiz zajistuje lepsi piijem
fosforu, a tak je rostlina selektivné podporuje (Treseder et al. 2018). Toto tvrzeni ale neplati
obecné. Chovani hub i rostlin totiz zavisi na poméru zivin v pidé a dalSich jejich
vlastnostech (Johnson 2010). Yang et al. (2017) napiiklad uvadi, ze (i pfes mensi mycelium
Vv pid¢) mély nejvice pozitivni vliv na ptijem fosforu zastupci celedi Glomeraceae.

Mykorhizni symbidza je souziti dvou organismu, které se tak za riznych podminek
mize pohybovat na spektru mutualismus — parazitismus. To, zda je vztah spise zaporny ¢i
kladny, mohou ovliviiovat napiiklad abiotické podminky, jako je teplota ¢i obsah

zivin V pud¢é (Antunes et al. 2012). Dalsim aspektem muze byt pivod rostliny a houby.



Pokud rostliny a jejich houbovi symbionti pochazeji ze stejné oblasti, maji vétsi tendenci
vytvafet mutualisticky vztah. Polarita vztahu nezavisi na druhu symbiotické rostliny — jeden
druh AMF muze sjednim druhem rostliny vytvaret rizné prospé$ny vztah v zavislosti
na podminkach (Klironomos 2003).

Z toho plyne mozny problém komerc¢nich inokul pro dodani AMF do pidy. Nejen, ze
se jedna o druhy neadaptované na konkrétni podminky, soucasné tyto piipravky byvaji
slozeny jen z mala druhit AMF. Naptiklad firma Symbiom ma ve svych piipravcich pouze
5 druhit AMF (Symbiom 2021). Pro lepsi podporu rostlin je vhodné mit spolecenstvo hub
diverzifikované (Klironomos 2003) s tou podminkou, ze by mélo obsahovat vice ¢eledi —
protoze zejména tato taxonomickd Uroven hraje nejvétsi roli Vv rliznorodosti nabizenych
sluzeb (Yang et al. 2017).

Zaroven je ale dualezité mit na paméti, ze mechanismy fungovani symbi6zy nejsou
dostate¢n¢ prozkoumany. Benefity a ndklady souziti nejsou monitorovany u AMF, ale pouze
u jejich rostlinnych partneri. Ani u nich nejsou zndmy dostatecné vSechny aspekty.
Vyzkumy cili pfedevsim na hledisko podpory rustu hostitelskych rostlin a dodavéani zivin.
V takovém ptipadé muze souziti vypadat, Ze se pohybuje V parazitické ¢asti spektra, avsak
AMF muze piispivat naptiklad k vétsi fertilité hostitele (Bennett & Groten 2022).

Nedostatek informaci je patrny zejména pro AMF. Jen mens$i ¢ast téchto hub lze
kultivovat, a tedy jen o této mensi skupiné jsou podrobnéjsi informace. Existuji data
i z terénnich vyzkumu, ve kterych jsou zastoupeny i taxony, jez nelze kultivovat. Vice

podrobngjsich informaci vSak o nich zatim nelze ziskat (Ohsowski et al. 2014).

Ptesnost dat z terénu je tézké urcit i proto, Ze neni piesné znamo, jak se spolecenstvo
proménuje v prib&hu sezony (Hart et al. 2015). Ani distribuce AMF po svété neni dostatecné
prozkoumana. Momentaln¢ dochézi ke zdanlivé vyssi koncentraci taxonii v Evropé, jelikoz
odsud pochazi nejvétsi pocet studii (VEétrovsky et al. 2023).

Sykorova et al. (2007) zjistili, ze n€které druhy AMF, mezi které patii naptiklad
Glomus mosseae (dnes Funneliformis mosseae), lze definovat jako prvotni kolonizatory.
Zatimco jeho abundance po 3 meésicich pokusu byla hojnd, v 10 mésicich rapidné poklesla.
Tyto druhy zaroven lépe piezivaji ve skleniku. Mulzeme je oznaCit za r-stratégy.
K-stratégové jsou AMF objevujici se vice v pfirozeném ekosystému, a to az v pozdégjsich
stadiich vyvoje. Za generalistu lze povazovat napiiklad G. irregulare (dnes Rhizophagus

irregularis), ktery prakticky nevykazuje stanovistni preference.



Generalizovat poznatky o druzich, které lze kultivovat, je problematické, a to
zejména proto, ze jde o druhy, jez jsou schopny pfezit podminky skleniku. Mohou se tedy
chovat jinak nez zbytek nekultivovatelnych AMF. Bylo zjisténo, Ze techniky kultivace maji
na slozeni spoleCenstva AMF vétsi dopad nez druh hostitelské rostliny (Sykorova et al.
2007). Pro vsechny AMF nebo pro ¢eledi riznych taxont je tedy tézké vyvozovat néjaké
obecné biologické chovani. Momentalné je 89 taxonu charakterizovano jako druh, coz je
vzhledem k téméf 1 500 molekularnim taxonim jen velmi malé Cislo (Vétrovsky et al.

2023).
1.5 Vliv hostitelské rostliny na AM

Chovani hub nereaguje jenom na pomér zivin v pudé. Slozeni spoleCenstva AMF se 1isi
naptiklad i v zavislosti na CSR strategii hostitelskych rostlin ¢i na jejich rustové formé,
na zptisobu fotosyntézy (C3 ¢i C4) ¢i na souziti s dalSimi, napiiklad dusik fixujicimi
organismy (Davison et al. 2020).

Obecné se u bylinnych forem rostlin vyskytuje vice mykorhiznich hub nez u forem
stromovych (Davison et al. 2020). Nejvétsi diverzita se nachazi u dvoudéloznych,
neruderalnich rostlin. To, Ze je spoleCenstvo AMF chudsi u ruderalnich druhti rostlin Ize
vysvétlit tim, Ze ziji v prostfedich se zvySenym obsahem zivin. U ruderdlnich druhti rostlin
se objevovaly pievazné kultivovatelné AMF (Davison et al. 2020). Stejny typ AMF obecné
preferuje jednoleté byliny. Oproti trvalkam, do kterych proristaji hyfy z okolni mycelialni
sit€, ruderalni druhy jsou ¢astéji osidlovany ze spor (Chagnon et al. 2013)

Pti zméné& poméru dusiku a fosforu v piidé existuje rozdil v mykorhiznich interakcich
mezi jednodéloznymi a dvoudéloznymi rostlinami. Unger et al. (2016) pfisli s hypotézou, Ze
traviny investuji méné¢ do symbidzy a spoléhaji se vice na Sviij kofenovy povrch nez
dvoudéloZné rostliny.

Tomuto tvrzeni se mimo jiné vénovali i Smilauer et al. (2021) ve studii, na kterou
navazuje tato bakalaiska prace. Cast vyzkumu se zabyvala otdzkou, jaké jsou zmény
ve slozeni AMF a FE spolecenstev a jejich atributech na louce a ve skleniku a v zavislosti
na hnojeni. Srovnavany byly tii Grovné oSetfeni: hostitelské rostliny rostouci na louce
a kvétinaCe s rostlinami ve skleniku hnojené a nehnojené. Bylo zjiSténo, ze diverzita
spolecenstva AMF u jednodé€loznych rostlin nebyla vyrazné ovlivnéna stanovistém (louka
vs. sklenik) ¢i hnojenim. Naproti tomu u dvoudé€loznych vliv téchto faktorti piinesl
intenzivnéjsi odpoveéd’. Nejveétsi diverzita byla zaznamenana na louce, nejmensi naopak

Vv piithnojovanych kvétinacich.



Intenzitu kolonizace kofenti AMF zkoumali Smilauer et al. (2021) pod svételnym
mikroskopem. Zavérem bylo, Ze celkova mira kolonizace byla nizsi u trav. ZvIasté vyrazny
pokles pak byl ve vzorcich ze skleniku s pfidanym hnojivem. Co se tyc¢e FE, ve skleniku
bylo s pfidanim hnojiva zaznamenana snizena kolonizace. 1 zde byl tento efekt vyraznéjsi

u trav.
Tento vyzkum se zabyval vlivem spole¢ného hnojeni dusikem i fosforem. Z vyse
uvedenych informaci ale plyne, Ze je dulezit¢é zkoumat dopad jednotlivych Zivin

na spolecenstvo AMF. A prave to je predmétem mé bakalaiské prace.



2 Cile a hypotézy prace

Cilem mé prace bylo porovnat u vybranych zéastupc jedno- a dvoudéloznych bylin
péstovanych ve skleniku vliv pfidani dusiku a fosforu (v kombinaci i samostatng)
na intenzitu kolonizace kofenit AMF a FE a na slozeni a diverzitu spolecenstev téchto hub

v kofenech hostitele.
Mnou ocekéavané vysledky Ize shrnout v nésledujicich hypotézach:
H1: Po ptidéani fosforu se snizi kolonizace AMF i FE.

H2: AMF i FE kolonizace v jednod€loznych rostlinich po pfidani zivin do substratu

poklesne vyraznéji nez u dvoudeloznych.

H3: Ve vzorcich hnojenych fosforem bude mensi taxonomicka diverzita AMF.
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3 Metodika
3.1 Sklenikovy pokus

3.1.1 Zvikov — zdrojova lokalita

Pida na sklenikovy pokus i semena vybranych druht rostlin pochazely z lokality Zvikov.
Lokalita (48° 59' 20" N, 14° 36' 28" E) se nachazi u obce Zvikov, 12 km vychodné
od Ceskych Budgjovic. Jedna se o 30 let nehnojenou oligotrofni louku v piiblizné
nadmotské vysce 500 m n. m. S primérnym pomérem dostupnych forem zivin N:P 2,68.

Koseni louky probiha kazdoro¢né v ¢ervnu.

3.1.2 Zalozeni pokusu

Pokus probihal od poloviny dubna do zacatku Cervence 2021 ve skleniku Biologického
centra AV CR v Ceskych Budgjovicich. Sklenik byl bez moZnosti cilené regulace teploty
a pfimé slunec¢ni zateni bylo zmirnéno natazenim bilé netkané textilie nad stll s kvétinaci.

Pro pokus byly vybrany dva druhy dvoudéloznych bylin (Plantago lanceolata — PL,
Betonica officinalis — BO) a dva druhy trav (Anthoxanthum odoratum — AO, Poa
angustifolia — PA). Semena byla ptfedchozi rok nasbirana na lokalité¢ Zvikov (viz vyse). Pied
samotnym pokusem byla vyzkouSena jejich kli¢ivost. Vyseta byla 8. dubna do velkych
Petriho misek se sterilnim piskem. Po dobu kli¢eni byla uchovavana v klimaboxu.

Ze stejné lokality byla tyden pfed zalozenim pokusu odebrana svrchni vrstva pudy
do hloubky 10 cm. Nadzemni biomasa byla odstranéna, pida byla rozmélnéna, zbavena
oddenkt a velkych kofenti a kamentl, mensi kofeny byly nastithany a vraceny zpét. Takto
pfipravena piida byla nasledné dobfe promichdna. Ve stavebni michacce vysterilizované
Savem byla ptida smichéana se sterilnim piskem v poméru 1:2.

Do dvoulitrovych vysterilizovanych kvétinaci naplnénych substratem byly vysazeny
vzdy 3 semenacky jednoho druhu staré maximalné 1 tyden — kazdy druh do 20 kvétinaca
(Obr. 1). Pokud do tydne po prvnim hnojeni doSlo k thynu semenacku, byl nahrazen
semenackem novym.

Jednotlivé kvétinaCe byly po piesazeni vSech rostlin oSetfeny jednim ze Ctyt zpisobi:
vodou, pfihnojeni dusikem, fosforem nebo obéma prvky (viz dale). Kazdy druh mél
pro kazdé oSetfeni 5 opakovani. Vyslednych 80 kvétinadct bylo ve skleniku rozmisténo

na jeden stul do 5 znahodnénych bloku (Tab. 1, Obr. 2).
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Obr. 1: Tti semenacky BO ve dvoulitrovém Obr. 2: Usporadani pokusu ve skleniku.

Kvétinaci.

Tab. 1: Schéma znahodnénych blokd.

PL/O PA/P PL/P PA/N AO/NP | PL/NP | AO/O | AO/N
AO/P | PA/NP | AO/NP | BO/N g PL/O |BO/NP| PA/P | BO/P
PL/NP | AO/O |BO/NP | BO/O : PL/P | PA/NP | PA/N | AO/P
PL/N PA/O | AO/N BO/P BO/O | BO/N | PA/O PL/N

~ PL/N [PA/NP | AO/O PL/O
AO/ 0,5 NP PL/0,5 NP é{ g PA/O PA/P | BO/P | BO/N
BO /0,5 NP PA /0,5 NP ?g; Cgo" PA/N PL/P | AO/P |BO/NP

° AO/NP | PL/NP | BO/O | AO/N
PL/O BO/P PL/P PA/P AO/O0 | AO/N | AO/P | BO/O
PA/NP | AO/P PL/N PA/O co_r PA/NP | BO/P |AO/NP| PL/N
PL/NP | BO/N | AO/N | BO/NP S BO/NP | BO/N PL/P PA/P
PA/N BO/0 |AO/NP | AO/O PL/O | PL/NP | PA/N PA/O

3.1.3 Hnojeni

Kvétinace byly hnojeny v pribéhu pokusu dvakrat. Prvni hnojeni prob&hlo den po vysadbé

¥ X019 G019

€019

semenacki posledniho druhu a druhé po 6 tydnech. V pribéhu pokusu byly kvétinace

zalévany vodou.

Jako dusikaté hnojivo byl pouzit dusi¢nan amonny (NHsNO3) a jako zdroj fosforu

dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného (NaH2POs - 2H20). Pti prvnim hnojeni bylo

do 200 ml

vody na jeden hnojeny kvétina¢ piidano 0,897 NHiNO3

a/nebo

0,356 g NaH2PO4 - H20, coz odpovida 0,314 g dusiku a 0,071 g fosforu. Jelikoz semenacky

BO v kvétinacich s ptfidanym dusikem umiraly, ato i po opakované vysadb¢, pro druhé

hnojeni byla pro v§echny druhy pouzita pouze polovi¢ni navazka obou hnojiv.
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3.1.3 ZkuSebni kvétinace

Tyden pied samotnym zahajenim pokusu byly zalozeny 4 zkuSebni kvétinace, po jednom
dvoulitrovém kvétinaci od kazdého druhu se 3 semenacky. Kvétinace byly hnojeny také
dvakrat, ale pouze polovi¢ni davkou dusiku i fosforu. Podzemni biomasa byla po 12 tydnech
odebrana a vycisténa, kofeny byly pouzity pro optimalizaci postupu barveni (kapitola
3.2.1.1).

3.1.4 Ukonceni pokusu, zpracovani biomasy

Po 12 tydnech od prvniho hnojeni byl pokus ukoncen. Nadzemni biomasa byla odebrana
arozdélena na zivé a odumftelé listy. U kvetoucich jedinct PL byly zv1ast’ odebrany kvétni
stvoly. Zivé listy byly 48 hodin suseny na 80 °C, zvaZeny a uschovany na chemické analyzy.

Kotfeny byly zbaveny substratu, nahrubo ocistény pod vodou v situ s 1mm oky
a docistény ru¢né v misce s vodou. Nahodné vybranych 8-12 lateralnich kotfend z kazdého
kvétinaCe bylo odebrano na obarveni AMF a FE a pozdé¢jsi mikroskopické vyhodnoceni.
Dalsich 8-12 kofent bylo 12 hodin suSeno pii 60 °C a nasledn¢ uchovano pii —20 °C
na pozdé&jsi zpracovani pro molekuldrni analyzu.

Lateralni kofeny urcené na mikroskopické vyhodnoceni a molekularni analyzu byly
zvazeny v erstvém stavu. Cést zbyvajicich kofent, ktera byla odebrana na nasledné
chemické analyzy, byla zvazena v Cerstvém stavu 1 po suSeni po dobu 48 hodin pii teploté
80 °C. Zbytek kotent byl suSen stejnou dobu pfi stejné teploté a zvazen byl pouze v suchém
stavu. Hmotnost celé podzemni biomasy v suchém stavu byla uréena vypoétem. U PA byla

zaznamenana hmotnost ususenych oddenkd.
3.2 Odhad intenzity kolonizace korenti AMF

3.2.1 Barveni AMF v kofenech rostlin

K barveni hub kolonizujicich vypreparované koteny byl zvolen postup uzivajici Chlorazol
Black E (CBE) dle Vierheilig (2005), s modifikacemi dle Stajerova et al. (2009). Doba
inkubace kofeni v hydroxidu draselném (KOH) za pokojové teploty a doba barveni v CBE
pii teploté 90 °C byly pro jednotlivé druhy modifikovany na zékladé ptedchoziho pokusu
s koteny ze zkuSebnich kvétinaca.

3.2.1.1 Volba parametri barveni

Od kazdého druhu bylo vybrano 8krat 10 lateralnich kotent, které byly podrobeny rizné
dlouh¢ inkubaci v KOH za pokojové teploty (7, 10, 13 a 16 hodin) a dvéma variantam
barveni v CBE pii teplot¢ 90 °C (45 a 60 min). Z obarvenych kofend byly zhotoveny
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preparaty (viz kap. 3.2.2), na kterych bylo pod mikroskopem vyhodnocovéno, jaky bude
idealni postup pfi barveni jednotlivych druhd.

U dvoud¢loznych rostlin se doba inkubace v KOH 10 hodin a mén¢ ukazala jako
nevhodna. Kofeny zustavaly ptilis kompaktni, nebylo je tedy mozno roztlacit tak, aby byly
viditelné vSechny pozorované struktury. Barveni v roztoku CBE po dobu 45 min se ukazalo
nedostatecné, jelikoz obarvené houbové struktury nebyly dostatecné kontrastni. Pro barveni
BO a PL bylo proto zvoleno louhovani v KOH po dobu 16 hodin a nésledné barveni pii
90 °C po dobu jedné hodiny.

V piipadé trav se nasledkem pohnojeni v preparatech prakticky zadné obarvené¢ AMF
nevyskytovaly. To ztizilo odhad pro idealni postup pii barveni. Vzhledem Kk mensimu
priméru kotfent byla zvolena kratsi doba louhovani v KOH — pouze 13 hodin a na zaklad¢
konzistence kotfent bylo zvoleno barveni pii 90 °C po stejnou dobu jako u dvoud€loznych
rostlin (jedna hodina).
3.2.1.2 Pouzity protokol barveni
Ocisténé laterarni kofeny byly inkubovéany za pokojové teploty v 10% KOH - kofeny PL
a BO po dobu 16 hodin, kofeny AO a PA 13 hodin. Po vyjmuti z KOH byly dikladné
proplachnuty vodou na jemném sitku a na Petriho misce 1-2 min okyseleny 3,5% HCI.

Kofeny byly osuSeny na buni¢in¢ a preneseny do varnych zkumavek, zality barvicim
roztokem (0,03% CBE v laktoglycerolu — kyselina mlé¢na, glycerol a sterilni voda v poméru
14:1:1) a inkubovany 60 min pii teplot¢ 90 °C. Kofeny byly opét scezeny pies sitko
a premistény do lahvicek s laktoglycerolem, kde byly ponechany nékolik dni, aby se
vyplavilo pfebytecné barvivo.

3.2.2 Priprava preparatt

Z kotenu jedinct v jednom kvétinaci byl zhotoven jeden preparat. U dvoudéloznych rostlin
bylo na podlozni sklo do kapky laktoglycerolu polozeno soubézné 11 tuseku laterarnich
kotentll. Koteny trav byly jemné&jsi a vice potrhané, useki tedy bylo vice a nebyly rozmistény
tak pravidelné.

Pritlacenim kryciho skla byly pfipraveny roztlakové preparaty. Okraje kryciho skla
byly piekryty 2 vrstvami bezbarvého laku na nehty, aby roztok nevysychal a bylo mozZno

s preparaty nasledujici pul rok pracovat. Hotové preparaty byly uchovavany v lednici.
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3.2.3 Vyhodnocovani kolonizace

Vyhodnocovani miry kolonizace AMF a FE bylo provedeno pod svételnym mikroskopem
Olympus BX50 pii zvétsenim 200x. Jednotlivé kofeny byly podrobeny dikladnému odhadu
celkové pritomnosti FE (Obr.3) a AMF, jejich vezikul (Obr. 4) a arbuskul (Obr. 5 a Obr. 6).

2}

Obr. 3: FE vkofeni AO (zvétseni 200x). Obr. 4: Vezikuly shyfami AMF v kofeni PL

Usetka vpravém dolnim rohu odpovida (zvéteni 200x). Usecka v pravém dolnim rohu

100 pm. odpovida 100 um.

Obr. 5: Arbuskuly s hyfami AMF v koteni BO Obr. 6: Detail arbuskul v kofeni AO (zvétSeni
(zvétseni 200x). Usecka v pravém dolnim rohu 400x). Use¢ka v pravém dolnim rohu odpovida

odpovida 100 pm. 50 um.

Kazdy koten byl rozdélen do jednotlivych zornych poli, kterd na sebe tésné
navazovala, ale nepiekryvala se. Timto zplisobem bylo mozno prozkoumat celé koieny
po jednotlivych segmentech. Procentudlni kolonizace vSemi sledovanymi charakteristikami
byla v kazdém zorném poli odhadnuta vzhledem k délce kofene a zaznamenana do programu
MS Excel.
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Na Obr. 7 je priklad kofene, ktery ma 100% celkovou kolonizaci AMF, 95%
arbukularni, 25% vezikularni a 50% kolonizaci FE. Jelikoz kvalita obarveni vzorkl nebyla
konstantni, byla do programu MS Excel zaznamenana rovnéZz mira kvality v procentech

pro kazdé zorné pole.

Y

£

Obr. 7: Piiklad tseku kofene AO kolonizovaného AMF i FE (zvétseni 200x). Usecka v pravém
dolnim rohu odpovida 100 pm.

3.2.4 Zpracovani dat

Nejprve byla spoctena priimérna procentudlni kolonizace AMF, vezikul, arbuskul a FE
Vv jednotlivych vzorcich. Pro kazdy vzorek byla spoctena i primérna kvalita obarveni, ktera
byla v nasledujicim vyhodnoceni pouzita jako vaha jednotlivych vzorku.

Z vysledného souboru dat byl v programu R (R Core Team 2021) vyhodnocen vliv
rozdilné dostupnosti zivin na procentualni zastoupeni vyhodnocovanych charakteristik
(celkova kolonizace AMF, jejich vezikul a arbuskul, a kolonizace FE). Pouzitou metodou
byla dvoucestna ANOVA. Odhadnuta procenta kolonizace byla upravena arcsinovou

transformaci.
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3.3 Stanoveni spoleCenstva AMF a FE v korenech
pokusnych rostlin

3.3.1 Priprava koirenu
Kofeny uschované na zpracovani molekularnimi metodami byly dva dny pfed zpracovanim
vyjmuty z mrazaku a ponechany pii pokojové teplot¢.

Koteny (5-15 mg) byly nastiithany na malé segmenty do 2ml mikrozkumavek tak,
aby vypliovaly maximalné polovinu objemu. Pokud bylo biomasy vice, vzorek se rozdélil
do vice mikrozkumavek. Kotfeny byly drceny na oscilacnim mlynu Retsch 400MM 8-10
kovovymi kulickami pii frekvenci 24 Hz po dobu 20 min. Vzorky, ve kterych
po dvacetiminutovém mleti zlstavaly drobné segmenty, byly mlety jest¢ po dobu nékolika

dal$ich minut.

3.3.2 Izolace DNA - CTAB protokol
Na izolaci DNA z kotfent byla pouzita modifikace CTAB metody (Doyle & Doyle, 1987).

Do mikrozkumavek s rozdrcenymi kotfeny bylo pfidano 700 pl zasobniho roztoku
CTAB. Pokud bylo materialu vice, bylo pfidano jest¢ po 300 ul zasobniho roztoku tak, aby
veskery prasek vytvoril tekutou suspenzi. Uzaviené zkumavky byly proklepanim
promichéany a pfes noc inkubovany na tfepacce pfi teploté 50 °C.

Réno byly zkumavky stoceny na stolni centrifuze po dobu 2-3 s. Supernatant byl
prenesen do novych 1,5ml mikrozkumavek a vzorky, jez byly rozdé€leny, byly slity
dohromady. Objem vsech vzorkt byl upraven na 700 pl. Pokud mél vzorek objem vétsi, byl
pfebytek zamraZen, pokud bylo naopak vzorku méné, byl dolit zdsobnim roztokem.

Poté bylo v digestoti pfidano 500 pl smési chloroformu s isoamylalkoholem (24:1).
Zkumavky byly n€kolikrat pfevraceny a po 10minutovém stani byly centrifugovany po dobu
10 min pii 10 000 rpm. Tim se vytvofilo viditelné rozhrani mezi vodni a chloroformovou
fazi.

Do novych 1,5 ml zkumavek byla v digestoii pfepipetovana horni vodni faze. K ni
bylo pfidano 500 pl vychlazeného isopropanolu. Pfed centrifugovanim byly vzorky opét
n¢kolikrat prevraceny a nasledné staly alespon 30 min pii teploté —20 °C. Na centrifuze byly
otaCky zvyseny na 13 000 rpm a Cas nastaven na 5 min.

Tim vznikl na dné¢ zkumavky drobny pelet DNA, od kterého byla odpipetovana
kapalina. Po ptidani 400 ul vychlazeného 96% ethanolu byla zkumavka proklepnuta, aby se
pelet uvolnil od stény. Vzorky byly opét centrifugovany po dobu 5 min pii 13 000 rpm.
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Kapalina byla odpipetovéna a zbyly pelet byl zalit 200 pl vychlazeného 70% ethanolu.
Nasledné proklepnuti opét uvolnilo srazeninu. Zkumavky byly centrifugovany po dobu
Smin pfi 13 000 rpm. Veskera kapalina byla znovu opatrn¢ odpipetovana a pelet byl

ponechan pii pokojové teploté doschnout.

Do mikrozkumavek bylo nasledné pfidano 105 pl TE pufru. Za obcasného
proklepavani byly vzorky inkubovéany alespoii 30 min pii pokojové teploté. Pied dalSim
postupem byla odebrana cast vzorku na kontrolu kvality pomoci elektroforézy: 3 ul DNA
byly smichany sbarvivem GelRed a naneseny na 1,5% agarézovy gel v TBE pufru.
Po kontrole byl vzorek DNA purifikovan komerénim kitem PowerClean DNA Clean-up Kit
(Qiagen) dle navodu vyrobce. Nasledné byly koncentrované vzorky nafedény v poméru 1:10

se sterilni vodou.

3.3.3 PCR

Béhem semi-nested PCR (polymerazova fetézova reakce) byly amplifikovany fragmenty
dlouhé 250 bp z oblasti 18SSU rDNA. Pouzit byl par primert specificky pro AMF —
AMV4.5NF a AMDGR dle Sato et al. (2005).

Cela priprava vzorkd na PCR probihala na ledu, aby nedoslo k degradaci vyizolované
DNA. Potiebné reagencie byly spfedstthem vyndany zmrazaku a pied pouzitim
promichany. Pro PCR byly pouzity tzv. barcodované primery, které na svém 5" konci nesly
10bazovou identifika¢ni sekvenci. Pfi pouZiti 4 rizné barcodovanych AMDGR primert a 19
rizn€ barcodovanych AMV4.5NF primert bylo mozné vytvofit celkem 76 barcodovych
kombinaci, které¢ byly dostate¢né pro rozliseni vSech vzorkl. Vzdy 19 vzorkd mélo stejny
AMV4.5NF barcode primer, a navzajem byly odliSovany pomoci AMDGR barcode primert.
Na 19 vzorku bylo pouzito 205 pl sterilni H20, 43,4 ul primeru a 358,7 ul Plain PP mixu.

Promichand smés byla rozpipetovana do stripi po 29,4 pl smési. Nasledn¢ bylo
do stript ptidavano 2,1 pl ptislusného AMDGR barcode primeru. Z kazdého vzorku bylo
odebrano do novych stripti 4,5 pl pro negativni kontrolu. Do vzorkil byly pfidany 3 ul
templatové DNA. Tyto zkumavky byly jesté rozdéleny na dvé opakovani po 10 pl,
pro eliminaci vlivu biasu vznikajiciho pti PCR.

Nasledné byly vSechny stripy vlozeny do cykleru s nastavenym programem: 95 °C
na 3 min; 30x: 95 °Cna30s,55°Cna30sa72°Cna30s;72°C na30saholdnal5 °C.
U vzorkil s malou koncentraci bylo mnozstvi cykli zvySeno na 35. Vysledek PCR reakce byl

zkontrolovan elektroforézou na agarosovém gelu.
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3.3.4 Vyrezavani z gelu

Byl ptipraven 1,5% agarézovy gel v 1x TBE pufru. Po 30 minutach tuhnuti byl gel vlozen
do elektroforézy a zalit 1x TBE pufrem. 28 ul z jednotlivych vzorkt ziskanych z PCR
reakce bylo smichano s 5 ul nanaseciho pufru s barvivem Sybr Green. Po 10 min inkubace

byla smé€s nanesena na gel a spusténa elektroforéza.

Hotovy gel byl pfenesen na modré svétlo, kde byly pomoci skalpelu vyfiznuty
prouzky kazdého vzorku o piiblizné délce 280 bp. DNA byla z gelu extrahovana a piecisténa
kitem Macherey Nagel NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel) dle navodu

vyrobce.

3.3.5 Stanoveni koncentrace DNA
Koncentrace DNA v jednotlivych vzorcich byla stanovena fluorometrem Qubit 2.0 (Thermo
Fisher Scientific) pomoci dsDNA BR Assay kitu.

Nejprve byl pfipraven roztok pro ptislusny pocet vzorkl s rezervou: 199 pl Qubit
Buffer a 1 ul Qubit Reagent na jeden vzorek. Dale byly pfipraveny dva standardy: S1
obsahoval 190 pl roztoku barviva a 10 pl zasobniho roztoku Standardu 1; S2: obsahoval
190 pl roztoku barviva a 10 ul zasobniho roztoku Standardu 2. Zkumavky byly promichany
a ponechany 5 min inkubovat ve tmé pti pokojové teploté.

Do novych zkumavek bylo napipetovano 199 pl barviva a 1 pl jednotlivych vzorku.
Po promichéani byly inkubovany po dobu 5 min opét ve tmé& pii pokojové teploté.

Ptistroj byl nejprve zkalibrovan zméfenim standardi S1 a S2. Dale byly méteny
zkumavky s jednotlivymi vzorky. Jednotlivé hodnoty byly zaznamenany do programu MS

Excel.

3.3.6 Priprava vzorkd pro sekvenovani DNA
Z koncentrace vzorkd bylo vypocteno, jaky je tfeba jejich objem, aby ve vysledném poolu
bylo od kazdého vzorku 20 ng DNA. Zjistény objem od kazdého vzorku byl pfepipetovan
do jedné mikrozkumavky. Vysledna smés byla purifikovana pomoci Agencourt AMpure XP
magnetickych kulicek. Ke 173 pl smési bylo pfidano 277 pl magnetickych kulicek (pomér
objemi 1:1,6), po magnetické separaci a dvojitém proplachnuti kulicek 70% ethanolem byla
DNA eluovana do 40 ul TE pufru.

Koncentrace DNA byla ovéfena pomoci Qubit 2.0 (dsDNA BR Assay kitu, viz vyse)

a finalni vzorek byl odeslan firmé¢ SEQme na 250 bp paired-end Illumina sekvenovani.
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3.3.7 Zpracovani NGS dat
Vystupem sekvenovani byly 2 soubory formatu fastq dohromady s 1 133 208 Illumina ready.

Prvni soubor obsahoval data ze sekvenovani molekul od forward a druhy od reverse primeru

(kazdy ze souborti obsahoval 566 604 readl).

Prvnim krokem bylo odpovidajici parové ready z obou soubort (od forward a reverse
konce) spojit v kontinualni sekvence v programu SEED2 (Vétrovsky et al. 2018). Toto
spojeni bylo provedeno byl-li piekryv readli minimalné 25 bp a v ném shoda bazi minimalné
25 %. Poté byly v programu PipeCraft 2 odstranény nedostateéné kvalitni sekvence: s vice
nez dvéma potencidlné chybné ctenymi bazemi (1 % z celkové délky cilové sekvence)
a sekvence kratsi nez 150 bazi. Vysledny soubor obsahoval 554 656 spojenych sekvenci.

Rozttidéni sekvenci do jednotlivych vzorki dle barcodii probéhlo opét v programu
SEED?2. Nejprve byl vyhledan barcode forward primert AMV4.5NF. Do nazvu sekvence
bylo pfidano oznaceni barcodu a samotny primer byl ze sekvence odstranén. To samé bylo
provedeno i sbarcody reverse primerdi AMDGR. Vysledna kombinace barcodli v nazvu
umoznila pfifadit k sekvencim nazvy vzorkl, ze kterych byly ziskany. Tim byly vzorky
pfipraveny na identifikaci sekvenci.
3.3.7.1 Identifikace AMF
K identifikaci taxonii AMF byla pouzita data z online databaze MaarjAM (Opik et al. 2010).
Tato databaze zahrnuje verifikované AMF sekvence, které jeji autofi klasifikovali do tzv.
virtudlnich taxonti (VTX) na zadkladé fylogenetickych analyz. Blast analyza probéhla
v programu SSu-pipeline (Vasar et al. 2017) v operacnim sytému Linux. Pro analyzované
sekvence byly hledany jim nejpodobnéjsi databazové sekvence zndmych AMF taxont.

Pokud dana analyzovana sekvence vykazovala minimalné 97% sekven¢ni podobnost
pii minimalné 95% délce parového alignmentu s nejpodobnéjsi databazovu sekvenci
konkrétniho AMF taxonu, byla povazovana za dany AMF taxon. V programu Mothur pak
byly vybrany veskeré detekované sekvence AMF ptvodu a v programu SEED2 k nim bylo
pfifazeno jméno daného taxonu.
3.3.7.2 Identifikace FE
Zbytek sekvenci, které neprokazaly shodu s zadnym taxonem podkmene Glomeromycotina,
byl podroben dal$i analyze. Nyni byla cilem identifikace sekvenci FE z podkmene
Mucoromycotina. Tato skupina organismi nema svou databazi, a tak byla dle Albornoz et al.
(2021) pouzita databaze SILVA (Quast et al. 2013).
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Nejprve byly v programu SEED2 vytvoteny clustery zahrnujici sekvence o vzajemné
podobnosti alespon 97 %. Z kazdého clusteru byla vybrana nejcastéjsi sekvence, ktera byla
nasledné podrobena porovnavani se SILVA databazi. Z vysledného souboru dat byly

odstranény sekvence, které mély shodu s databazi mén¢ nez 95 %.

Ziskané sekvence mohly odpovidat rliznym skupindm organismi. Byly tedy
filtrovany pouze ty, které spadaly do podkmene Mucoromycotina. Z tohoto podkmene byly
jako cilové clustery sekvenci vybrany pouze ty, které nespadaly pod Zzadny znamy

nemykorhizni rod ¢i druh.

3.3.7.3 Zpracovani finalniho souboru dat

Nakonec byl v SEED2 vytvofen spolecny soubor pro detekované taxony z podkment
Glomeromycotina a Mucoromycotina. Pro kazdy vzorek byl odlisny pocet cilovych
sekvenci, coz bylo nevhodné pro naslednou analyzu. Bylo tedy ke kazdému vzorku vybrano
nahodné¢ 800 sekvenci.

Data ze SEED?2 byla ulozena v programu MS Excel, kde byly odstranény ready pod
0,5% hranici z celkového poctu sekvenci. Dle MaarjAM databaze byly K jednotlivym
skupinam pfifazeny nazvy éeledi, ptipadné druhu.
3.3.7.4 Statistické vyhodnoceni
Vysledny soubor dat byl pouzit k popisu zmén diverzity a sloZeni spolecenstva AMF a FE
v odpovédi na razné kombinace zivin. Odpovéd’ sloZeni spolecenstva byla vyhodnocena
v programu Canoco 5 (Ter Braak & Smilauer 2012), kde pro vsechny testované hypotézy
byla pouzita metoda RDA (redundané¢ni analyza).

Odpovéd’ druhové diverzity métfené indexem N2 (Hill 1973), ktery piedstavuje
efektivni pocet druhd, byla hodnocena pomoci analyzy variance. K porovnani intenzity
kolonizace kofent a slozeni spoledenstva byly v programu Canoco 5 (Ter Braak & Smilauer
2012) taktéz provedeny analyzy RDA.

V programu R (R Core Team 2021) byl testovan vliv jednotlivych hladin oSetieni
a druhu hostitelskych rostlin na soucet vSech readi OTU FE. PouZzitou analyzou byla
dvoucestna ANOVA.

Soucet OTU FE byl korelovan s kolonizaci kofent FE také v programu R (R Core
Team 2021) Pearsonovym korela¢nim koeficientem. Data obou proménnych byla nejprve

logaritmicky transformovana.

21



3.4 Chemicka analyza

3.4.1 Priprava biomasy

Byla provedena chemicka analyza obsahu dusiku, uhliku a fosforu v nadzemni biomase.
Listy byly nejprve nastiihany na malé segmenty, z nich bylo odvazeno 0,25-0,3 g pro kazdy
vzorek. Biomasa byla nasledné mleta na oscilanim mlynu Retsh 400 MM o frekvenci
29 Hz. Listy PA, PL a BO byly mlety po dobu 5 min, listy AO byly tvrdsi, a tak mleti bylo

prodlouzeno na 9 min.

3.4.2 Analyza fosforu (FIA)

K analyze fosforu v pevnych ¢astech rostlin byla zvolena metoda pritokové injek¢ni analyzy
(FIA).Do zkumavek bylo odvazeno 5-10 mg jemného prasku z kazdého vzorku (piesna
navazka byla zaznamendna). K témto zkumavkam byla pfipravena jest¢ 2 slepa stanoveni
a 6 standardi z roztoku KH2P4 0 znamé koncentraci.

Do v8ech zkumavek bylo pfidano 0,25 ml koncentrované HNOs. Oteviené nadoby
byly na 30 min umistény do mineralizaéniho bloku ptedehiatého na 115 °C. KdyZ zchladly,
bylo do nich ptidano 0,6 ml zfedéné HC1O4. Poté byly opét piesunuty do bloku, tentokrat
nahtatého na 170 °C, kde byly 2 hodiny zahiivany az do Uplného odbarveni. Po zchladnuti
byly vzorky nafedény 10 ml redestilované vody a pevné uzavieny. Zkumavky byly
promichany a ponechany 1 hodinu hydrolyzovat pii 100 °C.

Z vychladlého a pies noc odstatého vzorku byly odebrany 2 ml do nové zkumavky.
Do ni pak bylo pfidino 8 ml zfedéné HCIOs. Ztohoto pétkrat ziedéného roztoku byla
spektrofotometrem zjisténa koncentrace fosforu po mineralizaci [ug/l] a z ni spocitan obsah
fosforu na 1 g vzorku.

Vypocitané hodnoty byly zaznamenany do programu MS Excel. Vystupem
byly v programu R (R Core Team 2021) vytvotené Box-and-whiskers diagramy.

3.4.3 Analyza dusiku a uhliku (TCD)
Obsah dusiku a uhliku byl méfen teplotné vodivostnim detektorem (TCD).

Na mikroanalytické vaze byly navézeny Vv kovové kapsli ptfiblizné 4 mg od kazdého
vzorku. Pfesna navazka kazdého vzorku byla zaznamenana. Prasek byl pinzetou peclivé
zabalen do kovu tak, aby se nevysypal. Do pfistroje byly vzorky dédvany v zaznamenaném
potadi.

Ziskané hodnoty obsahu byly zapsany do programu MS Excel. Vystupem
byly v programu R (R Core Team 2021) vytvoiené Box-and-whiskers diagramy.
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4 Vysledky
4.1 Hostitelské rostliny

Vysledny stav rostlin pfed ukonéenim sklenikového pokusu ukazuji Obr. 8 az Obr. 11.

Hmotnost jejich nadzemni a kofenové biomasy po ususeni shrnuje Tab. 2.

Tab. 2: Primérné hmotnosti (g) nadzemni biomasy a biomasy kofeni pro jednotlivé zasahy (N —

ptidany dusik, P — pfidany fosfor, NP — pfidané ob¢& Ziviny, 0 — kontrola) se smérodatnou odchylkou

(SD).

AO PA BO PL
Primér SD | Primér  SD Primér SD | Primé  SD
N 1,90 0,20 0,20 0,07 - — 1,58 0,61
Biomasa | P 0,65 0,07 0,62 0,21 0,59 0,09 1,39 0,16
list NP 8,12 0,68 3,46 0,54 0,70 0,16 4,98 1,30
0 0,61 0,05 0,18 0,02 0,24 0,03 0,99 0,11
N 1,07 0,09 0,06 0,03 - — 0,47 0,17
Biomasa | P 0,93 0,12 0,43 0,20 0,70 0,17 1,57 0,35
kofenii | NP 3,32 0,93 0,69 0,13 0,26 0,04 1,24 0,41
0 0,64 0,07 0,08 0,02 0,19 0,03 0,74 0,08
Druh  PL stihl vytvofit v kontrolnim zasahu 1-3 kvétenstvi na kvétinac,

vV nddobach s pfidanym dusikem 2-9 a pfi oSetfeni obéma hnojivy 22-32. Rostliny hnojené
samotnym fosforem nezaloZily kvétenstvi.

Pfi hnojeni dusikem byly zaznamenany uhyny semenackt. Pro PL to znamenalo
ztratu jedné rostliny ve tfech kvétinacich a dvou rostlin v jednom kvétinaci. V piripadé¢ BO
neptezila hnojeni dusikem ani jedna rostlina. Pfi kombinaci obou hnojiv BO nepfezila prvni
hnojeni, dosazené semenacky se ale uchytily. Z nich po druhém hnojeni uhynula jedna ¢i dvé

rostliny na kvétinac. U obou druht trav pfezil plny pocet jedinci.
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Obr. 8: Stav AO pted ukonc¢enim pokusu.
Rostliny jsou sefazeny do sloupcii dle oSetfeni ~ Rostliny jsou sefazeny do sloupcii dle oSetfeni

v potadi kontrola, ob¢ ziviny, dusik, fosfor. v poradi kontrola, ob¢ ziviny, dusik, fosfor.

Obr. 10: Stav BO pted ukonéenim pokusu. Obr. 11: Stav PL pied ukoncenim pokusu.

Rostliny jsou setazeny do sloupct dle oSetieni Rostliny jsou sefazeny do sloupct dle osetfeni

Vv potadi kontrola, ob¢ ziviny, dusik, fosfor. v poradi kontrola, ob¢ ziviny, dusik, fosfor.
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4.2 Chemické analyzy

Jak lze vidét na Obr. 12, v rostlinach pohnojenych samotnym dusikem byl jeho obsah
nejvetsi v porovnani s ostatnimi druhy oSetfeni. Mén¢ dusiku bylo ve vzorcich, ke kterym
byly pifidavany ob¢ ziviny, poté v kontrolnich kvétinacich. Nejméné dusiku obsahovala

nadzemni biomasa rostlin, kterym byl piidavan pouze fosfor.
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Obr. 12: Box-and-whiskers diagram zobrazujici mnozstvi dusiku [mg] v g susiny nadzemni biomasy
Vv zavislosti na jednotlivych oSetfenich. Ctrl — kontrola, NP — pfidané obé ziviny, N — pfidany dusik,

P — ptidany fosfor.

Obr. 13 ukazuje, ze nejvétsi obsah fosforu byl ve vzorcich, jez byly oSetfeny obéma
hnojivy nebo fosforem. Vyrazné méné fosforu bylo v kontrolnich kvétinacich a v oSetfeni
dusikem.

Pomér C:N byl nejvyssi v oSetteni fosforem. Hodnoty byly niZ§i v ptipadé
kontrolnich vzorkii a ve vzorcich s obéma pfidanymi Zivinami. NejmenSi pomér byl

zaznamenan po piidani dusiku do substratu (Obr. 14).
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Obr. 13: Box-and-whiskers diagram zobrazujici mnozstvi fosforu [mg] v g suSiny nadzemni

biomasy v zavislosti na jednotlivych osetfenich. Ctrl — kontrola, NP — ptidané ob¢ Ziviny, N —

ptridany dusik, P — pfidany fosfor.
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Obr. 14: Box-and-whiskers diagram zobrazujici pomér uhliku a dusiku v nadzemni biomase

Vv zavislosti na jednotlivych oSetfenich. Ctrl — kontrola, NP — pfidané obé ziviny, N — pfidany dusik,

P — ptidany fosfor.
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4.3 Intenzita kolonizace korentit AMF a FE

Zmény méfenych parametrti mykorhizni kolonizace vlivem pfidani dusiku a fosforu shrnuje

Tab. 3.

Tab. 3: Vysledky analyz variance testujicich vliv jednotlivych typi oSetieni a ptislusnosti ke druhu
na zvolené charakteristiky mykorhizni kolonizace.

Osetteni: P — fosfor, N — dusik, * — interakce faktori, DF — stupné volnosti testované¢ho ¢lenu
modelu, p — dosazena hladina signifikance.

Residualni DF jsou u vSech analyz rovny 56.

Charakteristika Faktor | DF F p

Blok 4 0,5 0,758

N 1 | 240,2 |<0,001

P 1 | 310,2 |<0,001

Celkova AM Druh 3 23,1 | <0,001

kolonizace N*P 1 | 1319 |<0,001

N*Druh 3 17,1 | <0,001

P*Druh 3 4,1 0,010

N*P*Druh | 2 3,6 0,033

Blok 4 0,7 0,609

N 1 | 152,9 |<0,001

P 1 | 435,7 |<0,001

Druh 3 20,6 | <0,001
Arbuskuly

N*P 1 88,8 |<0,001

N*Druh 3 13,8 | <0,001

P*Druh 3 8,6 <0,001

N*P*Druh | 2 4,2 0,020

Blok 4 2,4 0,061

N 1 | 261,9 |<0,001

P 1 53,3 |<0,001

i Druh 3 446 | <0,001
Vezikuly

N*P 1 22,1 | <0,001

N*Druh 3 26,2 | <0,001

P*Druh 3 1,7 0,176

N*P*Druh | 2 3,8 0,029
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Charakteristika Faktor | DF F p
Blok 4 1,7 0,166
N 1 441 | <0,001
P 1 | 303,8 |<0,001
FE Druh 3 48,5 | <0,001
N*P 1 86,3 |<0,001
N*Druh | 3 6,8 | <0,001
P*Druh 3 4,0 0,012
N*P*Druh | 2 10,5 | <0,001

4.3.1 Celkova kolonizace AM

Na celkovou miru kolonizace AMF ma vliv jak hnojeni fosforem ¢i dusikem, tak i samotna
druhova pfislusnost rostliny. Interakce uvedenych faktorti byla taktéz signifikantni. Efekt
bloku nebyl prikazny (Tab. 3).

Z Obr. 15 lze vy¢ist, ze samotné pridani fosforu mélo nepatrny vliv na kolonizaci
AMF u dvoudéloznych rostlin oproti kontrolnim (nehnojenym) rostlinam. Naproti tomu

u trav byl zaznamenan zietelny pokles celkové kolonizace AMF po ptidani fosforu. Hlavni

Mrwe

Svwr

zaznamenana ve vSech rostlinach, které byly hnojeny jak fosforem, tak i dusikem.
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Obr. 15: Graf shrnujici vysledky analyzy variance testujici vliv oSetfeni a druhové pfislusnosti
na celkovou kolonizaci AM houbami. Zobrazené hodnoty jsou bez arcsinové transformace. Kromé
primérnych hodnot (kolecka) jsou zobrazeny i 95% konfidenéni intervaly.

Modra — osetfeni bez ptidaného dusiku, Cervena — pridany dusik, P = n — oSetfeni bez ptidaného

fosforu, P =y — ptidany fosfor.
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4.3.2 Arbuskularni kolonizace

Stejné jako u celkové kolonizace AM houbami bylo prokazano, ze vliv na procentudlni
zastoupeni arbuskul mé& hnojeni fosforem ¢i dusikem, druhova piislusnost rostliny

i kombinace uvedenych faktord. Efekt bloku byl neprikazny (Tab. 3).

S pfidanym fosforem kleslo oproti kontrole procentudlni zastoupeni arbuskul
Vv kofenech trav i dvoudéloznych rostlin (Obr. 16). Kombinace hnojiv vedla k nejmensimu
vyskytu arbuskul. Pridani samotného dusiku vedlo k zvySeni vyskytu arbuskul u trav, ale
ke snizeni jejich zastoupeni v PL.

| | | | |
P=n P=y

.. f :
. | ro
o i

| | | I | | |
AO PA BO PL AO PA BO PL

Druhy

Zastoupeni arbuskul [%]

Obr. 16: Graf shrnujici vysledky analyzy variance testujici vliv oSetfeni a druhové prislusnosti
na zastoupeni arbuskul. Zobrazené hodnoty jsou bez arcsinové transformace. Kromé primérnych
hodnot (kolecka) jsou zobrazeny i 95% konfidenc¢ni intervaly.

Modra — oSetieni bez pfidaného dusiku, ¢ervena — ptidany dusik, P = n — oSetfeni bez ptidaného

fosforu, P =y — ptidany fosfor.

4.3.3 Vezikularni kolonizace
V piipadé procentudlniho zastoupeni vezikul byl prokazan efekt dusiku, fosforu, druhové
pfislusnosti 1 interakci vétSiny faktorti. Nepriikazna byla interakce vlivu fosforu a druhové
ptislusnosti a také — jako v ostatnich pfipadech — rozdily mezi bloky (Tab. 3).

S pfidanym samotnym dusikem zastoupeni vezikul mirné pokleslo u trav i PL, ale
pokles u dvoudéloznych druhl byl vyrazny, pokud byl piidavan i fosfor. Nejvyrazngjsi
reakce na kombinaci dusiku a fosforu se projevila u BO (Obr. 17).
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Obr. 17: Graf shrnujici vysledky analyzy variance testujici vliv oSetfeni a druhové piislusnosti
na zastoupeni vezikul. Zobrazené¢ hodnoty jsou bez arcsinové transformace. Kromé primérnych
hodnot (kolecka) jsou zobrazeny i 95% konfiden¢ni intervaly.

Modra — oSetfeni bez pridané¢ho dusiku, ervena — pridany dusik, P = n — oSetfeni bez ptidané¢ho

fosforu, P =y — ptidany fosfor.

4.3.4 Kolonizace FE

| pro kolonizaci FE byl prokazan vliv hnojeni dusikem i fosforem, vliv druhové piislusnosti
rostlin a také interakce jednotlivych faktori. Neprikazny byl opét rozdil mezi bloky
(Tab. 3).

Obr. 18 ukazuje, ze s pridanim fosforu se u vSech druhd snizila kolonizace FE,
a pokud byl pfidan v kombinaci s dusikem, byla kolonizace kofeni vSech druhti téméf

nulova. Pokud byl aplikovan pouze dusik, kolonizace FE oproti kontrole mirng vzrostla.
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Obr. 18: Graf shrnujici vysledky analyzy variance testujici vliv oSetfeni a druhové piislusnosti
na kolonizaci FE. Zobrazené hodnoty jsou bez arcsinové transformace. Krom¢é pramérnych hodnot
(kolecka) jsou zobrazeny i 95% konfidenc¢ni intervaly.

Modra — oSetieni bez pfidaného dusiku, Cervena — ptidany dusik, P = n — oSetfeni bez ptidaného

fosforu, P =y — ptidany fosfor.

4.4 Slozeni a diverzita spole¢enstev zkoumanych hub

4.4.1 Spole€enstva AM hub

V kofenech vSech druhii hostitelskych rostlin bylo nalezeno celkem 43 VTX (Pfiloha 1,
Pfiloha 2). Po¢et VTX v kofenech jednotlivych druhti v zavislosti na typu hnojeni shrnuje
Tab. 4.

Tab. 4: Pocet VTX v kofenech jednotlivych druht a typech hnojeni. N — ptidany dusik, P — pfidany

fosfor, NP — pfidané ob¢ ziviny.

Druh N P NP Kontrola Celkem
A. odoratum 15 20 26 17 32
P. angustifolia 15 22 32 20 38
B. officinalis - 16 30 15 31
P. lanceolata 16 22 22 16 31

Rozdil ve slozeni AMF spolecenstva oproti kontrole byl prokazan pro vSechny typy
hnojeni (Tab. 5). Na Obr. 19 a Obr. 20 je zobrazeno 25 VTX, které nejlépe odpovidaji
na zkoumany vliv hnojeni N, resp. P. Zatimco na zvySenou dostupnost N negativné
reagovalo 9 ze 25 zobrazenych nejvice reagujicich druhti, v pifipadé P jich bylo jen 5,

pfiemZ na ob€ Ziviny negativné reagovaly pouze taxony VTX 193 (z <celedi
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Claroideoglomeraceae) a VTX 096 (z celedi Glomeraceae). Patrna je také rozdilna
preference taxoni VTX 113 a VTX 114, které na dodani N reaguji pozitivné, ale

na P negativné.

Tab. 5: Vysledky analyz RDA testujicich vliv jednotlivych typt hnojeni a vliv pfislusnosti ke druhu
hostitele na kompozici spole¢enstva AM hub v kotenech rostlin.
N — piidany dusik, P — ptidany fosfor, NP — pifidané obé Ziviny. F — hodnota F statistiky, p —

dosazena hladina signifikance, R?qj — upraveny koeficient determinace.

Vysvétlujici proménna F p R?adj
N 10,5 0,001 12,54%
P 7,1 0,001 8,44%
NP 4,4 0,001 5,00%
Druh 5,6 0,001 16,26%
(Q 4
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Obr. 19: Zména sloZeni spole¢enstva AM hub pii hnojeni dusikem.

Cerveny trojuhelnik uvadi, Ze dusik: n — nebyl p¥idan, y — byl ptidan. Sipky reprezentuji konkrétni
VTX, jejich barva odpovida jejich celedi (viz legenda). Zobrazeno je pouze 25 VTX, jejichz
zastoupeni nejlépe odpovida na ptidani dusiku. Dodani této ziviny vysvétluje 9,3% celkové

variability spolecenstva.
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Obr. 20: Zména slozeni spoleenstva AM hub pti hnojeni fosforem.
Cerveny trojithelnik uvadi, ze fosfor: n — nebyl piidan, y — byl pfidan. Sipky reprezentuji konkrétni
VTX, jejich barva odpovida jejich celedi (viz legenda). Zobrazeno je pouze 25 VTX, jejichz
zastoupeni nejlépe odpovida na ptidani fosforu. Dodani této ziviny vysvétluje 6,0% celkové

variability.

Komplexng&jsi pohled nabizi Obr. 21. Ten ukazuje, Ze spoleCenstvo AMF (zde
zastoupené opét pouze 25 VTX nejlépe odpovidajicimi na ptidani hnojiv) se po piidani
fosforu pfili§ neli§i od kontrolnich kvétinach. Vyraznéjs$i rozdil nastavd az v ptipade
kombinace obou hnojiv. Na samotny dusik reaguji vyrazné pozitivné dva taxony VTX 113
a 114, oba reprezentujici Rhizophagus irregularis. Vétsina taxont (17 ze zobrazenych 25)
s pfidanim obou Zivin zvysSila své relativni zastoupeni.

Slozeni spoleCenstev AMF se 1i8i v kotenech jednotlivych druht hostitelskych rostlin
(Tab. 5). Z 25 VTX nejlépe odpovidajicich na druh hostitelské rostliny se podobné druhové
slozeni objevuje u rostlin BO a PA, jak mizeme vidét na Obr. 22. V kofenech PL se
vyskytovaly predevSim VTX z ¢eledi Glomeraceae, naopak v AO byla nejvétsi bohatost
celedi AMF.
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Obr. 21: Zména sloZeni spoleenstva AM hub pfi rizné kombinaci obou hnojiv.

Cerveny trojuhelnik uvadi, Ze: n*n — nebylo pfiddno zadné hnojivo, n*y — odetfeni fosforem, y*n —
osetfeni dusikem, y*y — kombinace hnojiv. Sipky reprezentuji konkrétni VTX, jejich barva
odpovida jejich ¢eledi (viz legenda). Zobrazeno je pouze 25 VTX, jejichz zastoupeni nejlépe

odpovida na ptidani obou hnojiv. Dodani zivin vysvétluje 18,7% celkové variability.
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Obr. 22: Slozeni spolecenstva AM hub v kofenech jednotlivych druhti rostlin.

Cerveny trojuhelnik odpovida primérnému sloZeni spoledenstva pro rostliny daného hostitelského
druhu. Sipky reprezentuji konkrétni VTX, jejich barva odpovida jejich &eledi (viz legenda).
Zobrazeno je pouze 25 VTX, jejichz zastoupeni je nejlépe vysvétleno hostitelskym druhem. Tato

proménna vysvétluje 13,0% celkové variability.
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4.4.1 Diverzita spole€enstva
Na efektivni pocet VIX mély prukazny vliv hnojeni fosforem, interakce vlivu obou hnojiv
a interakce piidaného dusiku s druhovou piislusnosti rostliny (Tab. 6). Ostatni faktory

a jejich interakce nebyly prikazné.

Tab. 6: Vysledky analyz variance testujicich vliv jednotlivych typ hnojeni, ptislusnosti ke druhu
arozdild mezi bloky na diverzitu spoleenstva mykorhiznich hub. Byla provedena logaritmicka
transformace efektivniho poétu VTX. OSetieni: P — fosfor, N — dusik, * — interakce faktord, DF —

stupné volnosti testovaného ¢lenu modelu, p — dosazena hladina signifikance.

Faktor Df F p
Blok 4 2,2 0,079
N 1 0,1 0,748
P 1| 380 | <0001
Druh 3 2,0 0,122
N*P 1 16,1 | <0,001
N*Druh 3 4,8 0,0043
P*Druh 3 1,0 0,414
N*P*Druh | 2 0,4 0,645

Ptidani fosforu mélo za nasledek zvyseni efektivniho poctu taxont u PA a BO (Obr.
23). V piipadé¢ soucasného piidavani dusiku byl efekt fosforu vyrazngjsi (kromé AO)
aprojevil se iuPL. Hnojeni samotnym dusikem vedlo k vyraznému snizeni diverzity
u druhu AO.
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Obr. 23: Graf zobrazujici vysledky analyzy variance testujici vliv oSetfeni a druhové piislusnosti
na index diverzity (N2). Na svislé ose jsou vyneseny logaritmované hodnoty efektivniho poctu
VTX. Modra — oSetfeni bez pfidaného dusiku, ¢ervena — ptidany dusik, P = n — oSetieni bez

ptidaného fosforu, P =y — ptidany fosfor.

4.4.2 Spole€enstva FE

V kotenech hostitelskych rostlin se dohromady nachéazely 4 OTU, jez patfily k morfotypim
FE (Orchard et al. 2017). Vsechny byly urCeny jako potencidlni druhy z Celedi
Endogonaceae. Jeden z klasifikovanych OTU siln¢ dominoval. Nachazel se ve vSech
hostitelskych rostlinach pfi jakémkoli typu zasahu, také pocet jeho readl byl ve vzorcich
vyrazné vy$si nez U ostatnich. Zbyvajici tii OTU se vyskytovaly pouze v nékterych vzorcich.

Byl testovan vliv hnojeni a druhu hostitelské rostliny na soucet readd OTU
spadajicich pod podkmen Mucoromycotina identifikovana s FE, avSak ani jeden

ze zkoumanych vlivil nebyl prikazny (Tab.7).
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Tab. 7: Vysledky analyz variance testujicich vliv jednotlivych hladin oSetieni a piislu$nosti ke druhu
na pocet readit OTU FE.
Osetieni: P — fosfor, N — dusik, * — interakce faktordi, DF — stupné volnosti testovaného ¢lenu modelu

(residualni DF jsou u vSech analyz rovny 56), p = dosazena hladina signifikance.

Faktor DF F p
Blok 4 0,863 | 0,492
N 1 0,161 | 0,690
P 1 0,128 | 0,722
Druh 3 0,837 | 0,479
N*P 1 0,405 | 0,527
N*Druh 3 1,395 | 0,254
P*Druh 3 0,209 | 0,889
N*P*Druh 2 1,514 0,229

4.5 Porovnani intenzity kolonizace kofenti a slozeni

spole¢enstva
V RDA nebyla prokazana souvislost mezi celkovou ani arbuskularni kolonizaci a slozenim
spole¢enstva AMF (Tab. 8).

Taktéz korelace poctu readi OTU podkmene Mucoromycotina s kolonizaci FE

v kofenech hostitelskych rostlin nebyla prikazna (t = —0,624, DF= 73, p = 0,535).

Tab. 8: Vysledky analyz RDA testujicich souvislost kolonizace kotent rostlin AMF a kompozice
jejich spolecenstva.

F — hodnota F statistiky, p — dosazena hladina signifikance, R%gj — upraveny koeficient determinace.

Kolonizace F p R?adj
Arbuskularni 0,5 0,915 0,00%
Celkova 0,7 0,755 0,00%
Arbuskularni + celkova 0,7 0,894 0,00%
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pii spole¢ném piidavani obou zivin (Obr. 15, Obr. 16, Obr. 17). Jak ptedpokladala hypotéza
H1, pfidal-li se samotny fosfor, celkova infekce se zmensila. Pokles celkové kolonizace
symbiontim (Bennett & Groten 2022). Intenzivnéj$i pienos a spoluprace mezi rostlinou
a houbou funguje pfi nizsi koncentraci fosforu v pudé (Egerton-Warburton et al. 2007; Bever
2015).

V souladu s hypotézou H2 byl tento trend vyrazné&jsi u jednodéloznych hostitelskych
druhti, podobné jako to pozorovali Smilauer et al. (2021). Reakce spoledenstva AMF
zarovenn odpovida zjisténi Unger et al. (2016), Zze travy vice spoléhaji na sviij kofenovy
systém nez dvoudé¢lozné rostliny, jez lze povazovat za mykorhizni stratégy. Z hlediska
arbuskuldrni kolonizace byl zaznamenan pokles u vSech hostitelskych druhli bez ohledu
nato, do jaké skupiny patii.

Zvysené mnozstvi samotného dusiku v pidé vedlo k vysSimu vyskytu arbuskul
utrav, a naopak mensimu u PL (Obr. 16). To by nasvéd¢ovalo tomu, ze pii zvySeném
poméru dusiku ku fosforu v ptidé jsou travy schopné pruznéji reagovat nejen zvySenou
celkovou kolonizaci svych kofend, ale 1 specifickym navySenim mnozstvi mist pfenosu zivin

— arbuskul.

Pro vezikularni kolonizaci byl pokles pii zvySené dostupnosti dusiku zaznamenan
u vSech druhi (Obr.17). Vsechny skupiny AMF netvoii vezikuly (van Aarle & Olsson 2003).
Je tak obtizné rozhodnout, jakou roli vtom hraje zména v mnozstvi organickych latek
poskytnutych houbé hostitelem a jakou zména druhového slozeni spolecenstva.

Také pro FE kolonizaci byl prikazny vliv vSech typt hnojeni i druhu hostitelské
rostliny (Obr. 18). I tato skupina hub vykazovala nejmensi procento infekce, pokud byly
ptidany fosfor i dusik zarovenl. Samotny fosfor m¢l za nasledek sniZzeni kolonizace FE
u vSech druht hostitelti. Naopak ptidani samotného dusiku vedlo konzistentné k mirnému

zvySeni kolonizace FE.

Tato odli$na reakce FE kolonizace na dusik by mohla byt vysvétlena odlisnosti efektli
symbiozy s FE a AMF. Naprtiklad Field et al. (2019) zjistili (pro symbiotické jatrovky) vétsi
roli FE symbiontl v ziskdvani dusiku pro svého hostitele a ponékud vyssi t¢innost AMF

pii ziskévani fosforu.
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Glomeraceae s 25 VTX a Claroideoglomeraceae se 7 VTX (Ptiloha 1, Pfiloha 2). Stejné
tomu bylo ve studii Smilauer et al. (2020a), ktera probihala na stejné lokalité, ze které
pochézela ptida pouzitd v této praci. Autofi se zabyvali funk¢énimi vlastnostmi jednotlivych
VTX, konkrétné otazkou, jak rychle jsou houby schopny kolonizovat novy prostor (foraging
speed) a do jaké miry rozliSuji mista s vysokou a nizkou koncentraci zivin (foraging
precision). Bylo zjisténo, ze konkrétné Celed” Glomeraceae nekolonizuje cilové oblasti tak
rychle, ale ptesnéji vyhledava oblasti bohaté na Ziviny. U ¢eledi Claroideoglomeraceae tomu
bylo naopak. Ostatni Celedi byly tak malo zastoupeny, Ze odhady se nedaji vztahnout
na celou skupinu.

Zarovei bylo zjisténo, ze VTX, které je mozno kultivovat, mély spiSe nadprimérnou
foraging speed a foraging precision. Piikladem mohou byt VTX 113 a VTX 114, které
spadaji pod morfotyp R. irregularis (Opik et al. 2010). Taxon, ktery Sykorova et al. (2007)
Klasifikovali jako generalistu, se vmé praci vyskytoval zejména u rostlin oSetienych
dusikem. Smilauer et al. (2020a) u téchto VTX zjistili foraging speed vétsi nez u vétsiny
ostatnich VTX z ¢eledi Glomeraceae.

Z toho plyne, ze R. irregularis dokaze rychle osidlovat nové dostupna mista véetné
téch, kterd jsou bohatd na ziviny. Zarovei je schopen ziskat fosfor ze vzdalenosti az 10 cm
symbionta pro rostlinu, ktera mu tak preferen¢né alokuje uhlik (Bever 2015). Tim se tento
taxon mohl stat dominantou v kofenech rostlin hnojenych samotnym dusikem. Zarovei toto

Hypotéza H3 predpokladala pokles diverzity ve vzorcich hnojenych fosforem,
protoZe bylo oéekavano vyssi zastoupeni ¢eledi Glomeraceae a mensi zastoupeni ostatnich
(Treseder et al. 2018; Egerton-Warburton et al. 2007). Ziskana data ale dominanci jedné
Celedi neprokazala (Obr. 20). Pfidani fosforu zaroven mélo za nasledek zvyseni poc¢tu druhd
AMF (Tab. 4), ptestoze Egerton-Warburton et al. (2007) pii zvysSené koncentraci této ziviny
narazili na nejméné rozmanité spolecenstvo. Hypotéza tak byla zamitnuta.

Rozdilné vysledky miize mit na svédomi odliSnd metoda sbéru dat. Egerton-
Warburton et al. (2007) odvozovali skladbu spolecenstva ze zastoupeni spor v piidé¢ a ne
z molekuldrni analyzy. Jejich vysledky tak mohly vice odraZet pouze snizenou sporulaci

AMF v dasledku hnojeni.
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Jesté vice taxond se objevilo ve vzorcich, jez byly z kvétinacti s obéma hnojivy (Tab.
4, Obr. 21). Pocet VTX se zvysil u PA, PL a nejvyraznéji u BO. Avsak pro 19 z 20 takto
oSetfenych vzorki platilo, ze koncentrace DNA byla nizkd, a z toho divodu mnozstvi PCR
cykli bylo navysSeno na 35 (u ostatnich vzorkl toto bylo provedeno pouze 1x v pfipadé

ptidaného fosforu a 1x u dusiku).

Smilauer et al. (2020b) zaznamenali vyrazny rozdil mezi jedno- a dvoudéloznymi
druhy jak ve slozeni spolecenstva AMF, tak v jeho diverzité. Ve své studii se zabyvali mimo
jiné 1 tfemi rostlinnymi druhy shodnymi s touto praci. Konkrétné to byly AO, BO a PL.
Jejich vysledky ukazovaly vysokou podobnost mezi druhy BO a PL. Oproti tomu vysledky
této prace ukazuji vétsi podobnost druht PA a BO (Obr. 22), tedy napfti¢ skupinami jedno-
a dvoudéloznych. Taxonomicky nejbohat§si AMF spolecenstvo bylo u AO. Tato rostlina
pattici do jednodéloznych rostlin stejné bohatstvi AMF v &lanku Smilauer et al. (2020b)
neprojevila. Naopak — nejvétsi druhova bohatost byla u dvoudéloznych rostlin. Ke stejnym
vysledkiim jako Smilauer et al. (2020b) dosli také Davison et al. (2020), ktefi rovnéz
uvadéji, ze Celed” Claroideoglomeraceae se vyskytuje vice v jednod€loznych a celedi
Glomeraceae a Diversisporaceae a Gigasporaceae ve dvoudéloznych rostlinach. Ackoli
vmoji praci dominovala v kofenech PL celed” Glomeraceae (Obr. 22), nelze trend
Z ptedchozi studie pienést v plném rozsahu.

Porovnani miry kolonizace AMF a sloZeni spolecenstva piineslo zajimavou otazku.
Zatimco ve vzorcich s pfidanym dusikem 1 fosforem byla kolonizace téméf nulova,
objevovalo se zde nejvice VTX (Obr. 15 a Obr. 16). Pro¢ tomu tak bylo, mtize vysvétlovat
vySe zminéné tvrzeni Bever (2015), ze Uc¢inngj$i symbiont dokaZe vykonkurovat ostatni
houby. V kvétinacich s nedostatkem jedné Ziviny (tedy s piidanym dusikem nebo fosforem)
nebo obou zivin (kontrolni kvétinace) rostliny podporovaly nejicinnéjsi symbionty (napf.
R.irregularis v kofenech, které rostly v substratu s ptidanym dusikem). Rostliny tak
nepodporovaly symbidzu s jinymi, méné piinosnymi houbami. Pfi aplikaci obou zivin
rostliny omezily piisun uhliku viem symbiontim. Zadny druh tak nedominoval a AMF se
Vv kofenech vyskytovaly jen v pocatecnich stadiich kolonizace v podobé hyf. Také Liu et al.
(2015) vysvétlovali nariast rodi AMF pii vyssi koncentraci dusiku i fosforu poklesem
dominantniho rodu Glomus.

Alternativné mohlo jit o taxony vyskytujici se pouze na povrchu kotent, které

do symbiodzy viibec nevstoupily. Jednalo by se tak o taxony, které se v minoritnim mnozstvi
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mohly vyskytovat i na kofenech rostlin v jinych oSetienich, kde ale byly zastinény

dominantnimi taxony Bever (2015).

Béhem interpretace dat ze vSech vzorki, tedy bez ohledu na aplikované osSetteni, je
nutno brat v potaz problematiku sekvenac¢niho biasu. Pomér readi ve vysledném souboru dat
nemusi odpovidat realité, zejména na drobngjSich taxonomickych trovnich (Egan et al.
2018).

Hledani korelace mezi kolonizaci a slozenim spolecenstva dopadlo nepritkazné
pro AMF i FE (Tab. 8). Nebyl nalezen zadny vztah mezi témito dvéma piistupy. Plyne
zZ toho, ze mikroskopické vyhodnoceni a NGS sekvenovani ptinasi dva nezavislé pohledy. Je
proto velmi vhodné provadét je ve studiich mykorhiznich symbiontti oba (Gamper et al.
2008; Orchard et al. 2016; Vierheilig et al. 2005).

Vsechny OTU definované jako FE spadaji dle databaze SILVA (Quast et al. 2013)
mezi nepopsané druhy z ¢eledi Endogonaceae. Vliv hnojeni a druhu rostliny na slozeni jejich
spoleCenstva nebyl prikazny, a¢ Orchard et al. (2016) zjistili, ze vyskyt FE zavisi
na hostitelské rostling. Vysledky Vv této praci mohly byt zkresleny malym poétem FE taxonti.
Pravé piesné urceni poc¢tu OTU je ovlivnéno zvolenou metodikou analyzy dat (Albornoz
et al. 2021).

Pfi interpretaci ziskanych vysledku je dulezité mit na paméti, ze slozeni FE i AMF
spolecenstva bylo do zna¢né miry ovlivnéno tim, Ze se jedna o sklenikovy pokus. Diverzita
muze byt ovlivnéna vice metodou kultivace nez rozdilem v hostitelské rostliné (Sykorova
etal. 2007). Na spolecenstvo AMF ma vliv i zapojeni hostitelské rostliny do porostu

a interakce jejich kofenti S okolnimi jedinci (Zhang et al. 2022).
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6 Zaver

Mykorhizni symbidza u lu¢nich rostlin je mimo jiné ovlivnéna dostupnosti fosforu i dusiku.
Nejvyraznéjsi reakce se projevila po pridani obou hnojiv do pidy k hostitelskym rostlinam.
AMF 1 FE kolonizace byla témét nulova, ackoli taxonomicka diverzita byla nejveétsi.
Separatné mély ziviny odlisné ucinky 1 v zavislosti na druhové piislusnosti hostitelské
rostliny.

V kofenech, jez rostly Vv substratu se samotnym fosforem, poklesla celkova AMF
infekce — u jednodéloznych rostlin vyraznéji. Mensi procento kolonizace neznamenalo mensi
pocet VTX, stejné jako v ptipadé obohacovani obéma hnojivy. ZvySeny obsah dusiku v ptdé
mél za nasledek vétsi vyskyt arbuskul u trav, a naopak mensi u PL. Spolecenstvo VTX zde
ustoupilo dominantnimu druhu R. irregularis, ktery rychle kolonizuje mista bohata
na ziviny.

I nepftili§ prozkoumand symbiotickd skupina FE reagovala odlisné na jednotlivé

ziviny. Pfidani samostatného fosforu znamenalo stejné¢ jako u AMF pokles kolonizace.

Z vyse zminénych informaci plyne, ze pro poznani spolecenstva symbiotickych hub
je dulezité zkoumat jak procentudlni kolonizaci pod mikroskopem, tak sloZeni spolecenstva
molekularnimi metodami. Oba pfistupy ukazuji chovdni AMF 1 FE jinym zpiisobem a nabizi
dva nezavislé pohledy.
kofenli rostlin a jiné podminky, které se pfirozené¢ na louce vyskytuji, mohou
na spolecenstvo hub plsobit jinak nez zvolena metoda kultivace. V dalsim vyzkumu by bylo

tedy vhodné zaméftit se na efekt dusiku a fosforu na spolecenstvo AMF a FE v terénu.
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8 PFilohy

Piiloha 1: Seznam nalezenych celedi a do nich spadajicich VTX.

Celed’ VTX Pocet VTX | Nazev VTX
Acaulosporaceae 2 VTX00030, VTX00231
Ambisporaceae 1 VTX00283
Archaeosporaceae* 1 VTX00245
Claroideoglomeraceae y VTX00193, VTX00225, VTX00276, VTX00056,
VTX00057, VTX00055, VTX00340
Diversisporaceae 2 VTX00347, VTX00062
Gigasporaceae 2 VTX00052, VTX00049
VTX00113, VTX00108, VTX00387, VTX00114,
VTX00222, VTX00256, VTX00115, VTX00072,
VTX00219, VTX00212, VTX00134, VTX00125,
Glomeraceae 25 VTX00078, VTX00431, VTX00371, VTX00166,
VTX00344, VTX00153, VTX00096, VTX00149,
VTX00233, VTX00074, VTX00064, VTX00117,
VTX00457
Paraglomeraceae 3 VTX00281, VTX00444, VTX00308
Soucet VITX 43
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Priloha 2: Seznam VTX a jejich morfotypll. Zobrazen je pocet vzorku, ve kterych se nachazeli a

pocet readt jednotlivych VTX napfi¢ vSemi vzorky.

x , Pocet | Soucet
VTX Zkratka Morfotypy Celed vzorki | readi
VTX00030 | t030 Acaul_ospora Acaulosporaceae 52 3348
scrobiculata
Scutellospora
VTX00049 | t049 dipurpurescens, S. Gigasporaceae 3 69
aurigloba, S. calospora ,
VTX00052 t052 Scutellospora aurigloba, Gigasporaceae 33 763
S.calospora
VT X00055 t055 Claroideoglomeraceae 2 31
VT X00056 t056 Claroideoglomeraceae 10 236
VTX00057 | t057 Claroideoglomeraceae 4 100
VTX00062 1062 Diversisporaceae 3 22
Glomus Glomus 2, G.
VTX00064 | tos4 | Aricanum, Septoglomus Glomeraceae 2 60
furcatum, S. fuscum, S.
xanthium
VTX00072 t072 Glomeraceae 10 611
VTX00074 t074 Glomus Glomus 1 Glomeraceae 3 63
VTX00078 t078 Glomeraceae 6 278
VTX00096 t096 Glomeraceae 10 78
VTX00108 t108 Glomeraceae 50 1686
VTX00113 1113 Glomus intraradices Glomeraceae 73 9833
Glomus irregulare,
VTX00114 | tl14 Rhizophagus irregularis, Glomeraceae 57 1331
G. cf. irregulare
Glomus intraradices, G.
VTX00115 | t115 irregulare, G. Glomeraceae 35 677
vesiculiferum
VTX00117 t117 Glomeraceae 1 7
VTX00125 t125 Glomeraceae 28 379
VTX00134 t134 Glomeraceae 16 404
VTX00149 t149 Glomeraceae 4 61
VTX00153 t153 Glomus Glomus 5 Glomeraceae 5 78
VTX00166 t166 Glomus Glomus 5 Glomeraceae 11 78
Claroideoglomus
lamellosum, C.
VTX00193 | 1193 claroideum, C. luteum, | Claroideoglomeraceae 75 14389
Entrophospora
infrequens
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x Pocet | Soucet
VTX ZKratka Morfotypy Celed’ vzorkii | readi
VTX00212 1212 Glomeraceae 23 489
VTX00219 t219 Glomeraceae 28 507
VTX00222 1222 Glomus indicum Glomeraceae 48 1132
VTX00225 1225 Claroideoglomeraceae 38 865
VTX00231 1231 Acaulosporaceae 1 15
VTX00233 1233 Glomeraceae 2 83
VTX00245 1245 Archaeo:gr?err?ct(ri?ppel, A Archaeosporaceae 33 736
VTX00256 1256 Glomeraceae 27 911
VTX00276 1276 Claroideoglomeraceae 41 784
VTX00281 1281 Paraglomus laccatum Paraglomeraceae 68 3478
Ambispora fennica, A.
VTX00283 1283 gerdemannii, A. Ambisporaceae 9 222
granatensis
VTX00308 t308 Paraglomeraceae 1 2
VTX00340 t340 Claroideoglomeraceae 1 6
VTX00344 | t344 Glomeraceae 5 39
VTX00347 1347 Diversispora trimurales Diversisporaceae 1 13
VTX00371 1371 Glomeraceae 3 114
VTX00387 1387 Glomeraceae 41 1497
VTX00431 1431 Glomeraceae 6 114
VTX00444 1444 Paraglomeraceae 4 53
VTX00457 t457 Glomeraceae 1 5
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