JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICIICH
PRIRODOVEDECKA FAKULTA
KATEDRA BOTANIKY

2008

DIPLOMOVA PRACE

VLIV INOKULACE
VYBRANYCH EKTOMYKROHIZNICH HUB
NA RUSTOVE CHARAKTERISTIKY

SEMENACKU DUBU A BUKU

Vypracoval: Tomas Zibar
Skolitel: Miloslava Kavkova



Zibar T (2008): Vliv inokulace vybranych ektomykanhich hub natrstové
charakteristiky semegiai buku a dubu. [Influence of selected ectomycorthiza
fungi on growth characteristics of oak and beedullsegs.] Mgr. Thesis [in
Czech]

Annotation:

Ectomycorrhizal inoculation proved to be an usé&bol for promotig growth and survival of
nursery seedlings, but little research of inocalagractices has been done in the Czech
Republic so far. To fill this gap, effect of inoatibn ofLaccaria laccata andRussula
ochroleuca on growth characteristic of beech and oak seeslivag been evaluated.

ProhlaSuiji, Ze jsem tuto praci vypracoval samostgém s pouzitim uvedené literatury

V Ceskych Budjovicich, dne: .............cccoe...

Tomas Zibar



Poctkovani: Dkkuji své Skolitelce za nenahraditelné rady a och®tym rodéim a gateim
za nekogiici podporu a trivost



Obsah
1. Uvod
2. ReSerse

2.1 Mykorhiza
2.2. Ektomykorhiza
2.2.1. Ektomykorhizni rostliny
2.2.2. Ektomykorhizni houby
2.2.3. Struktura ektomykorhizy
2.2.4. Ektomykorhizni morfotypy a determinace

2.2.5. Vyznam ektomykorhizni symbiosy pro rostlin vy

2.2.6. Koncept late / early stage fungi
2.2.7. Specifita v ektomykorhizni symbiose

2.2.8. Souvislost struktury mykorhizy s kompatibili tou a r astovou

odezvou
2.3. Ektendomykorhizy
2.4. Inokulace semena ¢kt ektomykorhiznimi houbami
2.5.1. Vybér mykorhizni houby
2.5.2. Aplikace inokulace mykorhiznich hub
2.5.3. Metody inokulace
2.5.4. Persistence mykorhiznich hub po vysazeni
2.5.5. Koinokulace vice druhy mykorhiznich hub
2.6. Stru €na charakteristika pouzitych d  Fevin
2.7. Stru €na charakteristika pouzitych mykorhiznich hub
2.7.1 Laccaria laccata
2.7.2. Russula ochroleuca

3. Metodika

3.1. Izolace mykorhiznich hub a pouZzité izolaty
3.2. Plvod a p Fiprava osiva
3.3. Priprava inokula
3.3.1. Mycelialni suspenze
3.3.2. Vegetativni inokulum
3.4. Vyhodnoceni pokus U
3.4.1. Rustové charakteristiky
3.4.2. Mykorhizni kolonizace
3.5. Anatomicka srovnani mykorhizr aznych kmen U
3.6. Fruktifikace
3.7. Pouzita nomenklatura
3.8. Pokus 1
3.9. Pokus 2
3.10. Pokus 3
3.11. Pokus 4
3.12. Pokus 5

13

15

WNDNDNMNDNDN -

o b

10
11

14

15
17

18
18
18
19
19
19
19
19
20
20
21
22
22
23
24
24
25



4. Vysledky 27

4.1. Pokus 1 27
4.1.1. Pfrezivani semena ¢ka 27

4.1.2. Mykorhizni kolonizace 27

4.1.3. Rastové charakteristiky 29

4.1.4. Fruktifikace 29

4.2. Pokus 2 30
4.2.1. Pfezivani semena €ka 30

4.2.2. Mykorhizni kolonizace 30

4.2.3. Rustové charakteristiky 32

4.2.4. Fruktifikace 33

4.2.5. Anatomicka srovnani mykorhizr  Gznych kmen 33

4.3. Pokus 3 35
4.4. Pokus 4 35
4.4.1 Prezivani semena €k 35

4.4.2. Mykorhizni kolonizace 35

4.4.3. Rastové charakteristiky 35

4.5. Pokus 5 36
4.5.1. Prezivani semena €ku 36

4.5.2. Mykorhizni kolonizace 36

5. Diskuze 37
6. Zaver 48
7. Literatura 49

Priloha 1 (Tabulky a Grafy) |
Priloha 2 (Design experiment ) XX

Pfiloha 3 (Popisy hlavnich morfotyp G mykorhiz) XXIV
Priloha 4 (M éfené anatomickeé charakteristiky) XXXI



Tabulka
TR1
TR2
TR3
TR4
TR5
TR6
TR7
TRS

TP1.1
TP1.2
TP1.3
TP1.4
TP1.5
TP1.6
TP1.7
TP1.8
TP1.9
TP1.10
TP1.11
TP1.12
TP1.13
TP1.14
TP1.15
TP4.1

Str.
28
28
28
31
31
32
34
36

XV
XV
XV
XVI
XVI
XVII
XVII
XVIII
XVIII
XVIII
XIX
XX
XX
XXI
XXI
XXX

Obrazky
R1
R2
R3

P1.1
P1.2
P1.3
P1.4
P1.5
P1.6
P1.7
P1.8
P1.9
P2.1
pP2.2
P2.3
P3.1
P3.2
P3.3
P3.4
P3.5

Str.
29
32
34

I, 1l

i, 1IvV
V, VI

Vi

Vi

Vil, VIl
IX, X, Xl
XIl, X, X1V
XIX
XXII
XXII
XX
XXVII
XXVII
XXIX
XXIX
XXX



1. Uvod

Uplatiovani tradénich lesnickych metod zafifenych na maximalizaci produkcéegta
v uplynulych dvou stoletich vedlo k postupné degcadesi. JehlEnaté, zvlast smrkové,
monokultury na nefirozenych stanovistich trpi vykyvy klimatu, napathertoubovymi
patogeny, degradujiigplu a maji minimalni hodnotu z biologického a oclafakého hlediska
(HruSka et Cienciala 2003). \usledku zvysujicich se poZzadavka slozZeni lesa
vyplyvajicich z lesniho zakona .289/1995 Sb.), stoupa i poptavka po kvalitnich
sazenicich listnatychrevin.

Inokulace mykorhiznimi houbami byla jiz mnohokrét siét¢ aplikovana pro podporu
rustu a zlepSeni Sance sem#dana uchyceni po vysazeni. Vysledky vSak nejsovsSeeh
piipadech peswdcivé, zvlasE pokud se ziskané poznatky aplikuji mimo oblastopini
studie. Pozitivni efekt inokulace mykorhizni houlsmuntize projevit pouze vijpad, Ze je
zvolena odpovidajici kombinacéediny a mykorhizni houby pro lokalni podminky.
Metodiku inokulace semedi&i dievin je tedy vzdy nutné upravit pro cilovotedinu a
péstebni podminky. ¥Sina vyzkumu ve si¢, vénujici se praktickému uplatni inokulace
semendki mykorhiznimi houbami, byla zatifena na jehtinaté deviny, studii na listn&ich
byl publikovan omezeny get. V CR jsou zatim zku$enosti s aplikaci inokula
ektomykorhiznich hub z&a¢ omezené (Gryndler et al. 2004).

Kmen mykorhizni houby vhodny pro inokulace musi settopnost, krogpozitivni
rustové odezvy semediéi po inokulaci, kolonizavat v dost&teé mfe kaenovy systém a byt
schopny odolat kompétimu tlaku ostatnich mykorhiznich hub (Cordell edrk11994).

Bylo zaznamenano, Ze ¥kterych gipadech jeirstova odezva semetid spojena
s strukturnimi charakteristikami mykorhiz (Burgessl. 1994), tento vztah nebyl nikdy
testovan.

Cilem mé prace bylo vybrat a izolovat vhodné mykorhsymbionty pro inokulace
semendka dubu a buku, stanovit jaky je vliv inokulace riatové charakteristikythto

semendki a dale zjistit jak se kompatibilita symbiérddrazi na anatomii mykorhiz.



2. Literarni reSerse

2.1. Mykorhiza
Mykorhiza je: ,symbioticka, nepatogenni nebo glphtogenni, asociace, tema

houbou a k#eny rostlin“ (Hawksworth et al. 1996)u¥odre tento termin ozrmval
morfologickou strukturu, &n¢ se vSak pouziva i ve smyslu oZzagcim symbioticky vztah,
ktery na této strukiie probiha. Vice nez 90%gledi vysSich rostlin obsahuje zastupce
podilejici se nadgakém typu mykorhizy (Wang et Qiu 2006). Mykorhizpu sice
povazovany za mutualisticky vztah, neni to vSakipllam (Jones et Smith 2004, Johnson et
al 1997). Z organisfi astnicich se mykorhizni symbiosy, u kterych s&lpoklada, ze
svému partnerovi nijak nezvystifiness, Ize u rostlin jmenovat mykoheterotrofni rostliny
(Bidartondo et al. 2005), u hub rfapeled” Gomphidiaceae (Agerer 1990). Ale i u ,B2nych”
mykorhiznich druf je vzajemna prosgnost ovliviéna vlivy prostedi a kombinaci drdha
genotym symbiont.. (Smith & Read 1997, srv. Brundrett 2004).

2.2. Ektomykorhiza
Ektomykorhiza (ECM) je jednim ze sedmi tr&wi rozeznavanych typmykorhiz

(Smith & Read 1997). Ektomykorhizy jsou dominantrd@rfunkiné nejvyznamsijSim typem
mykrhizy v lesnich biomech temperatniho a borealpiésu (Read et al. 2004), kdeifvo
jednu z hlavnich sloZzek mikrobialni biomasy (Hogpetr Hogberg 2002).

2.2.1. Ektomykorhizni rostliny
Naprosta ¥tSina ektomykorhiznich rostlin jsodeVviny. Velky podil temperatnich

stromi je ektomykorhiznich — z naSich vyznamnysetedi:Pinaceae, Betulaceae, Fagaceae
neboSalicaceae. (Harley et Harley 1987, Wang et Qiu 2006¢kieré ektomykorhizni
rostliny jsou schopné se podilet i na jinych typegtkorhiz,éasto soulzné

s ektomykorhizami (van der Heijden 2001b)

2.2.2. Ektomykorhizni houby
Houby tvaici ektomykorhizu jsou velmi diverzifikovanou skapu (odhadovanych

5000-6000 drutn, Molina et al. 1992), &tSinu zastupi Ize nalézt v odélenichAscomycota a
Basidiomycota, vzacr tvori ektomykorhizy i zastup@ygomycota (Smith et Read 1997).
Ektomykorhizni houby jsou povazovany za obligaymkionty (Brundrett 2004), upkatji se
vSak i v jinych typech mykorhizni symbiosy jakon@notropoidni (Bidartondo et Bruns



2001, Yokoyama et al. 2005xkteré typy orchideoidni (Selosse et al. 20@tbutoidni
(Smith et Read 1997).

Ektomykorhizni symbiosa se v evoluci vyvinula prgeadobré nezavisle u vice
vyvojovych linii v ramci rostlin i hub (Bruns et 8tierson 2004). Bkoli mykorhizy jsou
znameé jiz od fechodu rostlin na sous (Brundrett 2002), ektomyigrfsou mnohem mladsi,
jejich vznik pravépodobr souvisi se $&€nimcelediPinaceae (Smith et Read 1997),
struktury gipominajici ektomykorhizy jsou znamy z eocénu (Lg#Peat al. 1996).

2.2.3. Struktura ektomykorhizy
Ektomykorhizni houby kolonizuji kinky poslednihd@adu \&tveni, které v dsledku

kolonizace vyraz&meéni svoji morfologii a zpsob fistu (Wilson et Harley 1983). Napadnou
strukturou na povrchu ektomykorhiznihor&ne je hyfovy plas Zmeny v charakterutistu a
piitomnost hyfového pldSumoziuji hodnoceni mykorhizni kolonizace ji#i pnalém

zwétSeni. Funkce plaSie pravapodobrt ochranné nebo zdsobnfedpoklada se, Ze na
vyméné metabolitt mezi symbionty se nepodili (Smith et Read 199plast vystupuji
jednotlivé extraradikalni hyfy nebo rhizomorfy, téepropojuji mykorhizu se substratem

Podstatnym rozdilem odliSujicim ektomykorhizu othtsch tyg mykorhiz je
nepitomnost intracelularni penetrace hyf do &kikorene rostliny. Hyfy houby pronikaji
pouze mezibuwtnymi prostory v kéeni, €sre obklopuji jednotlivé biikky korene a vytvéeji
strukturu, nazyvanou Hartigova'sktera je pravépodobré hlavnim mistem vygny
metabolifi mezi symbionty (Smith et Read 1997).

U nahosemennych rostlin a makesti krytosemennych (naryas, Cistus) pokozka
(rhizodermis) mykorhizniho kene jecasto zdegenerovana ve farimploSelych burek
vyplnéné taninovymi latkami. Mezi liky primarni Kiry (cortex) kdenu pronika jedna az
vicetad hyf houby, tento typ Hartigovy &ite oznéuje jako kortikalni.

U vétSiny krytosemennych rostlin pronika houba jen nieiky rhizodermis,
hlubSimu pronikani zabtiaje vrgjSi vrstva korovych butk (hypodermis), takové uspadani
Hartigovy sit je ozn&ovano jako epidermalni (Godbout et Fortin 1983jokbto typu
Hartigovy sit je ¢asto pozorovano zvékni rhizodermalnich bék, pravépodobr za
Gcelem z¥tSeni plochy rozhrani. Jsou rozliSovany earianty: paraepidermalni, kdy

Hartigova sf dosahuje jen po radialnisty epidermalnich busk a periepidermalni, kdy

1V dal$im textu uzivam terminu rhizomorfa v Sirokgajeti, jakini Agerer (1987-2002, 2001 aj.). Rhizomorfa
v uzSim pojeti (Hawksworth et al. 1996kpoklada diferencovany apikalni meristém, pokudcteybi, jedna se
pouze o mycelialni provazec.



Hartigova sf zcela obklopuje epidermalni ftky. Mezi jednotlivymi typy Hartigovy sétvSak
byly pozorovany fechody, i v zavislosti na podminkach symbiosy (Gudlet Fortin 1985).

2.2.4. Ektomykorhizni morfotypy a determinace
Mykorhizy riznych taxoi se mohou podstatnmorfologicky i anatomicky liSit. Na

zaklad odliSnosti a sdilenych znakze, v rekterych gipadech, z@adit mykorhizu do
systematické skupiny (Agerer 2006), ragldokonce druhu (Agerer 1987-2002). Popisy by
mely byt zacileny na znaky, které jsou stabilni mjednotlivymi rostlinnymi hostiteli.
Mykorhizy u semena, které se mohou do jisté miry odliSovat od mykoihidosplych
stromt, podrobr popisuje Ingleby et al. (1990).

Vyvinuti pro houby specifickych priméiGardes et Bruns 1993), umozniliepnou
identifikaci houbového symbionta, ktery je gasti utitého morfotypu pomoci
molekularnich metod. Aplikacédhto metod zfesnila vysledky ziskavané analyzou
morfotypi, navic bylo ukadzano, Ze jeden druh houby nemysdvidat jen jedinému
morfotypu a na jednom mykorhiznimikoku mize byt gitomno vice druth mykorhiznich
hub zarove (Erland et al. 1999, Wurzburger et Bledsoe 200a4,8al. 1999). Menkis et al.
(2005) zjistil, Ze jeden mykorhizni morfotypize obsahovat 1 az 41{pnérné 6.5) taxord
hub. Ve stejné préaci je uvedeno, Ze kazdy idemany taxon se vyskytoval viméru v 2.4
morfotypech. Neni vSak zcela jasné, jaké vzajenzghy panuji ve spatenstvechdchto
hub na jedné kenové Spice.

| pfesto m& popis morfotypv soasné dob své nezastupitelné misto, zpravidla
piedchazi aplikaci molekularnich metod, které se igeh na reprezentativni vzorek
kazdého morfotypu (Horton et Bruns 1998). Navicfiotgp mykorhizy mize mit vztah k jeji
ekologické funkci (Agerer 2001, van der HeijderKayper 2003), data zaloZzena na

morfotypech mohou tedy |épe odrazetindpnkéni stranku spoteenstva.

2.2.5. Vyznam ektomykorhizni symbiosy pro rostliny
Mykorhizni houby usnatlji rostlindm pijem minerélnich Zivin — jedna se hlavm

Spatré mobilni prvky jako fosfor, zinek, sira (Smith ee¢& 1997). Mykorhizni houby jsou
schopné se podilet na&ravani mineral v padé a ziskavat z nich uvadné ziviny
(Landeweert et al. 2001). Oproti arbuskularni mykoam je u ektomykorhiz podstatny i
piijem dusiku, ktery jéasto limitujici Zivinou v lesnich ekosystémech (RetaPerez-Moreno
2003). Ektomykorhizni houby jsou schopné, kémorganickych forem, vyuzit i organické
formy dusiku (Read et Perez-Moreno 2003, Lindaflagtor 2004), ktery je jinak pro

rostliny nedostupny. Na oplatku ziskavaji od rostienergii ve formd jednoduchych cuki



Naklady na udrzovani mykorhizni symbiosy mohou matat az desitky procent rostlinné
produkce asimildt (Smith et Read 1997). Na druhou stranu, mykorhiastliny vykazuji
vySSi rychlost fotosyntézy (Conjeaud et al. 1996s$key et al. 1990) a jsou schopné tak
naklady do jisté miry kompenzovat. Mykorhizni kdlate nemusi nuémit za nasledek
zvySeny fist, ale teba jen zvySeni obsahu mineralnich Zivin v tkanieibo zlepSeni
fyziologického stavu (Dunabeita et al. 2004).

Tuomi et al. (2001) ve svemanku navrhuji model popisujici optimalni pénmezi
naklady a pinosem mykorhizni symbiosy, vyjghou jako podil kolonizovanych tena.
Podle tohoto modelu je pro rostlinu vyhodna mykoahejen zaiepokladu, kdy mykorhizni
kofeny maji ¥tSi efektivitu v ziskavani mineralnich Zivin (vyjéta jako porér mezi
mnozstvim ziskanych Zivin a vynaloZzenymi asimilagJg i v gipact jsou-li mykorhizni
koreny v ziskavani mineralnich Zivin meefektivni. Tento druhyifpad se vztahuje na
takové podminky, kdyZz mykorhizni keny jsou schopny zasobovats$im absolutnim
mnoZzstvim zivin (teba gistupem k Zivinam, které jsou pro rostlin§frpo nevyuzitelné) a
zarova je rostlina schopna tento zdrgjiiné vyuzivat (tj. je zde silna limitace timto
zdrojem). Tato situace je diEbp‘edstavitelna pravu ektomykorhizni symbiosy, kdy
ektomykorhizni houby majiifstup k SirSimu spektru Zivin neZilemy devin, zvlase
v borealnich oblastech, kde jest silrg limitovan dostupnosti Zivin (Read et al. 2004).
Zasadnim nedostatkem tohoto modelu je sidst, Ze neuvazuje moznost rostliny vice
investovat doistu kaeni, jsou-li efektivigjSi v giijmu Zivin nez mykorhizy. Geritz et al.
(2005) proto zformulovali jiny model vychazejicpancipu, Ze rostlina se snazi dosahnout
takového optimalniho poru péijmu mineralnich Zivin a vydeje asimitataby nebyla
limitujicim pouze jedna zthto pronénnych, a to pomoci rozdilnych investic do podzeani
nadzemntasti. Na zaklagitoho modelu fedpovidaji, Ze mykorhizni status rostlin se mohl
vyvinout pouze zaiedpokladu, Zeijjem zivin mykorhiznimi kéeny je vysSi v ohledu na
vynaloZené néklady nez uilemi nemykorhiznich.

Mykorhizni symbiosa vSak neni pouze omezena nanitrztahy, jedna o sloZjsi,
multifunkeni vztah. Mykorhizni houby zvysSuiji toleranci hoslitvaci patogerim (Morin et
al. 1999, Sinclair et al. 1975) az jako disledek zlepSené vyzivy, zlepSené tolerance,
indukce defensivnich mechanidmebo pimé interakce s patogeny (Benett et al. 2006,
Duchesne 1994). Mykorhizni houby jsou schopné ometzaedni stres kolonizovanych
rostlin (Honig et al. 2000) a urychlovat regenerasiliny po vystaveni suchu (Smith et Read
1997). Mykorhizni houby jsou ro¥a schopné zmiiovat toxické gsobeni &Zkych kowi na
rostlinu (Adriensen et al. 2006, Blaudez et al.®0&n Scholl et al. 2005).



Mykorhizni rostliny rostou lépeipnizkych koncentracich zivin, vysoka koncentrace
zZivin tento efekt neguje (Bougher et al. 1990).hkam et al. (1997) spekuluje, ze se
mykorhizni vztah stane exploitativnim pokud je lntedZivin na takoveé trovni, kdy jiz je
rostlina je schopna ziskavat zivingitin¢ji nez houba, ale ne dost vysoka, aby spustila
mechanismy regulujici kolonizaci. \&kterych gipadech mykorhizni kolonizace snizujestr
semendkt bez ohledu na hladinu Zivin (Conjeaud et al. 199@akovych pipadech Ize
vztah povazovat za parasitismus (Brundrett 2004§j&Mmna vyhodnost symbiosy se ré¥n
razr¢ projevuje na rozdilnéasové Skale. &re je pozorovan deasny pokles virstu
semendku kratce po inokulaci, ktery Izegiguzovat naklafim na syntézu sit

extraradikalniho mycelia vijl¢ (Dosskey et al. 1990).

2.2.6. Koncept early / late stage hub
Deacon et al. (1983) a Mason et al. (1983) roktisi ekologické strategie v sukcesi

u ektomykorhiznich hub — tzearly-stage alate-stage fungi. Podle tohoto rozteni early-
stage fungi kolonizuji semeniky, a poté jsou postuprbchem sukcesniho vyvoje
nahrazovanyate-stage fungi. Omezeni tohoto konceptu sja v aplikovatelnosti pouze na
stanovist bez kontaktu s dogfymi stromy (Flemnig 1984), neplati vSak v&sing piipadi
pro jiz etablovand lesni spoknstva, kdy na kenech semeii i dosglych stroni
dominujilate-stage fungi (Jonsson et al. 1999). Jak spekuluje Finlay €1802) sukcese
muze byt poha#éna znénami v kvali€ substratu, vyssi narokgte-stage fungi na asimilaty
mohou byt dalSim vystlenim (Gibson et Deacon 1990).

Na pirozenych stanovistich pod zapojem d#igph stronii jsou semeniky okamzit
kolonizovanylate-stage fungi, coz je pro jejich dalStist vyhodné, protozZe to umizje
piipojeni na spoknou mycelialni g1 (Simard et Durall 2004) bez nakfada p&atesni
investice (Dickie et al. 2002). Pokud je kolonizogubstrat bezifiomnosti mykorhizni
houby, vytvd@eni mycelialni s& v pidé vyZzaduje poateni investici do jeji tvorby, ktera
muze byt pongrné narana na ziviny (Colpaert et al. 1992) aigpbit d@asny poklesitstu
semendku (Smith et Read 1997, Conjeaud et al. 1996).

2.2.7. Specifita v ektomykorhizni symbiose
Specifita v mykorhizni symbiosetrie byt pojata mnoha pohledy (Molina et al. 1992).

Pokud chapeme specifitu jako miru schopnosti aseai@ezi jednotlivymi symbionty, pak
specifita partndrv ektomykorhizni symbiose je Iépe znama oprotinagbuskularni
mykorhize (Molina et al. 1992).



Jednotlivé ektomykorhizni rostliny mohou ve svémadm zahrnovat tisice driih
ektomykorhiznich symbioft(Smith et Read 1997). Vyhody nizké specifitg\dn jsou
zjevné (Bruns et al. 2002): umaje nalézt symbionty na stanovistich, na kteryctasaud
druh nevyskytoval a vice dratsymbionti je schopnych vyuZivat diverzifikovggich zdroj.
Vyjimkou v tomto ohledu jsou pouze epiparaziticlzelené rostliny, kde se jednotlivé druhy
zpravidla asociuji pouze s jednim druhem nebo siapdruti piibuznych (Bidartondo et
Bruns 2001), coz f¥e byt adaptace n&iGnéjSi vyuzivani zdraj z hostitele nebotdledek
'zavodu ve zbrojeni', mezi hostitelem a parazitBrargs et al. 2002).

Specifita mykorhiznich hubixi direvinam je Iépe znamym fenoménem (Molina et al.
1992). Jakkoli je u mnoha driafhub znama Gzké vazba na druh hostitelské rosthienyi
zcela ¥ejmé jaké vyhody specializace ektomykorhiznich pitiasi. Z pohledu rostliny
Molina et al. (1992) navrhuje hypotézu, Ze mykonhiostliny tvdici symbiosu se
specializovanymi houbami maji mensi prggadobnost, Ze se stanou cilem mezidruhového
fakultativniho parasitismu, tj. Ze jedna rostliregtimo parazituje na druhégs sdilenou
mykorhizni houbu. Specializace z pohledu houliizenbyt vyhodna pokud je zvySena
kompetEni schopnost specializovanych hub deamovy systém nebo specializovana houba je
zabyvajici se strukturou spoenstev mykorhiznich hub (Gardes & Bruns 1996, Ho&o
Bruns 1998), ve spalenstvucasto dominuji druhy hub se Sirokym druhovym spehtre
hostitefi, casto v kontrastu ke sloZeni nadzemniho sjgoistva. Pozorované preference
mykorhiznich hub mouhou byt idledkem biologickych interakci, nagkompetice
jednotlivych mykorhiznich drul) protoZze kombinace mykorhizni houbyiawny, které jsou
schopné vytviget mykorhizyin vitro, nevytv&eji mykorhizy v girodnich podminkach (Palm
et Stewart 1984).

Vnitrodruhova variabilita ve schopnosti kolonizbkarenovy systém byla déb
popséana u rodRisolithus (Burgess et al. 1994, Dixon et al. 1987). Burgess. (1994)
testoval kolonizéni schopnost dvacetiznych izolah roduPisolithus izolovanych v asociaci
s iznymi hostitelskymi rostlinami. Testované izolagkeazovaly tiznou schopnost
kolonizace keeni blahoviniku (Eucalyptus) a morfologii mykorhiz, nejgtsi rozdily byly
mezi kmeny izolovanymi ziznych druli rostlin. Vliv pavodu inokulaHebeloma leucosarx z
raiznych gidnich podminek na kolonizaci ésttizka Salix repens sledovali van der Heijden
& Kuyper (2001), avSak nenalezliiiwazné rozdily mezi izolaty. Rowa Brundrett et al.
(2005) nepozoroval rozdily v i&gnosti kolonizace mezi izolaty #zanych klimatickych

oblasti. Ruiz-Diez et al. (2006) se snazila ngtak mezi fyziologickymi charakteristikami



raznych izolah roduSuillus a konstatuje, Ze nejrychleji rostouci izolat mpy&si vliv na Gst
semendki Pinus halepensis, z dat prezentovanych v této studii je vSak patteése nejedna o
obecny trend.

U druhi hub se Sirokym spektrem hostitekteré se népstji pouzivaji k inokulacim,
secasto vyskytuji kryptické druhy (n&pu roduPisolithus - Martin et al. 1998Paxillus -
Hahn et al. 1999,accaria — Fries 1983), siznymi preferencemi hostitie(Hahn et al. 1999,
Kropp et Mueller 1999).
proveniencemifivin, jak bylo studovano Risolithus tinctorius (Rosado et al. 1994, Dixon
et al. 1987, Tonkin et al. 1989)

2.2.8. Souvislost struktury mykorhizy s kompatibili tou a r Gstovou
odezvou

Ackoli Smith et Read (1997) si ve své praci polodifizku, které anatomicko-
morfologické znaky charakterizuji mykorhizy kntemykorhiznich hub vhodnych pro
inokulani programy, nebyl v této oblasti proveden rozsatigkum. Ektomykorhizni houby
vytvareji s nekompatibilnimi hostiteli Utvary, které seekotmykorhizdm morfologicky
podobaji, avSak mohou mit vytemy pouze v&Si plag, nikoliv Hartigovu sf (Harrington et
Mitchell 2002). Roviz Masicotte et al. (1999) a Godbout et Fortin ()98 orovali tenky
plag a Spatt vyvinutou Hartigovu $1u mykorhizAlnus glutinosa s nekompatibilnim
druhem symbionta.

Jen mélo praci hodnoticich koloniné schopnosti jednotlivych kmérse zansiilo i
na morfologii nebo anatomii vzniklych mykorhiz. @ix et al. (1987) ve své praci testoval
schopnostit raiznych izolah Pisolithus tinctorius kolonizovat kdenovy systéniinus taeda a
zminuje, Ze izolaty, které byly ménmisgsné v tvork mykorhiz vytvéely jen omezenou
Hartigovu sf a terti plag na povrchu kiene. U stejného druhu houby pozoroval Burgess et
al. (1994), Zzetrstova odezva hostitele korelovala s tikkgii plast vytvorenych mykorhiz a

mirou vyvinu Hartigovy sé&

2.3. Ektendomykorhizy
Ektendomykorhizy byvaji ¢kdy rozliSovany jako zvlastni typ mykorhizy (Sméh

Read 1997), spiSe se ale jedna o aberantni fortomgkorhizy (Brundrett 2004). Od
ektomykorhiz se odliSuji tim, Ze hyfy houby (kte&jinych podminek vytw&obvyklou
ektomykorhizu) pronikaji dovritourgk korene. Ektendomykorhizy byvaji obvykle
nachazeny u semetkd jehlicnani (Smith et Read 1997), avSak je znéfipad i u dubu a



buku (Clowes 1951, Henry 1933 sek. cit.). Vzhledetomu, Ze ektendomykorhizy jsou
zpravidla pozorovany v népozenych podminkéch, ide pronikani hyf do butk znait
naruSeni mutualistického vztahu (Smith et Read 1Bardrett 2004).

2.4. Inokulace semena ¢ku ektomykorhiznimi houbami
Inokulace ektomykorhiznimi houbami je vhodna nasw@stich, kde |ze &ekavat

nedostaténou @irozenou kolonizaci semetiéi. Proto nej¢tSi usgch mely studie, které se
zabyvaly inokulaci introdukovanychealin (Villeneuve et al. 1991, Selosse et al. 2688a
et al. 1999), zaleé®mvani oblasti dominovanych arbuskukamykorhizni vegetaci (Dunabeitia
et al. 2004) a naruSenych stané\iBlalajczuk et al. 1994, Lunt et Hedger 2003, Wakkeal.
2004). Inokulace je vhodna rosinv lesnich Skolkach, kde pouzivani n&dného mnozstvi
hnojiva, pesticid a manipulace se semekg miZze omezovat mykorhizni kolonizaci
(Cordell et Marx 1994). Vyhoda inokulace ve Skolk&pa@iva v Setrnosti k Zzivotnimu
prostedi, umo#uje omezit mnoZstvi aplikovaného hnojiva a pesticpi produkci
semendku stejné ciloveé velikosti. Khasa et al. (2001) uda@edaplikace mykorhizniho
inokula umozuje omezeni pouzitého hnojiva o 33%. Alternativandkulaci je upravit
podminky ve Skolkach takovym agpobem, aby byl podpen fist pivodnich druld (Cordell
et Marx 1994). Je vSak nutné bréat ohled na ekornkdméklady inokulace, které nesmi byt
vyznamr vySSi oproti tradinimu managementu (Miller et al. 1994). Produkokira
mykorhiznich hub je i zajimavou ekonomickou akbit{Gianinazzi et Vosatka 2004).
Jinym vyuzitim inokulace semetidi je zangieni na pgstovani plodnic jedlych druh
mykorhiznich hub v polokultie (Guerin-Laguette 2005, Parladé et al. 2004)

2.5.1. Vybér mykorhizni houby
Proces vybru vhodného izolatu mykorhizni houby je vicesiony (Cordell et Marx

1994, Dodd et al. 1994, Riuz-Diez et al. 2006ynpkrokem je vybr druhi a izolafi
schopnych daite rist v unlé kulture, zhodnoceni jejich efektu nast semengka

v kontrolovanych podminkach a nakoneei@ewi jejich aplikovatelnosti v praxi.dthnost
stimulace #istu se liSi mezi mykorhiznimi druhy — rfaponsson et al. (2001) pozoroval az
trojnasobné rozdily vistu semengkt mezi fiznymi druhy mykrohiznich hub.

Vhodné mykorhizni houby jedba zvolit podle jejich ekologickych a fyziologiaty
charakteristik. Kmeny vhodné pro rozsahlou aplikgcimély spliovat tato kritéria: snadné
masova produkce inokula, biologie druhu musi Wihgrdna pro skladovani a transpaifiq
aplikaci, aplikace by tha vyZadovat co nejmenSi nutnou manipulaci, vybiaokaty by mit

mely veétsi pozitivni efekt oprotiiirozerg se vyskytujicim houbam, s nimiz byiy byt co



nejlépe schopné obstat v kompetici (Cordell et ME3®4). Pro inokulace jsou vha#jsi

spiSe tzvearly stage fungi, které jsou obe@nsnadno kultivovatelné a kompaté schopwjsi
na narusenych stanovistich (Fleming 1985). Jakeepiee ped moznym zavikenim
invazivnich druli se doportuuje pouziti domacich druloproti introdukovanym (Schwartz et
al. 2006).

K tomu, aby se mykorhizni inokulace projevila,ijelta, aby inokulovany kmen
obsadil alesp urcitou ¢ast kdenového sytému. Najlad Cordell et Marx (1994) uvép,
Ze pozitivni efekt inokulace semehka borovice houbou se projeRisolithus tinctorius
pokud inokulant obsadi alespstejny podil kéeni jako zbytek mykorhiznich hub
dohromady.

Dulezitym faktorem pro Usg$nost inokulace je spravnésaaovani (Jones et al. 1990).
Napriklad ochranafed patogeny jedinna pouze v fipact, Ze mykorhizni houba je
inokulovana ped nebo satasre s infekci patogenu (Duchesne 1994). Podstatnylje i
substratu (Chen et al. 2006), vheéh jsou substraty s hrubSi strukturou a nizSim(@birdell
et Marx 1994). Mykorhizni kolonizace je omezenaesftedi s dobrou dostupnosti Zivin
(Bougher et al. 1990).

2.5.2. Aplikace inokulace mykorhiznich hub
VétSina inokulénich experimerit se zabyvala inokulacemi jettiani (Castellano

1994, Reddy et Natarjan 1997, Rincon et al. 20@LikBim et al. 2002, Ruiz-Diez et al.
2006), z listnatychigvin pak hlava blahoviniky (Eucalyptus spp.)( Lu et al. 1998, Mason
et al. 2000, de Souza et al. 2004, Brundrett 20f)5, Chen et al. 2006), studie na ostatnich
listn&ich jsou vzacné (Gagnon et al. 1991, Garbaye etih@97, Dunabeitia et al. 2004,
Kavkova et al. 2007a).

Nejpouzivasjsi druhem houby pro inokulace Résolithus tinctorius (Castellano
1994). Tato houba je obzvl&sicinna v inokulacich semedéi jehlicnani v suchych a
teplych oblastech (Dixon et al. 1987, Rincon e2@D1, Walker 2001), avSak je malo vhodna
pro inokulace semenié listn&a (Domenech et al. 2004, Dunabeita et al. 2004)SiDal
¢asto pouzivanymi rody jsoliaccaria (viz nize),Paxillus (de Souza et al. 2004),
Scleroderma (Chen et al. 2006 Hebeloma (Boukeim et al. 2002) Bhizopogon (Dunabeita et
al. 2004)

10



2.5.3. Metody inokulace

2.5.3.1. Aplikace lesni p udy
Prvni pouzivanou metodou je inokulace svrchnimizomty lesni fidy piimiSené do

substratu (Berman et Bledsoe 1998, Amaranthusrey P@87). Rda se odebird pod stromy
stejného rodu arpnichava se do Skolkského substratu az do objemu 10% (Castellano
1994). Nevyhody jsouiejmé: chybi kontrola nad slozenim inokula, hrozieseni patoge,
naruSeni Zivotniho prasdi @i vyuziti ve velkém niritku. Vyhodou pak nenatoost na
technické vybaveni. Modifikaci metody je inokulggEéno izolovanymi mykorhizami (Beyler
et Heyser 1997). Tato metoda sice umgeé jistou kontrolu nad identitou inokulovaného

symbionta, avSakifprava inokula je natolik naéoa, Ze neni vhodna praétgi mefitko.

2.5.3.2 Inokulace sporami
K inokulaci Ize pouzit i spory mykorhiznich huba&ellano 1994, Martines-Amores

et al. 1991, Parladé et al. 1996, Lu et al. 1998IK&f 2001), které |ze aplikovat ve fa¥m
pelet nebo suspenze. Jako zdroj spor se pouzivajoolre rostouci plodnice, opada tedy
nutnost kultivace mykorhizni houby. ProtoZe mnoispor nutnych k inokulaci je velké, tato
metoda je obzvla&tvhodna u kchatkovitych hub, které produkuji velké mnozsiosna
jednu plodnici. Vyhodou je, Ze spory vydrzidwé az rgkolik mésiai (Fries 1983). U
kloboukatych hub se tato metoddli nevyuziva, nicméhLu et al. (1998) ve své praci
aspEsns pouzili tuto metodu mimo jiné i pro druhy rotlaccaria. Nevyhodou je velka
geneticka variabilita inokula, neumagici vykeér nejvhodrjSiho izolatu a zpoZehi ve tvorkE

mykorhiz oproti vegetativnimu inokulu vasledku doby nutné ke Kini spor.

2.5.3.3. Vegetativni inokulum
Priprava vegetativniho mycelia vyZaduje izolaci hodbykultury. Vyhodou je

moznost selekce jednohctitého (Einného izolatu. Mnohé z mykorhiznich hub se v3ak
nepodéilo Uspesre izolovat do kultury nebo v kulte rostou Spath(nag. mnohé druhy z
roda Russula aCortinarius - Smith et Read 1997).

Mycelium je mozné kultivovat na pevné nebo v tekatktuie a inokulovat fimo
mycelialni suspenzi injektovanou dor&nového systému. Nevyhodou tohoto postupu ve
kratka zivotnost inokula a obtizna manipulace orjiezg&iroké uplatani v praxi. Vyhodou je
naopak snadna produkce inokula v malych davkaamadda identity izolal. Tato metoda
se nefastji vyuziva [ testovani vhodnosti izokafpro inokulace. V &kterych gipadech
vSak mize fragmentace mycelidiptiprav inokula omezit jeho Zivotaschopnost (Brundrett
et al. 2005).
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Modifikaci metody je moZnost nechat aistrmycelium po dobudkolika tydni na
pevném nosi s velkym povrchem (na&pvermikulit, raSelinik, Perlit) v tekutém médiu
(MMN, Hagems). Ukitou nevyhodou je nutnost aplikovat p&me velké mnozZstvi inokula:
po odstraani prebyt&éného média se inokulum aplikuje v koncentraci lirdikula \aci 10-
60 dilim substratu (Castellano 1994 xkili tato metoda je natméjSi na techniku a
manipulaci pi piipraw, poskytuje zpravidla dobré vysledky (Honig et2l00, Parladé et al.
2004).

Mycelium je mozné row¥ imobilizovat v alginatovych peletach. Vyhodouwtét
metody je dlouha Zivotaschopno&thto pelet (Rodriguez et al. 1999). RéZmmanipulace a
davkovani pelet je velmi snadné. Ne vzdy je vSak t@etoda &innd, coz seifisuzuje, steji
v piipadt mycelialni suspenze, fragmentaci mycelia (Parktdd. 2004, Gagnon et al. 1991).

2.5.3.4. Vliv formy inokula na isp éch inokulace
Pro usgch inokulace je tlezita forma a davkovani inokula. BohuZel vysledky

jednotlivych studii srovnavajici metody inokulac@avaji nekonzistentni vysledky. Marx et
al. (1992, sek. cit.) testoval vliaznych typ aplikace inokuldisolithus tinctorius na
kolonizaci semenka borovice. V této studii se aplikace vegetativnitmkula ukazala byt
ucinngjSi nez aplikace spor v jakékoli foémMira kolonizace se ro¥ zvySovala s rostouci
aplikovanou davkou vegetativniho inokula. Naopakd&n et al. (2001) nepozoroval vliv
mnozZstvi inokula na mykorhizni infekci @tginy testovanych druh V jiném pipac byla
inokulace sporamidinnéjSi nez mycelialni suspenzi (Brundrett et al. 208%Yyladé et al.
(2004) srovnaval metody inokulace sem#tidborovice druhy rodlLactarius. NejlepSi
vysledky prokazovala inokulace vegativnim myceli@@opak alginatové pelety zcela
selhaly, uspSnost mycelialni suspenze vychazela m&nitb dwmi metodami. Boukeim et
al. (2002) nalezl &Si miru kolonizace u semeiid inokulovanychTricholoma cedretorum
vegetativni metodou oproti aligindtovym peletamrankiolonizace u druhdebeloma
sinapizans se neliSila bez ohledu na metodu inokulace. Ja@ate proizné druhy a
podminky prosedi jsou vhodnéizné metody inokulace a jgeba upravit metodiku pro
lok&lni podminky a kombinaci symbidint

Metodika by nédla byt také pizpisobena poZzadovanému cilékteré metody jsou
vhodrgjSi pro experimentalni testovani izaldhykorhiznich hub, jiné pro aplikaci v praxi
(Cordell et Marx 1994)
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2.5.4. Persistence mykorhiznich hub po vysazeni
Inokulované mykorhizni houby musi byt schopné vgtkonkurenci firozere se

vyskytujicich druld i po vysazeni. Villeneuve et al. (1991) sledovgkorhizni kolonizaci
semendki douglasky inokulované vegetativnim mycelieaccaria laccata aL. bicolor
vysazenych na&erstvou paseku. &oli doslo po 17 rssicich k poklesu kolonizace lakovkou
z >70% na cca 50%, lakovka byla stale dominujicipkarhiznim typem na kenovém
systému mykorhiznich semeiké. Dale je z prace patrné, Ze pozitivni efekt mykorh
inokulace vytrval i po vysazeni semék& dokonce se rozdil mezi inokulovanymi na
kontrolnimi semen&ky zvySoval (vySka inokulovanych semehké byla o 44% procent vysSi
nez neinokulovanych, viz dale). Pozitivni efektkntace semert&n ve vySe uvedené studi
byl patrny i po osmi letech po vysazeni sentkidSelosse et al. 2000Xkboli se rozdil mezi
jednotlivymi zasahy zmensil. Zaravéylo ve stejné studii prokdzano za pomoci
molekularnich markér, Ze inokulovany kmeh. bicolor (S238N) vytrval po tuto dobu na
lokalité ve forne plodnic i mykorhiz. Stromkyseudotsuga menziesii inokulované stejnym
kmenemL. bicolor ve Spaglisku vykazovaly ¥t3i vziiist i po @ti letech od vysazeni do volné
piirody (Pera et al.1999).accaria bicolor byl jediny z inokulovanych druh ktery vytrval po
pét let na kdenovém systému semeka vsazenych na paseku (Gagné et al. 208®anita
muscaria introdukovana do Austrélie persistovala na stastopo vice nez 30 let (Sawyer et
al. 2001).

2.5.5. Koinokulace vice druhy mykorhiznich hub
Koinokulace semergé&ia dvéma nebo vice mykorhiznimi symbionty maji zpravidla

silngjSi vliv na ristové charakteristiky nez inokulace pouze jedirddubiu (Reddy et Natarjan
1997). Rizné druhy maji rozdilné enzymatické vybaveniwspp vyuzivani prostoru (Agerer
2001), a tak vhodna kombinace zvysuje diverzituwmsych zdraj Zivin a naslednyist
(Jonsson et al. 2001). Oproti tomu Kranabetter 420Bazal, Ze hybridni semeihd smrku
vykazovaly nejlepsiist pokud byly kolonizovany pouze jednoduchym a mewiyanym
spol&enstvem mykorhiznich hub. AutorySe zmirgné studie spekuluji, Ze v relativn
homogennim pro&di neni takovy tlak na diferenciaci nik. Re¥rkoinokulace
arbuskularnich a ektomykorhiznich hublanu Quercus agrifolia negativni efekt naistové
charakteristiky semexiii (Egerton-Warburton et Allen 2001).

Je v8ak obtizné ziskat semé&hakolonizované vice druhy hub stasré — Parladé et
al. (1999) testoval Siroky rozsah koncentraci inakuaccaria bicolor a Rhizopogon spp.

AvSak mnozstvi semeti&i kolonizovanych ofma symbionty jen vzaémiekratilo 25%.
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2.6. Stru €néa charakteristika pouzitych d  Fevin
Dub letni Quercus robur) je v sogasnosti VCR druhou nejroz#ensjsi listnatou

dievinou. Rivodni €Zist rozSteni nEl v luznich lesich a teplomilnych doubravach, b§ak
Siroce vysazovan v nizSich polohach i mimo siéopni stanovi&t Semen&y dubu KIEi
hypogeicky, z dloh ¢erpa Ziviny pro tvorbu dosti mohutnéhtldvitého hlavniho kenu,
ktery umoiiuje uchyceni i na relatiersuchych stanovistich (Uradek 2004).

Buk lesni Fagus sylvatica) je naSi nejroz&engjSi listnatou devinou. Rivodni €zist
se nachazi v kolinnim az submontannim stupni, mipésobenitlovéka vSak dosti ustoupil.
Semendky buku KkIi epigeicky, maji rovéZ zpaétku vyvinuty Kilovity kotren, ktery vSak
nedosahuje takové mohutnosti jako u dubu. Oprdiuditery je zn&né swtlomilny, je buk
schopny Usgsns zmlazovat i v zapojeném lesnim porostu (Uréeki2004).

Ok vySe uvedenéidviny vytv&eji ektomykorhizy (Wang et Qiu 2006, Harley et
Harley 1987), u &kterych zastupicroduQuercus byly nalezeny i arbuskularni mykorhizy
(AM) (Egerton-Warburton et Allen 2001). Je vSak méa Zze AM houby kolonizuji i keny
ECM rostlin, obvykle bez tvorby arbuskul presto vSak podobné asociace mohou byt
symbioticky &inné (Smith et al. 1998). Popis vyvojovych pracksienoveho systému a
mykorhiz uFagus sylvatica popisuje nap Wilson et Harvey (1983) a Clowes (1951). Vliv
zdravotniho stavu ddlna aktivitu mykorhiz se zabyvala u nas PeSkova%20

Kotenovy systém u dubu i buku je v délgsti tvaren kratce &lovitym az srdcovitym
hlavnim kadenem. Mechanické funkce hlavniho‘&oe gebird systém keni postrannich.
Hrubé kdeny dubu zasahuji do hlubSicidmich horizoni (80% kdeni se nachazi do
hloubky 60cm — Rosengren et al. 2005) oprotekovému sytému buku, ktery jesl#.
V¢étSina biomasy jemnych ke obou devin se nachazi ve svrchnich organickych a
organomineralnich horizontech a&em hlouldji klesa. Rozdily mezi abma druhy
ve vertikalni distribuci jemnych Keni jsou nejasné - zatimco Leuschner et al. (200Bzfial
vétSi podil jemnych kiieni dubi blizko povrchu oproti buku, u kterého udavajigeji
rovnomernéjSi distribuci; Goransson et al (2006) popisujilaagpany pripad. Lze tedy
piedpokladat, Ze distribuce jemnychi&ni se liSi mezi stanovisti aihe byt ovliviéna i
biotickou interakci meziigvinami. Buk ma ve srovnani s dubem vykaarensi porsér
povrchové wéi podzemni biomase a je lepSint&oovym kompetitorem (Leuschner et al.
2001). Schopnostipmu Zivin z iznych midnich horizoni vSak nemusi vZdy jednoduse
korelovat s distribuci keni (Géransson et al 2006). Rozdily &ijmu Zivin mezi fidnimi
horizonty mohou souviset s vetrikalni distribucikoshiznich hub (Rosling et al. 2003,

Dickie et al. 2002), ktera se mezi horizonty la&é extraradikalni mycelium mykorhiznich
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hub zhruba koreluje s vertikalni distribucii&ni dievin (Wallander et al. 2004, Géransson et
al 2006).

2.7. Stru énéa charakteristika pouzitych mykorhiznich hub
2.7.1 Laccaria laccata

2.7.1.1. Systematické postaveni
Rod lakovka l(accaria), diive z&azovany da@elediTricholomataceae (Singer 1986),

se dnes podle pozndtknoderni systematikkadi do porarné izolovanéceledi
Hydnangiaceae (Mueller et Ammirati 1993) v rdmci moderdefinovanéhdaduAgaricales
(Hibbett 2006). Pro svou snadnou kultivovatelnestijdruhy roddLaccaria oblibenymi
modely pro vyzkum ektomykorhizni symbiosy (Kroppgvaieller 1999). Neajastji
pouzivanymi modelovymi druhy jsdiaccaria laccata, L. amethystea aL. bicolor.
Taxonomicka situace v ramci v rodu je vSak gomi nejednoznénd, v ramci druhi.

laccata byly parovanim monosporickych izaladhaleny intersterilni skupiny ukazujici na
pritomnost kryptickych druin(Fries 1983, Mueller 1991).

2.7.1.1. Ekologie
Druhy roduLaccaria vytvéii mykorhizy se Sirokym spektrem hostit¢Cainey et

Chambers 1999).accaria je schopn&&inné ziskavat fosfor in vitro (Bougher et al. 1990), na
druhou stranu Thompson et al. (1994) ukazali,ckelar je druh schopny vytu@t rozsahlou
sit” extraradikalniho mycelia, nenfili§ efektivni v gisunu fosforu k rostlié (srv. vSak Jones
et al. 1990). Zastupci rodiaccaria jsou schopni vyuzivat Siroké spektrum aminokyselin
(Ahmad et al. 1990), u rodiaccaria vSak nebyla prokazana schopnost rozkladat protainy
vitro (Finlay et al. 1992, Gebauer & Taylor 1999, Abudala et Read 1986), ve shkosl
preferenci pro mineralniapdy a narusSovana stanowgiKrop et Mueller 1999). Ruderalnimu
charakteru odpovida i malé citlivost na atmosféaickiepozici dusiku (Lilleskov et al. 2001).
Na druhou stranu Mucha et al. (2007) prokazal silpmteazovou aktivitu, pragdodobré
souvisejici s fungicidnimidinky.

Popul&ni struktura u tohoto rodu byla sledovana pomodekdarnich marker
(Gherbi et al. 1999, Selosse et al. 2001, Fioreridaet Martin 2001). Vysledky ukazuji, Zze
pro tento rod jsou typické malé a kratkke genety To nazdgje, Ze se.accaria spise
spoléhé na rekolonizaci substratu pomoci vzduchissmy&h spor oproti postupnému
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vegetativnimuistu v substratu. Celkéwse zastupci roduaccaria jevi jako typtti
piedstavitelé r-strategie.

U rodulLaccaria byl pozorovan mykoparaziticky vztahvitro vacéi nékterym
patogennim a saprotrofnim houbam (Werner et al 22003) Laccaria je schopna zvySovat

resistenci mykorhiznich rostlinigi napadeni houbovymi patogeny (Sinclair et al. 3975

2.7.1.2. Mykorhizy
Podrobny popis mykorhizy u drutuaccaria laccata mi neni znam (prawgodbre

v souvislosti s nedeSenou taxonomii), v literat jsou sporadicky roztrouSeny nelplné a
zkratkovtité popisy, nicméru jinych druti rodu jiz byly podrobné popisy publikovany
(Ingleby et al. 1990, Cuvellier 1991, Weiss 199ferer 1987-2002). Mykorhizy u rodu
Laccaria byvaji ozngovany jakomedium-distance exploration type (Agerer 2001), tj.

s rhizomorfami, které jsou schopné vyuzivat zdngjestedre dlouhu vzdalenost. Struktura
plast u mykorhizLaccaria laccata je jednoduché plektenchymatické stavby (typ B podle
Agerer 1991), rhizomorfy nevykazuji Zzadnou struRiudiferenciaci, ale jsou relatign
kompaktni (typ B podle Agerer 1991). P&gwitomnost rhizomorf odliSuje mykorhizy u rodu
Laccaria od €ch u druhého testovaného radussula, které je postradaji. Podle klasifikace
Heijden et Kuyper (2001) Ize rddaccaria zaadit kroot-replacement strategii, kdy jetst
korinka poslednihdadu zastaven a kolemikoku se vytvé silny plas. V takovych

piipadech je fijem Zivin timto kdinkem plr¢ zavisly na aktivié houby.

2.7.1.3. Pouziti k inokulaci semena €k

RodLaccaria byl mnohokrat pouZit pro inokulace v kontrolovahymodminkach (Lu
et al. 1998, Rincon et al. 2001, Mason et al. 2000gsnich Skolkach (Villeneuve et al.
1991).Laccaria vétSinou vytvdela hojné mykorhizy (Molina 1982, Mason et al. 2000 et
al. 1998), v skterych gipadech vSak kolonizace nedosahovala 50% (Lu @88B, Rincon
et al. 2001). Pozitivni efekt nast se projevil pouze vékterych studiich (napLu et al.

1998).Laccaria se ukazala byt nejusgrgjSim z r-stratéd, kdyZ byla pouzita pro inokulace
semendkt blahovinika v lesnich Skolkach (Brundrett 2005).
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2.7.2. Russula ochroleuca

2.7.2.1. Systematicka pozice
Rod holubinka Russula) je Siroce rozgenym rodem mykorhiznich hub. V s@sné

dohs je systematickyazen v rdmci stopkovytrusych hub do samostatii@étioRussulales
(Hibbet 2006), spolu s ro¥x mykorhiznim rodenhactarius do tradéné vymezované&eled

Russulaceae (Singer 1986).

2.7.2.2. Ekologie
Russula ochroleuca je bsZznym druhem listnatych, smiSenych i listnatychi legrného

pasu, bez vyrazné preference hostitele (BreitenBa€hanzlin 2005), vytvéi mykorhizy
s wtSinou ECM devin wetré dubu a buku (van Driessche et Piérart 1995) doedekergrae
a podsekcé&€linae (Romagnesi 1996).

Tento druh preferuje kysel@&gy s bohatou vrstvou humusu typu mor (Tyler 1984).
Zivotaschopnost mykorhiRussula ochroleuca neni (ilis omezena, ani acidifikaci substrétu
v dusledku kyselych d&gd (Quian et al. 1998). Druhy rodRussula pati spiSe k drutim
ozna&ovanym jakdate- nebomulti-stage fungi (Smith et Read 1997, Molina et al. 1992).

U druhi roduRussula byly nalezeny spiSe mensSi genédow jednotky meti
v praiméru (Redecker et al. 2001, Bergemann et Miller 20B2ygemann et Mille§2002)
ukazali, Ze geneticka struktura populBassula brevipes naznéuje, Ze rekolonizace substratu
pomoci bazidiospor je paimé béZna, nicméw rovnéZz pozorovali i uity potencial pro
vegetativni §eni myceliem v fidé na delSi vzdalenosti. Jednotlivé genety u tohatital se

zdaji byt dosti dlouhaské (nekteré pozorovany po dobu celé vySe uvedené stijdid, let.).

2.7.2.3. Mykorhizy
Mykorhizy Russula ochroleuca byly jiz v literature popsany (Cuvellier 1991, Agerer

1987-2002). Mykorhizy u rodRussula jsou popisovany jako tzeontact exploration type
(Agerer 2001), tedy jako typ bez diferencovanydaamorf s €&snym kontaktem se
substratem. Struktura plége pseudoparenchymaticka (typ O podle Agerer 19@4hledem
k struktue plast Ize i tento druh firadit k root-replacement strategii (Heijden et Kuyper
2001).

2.7.2.4 PouZziti k inokulaci semena ¢kt
Neni mi zndma 2adné prace, ktera by se zabyvalkaliaci tohoto druhu. | v rdmci

rodu jsou literarni Udaje jen sporadické (Martidemorez et al. 1991),ifginou je

pravdépodobré nesnadna kultivovatelnost.
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3. Metodika

3.1. Izolace mykorhiznich hub a pouZzité izolaty
Jednotlivé kmeny mykorhiznich hub jsem izolovalyirusného prachu. Plodnice pro

izolaci vytrusného prachu jsem sbiral v okoli Hlkémad Vitavou na podzim 2005
(dokladoveé polozky ulozeny v osobni hathpavytrusny prach jsem nechal vypadaeg noc
na sterilni Petriho misku. Spory z vytrusného pugjisiem poté fenesl na Petriho misky s
Maltozovym agarem a nechal vyditi Po 4 tydnech kultivace jsem vybral nekontamirog
misky a geatkoval na MNM agar, na kterém byly izolaty za pralieho peackovavani
uchovavany. ldentita izolatyla potvrzena pomoci molekularnich metod (sekeena
ITS)(Kavkova, ustni sdeni). Pro dalSi pokusy jsem vybral druhy lakovideolva (accaria
laccata) a holubinka hlinoZlutéRussula ochroleuca), od kazdého druhu izolét sbirany v
asociaci s bukem a dubem jako symbiotickym partnefezn&eni izolati: R. ochroleuca z
dubu (ROQ) a z buku (ROR), laccata z dubu (LLQ) a buku (LLF)).

3.2. Pavod a p Fiprava osiva
Pro pokusy v prvni sezérf2006) jsem pouZil osivo dubuiyodem z uznanych

semennych porostv PorgSické obde, shiranych na podzim 2005. Osivo jsem nechal
stratifikovat i 2°C po dobuifi mésiai . Zaludy jsem vysazoval do pokusu po prvnich
znamkach klieni (duben 2006).

Pro pokusy v druhé sezobjsem pouZzil osivo dubu a buku sbirané vzdy pothjed
solitérnim stromem zat@lem omezeni genetické variability osivguércus robur, cca 500m
SV od Holubova, okrteské Budjovice, Fagus sylvatica, Krasetin, JV okraj obce, okteské
Budgjovice). Osivo jsem osgl preparatem Dithane DG Neotec (Dow Agrosciences,s
209/10kg) a poté stratifikovakip?2°C po dobuiti me¢siai. ProtoZe pivodni osivo buku bylo
napadeno v f@ibéhu stratifikace houbovym patogenem, byl jsem nuwejae 2007,
shromazdit novou davku osiva. Neptiltase mi jiz zajistit osivo z jednoho ragivského
stromu, pouzil jsem proto sis pivodem z vice rodovskych strom (porostFagus sylvatica,
1.5km ZJZ od obce Stara Vraz, okr. Pisek). Osiemjpoté nechal nakit ve sterilizovaném
pisku. Semeriky obou druli jsem vysadil v kétnu 2007, ve stejnou dobu, cca 5 tigo
vykli¢eni dubu a 2 tydny po vykini buku.
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3.3. Priprava inokula

3.3.1. Mycelialni suspenze
Pri pripraw inokula ve fornd mycelidlni suspenze jsem postupoval podle metodiky

Parladé et al. (2004), pouzil jsem izolaty LLQ, LIFOQ a ROF. Kultury jsemipatkoval

na Petriho misky s pevnym MNM médiem a kultivovalftydri pii 20°C. Poté jsem
opatrreé stahnul z povrchu misek narostlé mycelium a zvédyicelium jsem poté rozmixoval
v 1% roztoku glukozy (100mg Zivé vahy mycelia nd Imokula). Mezi gipravou inokula
raiznych kmei jsem veSkeré @i oSteil 96% ethanolem.

3.3.2. Vegetativni inokulum
Pii pripraw vegetativniho inokula jsem postupoval podle madifané metodiky

Honig et al.(2000), pouZzil jsem izolaty LLQ, LLARDQ. Inokulum jsemijpravil v
plastovych pytlich s Hepa-filtrem (Fisher Sciewijifis teplem sterilizovanou (120, 2h.)
smesi RaSelina/Perlit (1:2) zwllené Hagemovym médiem (Honig et al. 2000). Pytlmjse
poté inokuloval viezy mycelia z okrajaktivrné rostouci kolonie na pevném substratu. Pytle
jsem zatavil a nechafist mycelium v temnétpri 20°C po dobu dvou #sidi. Pred inokulaci

jsem grebyt&né médium odfiltroval fes filtratni papir.

3.4. Vyhodnoceni pokus U
Nasledujici postupy jsou spote pro vice pokus pripadné odchylky jsou popsany

v metodice jednotlivych pokis

3.4.1. Rustové charakteristiky
U sklizenych semer&i jsem ngfil jejich vySku, pameér kminku (1cm nad

korenovym ktkem, posuvné gfidlo, presnost 0.1mm) a et listi delSich nez 1cm. VysSku
jsem ne&fil jako vzdalenost od kenového kiku k nejvzdalegSimu zivému apikalnimu
pupenu (Dey et Parker 1997), posuvnygiidiem s fesnosti 1mm. Vifpac ahynu
apikélniho vrcholu byla gtena vzdéalenost k nejdelSi lateralgiw. Nadzemniast
semendkt jsem rozdlil na listy, kminek a keeny a ususil do konstantni hmotnosti 76°C
po dobu 24 hodin.iéd samotnym vazenimigsnost 0.019) jsem biomasu sendb&novu
presusil gi 75°C po dobu 12 hodin.
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3.4.2. Mykorhizni kolonizace
Kotfenovy systém sklizenych semeéké jsem jemi promyl pod tekouci vodou.

Mykorhizni kolonizaci kéeni jsem vyhodnocoval pod binokularni lupou modifikoea
metodou podle Rincdn et al. (2001).1#€novy systém kazdého semekajsem rozdlil na
fragmenty o délce cca 2cm, v Petriho misce jsegnfienty dikladné promisil a poté jsem se
snazil nahod&vybrat minimalg 50 fragmeni na jeden semeték (u rozsahlého kenového
systému pak 70-100), wipact, Ze celkovy poet fragmeni byl mensi, pak jsem
vyhodnocoval cely ki@novy systém. Pro stanoveni mykorhizni kolonizaeenj pouZzival
pouze fragmenty s vice negmi SpEkami, zlomené kienove Saiky jsem nepdital.
Mykorhizni kolonizaci pro jednotlivé mykorhizni nfotypy jsem stanovoval jako pam
poctu karenovych Spiek kolonizovanych &i celkovému poétu Spitek pro kazdy semenék
zvlag'.

Z mykorhizni kolonizace jsem pro jednotlivé z4saljgdnotlivé dominantni
morfotypy vypc@ital obdobu Pt indexu (Vzorec 1, Cordell et Mar®4) ktery v sob
integruje miru kolonizace s podilem kolonizovangemendaka.

_ kol(M)xn(M)
kol (Tot)

Vzorec 1: kol(M) - pramérna mira kolonizace semefidé mofotypem M v z&sahu, n(M) - podil
semendki kolonizovanych morfotypem M, kol(Tot) - jonérné celkova mira kolonizace semékiv zasahu.

Pt index

V piipact nejistoty o mykorhiznim statusu ikoku jsem vyhotovoval roztlakové
preparaty kéinku v kotonové mai (Ingleby et al. 1990), pokud to technické moZnost
dovolovaly.

Mykorhizni morfotypy jsem popsal vybranymi morfoiogymi charakteristikami
podle Agerer (1987-2002), fidil jejich fotografickou dokumentaci (Olympus BX:4
Olympus C-5060, QuickPhotoCamera 2.1) a maly regmettivni vzorek (cca 20 k),
jsem fixoval (2.5% roztok glutaraldehydu, pH 5.8) palSi anatomicka pozorovani a

uchovaval v temnétpii cca 2C.

3.5. Anatomickéa srovnani mykorhiz r  Giznych kmen U
Pro popis anatomicko-morfologickych roZdihezi mykorhizamiiznych

inokulovanych kmei stejného druhu jsem pouzil mykorhizy izolovanéokisu 2. Miené
charakteristiky jsou shrnuty ibze 4. Pro anatomicka pozorovani jsem vybiral onlgizy
zjevre vitalni, s dostataé vyvinutym plas¢m a bez znamek senescence (ztrata turgidity,

volny plag). Anatomické znaky mykorhiz jsem pozoroval pod rogkopem (BX-41) p
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1000x z¥tSeni, s pesnosti mreni na Lum. Preparaty jsem barvil v kotonové niiod
v laktofenolu (Ingleby et al. 1990).

Preparéty ficnychiezi mykorhiznich keéeni jsem gipravil ruénimi fezy Ziletkou
v bezové dusi. Proffgnétrezy jsem vybiral pouze kKimky primarni osy. Bénéiezy jsem ved|
s dirazem na to, abkez byl veden ve stdnic¢asti, zhruba ve stejné Urovni u vSechiikki
(tj. mimo ka‘enovou Spiku a proximalni senescenttést). Pro msfeni jsem pouzil 2-3ijiéné
fezy z 5 tiznych kdinka.

Preparaty svrchniho pohledu na glgem gipravil opatrnym séznutim
mykrohizniho plagt Spickou jehly.

Data jsem analyzoval pomoci mnohor@nych metod (Canoco for Windows 4.5).
Nejdiive jsem se snazil nalézt gradient v datech pometddy PCA (analyza hlavnich
komponent) a poté nalézt rozdil mezi skupinami pameetody LDA (linearni diskriminani
analyza)(Leps et Smilauer 2003). Anatomické charaktiky pro zahrnuti do LDA jsem
vybiral postupnym vyérem forward selection), kritériem pro vy®r bylo dosazeni hladiny
vyznamnosti p=0.05 (Monte-Carlo preréwit test pi 999 permutacich). Data pro

mnohorozndrné metody jsem logaritmicky transformoval.

3.6. Fruktifikace
Srovnaval jsemiistové charakteristiky a mykorhizni kolonizaci seaiti, u kterych

jsem pozoroval fruktifikacLaccaria laccata se semeriky, které byly kolonizovanéaccaria
laacata, avSak fruktifikace u nich nebyla pozorovana. Proopnéni jsem pouZil
jednocestnou analyzu variance (ANOVA) pistove charakteristiky a Kruskal-Waliis test
pro mykorhizni kolonizaci . K tomu, abych zjistitera charakteristika nejlépégupovida
fruktifikaci, jsem pouZil postupny vy (forward selection) s rfistovymi charakteristikami a
mykorhizni kolonizaci jako vys#lujicimi proménnymi a vyskytem fruktifikace jako
vyswtlovanou prominnou. Jako metodu jsem pouzil zob&tych linearnich model(R
2.4.1), kdy jsem fedpokladal Bernoulliho distribuci reziddallako kritérium pro jdani
vyswetlujici proménné do modelu jsem uZil kritérium dosazeni hladijgnamnosti 0.05
(Chi-sguare test). V gipac, kdy pridani vice prorénnych by zvysilo kvalitu modelu, jsem

vybral tu s nejvysSi hodnotou testovaciho kritéria.
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3.7. Pouzita nomenklatura
Nomenklatura a vymezeni taxondpovida nasledujici literatr stopkovytrusé houby

- Horak (2005), Julich (1984),feckaté houby - Hansen et Knudsen (2000), cévnatinno-
Kubét et al. (2002).

3.8. Pokus 1
Tento pokus jsem navrhnul ke z§i8t efektu sotiasné koinokulace dvou drinh

s rozdilnou ekologickou strategii nest semen&u a zodpowzeni otazky, jak se projevi
interakce mezidémito druhy na nie kolonizace kienového systému.

V prvnim pokusu jsem inokuloval semehkg dubu 15ml mycelidlni suspenze, po
deset dih po geesazeni do 2l lesnickych kontejadBilvaco QP6T/20) se Sestiikami. Red
a po inokulaci jsem rostlinyalladre zalil a po inokulaci fekryl povrch substratu vrstvou
pisku, abych zabranikfeschnuti substratu. Jako substrat jsem pouzil douydkolkaskou
smes (raselina, pisek, perlit, mlety dolomiticky vapen pongr 5:2:1:0.25), sterilizovanou
vysokou teplotou (14€ po dobu 3h). Pro inokulaci jsem pouZzil kmeny R®OQLQ
v nasledujicim usgadani: LLQ samotna, ROQ samotna, koinokulace LOQ®R
neinokulovana kontrola. Od kazdého zasahu jseéilehreplikaci (celkem 48 semeika).
Kontejnery byly usptadany ve dvotiadach pdtyrech kontejnerech, usfmani pokusu na
jeho paatku je v Riloze 2, pozici kazdého kontejneru jsem poté v igielnych tydennich
intervalech ndhodnmenil. Rostliny jsem pstoval odcervna 2006 v nevyt&pém skleniku
po dobu 18 tydi (do listopadu 2006). DalSi zpracovani sentkadylo stejné jako u
piredchoziho experimentu. Pro zalidinrozvoje padli dubového jsem adledemenéky
prepardtem NEEM Oil (olej Azadirachta indica, Thermotrilogy, US), &innym prostedkem
pro kontrolu tohoto parazita (Soukup 2005).

Pokud by se mezi mykorhiznimi houbami projevovagativni interakce, pak by
mnoZzstvi semeréi kolonizovanych oémi houbami bylo nizsi neZedpokladanéipjejich
volné kombinovatelnosti. NaruSeni tohotegpokladu jsem testov@hi-square testem.

Vliv zasahu na miru mykorhizni kolonizace jsem hatdmeparametrickym Kruskal-
Wallisovym testem. Ke statistickému vyhodnoceniwlzasahu naistove charakteristiky
jsem pouZzil jednocestnou analyzu variance (ANO\pAptoze poty semendki na konci
experimentu nebyly vyrovnané, byk@ba Tukey test proveést s korekci pro nestegiké

skupiny.
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Korelaci mezi éistovymi charakteristkami a mirou kolonizace jedrgthi morfotypy
jsem hodnotil pomoci zobegmych linearncich model(GLM). Jako vys¥tlujici proménou
jsem pouzil miru mykorhizace vybranym dominantniwriotypem, souhrnou kolonizaci
ostatnimi morfotypy jsem pouzil jako kovariatu. @jgti promenné do modelu jsem
rozhodoval na zaklachodnoceni parsimonie modelu (AIC). U pramé pdtu lista jsem i
hodnoceni GLM fedpokladal Poissonovu ditribuci, u ostatnich Gardietibuci
s logaritmickodink funkci. Ze statistického hodnoceni metodami GL&hjsvypustil

nekolonizované semetidy.

3.9. Pokus 2
Tento pokus jsem navrhnul z&elem zjiseéni vlivu kmeria LLQ, LLF, ROQ, ROF na

rast semen&i dubu a zarovesrovnani usgsnosti kolonizace jednotlivych kmén
v prostedi s konkurenciifrozere se vyskytujicich se drih

Naklicené Zaludy dubu jsem vysel néag2006 (duben) do hloubky 2-3 cm do
stejnych kontejnéra substratu jako v Pokusu XeB inokulaci jsem predil semenéky na
jeden semeri&k na buku. Semenéky jsem inokuloval 10ml inokulaiérven 2006, cca 4
tydny od vyklgeni), stejnym zfisobem, jako v pokusu 1. Pro pokus jsem pouZzil 72
semendkd, inokulovanych kmeny: LLQ (15 semetkad), LLF (14 s.), ROQ (14 s.), ROF (14
s.) a neinokulovana kontrola (15 s.). Sentgggsem po dobu 18 tydinpéstoval na pozemku
katedry botaniky pod otéenym nebem. Pokus jsem sklidil v listopadu 2006al2éskana
z tohoto pokusu jsem pouzil pro vyhodnoceni vligistovych charakteristik na fruktifikaci
inokulovanych hub a analyzu morfotyfviz vyse).

V prab¢hu vyhodnocovani pokusu 2 jsem u 30 ze 70 (42.8%) seméaahodnotil,
mimo celkové kolonizace, i vertikalni distribucdjgotlivych morfotyi: korenovy systém
jsem red stanovenim mykorhizni kolonizace réidccca 5cm od kéenového ktku podél
hlavniho kdene na d¥ ¢asti - svrchni a spodni. Kenovy systém obotasti jsem rozdlil na
2cm fragmenty, jak je jiz popsano vyse. Pr¢ &dsti jsem samostatriodnotil gitomnost
jednotlivych morfotyfi na 25 kdenovych fragmentech. Po jejich zhodnoceni jseincabti
smisil a postupoval v hodnoceni mykorhizni kolooeateji jako uvedeno vySe. Rozdily v
zastoupeni jednotlivych morfotypgakoz i celkovy poet mykorhiznich Sgiek mezi obkma
castmi kadenového systému jsem vyhodnocoval Wilcoxnovym parotestem.

P vyhodnocovéanitstovych charakteristik bohuzel nebylo mozno u v&srhendka
zvazit biomasu list, protoZe v dobsklizeni pokusu stovéa botie odvéla ¥tSinu listi, tato
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meiena veléina byla proto k dispozici pouze u 42 (60%) sendkfidZ tohoto dvodu je
pongr nadzemni a podzemni biomasy (S:R) Wi pouze jako po#én mezi susinou
kminku a k#en a takto je pouzivan v nasledujicich statistickgnhlyzach.

Statistické vyhodnoceniistovych parameirjsem proved| stejnymi metodami jako

v piedchozim pokusu.

3.10. Pokus 3
Cilem pokusu byloidmym pozorovanim sledovat interakci mezi druhy

koinokulovanymi v Pokusu 1 a poskytnout tak argutasm podklad pro diskusi vysledk
vySe zmigného pokusu. Cilem pokusu bylo r@érotestovat pouzitou metodiku pro dalSi
pouziti.

Pro teti experiment jsem sestrojil rhizoboxy pidnpé sledovani mykorhizni infekce
a interakce mykorhiznich hub mezi sebou (Wu et@99). Rhizoboxy rly rozmeér
25(vyska)x50(§ka)x3(hloubka)cm. Pro zabrém pristupu s¥étla jsem bdni s€ény rhizobox
zakryl hlinikovou folii, kterou jsem odsttaval pouze fi kontrole postupu mykorhizace. Do
rhizoboxi jsem vysadil, do stejného substratu jako v prvpékusu, patyrech semengich
dubu, o vySce cca 5cm (dbal jsem o to aby v raedgho rhizoboxu byly semetky co
nejjednotrjSi), predpstovanych ve sterilizovaném pisku. Krajni send&pd&e nachazely
6.5cm od okraje rhizoboxu, mezi seménabyly rozestupy 12.5cm. Pokusné rostliny jsem
péstoval v klimaboxu, $ 18°C a 12h sstelném rezimu. Po 5 tydnech po vysazeni jsem
semendky inokuloval myceliani suspenzi izaldtLQ a ROQ (stejna davka inokula jako v
experimentu 2) do kenového systému krajnich semé&ng vzdy dva @izné izolaty na
opanych koncich rhizobak

Pavodnim zanmirem bylo rozdlit sténu rizoboxu pravidelnottvercovou siti a
sledovat v pravidelnych intervalech postup mycel@dé a mykorhizni kolonizaci
semendka, protoze vSak k vytueni mykorhiz nedoslo, od sledovani tohoto experionen

jsem dale upustil a semetkd uplatnil v nasledujicich experimentech (Pokus 5)

3.11. Pokus 4
Tento pokus jsem navrhnul za cilentani rozditi v koloniza&ni schopnosti izolét

LLF a LLF u dvou druf hostitelskych semenii (dub a buk) a zjighi do jaké miry je tento

rozdil kompenzovan objemem inokula.
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Semena jsem nechal vyitiv klimaboxu (12h sgtla, 18°C). V¢ervnu 2007 (tj. cca 6
tydni po vykliceni dubu, 4 tydinpo vykliceni buku) jsem jeiesadil do lesnickych
kontejneti (viz vySe). Ped vysazenim jsem u kazdého jednotlivého setthengem pronssil
vySku semeniku, paiet listh a ptimér korenoveho kiku, u semengki dubu jsem navic
zmefil délku a Sitku ckloh. Vypatital jsem objem &oh jako sodin délky dtloh a druhé
mocniny jejich &ky. Substrat byl stejny jako wedchozich pokusech. Celkem jsem vysadil
210 semenka (105 duli a 105 buk). ProtoZe kratce poresazeni doSlo k nahlé mortalit
semendka buku vlivem houboveé infekce keni nahradil jsem ve 20 kontejnerech (45.1%; tj.
60 semengkn) uvolnéna mista semenky duhi. Koneny poner semenéki buku a dubu
byl: 165 duli a 45 buk.

Pouzil jsem d¥ arovre zdsali v kompletnim faktorialnim designuif®ha 2). Prvni
zasah pedstavovala inokulovany izolat mykorhizni houby H,ILLQ). Druha uroveé zasahu
bylo mnozstvi inokula. Pro inokulaci semeké&jsem pouzilii rizné objemy vegetativniho
inokula (viz vy3e): 40, 80 a 160ml (objem inokuwéjem substratu -1:50, 1:25, 1:12.5).
Poslednim zdsahem byla neinokulovana kontrola.

Semenéky jsem inokuloval dva tydny po vysazeni. Abych earhvlivu pridanych
Zivin z inokula, ke kazdému zasahu jsem naviidgb nevysterlizovanou s¢s Perlitu
s raSelinou (1:1) zvitenou Hagemsovym médiem v takovém objemu, aby dataeadil
vaci nejvySSi davce aplikovaného inokula. Pokus jséstqval ve venkovnich podminkach,
na pozemcich Uust&\AV, na lokali€ ¢ast&né zastikné okolni vegetacirpd gimym
slune&nim svitem. Rst semenéki jsem pravideld kontroloval a odstigoval plevel. Po 20
tydnech (konetijna 2007) jsem pokus sklidil a semékyzpracoval vyse uvedenymi
metodami.

Vliv zasahu na fezivani semeré&d, stejreé jako na pitomnost jednotlivych
mykorhiznich morfotyp jsem hodnotil Chi-square testem. Vliv zasahutishowé
charakteristiky jsem hodnotil analyzou kovariarjagp kovariaty jsem pouZil charakteristiky
nantiené na z&tku pokusu (vySka semaikd, pfimér kminku, p@et listi, objem dloh).

3.12. Pokus 5
Tento pokus jsem navrhnul za cilem 8t zda se liSi kolonizai schopnosRussula

ochroleuca jako late-stage houby mezi semegiiy rizného ¢ku.
Pro pokus jsem pouzil 18 semeéké& Substrat a¢stebni podminky byly shodné
s Pokusem 4. PouZil jsem dva pokusné zésahy v lanipl faktorialnim designu. Prvnim
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zasahem bylo sthsemendku (semenéky vysazené 2006 a 2007), druhym typ inokula
(ROQ, neinokulovana kontrola). Jako senigayaz r. 2006 jsem pouZzil nekolonizované
semendky z Pokusu 3. Semetky jsem inokuloval vegetativnim inokulem v mnoZz<2i
ml/semenéek (1:25), kontrolni semetidy stejnym mnoZzstvim nesterilizovanéd&nPerlitu
a raseliny zvikené Hagemsovym médiem. Design experimentu je vyebra Riloze 2.Cas
inokulace, nasledna manipulace a doba sklizenirerpatu jsou shodné s Pokusem 4.
Vliv zasahu (std semend&u a inokulacdrussula ochroleuca) na miru kolonizace

jsem testoval Kruskal-Wallisovym testem.
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4. Vysledky
4.1. Pokus 1

4.1.1. Prezivani semena ¢k
Po jednom nahodrvybraném semexfu ze zasahLL, RO a LL+RO jsem sklidil o

6 tydn drive, kon€ny patet analyzovanych semeika v doke sklizre byl 45. \&tSina
semendki v3ak byla porérné zahy silé napadena padlim dubovymdicrosphaera
alphitoides), po opakovaném ogeni gipravkem NEEM vykazovaly néwyvinuteé listy

mere rozsahlou, avsak staléetelnou infekci. | pesto byly semeri&y v praiméru vétsi a

s vysSi biomasou oproti Pokusu 2 v roce 2006asti kontejnak doSlo kratce poiesazeni

k rozvoji blize neufenych oportunich saprotrofnich mikromyiceta povrchu substrétu, jejich

vliv na rist semen&u nebyl pozorovan.

4.1.2. Mykorhizni kolonizace
U tii prectasre sklizenych semetku jsem nepozoroval vyvinuté mykorhizy.

Mykorhizy jsem nalezl u 29 z 45 (64.4%) hodnocengemendkd, praimérny podil
kolonizovanych Sgiek u mykorhiznich semedi& byl 15.9%, maximalni pak 47.2%.

U semenékt jsem nalezlii mykrohizni morfotypy (Tab. TR1), u jednotlivych
semendkt jsem pozoroval 0 az 2 morfotypy s@sré, pramérny paiet pozorovanych
morfotypi vztazeny na jeden semep# : 0.73 morfotypu. Identifikované mykorhizni
morfotypy: Thelephora terrestris (M3)(pramérna kolonizace 14.39%, max. 47.2%ccaria
laccata (M5)(pramérna kolonizace 14.6%, max. 34.3%)(Tab. TR2). Dadsrj pozoroval
jeden neidentifikovany morfotyp (M2)(pouze 4&gpi u jednoho semeiiiu). Morfotyp
odpovidajici druhdrussula ochroleuca jsem nepozoroval.

Podil semeniku, kolonizovanych okma dominantnimi morfotypy zaroiebyl nizsi
oproti hodnotam &kavanym § splréni predpokladu o jejich volné kombinovatelnosti,
statisticky vSak neni rozdiljkazny (Chi-square(3)=4.53; p=0.21)(Obr. R1).

Laccaria laccata kolonizovala v omezené ieii semenéky zasali, kde nebyla
inokulovana. Nenalezl jsem statistckyikazny vliv zasahu na miru kolonizalcaccaria
laccata (Hz 41=3.04, p=0.39)Thelephora terrestris (Hs417=1.59; p=0.66), ani na celkovou
miru kolonizace (k3.417=2.04; p=0.56). (obr. P1.1aif®ha 1)).
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Thelephora | Laccaria M2 Celkem
K 5 3 0 12
% 41.67 25 0 66.67
RO 7 1 1 11
% 63.64 9.09 9.09 63.64
LL 6 3 0 11
% 54.55 27.27 0.00 72.73
RO+LL 3 4 0 11
% 27.27 36.36 0.00 63.64
Celkem 21 11 1 45
% 46.67 24.44 2.22 64.44

Tab. TR1: Paity a podily semergkt kolonizovanych jednotlivymi mykorhiznimi morfotypyPokusu 1

Laccaria [%] Thelephora [%] Celkem [%]
K 2.83 6.30 9.12
SD 8.06 10.24 11.44
RO 0.55 6.45 7.00
SD 1.84 11.99 12.49
LL 3.26 9.21 12.47
SD 5.83 14.82 13.85
RO+LL 7.65 4.95 12.61
SD 11.73 10.04 13.30
Celkem 3.56 6.72 10.28
SD 7.91 11.58 12.55

Tab. TR2: Mira mykorhizace u morfotyp které se vyskytovaly u vice nez jednoho serdendyjadena
podilem kolonizovanych Kenovych Spiek v Pokusu 1. Prvitadek u jednotlivého zasahu ozog miru

mykorhizace, druhy jeji sétnodatnou odchylku.

LL index TT index
K 7,74 28,76
RO 0,72 58,60
LL 7,14 40,27
RO+LL 22,08 10,72
Celkem 8,46 30,51

Tab. TR3: LL a TT index pro jednotlivé zasahy v Pokusu 1
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Obr. R1: Procentualni zastoupeni semgdigkolonizovanych fisluSnym dominantnim morfotypem pro
jednotlivé zasahy v Pokusu 1 (Tihelephora terrestris, Lac -Laccaria laccata, Lac+Th - oba morfotypy, O -
mykorhizy nenalezeny).

4.1.3. Rustové charakteristiky
Zasah ner¥l prukazny vliv na zadnou Zistovych charakteristik: vyska @a1=0.53;

p=0.67), ptmér kminku (Fs.415=0.86); p=0.47), p&et listh (F34170.61; p=0.61), suSina list
(F@3,4170.42; p=0.74), susina kminku{k:1~=1.01); p=0.40), susina keni (F3,417=0.18;
p=0.91) celkova biomasa §h1=0.70; p=0.56) a po#n nadzemni a podzemni biomasy
(F3.4170.96; p=0.42) (Tab. TP1.1, TP1.2, obr. P1iil¢Ra 1)).

Mira mykorhizni kolonizace ani jednoho z obou deamitnich mykorhiznich
morfotypi nesnizila AIC oproti nulovému modelu zahrnujicipouze kovariatu ani u jedné
rastové charakterisitky. (Tab. TP1.3, Obr. P1.il¢Ra 1).

4.1.4. Fruktifikace
V prabé¢hu poslednichit tydna pred sklizni jsem ve dvou kontejnerech pozoroval

fruktifikaci Laccaria laccata (zasahy: 1x LL, 1x LL+RO) a jednu plodnitinel ephora
terrestris (zasah LL). P&t opakovani neumaije statistické zhodnoceni.
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4.2. Pokus 2

4.2.1. PreZivani semena €ku
Z vysazenych 72 semetkd jsem na konci experimentu sklidil 70 (97.2%), dva

sené&ky uhynuly (1x ROF, 1x LLF). Na uhynulych Zaludgskm pozoroval v druhé polowin
|éta stopkatéa apothedi#ymenoscyphus fructigenus. Listy semendkt byly napadeny padlim
dubovym, ve srovnani s Pokusem 1 vSak napadeniagiils intenzivni.

V péti kontejnerech jsem cca 2 tydniepl sklizni nalezl plodnickeaccaria laccata
(zdsahy: 3xLLQ, 1XLLF, 1xK)(viz 4.2.4), plodniceyich druti jsem nepozoroval.

4.2.2. Mykorhizni kolonizace
Mykorhizy jsem nalezl u 57 z 70 (81.4%) hodnocengemend&ki. Piimérny podil

kolonizovanych Sgiek u mykorhiznich semedi&i bylo 11.5%, maximalni pak 43.0%.

U semenékt jsem nalezl celkem osm mykorhiznich morfatyab. TR4), u
jednotlivych semenéa jsem pozoroval 0 az 3znych morfotyi sowtasre, praimérny paet
pozorovanych morfotypvztazeny na jeden semeer#: 1.14 morfotypu. Identifikované
mykorhizni morfotypyThelephoraterrestris (M1, M3, M6)(primérné kolonizace 9.5%, max.
42.6%),Laccaria laccata (M5)(pr. 7.8%, max. 27.5%§;oenococcum geophilum (M4)(Tab.
TR5). Dale jsem pozorovali iheidentifikované morfotypy (M2, M7, M8), tyto miotypy se
nikdy nevyskytovaly u vice nez jednoho sentdmidéa nedosahovaly ani 1% miry kolonizace u
jednotlivych semenii. Morfotyp odpovidajicRussula ochroleuca jsem nepozoroval.

Podil semeniku, kolonizovanych okma dominantnimi morfotypy zaroiebyl nizsi
oproti hodnotam &kavanym § spiréni predpokladu o jejich volné kombinovatelnosti,
statisticky vSak neni rozdil kazny (Chi-squarg=2.55; p=0.47)(Obr. R2).

Laccaria laccata kolonizovala v omezené maii semenéky zsali, kde nebyla
inokulovana. Vliv zasahu na kolonizd@accaria laccata byl statisticky pikazny
(H,65739.37, p<1G, Obr. P1.2a (Rloha 1)), ptikazny rozdil byl mezi zasahem LLQ, ktery
vykazoval nejvyssi miru kolonizace a vSemi ostatziiisahy. Zasahémél statisticky
prikazny vliv na miru kolonizac&helephora terrestris (Hua,6576.51, p=0.164) a
Ceonococcum geophilum (Hua,65=1.83, p=0.767). Vliv zasahu na kolonizci ostatnimi
morfotypy (M2, M7, M8) jsem nehodnotil, protoZzeseskytovaly vzdy pouze u jednoho
semendku. Zasah rdl statisticky ptikazny vliv na celkovou miru kolonizace (ds=14.85,
p=0.005), piikazre se odliSovaly zasahy LLQ a ROF.

Pozoroval jsem rozdilnou preferenci ve vertikaistribuci morfoty, kdy

Thelephora terrestris kolonizovala ve #tSi mie kainky blize povrchu, distribudeaccaria
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laccata byla rozloZzena rovnoénngji. Mira kolonizace se statistickyyazre liSi mezi

svrchni (do 5cm) a spodédsti (pod 5cm) kienového systému, pokud uvazujeme celkovou
kolonizaci (%1,162.09, p=0.036)(Obr. P1.4fiP 1) nebo jen kolonizacihelephora terrestris
(Z(1,1372.19, p=0.028). Rozdil v ffd kolonizacd.accaria laccata mezi svrchni a spoddésti
neni ptikazny (4,6=0.25, p=0.80)(Obr. P1.5fP 1).

Laccaria | Thelephora|Cg M2 M7 M8 Celkem
LLQ 14 8 1 0 0 0 15
% 93,33 53,33 6,67 0 0 0 100,00
LLF 6 10 0 1 0 0 13
% 40 66,67 0 6,67 0 0 84,62
ROQ 6 8 0 0 0 0 13
% 40 53,33 0 0 0 0 84,62
ROF 1 8 1 0 0 0 14
% 6,67 53,33 6,67 0 0 0 64,29
K 2 11 1 0 1 1 15
% 13,33 73,33 6,67 0 6,67 6,67 73,33
Celkem 29 45 3 1 1 1 70
% 41,43 64,29 4,29 1,43 1,43 1,43 81,42

Tab. TR4: Paity a podily semergi kolonizovanych jednotlivymi mykorhiznimi morfotypyPokusu 2
(Legenda: Cg -€oenoccocum geophilum)

Laccaria [%] Thelephora [%] | Cg [%] Celkem
LLQ 12,89 2,80 0,01 15,70
SD 8,04 5,35 0,05 8,32
LLF 1,70 4,68 0,00 6,38
SD 2,37 5,22 0,00 5,94
ROQ 0,60 6,09 0,00 6,68
SD 0,79 8,42 0,00 0,79
ROF 0,03 4,57 0,03 4,63
SD 0,12 8,83 0,11 8,90
K 0,17 11,53 0,07 11,77
SD 0,61 12,53 0,29 12,77
Celkem 3,24 6,11 0,03 9,37
SD 6,31 8,91 8,91 9,86

Tab. TR5: Mira mykorhizace u morfotyp které se vyskytovaly u vice nez jednoho serlanavyjadena
podilem kolonizovanych Kenovych Spiek v Pokusu 2. Prvitfadek u jednotlvych zasalznauje miru
mykorhizace, druhy jeji sénodatnou odchylku. (Cg €oenococcum geophilum)
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LL index | TT index
LLQ 76,63 9,51
LLF 10,67 48,88
ROQ 3,57 48,57
ROF 0,05 52,60
K 0,19 71,83
Celkem 14,31 22,20

Tab. TR6: LL a TT index pro jednotlivé zasahy v Pokusu 2
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Obr. R2: Procentualni zastoupeni semgdigkolonizovanych fisluSnym dominantnim morfotypem pro
jednotlivé zasahy v Pokusu 2 (Tikelephora terrestris, Lac -Laccaria laccata, Lac+Th - oba morfotypy, O -
mykorhizy nenalezeny).

4.2.3. Rustové charakteristiky
Z rastovych charakteristik &hzasah statisticky fikazny vliv na: pimér korenového

kreku (Rae572.81; p=0.03), susinu kminku¢ks=3.76; p=0.008), susinu keni
(Fa,6574.81; p=0.002), celkovou suSinu4ks~=5.01; p=0.001). Statisticky fkazny nebyl
vliv zasahu na: vySku semetka (R4 65=2.51; p=0.05), susinu list{(Fa4 37=1.79; p=0.15) a
ponr nadzemni a podzemni biomasys@=0.84; p=0.50)(Tab. TP1.4, TP1.5, Obr. P1.2
(Priloha 1).

Modely zahrnujici oba dominantni morfotypyacaria laccata, Thelephora terrestis)

byly vice parsmonni (nizSi AIC) ve srovnani s mgasdsahujicimi pouze kovariaty ¥ipad

nasledujicihdstovych charakteristik: pmér kminku, vySka semeni#éu, suSina stonku a
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poner kminku a podzemni biomasy. Pro v§eni variability v charakteristice celkova
susina je nejvice parsimonni model pouze s mirckonmjzaceThel ephora terrestis jako
vyswetlujici proménnou (nikoliLaccaria laccata). U charakteristik suSina listsuSina kéeni
a paet lista je nejvice parsimonni model bez daglicich vysetlujicih promeénnych (Tab.
TP1.6, TP1.7, Obr. P1.8i({®ha 1)

4.2.4. Fruktifikace
V prab¢hu gati tydna pred sklizni jsem pozoroval fruktifikaci iEp semendka, tii

raznych zasal Mira kolonizacd.accaria laccata u tchto semengkn se pohybovala od
2.37% do 23,05% (Tab. TP1.8). Semikyés fruktifikujici Laccaria laccata se statisticky
prakazre liSily od ostatnich kolonizovanychipmnérem kminku (k. 277=3.58, p<10@) celkovou
susSinou (k,27, p=0.01), suSinou kminku ¢R7=7.09, p=0.01) a suSinou e (F,2776.81,
p=0.01) nikoli vSak mirou kolonizadsaccaria laccata. (Hq 27, p=0.20)(Tab. TP1.8, obr.
P1.6 (Riloha 1)).

Postupny vybr zvolil proménnou celkova biomasa jako nejlepsi prediktor fifikdice
(p=0,005), po zahrnuti této préemmé, by pipadné zahrnuti dalSi prémmé nezlepsilo kvalitu
modelu. Model s celkovou biomasou jako jedinou ¥lsyici proménnou vys¥tluje 30.2%
variability v datech.

4.2.5. Anatomicka srovnani mykorhiz r - Gznych kmen 0
Hlavni mykorhizni morfotypy jsou popsany vilBze 3, znaky spot@mé vSem

morfotypim jsou popsany dale.

Mykorhizni systémy dubu vykazovaly monopodiépianérni az -pyramidalni
vétveni, @Zné vSak byly i mykorhizy néwené (zvl. mykorhizyC. geophilum). U hlavni osy
mykorhizy byl patrny ¥tSi pfimér kotfinku, casto téz se zaSfatelym zakotenim, béni
vétve mely mensSi pdmeér a zakogeni kainka bylo tupé. Mykorhizy byly jen vzaémrovné,
pievazovaly ohnuté a pokroucené. Hartigo¥gosbnikala u vSech pozorovanych diuh
mykorhiz zpravidla jen podél radialngst pokozkovych bukk, vzacrji az po vnitni
tangencialni hu. Velmi vzact jsem pozoroval pronikani hyf houby mezi radialdng
prvnitady korovych buék. Pronikani hyf do vnitrobuitnych prostor rhizodermis jsem
nepozoroval. P&etiad burtk primarni kiry kofene se pohyboval mezi éwi a psti. Proporce
jednotlivych¢ésti mykorhiz_accaria laccata a srovnani s nemykorhiznimitkoky poslednich
fadi shrnuje tabulka TR7.
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Laccaria laccata Nemykorhizni

plocha [pmz] [%] | plocha [umz] [%]
sfedni valec 3869 5.9 9928 | 19.7
primarni kiira 19706 | 30.0 31250| 62.1
rhizodermis 17187 | 26.2 9121| 18.1
plast 24864 | 37.9 - -
celkem 65626 | 100.0 50299 |100.0

Tab. TR7: Plocha jednotlivych sloZzek a relativni podil zkeelé plochy mykorhizniho kenelLaccaria laccata
(Pokus 2, zasahy LLQ, LLF) a srovnani s nemykorhizkatinkem prvnihadadu (pfimér méieni 2-3 gicnych
fezl z 12 jednotlivych kiinki, semenéky K36, K49)

SPECIES SAMPLES
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Obr. R3: PCA ordin&ni diagram v prostoru prvni a druhé kanonické 8ady odpovidaji jednotlivym
semendkim (rozliSeny podle zasahu), Sipky korelacigremych charakteristik. Vlastiisla os: 0.588 a 0.230
(Legendacortex: radalni rozrir prim. kiiry, cortex 1: rad. rozndr 1.fady burk prim kary, cylinder: pramér
centralniho valcediam: pramér mykorhizy,hartig: hloubka pronikani H. sif HIM/HOM: pramér hyf
vnitiniho/vrejSiho pla&t, mantle: tlou¥’ka plasE, rhizoder: radialni roznar rhizodermis)

Z diagramu PCA (obr. R3) analyzy je patrné, Zeostoru prvnich dvou kanonickych
osach neni interpretovatelny gradient mezi mykaumizkmeri LLF a LLQ. Diagram

Vv prostoru prvni areti kanonické osy je uveden na Obr. P1.%iloPe 1. JiZ v prvnim kroku
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postupného vyru vyswtlujicich prongnnych pro LDA, nedosahovala Zzadna &emych
proménnych stanovené hladiny vyznamnosti (p<0.05) piijgeti do modelu (Tab P1.11,
Priloha 1).

4.3. Pokus 3
U semenékt jsem po dobu deviti &sial po inokulaci nepozoroval Zadné mykorhizy

Laccaria laccata ani Russula ochroleuca. V jednom rhizoboxu jsem nalezl u jednoho
semendku na j&e 2007 mykorhizyrhelephoraterrestris. Zbylé semeniky z rhizoboxi bez
pozorovanych mykorhiz jsem pouzil k inokulaci ddkBsu 5 v nasledujici sez&(2007).

4.4, Pokus 4

4.4.1 Prezivani semena ¢ku
Z vysazenych 45 semetid buku jsem na konci pokusu sklidil 9 semgkia(20%),

z 165 semertki dubi pak 163 (98.8%).¥Sina sement buku uhynula zahy po vysazeni;
vSechny semeiy buku, které fezily tuto kritickou dobu se dozily doby sklizerdkusu.
Vliv zasahu na fezivani buku nebyl gkazny (Chi-squarg=2.01, p=0.37). Fruktifikaci

mykorhiznich hub jsem nepozoroval.

4.4.2. Mykorhizni kolonizace
Mykorhizni infekci jsem pozoroval pouze u malélogtp semenéka buku (3 z 9

semendki — 33.3%) i dubu (8 z 165 semé&ka — 4.9%). Mira kolonizace u buku
nedosahovala ve vSectiadech ani 1% kenovych Saiek, u dubu 1% i@sahla pouze

v jednom pipack (8.3%, sem. K19). U obou dralgievin jsem nalezl pouze jediny morfotyp
— Coenoccum geophilum u buku arhelephora terrestris u dubu. ProtoZe mira kolonizace byla
mala, statisticky jsem hodnotil pouze vliv zasahuifitomnost daného morfotypu. U dubu
nenel kmen inokulované houby (Chi-squgyel.81, p=0.40) ani mnozstvi aplikovaného
inokula (Chi-squarg=3.8, p=0.28) ptkazny efekt naiitomnost mykorhizZlhelephora
terrestris. Rovrez u semenga buku nerdl kmen inokulované houby fikazny efekt na
pritomnost mykorhizZZoenococcum geophilum (Chi-squargy=1.75, p=0.41). Mykorhizy

Laccaria laccata jsem nepozoroval.

4.4.3. Rustové charakteristiky
Kmen inokulované houby ani mnozstvi inokula gknstatisticky pikazny efekt na

Zadnou ze sledovanychstovych charakteristik semethkd. Vysledky jsou shrnuty v Tab.
TP1.12, TP1.13, TP1.14, TP1.15 a na Obr. PXiB (B. Protoze vliv ani jedné
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z vys\tlujicih proménnych nebyl pikazny, nemilo vyznam testovat vliv interakcédhto
dvou faktofi.

Z analyzy jsem odstranil sedm sem#ia(K120, FH162, QL163, K164, FM165,
K166, QL167) pro neuplna data prékierou z néienych charakteristik.

4.5. Pokus 5

4.5.1. Pfezivani semena €ku
Po sklizeni pokusu jsem analyzoval vSech vysazeh@csemendi. Doby sklizré

pokusu se dozily vSechny inokulované sentkpdl semenéki vyklicenych toho roku jsem
pozoroval porirné silné napadeni padlim, u semé&kiaz predchoziho roku bylo napadeni

padlim pouze omezené.

4.5.2. Mykorhizni kolonizace
U 8 z 18 (44.4%) semediai jsem nalezl mykorhizy, cekova mira mykorhizacejak

pocet Sptek kolonizovanych oproti celkovému ¢ia dosahoval maxima#nl4.8%, padmeérna
hodnota pes vSechny mykorhizni semekg byla 3.3% (Tab. TR8)

U semenékt jsem nalezl pouze jediny mykorhizni morfotyp odilayici
mykorhizam identifikovanym vigdchozich pokusech jakinel ephora terrestis. Mykorhizy
Russula ochroleuca jsem nanalezl.

St&i semendku nelo statisticky ptikazny efekt na miru kolonizadénel ephora
terrestris (Hi1,1778.17, p=0.0042), mykorhizy se az na jednu vyjimiskytovaly pouze u
semendku vyklicenych v roce 2006. Typ inokula nélnstatisticky ptikazny vliv na miru
kolonizace (kh 17=1.04, p=0.31).

Nt N mykor. | % mykor. Kolonizace [%]
RO1 5 1 20.00 0.41
RO2 4 4 100.00 9.39
K1 4 0 0.00 0.00
K2 5 3 60.00 3.81
Celkem 18 8 44.44 3.26

Tab. TR8: Celkovy p&et semengki (Nt), paiet mykorhiznich semeiii (N mykor), podil mykorhiznich
semendkii (% mykor) a mira kolonizacthelephora terrestris, pro jednotlivé zadsahy v Pokusu 5
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5. Diskuze

Kmen LLQ kolonizoval takka vSechny semetidy v Pokusu 2, gimérna mira
kolonizace, byla v poginé nizka (12.9%). Obdokmizkou kolonizaci u roduaccaria
pozoroval Tatishi et al (2003). Rincon et al. (2D0k4azal, Zd_accaria je schopna
kolonizovat vysoké procento semeék@ Pinus pinea v Sirokém rozpti koncentrace inokula,
mira kolonizace vSak byla vzdy péme nizka (11-40% kratkych keni). RovreZ Lu et al.
(1998) pozorovali, Ze kolonizaceiemového sytémEucalyptus globulus ¢tyimi druhy rodu
Laccaria se pohybovala vzdy okolo 20%.

Na druhou stranu Molina (1982) ukazal,lzsecaria laccata je vhodnym druhem pro
inokulace kontejnerizovanych semékéa dosahuje kolonizace >80%ikai. Rovrez ve
studii Khasa et al. (200L)accaria bicolor kolonizovala pes 80% kéinka semendéki
z pouzitych druh early-stage hub ve schopnosti kolonizovatiemovy systém semetia
blahovinika v lesnich Skolkach.

Pozorovand mykorhizni kolonizace je vSeoléetidSi, nez byla dosaZzena v jinych
studiich zabyvajicich se inokulacemi duiéagnon et al. 1991, Kavkova et al. 20074#). P
srovnavani mykorhizni kolonizace mezi jednotlivygtudiemi je vSakieba mit na pati
rozdilné pouzité metody stanoveni mykorhizni kataoe semer&t a rozdilné metody
inokulace.

Nejednoznanost publikovanych vysledkmiZe byt disledkem citlivosti isgchu
kolonizace na konkrétni podminky pokusu, vliv maimngyp substratu (Chen et al. 2006,
Kavkova et al. 2007a); mykorhizni kolonizace jeiawtna i ra&nim pribéhem srazek a teplot
(Swaty et al. 1998).

Nevysoka mira kolonizace vSak odpovida vystgdk jinych studii provedenych
stejnou metodou mycelialni suspenze (Parladé 208K, Brundrett et al. 2005). Niéidad
Brudrett et al. (2005) pozoroval tsmou izolaci mycelialni suspenzi u 35% izbldiznych
druhi ektomykrohiznich hub oproti 49% Ggmosti suspenze spor. Vliv zde ma nejspis
fragmentce myceliadhem gipravy inokula, kdy skteré druhy mohou byt pa¥mé citlive;
Brundrett et al. (2005) uvadi, Ze z fragmentovamalyoelia bylo mozné zpné vyizolovat
jen 69% pouzitych kmen Inokulovand_accaria bicolor vSak dosahovala vysSi kolonizace
korenového systému semehka Quercus rubra, kdyz byla inokulovana ve forrmyceliani
suspenze ve srovnani s alginatovam inokulem (Gaghah 1991).
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Primérna mira kolonizace semetkéi kmenem LLF v Pokusu 2 byla sice vysSi nez u
kontrolnich neinokulovanych semehkad, avSak tento rozdil nebyl statistickyagazny. Nelze
tedy rozhodnout, zda mykorhizy nalezenéahto semen&au, reprezentuji tento kmen, nebo
prislusi ke kontaminujicim kmém. IzolatyLaccaria laccata nalezejici kitznym
genetickym individuim Ize rozliSit testy somatidk&ompatibilty (Rayner 1991). Z jediné
plodniceLaccaria laccata, kterd fruktifikovala v zasahu LLF se vSak nepidldaziskatcistou
kulturu a izolace z mykorhiz je komplikovanym pgstm s nejistym vysledkem (Gryndler et
al. 2004).

V kazdém pipac je patrné, Ze izolat z buku ma ve srovnani s teaté&z dubu
omezené kolonizai schopnosti kienového systému dubu. Tento vysledek odpovida
pozorované vnitrodruhové variab#liv koloniza&ni schopnosti jinych drdhmykorhiznich
hub (Burgess et al. 1994, Dixon et al. 1987). Napoonu u druhu_accaria laccata Molina
(1982) nenalezl rozdily v rfd kolonizace semedi&1 Picea sitchensis a Tsuga heterophylla,
vSechnytyii pouzité kmeny dosahovaly vysoké miry kolonizace.

Je otdzkou, zda by vy3sSi davka inokula kompenzdwaisi koloniz&ni schopnosti
izolatu LLF. V Pokusu 4, ktery éhna tuto otazku odp@deét, selhala metoda inokulaceiigs
dodrzeni odpovidajici metodikyipravy a davkovani inokula (Honig et al. 2000, Rimet
al. 2001). Rincon et al. (2001) zjistil, Ze itk vSechny kontejnerizované sem#yaPinus
pinea byly kolonizovany v Sirokém rozfi koncentrace vegetativniho inokula (1:4 az 1:64).
Rovrez Perrin et al (1996) ukazal, Eaccaria bicolor je schopnéa kolonizovat semeka jiZ
pii malé pouzité davce inokula. Kropp (1997) ukazalkoloniz&ni schopnostaccaria
laccta je podmirna geneticky polygennim sytémerddanosti. Soudim tedy, Ze vySSi objem
aplikovaného inokula by nethvliv na vyslednou miru kolonizace, a Ze schopkadbnizace
je v danych podminkéach spiSe vlastnosti podndu interakci mezi fyziologickymi
vlastnostmi izolatu a podminkami pokusu.

Linearni diskriminani analyza nenasla znaky ve stawiykorhizLaccaria laccata,
které by mohly odliSit mykorhizy ze za$abLQ a LLF. Snizena schopnost kmene LLF
vytvaret mykorhizy s dubem se tedy neprojevuje na anatamstruktiie mykorhiz, nebo je
jeji prispevek na celkové variabilitnatolik nizky, Zze seipomezeném ptiu vzorki nemohl
projevit. Variabilita v rdmci jednoho vzorku gkterych charakteristik (tlowka plasg,
tlou&’ka rhizodermis) byla zrtaé a nejspis souvisi s ontogenetickyntistanykorhizy,
jakkoli jsem se z ®kreni snazil vynechavat zje¥mladé a nevyvinuté a naopak senescentni

mykorhizy.
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V jinych publikovanych studiich (Dixon et al. 198urgess et al. 1994) je
zminovano, zeistova odezva semaeatkd souvisela s tloukou plas¢ a mirou vyvinu
Hartigovy si¢. Jednim z moZnychigiodi, prod jsem podobny vztah nepozoroval je nejisty
puvod mykorhizLacaria laccata v zasahu LLF (jak je diskutovano vyse), cézrpalém
poctu opakovani pro tento kmen mohlo mit nezanebateséedky na vysledek analyzy.

Protoze mykorhizni spatenstva inokulovanych a neinokulovanych senika@o
vysazeni do volnéifrody lthemcéasu konverguji (Menkis et al. 2007), je samefrmou a
zasadni otazkou, zda inokulovany kmen mykorhizoibyge schopny se v kenovém
systému udrzet i po introdukci do volnérpdy. Selosse et al. (2001) ukazali, Ze
introdukovany kmetbaccaria bicolor byl piitomny na kéenechPseudotsuga menziesii i po
mnoha letech od inokulace. Jakkoli jsou vysledky studie optimistické, jedba si
uvédomit, Ze se jedna o niadni druh hostitelskérdviny v oblasti a Ize tudiz‘edpokladat
Ze tlak ‘divokych' mykorhiznich hub byl mensi negfpadt domacich tevin. Nicmeért i
v jiné studii (Gagné et al. 2006) inokulovany kneecaria vytrval na stanovisti po Sest let.

Duvodu, prod Russula ochroleuca nebyla schopna kolonizovat semékadubu, I1ze
uvazovat gkolik. ProtoZe rodRussula je povazovan zkate-stage houby (Molina et al. 1982)
jednim gijatelnym vysw¥tlenim je neschopnost houby kolonizovat mladé sékgma
vydrZet kompetini tlak girozere se vyskytujicich druin Fleming (1985) ukazal, zekoli
late-stage houbyvytvarely mykorhizy v axenickych podminkach, piegazeni do venkovnich
podminek se zala mira mykorhizace sniZovat, a to i bez ohledalanizaci firozerg se
vyskytujicich se druin Autor diskutuje hypotézu, 2ate-stage houby maiji pilis velké
naroky na pisun asimilal, které neni maly semetek schopny uspokojit. Ani starSi
semendky v Pokusu 5 nebyly kolonizavany. LepSova (200d)qrovala mykorhizy jen u
téch semenéku Picea abies, které byly v kontaktu s keny dosplych stromi se stejnym
typem mykorhizy. Tento vysledek Ize interpretoalt, tZeRussula ochroleuca potrebuje ke
kolonizaci semen&a byt napojena na dostétey zdroj asimilad, jak ukazal u jinychate-
stage hub Fleming (1984). MykorhizRussula ochroleuca vSak byly nalezeny u semeiké
péstovanych v ketinatich s nesterilni lesnitpou (Kavkova et al. 2007a), tento druh je tedy
schopny vytvéet mykorhizy na semetéich dubu i v urdlych podminkach.

Prikladem UspSné inokulacéate-stage hub je studie Dunabeitia at al. (2004), ve které
inokulace druhu rodueccinum, jinak povazovanéhma late-stage houbu (Mason et al. 1983),
méla za vysledek podstatnou kolonizacidwového systému rok starych seniiéoiizy

v polnich podminkach a zaravbyl prokazan jeji pozitivni vliv naist €£chto semenia.
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Semenéky v Pokusu 2 inokulovani@ussula ochroleuca mély mensi miru kolonizace
Thelephora terrestis ve srovnani s kontrolnimi semekg'. Je pravépodobné, Ze
inokulované kmenyRussula ochroleuca né¢jakym zpisobem snizovaly pra¥godobnost
kolonizace pirozere se vyskytujicimi se druhy. To by mohlo znamenatakoli Russula
ochroleuca nevytvaila mykorhizy v inokulovanych kontejnerech, mohlaubstratu po
néjakou dobu pezivat ve formy vegetativniho mycelia a zali@vat kolonizaci z firodnich
zdroji. Schopnost gkterych mykorhiznich druhpersistovat po ditou dobu v substratu bez
vytvoirenych mykorhiz byla popsana u jinych diiiones et al. 1990). Rosihdoba, po
kterou pokus &el, mohla byt filis kratka, abyRussula ochroleuca vytvorila mykorhizy, v
n¢kterych gipadech mze doba mezi inokulaci a prvnimi pozorovatelnymkomizami trvat
i nékolik tydnt aZz nésiai (Tateishi et al. 2003, Wilson et Harvey 1984).

Je roviez mozné, Z&ussula ochroleuca ma schopnost vytwat latky s fungicidnimi
Ucinky a Ze reziduathto latek astala v inokulu. Produkce inhifmich latek vSak byla
ukazana z mykorhiznich drtitu nagr. roduPisolithus (Kope et al. 1990), z dostupné
literatury mi vSak takovyifjpad u roduRussula neni znam. Tyler (1994) vSak uvadi negativni
korelace ve vyskytu plodnic u driulnodt Russula a blizkého rodlLactarius, coz naznéuje
jistou moznost vzajemné negativni interakce.

Jen s obtizemi Ize ziskat semé&nazcela prosté kontaminujicich mykorhigirpzere
se vyskytujicich druly protoZe vzduchemi&né spory mykorhiznich hub jsou tak
vSudygitomné. NejasgjSim kontaminantem byl@helephora terrestris, tento druh byl
piitomny ve vSech mych pokusech z obou let a byl yédgou z dominantnich sloZzek. P¢av
tento druh je neépsgjSim kontaminantem inokuwaich experimerit, (nag. Selosse et al.
2000, Pedersen et al. 1999, Parlade et al. 1989reym druhem v lesnich Skolkach
(Rudawska et al. 2006, Croghan 1984 errestris je povazovana za Spatného kompetitora
(Cairney et Chambers 1999). Je zpravidla jednimvaiph drult, které zmizi z kienového
systému Skolkovanych semeha presazenych do volné&ipody (Veilleneuve et al. 1991).
Reddy et Natarjan (1997) vSak pozorovali, Zetasna inokulackaccaria a Thelephora
stejnym mnozstvim inokula ¢a za vysledek dvojnasobnou koloniz&bel ephora oproti
Laccaria.

Rovnonérné zastouperliaccaria laccata ve svrchni a spodiasti kaenoveho
systému je ve sh&ds vysledky jinych praci (Villeneuve et al. 1992%jimavym jevem byla
pozorovand preferendanelephora terrestis pro kolonizaci kéinka blize povrchu substrétu.

! Srovname-li kontrolni semetidy se semeriky vSemi inokulovanymRussula ochroleuca je tento vztah
marginali prikazny (Hi42=3.19, p=0.074)(Kruskal-Wallis/ test)
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Tento jev by mohl souviset $qupokladanou kolonizaci pomocitkem Stenych spor. Coutts
et Nicholl (1990) pozorovali, &#ni rhizomorfThelephora terrestris od povrchu substratu
podél kdenového systému. Zaravautdi zaznamenali, Ze rychlosténi Thelephora
terrestris byla o polovinu ¥tSi neZ SenilLaccaria laccata. Vzhledem k tomu, Ze kompetice u
mykorhiznich hub probiha spiSe jako kompetice o@kiaiaci no¢ vzniklych kaenovych
Spikkek nez nadhrada jedné houby druhou na jedinEg&gBmith et Read 1997),iire mit tato
skute&nost vliv na vysledek kompetice, v tomto jednoduntgy/stému. Schopnost rychlého
Sireni je vSak jist vyhodnou vlastnosti proigéhi v naruSovanych stanovistich jako jsou lesni
Skolky. Lze @ekavat, Ze rychleji rostouci druh rychleji kolonjgmow vznikajici kadenové
Spikky v distalnicasti kaenového systému. Prégchopnost rychle kolonizovat fenové
Spicky povaZzuji Kennedy et Bruns (2005) za hlavni kotigpé vyhoduRhizopogon
occiedentalis oproti druhuR. salebrosus. Jak diskutuje Honig et al. (2000), dai&strkmene,
ktery poprvé kolonizuje Kenovy systém je podporovan rostlinnymi asimilatiaési
kolonizace je podporovana mechanismegtrep vazby.

Je v8ak rov&¢ mozné, Ze preferendéelephora terrestris pro kaeny blize povrchu
nesouvisi se Zsobem §eni, ale spise s fyziologickym staventdwi. Mason et al. (1983)
spekuluje, Ze starSi keny blize ke kmeni maji lepstiptup k rostlinnym asimilétn.
Mykorhizni houby maji v irozeném prosedi vertikal@ diferenciované niky (Dickie et al.
2001) a je mozné, Ze toto chovaiétpvava i v pouzitém, relatigrhomogennim substratu.

Mykorhizy Thelephora terrestris pomérné dolie odpovidaji popistethto mykorhiz
v literature (Agerer 1986-2002, Agerer & Weiss 1989)(vildha 3). A’koli morfologickée
odliSeni mykorhid_accaria a Thelephora nenijednoduché (Ingleby et al. 1990), s trochou
zkuSenosti Ize oba druhy odliSit charakterem pldstvrch plagtu Thlephora terrestis
pusobi kompaktnim dojmem, oproti tomu pld&ccaria laccata je pongrné rozvolreny.
StarSi mykorhizy se odliSuji také barvou, kdy mykny Thelephora terrestris zistavaji po
dlouhou dobu 8lavé, zatimco mykorhiziaccaria laccata se pondrné zahy zabarvuji do
béZovych aZ okrovych barev. S jistotou Ize vSak anlyizy Thelephora terrestris odliSit
v nekterych gipadech pouze mikroskopicky na zakiaufitomnosti silnostnnych cystid v
plasti. Jednozrmému uéeni obou dominantnich morfotymapomohlo, Ze jsem je nalezl
jako jediny morfotyp v gkterych buikach kontejneru, kdefislusna houba fruktifikovala.

Druhou nefastjsi mykorhizni houbou, kteréd kolonizovala semiyéz pxirozenych
zdroja, byl druh roduLaccaria. Plodnice, které jsem nalezl u semikia kde jsemi_accaria

laccata neinokuloval, odpovidaly druhuaccaria laccata s.I. (Horak 2005), je vSak mozné, Ze
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nalezené mykorhizy mohly odpovidat i jinym déinin Rovréz druhy rodu_accaria jsou
béZné v lesnich Skolkach (Krop et Mueller 1999)

DalSim kontaminujicim druhem byl@oenococcum geophilum, rovnéz tento druh je
bézne udavan z lesnich Skolek (Rudawska et al. 2008)@inozenych stanovistich (van
Driessche et Piérart 1995), detsnasi i vodni stres (Villeneuve et al. 1991) eliglsem ho
v mych pokusech v pouze minimalnim mnoZzstvi, ca/gipodobrt souvisi ze zfisobem
Sifeni u tohoto druhu, ktery nevyiti&zduchem $itelé sexualni spory a spiSe se spoléha na
Sireni vegetativni cestout §iz ve forme mycelia nebo sklerociiipnaSenych vimé (Cairney
et Chambers 1999). Nejvice byl zastoupen u setkéruku v Pokusu 4, tento vysledek si
vys\etluji tim, Ze jsem na j& 2007 sbiral jiz nakiené bukvice a inokulur@. geophilum
prinesl na jejich povrchu.

Celkow druhové slozeni spalenstva kontaminujicich hub odpovida slozeni
dominantnich drulnv lesnich Skolkach (Rudawska et al. 2006). Newyaos zastoupeni
morfotypi s rekolika malo dominantnimi morfotypy &tim p@&tem vzacnych morfotypje
u semenéka dievin biZné, obzvldgtna naruSenych stanovistich (Kranabetter 2004).

Pti zhotovovani picnychiezi koreny z Pokusu 2, jsem zjistil, Ze &kterych kdent,
které nendly na povrchu vytvéeny hyfovy plas, je vytva‘ena peraepidermalni Hartigova.si
Vzhledem k omezenému mnozstvi dostupného matdnd@uanych nemykorhiznich keni
jsem mohl provést pouze extenzivniizkum vyskytu tohoto jevu. Z prozkoumanych 25
koreni u ¢ty semenéku (K36, K49, LLQ19, ROQ17) jsem nale# takoveto kaeny
s pfitomnou Hartigovou siti u dvou semeéké (K49, ROQ17), icemz u jednoho ze
semendki jsem fedtim nepozoroval morfologické mykorhizy. Je pepatobné, Ze se
jedna o mladé mykorhizy s dosud nevytmoym plagtm (Smith et Read 1997). Tateishi et al.
(2003) ukazal, Ze pomoci fluores¢aith metod je mozné zjistitipomnost hyfLaccaria
laccata, dlouho ped vytvaenim plast na povrchu kiene. Je mozné si polozit otazku nakolik
piitomnost takovychto morfologicky nerozpoznatelngtddii zkreslila vyslednou miru
mykorhizni kolonizace. Mykorhizy mohou riéidad projevit efekt naiist dfive, nez jsou
pIné vyvinuty (Frankland et Harrison 1985). R@¥rvan der Heijden et Kuyper (2001)
pozorovali fistovou odezviiizka Salix na inokulaci tydenigdtim, nez byly pozorovany
dohe vyvinuté mykorhizy.

Béhem studie jsem se snaZil i 0 extensivni screekatmnizace AM hub. &koli
arbuskularni mykorhizy byly pozorovany u druQuercus agrifolia (Egerton-Warburton &
Allen 2001), vysledek screeningu byl negativni. fberysledek je ekavatelny, protoze vyse
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zmirény druh roste v odliSnych ekologickych podminkacatagic moznost kolonizace
semendkt v mych pokusech AM symbionty byla omezena.

Ze ti pokusi, kde jsem sledoval vliv inokulace mykorihznimi bbami na fistové
charakteristiky, se statistickyiiazny efekt projevil pouze v Pokusu 2. Sentggaasal,
které se pirkazre odliSovaly od kontrolnich vSakdy prakazre mensi hodnoty&kterych
rastovych charakteristik nez u semekiékontrolnich. MenSi uggSnost inokulace listnatych
dievin mize byt odrazem menSi zavislosti listhda mykorhize oproti jehiharim (Bauhus
and Messier 1999\Ve vSech fipadech nejmensi semehkg, byly inokulované kmenem
ROF. Tento vysledek je pamé neaiekavany v souvislosti s tim, Reissula ochroleuca
nevytvdila v Zzadném zasahu mykorhizy. Vliv mykorhizy sak$nizZe projevovat jiz fedtim
nez jsou na ki@nech vytvoéeny morfologicky rozeznatelné mykorhizy (FrankladHarrison
1985).Late-stage houby jako jeRussula ochroleuca mohou mit vysSi naroky na asimilaty nez
early-stage houby (Gibson and Deacon 1990). Negativni vliskiudaceRussula ochroleuca
muze byt zfisoben rovaz tim, Ze v tomto zasahu jsem nalezl vzdy nejmeigi kolonizace
ze vSech zasahprotoze jak je diskutovano nize, v Pokusu 2 jsatez| pozitivni korelaci
mezi rekterymi ristovymi charakteristikami mirou mykorhizni koloniza

V dostupné literatie |ze nalézt pouze sporadické Udaje zabyvajicidaiiacemi
druhi roduRussula. Martinez-Amorez et al. (1991) inokuloval sem&nadvou druli
borovic d¥ma tiznymi koncentracemi sp&ussula brevipes. Inokulace obma
koncentracemi spor fkazre zvysila suSinu semedi&i oproti neinokulované kontrole p@&tp
mesicich, po deseti &ésicich byly pikazre odliSné pouze semetidy Pinusradiata
inokulované vysSi davkou inokula. Rinus patula nebyl efekt inokulace tak vyrazny. Je vSak
sporné nakolik jsou srovnatelné druhy v rdmci talkého rodu jakym j&ussula.

Mira mykorhizni kolonizace pozitivrkorelovala s &kterymi nistovymi
charakteristikami (celkova suSina, suSina kminkgka semendku a paiimer kminku).
MnoZstvi variability v fistovych datech vyst#iené kolonizaci mykorhiznimi houbami v
datech je vSak po&mné malé (Tab. TP1.7). Jen malo praci podava zprékareaci
mykorhizni kolonizace s&kterou z fistovych charakteristik, ve shibd moji praci je #Sina
hodnot uvadnych korelénich koeficient dosti nizka (Gonzéales-Ochoa 2003). Naopak
Thomson et al. (1994) nalezl vysocéhkaznou korelaci mezi pa¥mou délkou
kolonizovanych keéeni Eucalyptus globulus a susSinou semetid.

Nizk& mira vys¥tlené variability je zasti nedostateym odfiltrovanim variability
z jinych zdrofi. Vliv na rist a kolonizaci semenl&i ma provenience pouzitého osiva (Rosado

et al. 1994, Dixon et al. 1987, Tonkin et al. 19883t je ovlivren i velikosti semene (Bonfil
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1998). Pokus 4, ve kterém jsem se snazit tato amiepeirnit pouzitim osiva z jednoho
mateéského stromu a vyuZzitim charakteristiki@nych na peatku pokusu jako kovariat
bohuzel nefinesl a@ekavané vysledky.

Jako picinu zlepSenéhaistu mykorhiznich semetiéi I1ze uvazovat zlepSeni
mineralni vyzivy semer&i. Bylo ukazano, zeaccaria zvysSovala pijem fosforu semerg&y
direvin (Jones et al. 1990, Bougher et al. 1990)n¥ §itudii (Gagnon et al. 1991) vSak
inokulace semert&a Quercus rubra nentla efekt na koncentraci fosforu v pletivech, efeit
koncentraci dusiku byl dokonce negativni. Tentdagek vSak lze vysitlit pomérné
vysokymi davkami aplikovaného hnojiva ve zgram pokusu, protozZze efekt inokulace zavisi
na mnozstvi dostupnych mieralnich Ziviimccaria méla nejwtsi efekt naidst semenéka
Eucalyptus diversicolor pii sttedni koncentraci fosforu (Bougher et al.199@) p#liS nizké
koncentraci fosforu, mykorhizni inokulace nezvysilat semenéki, protoZe nedostatek
fosforu limitoval i st houby, pokud byl fosfor v nadbytku, dokazalgmykorhizni
semendky prijimat dostaténé takové mnozstvi fosforu, aby nebyl prvkem ligidim rist.
Obdobné vysledky prezentovali Jones et al. (199%0)caria proxima zvySovala st fizka
semendka Salix viminalis jen @i prostedni koncentraci fosforu (10mg P kg-1
substratu)(Jones et al. 1990y, pySSich koncentracich byla kolonizace redukovana.

Je patrné, Ze mykorhizni kolonizaceélanwliv prevazri na fist nadzemnéasti, coz se
odrazi na varstu pongru nadzemni oproti podzemni sus($:R). Vzist pongru S:R je
v souladu s jinymi studiemi (Reddy et Natarajan7,3erman et Bledsoe 1998), protoze
jsou-li mykorhizy @&inngjSi v gijmu zivin (nebo vody) oproti nemykorhiznimikemim, je
pro rostlinu vyhod§Si alokovat vice zdréjdo ristu nadzemnicbasti jak vyplyva z
teoretickych modél (Geritz et al. 2005). Biomasa lisheni pfikazreé korelovana
s mykorhizni infekci, jeji podil na biomase nadzéndsti naopak pitkazre klesa s rostouci
hodnotou nadzemni biomasy(k=17.54, p=0.0001). Spolu s tim, Ze s rostouci niyioi
kolonizaci roste i vySka semeikél |ze fedpokladat, Ze semefid dubu investuji vice do
vySkového tistu nadzemniasti (a tim budouci kompetii vyhody o s¥tlo), nez do tvorby
asimilainich orgaf. Investice do maximalniho vySkovéhistu mize byt nap. dobrou
strategii pi kompetici semenika 0 uvolreny prostor v lese. Villeneuve et al. (1991) diskiutu
hypotézu, Ze kompetice s okolni vegetaci vede satkek vétSi investici do vySkového
rastu oproti pirastu pameéru.

Naproti tomu Dunabeita et al. (2004) pozorovalisipouze biomasy keni po
inokulaci. Rovrz Kavkova et al. (2007) pozorovala, Ze biomas&kopii pouziti stejného

kmenelLaccaria laccata (LLQ) vykazovala rychlejSitist suSiny nadzmenictasti oproti
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podzemnim. Reakce na inokulaci ve féremeny distribuce suSiny mezi nadzemni a
podzemniést je odliSna i meziiznymi druhy devin (Khasa et al. 2001).

Smith et Read (1997) vSak varujed ukvapenymi zaywy tykajicimi se znin pongru
S:R u mykorhiznich rostlin: neni vzdy snadné rozitad skutény divod zneny pongru
S:R, protoZe se liSi v filbehu ontogeneze rostliny i&i a starSi semetky jej maji Wtsi) a
zmeéna miZze byt zapicinéna pouze tim, Ze mykorhizni seméky@byvaji Wtsi. S tim jsou
v shod naf. vysledky Conjeaud et al. (1996), kdy mykorhiza¥aemengy byly mensi
nez nemykorhizované a zardgiveoner nadzemni a podzemni biomasy b§isi u
nemykorhiznich semenii.

JakkoliThelephora terrestris dosahovala vySSi miry kolonizace rieiccaria laccata,
semendéky kolonizované okma houbami byly srovnatelné, coz Znaelaccaria laccata je
pii stejné mife kolonizace schopn&iangjSi ristové odezvy nethelephora. Moznym
vyswtlenim je az 3x #tSi produkce extraradikalnich hyfLulaccata oprotiT. terrestris
(Jones et al. 1990¥ipstejné délce kolonizovanych i, Zarove: Laccaria byla schopna
acinngji ziskavat fosfor, coz autospojuji praé s vyssi produkci extraradikalniho mycelia.
Vztah mezi produkci extradikalniho mycelia a schagthgijimat fosfor vSak nemusi byt tak
jednoznény jak ukazal Thomson et al. (1994). Odezva naufak vSak vibec nemusi
zaviset na nié kolonizace (van der Heijden et Kuyper 2001).

Lze sice namitat, Ze vliv nastové charakteristiky dubugdvedené v mém pokusu
nemusi petrvat do dalSich sezon, bylo vSak ukazano, Zdipoizvliv inokulace rodem
Laccaria pretrval po gkolik dalSich let (Selosse et al. 2000) nebo setignidcly
v nasledujicich letech vyssi Sanci faziti (Richter et Bruhn 1989). kgsto by vSak bylo
vhodné otestovat vliv inokulace v dlouhodobém eixpetu.

Oproti Pokusu 2, v Pokusu 1 nebyla Zadisiava charakteristika pkazre
korelovana s mirou mykorhizni kolonizace. Protozenato pokusu nebyl pfkazny efekt
zasahu na miru mykorhizni kolonizaci, je moZnéé&sina nalezenych mykorhizihe
pochazet od ‘divokych’ kmeénmykorhiznich hub. Tyto houby mohly kolonizovat saré&ky
jiz v doke kdy byla ukoena hlavni fazeistu nebo doba kolonizace byl#li$ kratka na to,
aby se jeji efekt projevil. Jak ukazal Jones et1#90) inokulace jeféba provest v dab
intenzivniho @istu, pozdjSi inokulace jizZ nema efekt.

Laccaria laccata je jeden z méla druhektomykorhiznich hub, ktery je schopnzhe¢
fruktifikovat v kvétindéovych pokusechiasovy interval mezi inokulaci a fruktifikaci §asto
ponrné kratky, nap. Lu et al. (1998) pozorovali fruktifikactiznych druli roduLaccaria

jiz po 70 dnech od inokulace. Strategie preferupichlou fruktifikaci mize byt
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prizpisobenim pro naruSovana stanayisicmért Selosse et al. (2001) uvadi, Ze jednotlivé
genetylLaccaria bicolor aL. laccata si zachovavaly fenologii fruktifikace v{gschu nékolika
let, coZz naznauje, Ze se stimulaci fruktifikace podileji i jinéwy. Godbout et Fortin (1990)
ukazali, Ze fruktifikacd.accaria bicolor byla stimulovana zkracenim fotoperiody. Doba
fruktifikace Laccaria laccata je ovlivréna i hostitelskouigvinou (Molina 1982).

Prekvapive je zjidini, Ze nebyl pikazny rozdil v mie kolonizacd.accaria laccata
mezi semen&ky u kterych jsem fruktifikaci pozoroval a zbytkesemend&ki kolonizovanych
Laccaria laccata. Jedno mozné vystleni se opira o skutrost, Ze Bktery ze semerg&i
mohl byt kolonizovan ,divokym“ kmenem. Takovy kmewiize mit odliSné fyziologické
charakteristiky od inokulovanych kmi&mmaze byt nap. (€inngjsi v ziskavani asimilétod
hostitele na jednotku kolonizovanéhaémoe nez ostatni, ostétro tom jaky vztah miry
kolonizace a schopnosti houby ziskavat od rostsiynilaty neni znamo mnoho (Bruns et al.
2002). Je vSakeba pipustit, Ze dalSim z moznych vydileni mize byt chyba
vyhodnocovéni zastoupeni morfoly@ak uvadim vySe, mykorhizyaccaria a Thelephora
nebyly vzdy jednoduse rozliSitelné pouze na zaktadrfologie a nebylo technicky mozné
mikroskopicky o¥fit urc¢eni u vice nezdkolika malo jednotek az desitek &gk u
semend&ku.

Fruktifikace v mém pokusu vSak byla silpozitivré korelovana s celkovou biomasou
semendku a jejimi slozkami (tj. biomasa kminku ar&ai). Zda se tedy, Ze jen relativn
velké semenky byly schopné zasobovat houbu dostatkem asiimpléd tvorbu plodnic,
ktera mize dosti nakladna a vazat podstatny podil rostlfiotasyntetické produkce (Smith et
Read 1997). To je ve shddag. s vysledky Lamhamedi et al. (1994),fktekazali, ze
produkce plodnic laccaria bicolor koreluje s fotosyntézou u semeké Pinus strobus.

Na zaklad vztahu fruktifikace a velikosti semeatk si Ize polozit otazku, zda
kauzalita vztahu mezi suSinou sem#agéa mykorhizni kolonizaci neni ofp& nez je
diskutovano vySe, zda mensi sentdayamély jen omezenou schopnost uspokoijitipbt
houby po asimilatech, coz redukovalo naslednourkpézi. Omezeni schopnosti rostliny
produkovat asimilaty, nd@pzastignim, mize vést ke snizeni mykorhizni kolonizace AM
(Kumar et al. 2007) i ECM houbami (Cheng et al. ®0@koliv tyto vysledky nejsou vzdy
jednozné&né (nap. Dehlin et al. 2004). Tomuto vy&ieni by mohl odpovidat i charakter
variability v nistovych datech, kdy malé semeékymely jen minimalni mykorhizni
kolonizaci, zatimco u velkych byla variabilita vi/SS

Jednim z faktar, které mohly ovlivnit kvalitu a schopnost sem&aiazasobovat

mykorhizniho symbionta asimilaty, bylo napadeni seé&ku padlim dubovym. Chorobu
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Vv soutasnosti zpsobuje zavléeny druhMicrosphaera alphitoides, ktery vytl&il pavodni
druh Phyllactinia roboris) a pisobi zn&né hospod&ké Skody nagstovanych druzich duib
(Kavkova et al. 2007b, Soukup 2005). Nejvice bylvovn paset listh a vySka semeriiu,
kdy jsem pozoroval zasycharistovych vrchal a indukci bénich pryti. NejwtsSi infekci
padli jsem pozoroval u semeka v Pokusu 1, kdy vihky a teply vzduch ve sklenikli b
patrré piiznivy rozvoji patogenu.

Malo je znamo o interakci mezi ektomykorhiznimi bami a nadzemnimi patogeny
rostlin, nicméx alespa casté&ny pohled na problematiku ndm mohdingst vysledky studii
u arbuskular&mykorhiznich (AM) rostlin. AM houby (stefnjako ECM — Morin et al. 1999)
zvySuji sice odolnost rostlin protignim patogetim (Smith et Read 1997)asto vSak
zvySuji citlivost nadzemnictasti k Utoku patogeén(Dugassa et al. 1996) a para4isanders
et al. 1993). Tato zvySena citlivost k infekci f@ak vyvazena vyssi schopnosti kompenzovat
Skody zmisobené patogenem (Gernns et al. 2001). Nakolikygkedky ziskané z AM bylin
na ektomykorhizniikviny je vZdy sporné; je vSak znamo, Ze snizéisupu asimilat nag.
defoliaci (Cullings et al. 2005, Saikkonen etl&99, Kolb et al. 1999) ovliiuje sloZzeni
ektomykorhizniho spotenstva. Mueller et al. (2006) popisuje, Ze paragitaorovice Pinus
pinea) jmelim sice zvysilo kolonizaci Kenového sytému mykorhiznimi houbami, zatove

v3ak doslo ke z#mé druhového slozeni sp@lenstva mykorhiznich hub.
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6. Zaver

V ramci druhuLaccaria laccata jsem nalezl variabilitu ve schopnosti kolonizovat
semendéky dubu, kmen izolovany z dubu byl lepSim kolonizétn nez izolat z buku. Rozdily
v kolonizani schopnosti se neprojevily na&fanych anatomickych znacich mykorhiz.
Uspsdnost kolonizace se v3ak lisi v zavislosti na podtéth a metodice inokulace a neni
vzdy dol¥e predikovatelna. Semeikd inokulované_accaria laccata se v fistovych
charakteristikach po jednom roce neodliSovaly odttainich, neinokulovanych semeiké.
Kolonizace pirozerg se vyskytujicimi houbami (zvIhelephora terrestris) byla dostaténa
pro produkci semert&i cilové velikosti. Inokulace testovanymi kmelngccaria laccata za
Ucelem zlepSenitistu kontejnerizovanych semeké dubuneni iliS perspektivni, nicmén
muze byt vhodna pro ziskani jinych popisovanych vybpdjenych s mykorhizni kolonizaci.
Vliv inokulce se niZe projevovat i na delgasové Skale, bylo by vhodné otestovat efekt
inokulace v dlouhodatpSim experimentu.

Ani jeden z obou kme&nRussula ochroleuca nebyl schopny kolonizovat kenovy
systém dubu, semetidy kolonizované timto druhem byly ¥kterych gipadech i mensi nez
semendky kontrolni. DruhRussula ochroleuca nelze, podle vysledkmé studie, dopotit

pro aplikaci v praxi.
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Obr. P1.7b: Grafy korelace meziistovymi
charakteristikami mirou kolonizacecitym
dominatnim morfotypem v Pokusu 1
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Graf korelace celkove susiny s mirou mykorhizace Laccaria laccata
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Obr. P1.7c: Grafy korelace meziistovymi
charakteristikami mirou kolonizacecitym
dominatnim morfotypem v Pokusu 1
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Graf korelace celkové susiny s mirou mykorhizace Laccaria laccata
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Listy [g] Kminek [g] Koreny [g] Celk. sus. [g]
K 0.77 1.49 2.19 4.44
SD 0.32 0.94 1.24 2.43
RO 0.80 1.04 1.95 3.79
SD 0.44 0.51 1.22 1.81
LL 0.76 1.59 1.88 4.24
SD 0.34 0.99 0.81 2.01
RO+LL 0.64 1.20 2.00 3.84
SD 0.33 0.82 1.40 2.48
Celkem 0.74 1.33 2.01 4.09
SD 0.35 0.84 1.15 2.15

Tab. TP1.1: Pimérnd hmotnost suSiny jednotlivyéasti semeniki a celkova susina pro jednotlivé zasahy v
Pokusu 1. Hodnoty hmotnosti suSiny v prvriedku, jeji smrodatna odchylka v druhém.

Prdm.km.[mm] | Pocet listli VysSka [cm] SR
K 6.84 9.00 25.60 1.07
SD 1.74 2.76 10.13 0.20
RO 5.95 10.55 23.43 1.06
SD 1.20 3.33 6.83 0.34
LL 6.39 9.27 27.87 1.26
SD 1.76 3.35 10.71 0.31
RO+LL 6.84 9.00 25.60 1.07
SD 1.74 2.76 10.13 0.20
Celkem 6.27 9.33 25.27 1.12
SD 1.52 3.07 8.61 0.33

Tab. TP1.2: Pimérné iistové charakteristiky pro jednotlivé zasahy v PokusHodnoty Rstovych

charakteristik v prvnintadku, jejich srérodatné odchylky v druhém.

AIC(LL) AIC(TT) AIC(ALL)
SusSina listd [g] 10.9 115 12.9
SuSina kminku [g] 77.4 77.4 79.2
SuSina kofenu [g] 91.2 91.3 92.9
Celkova susina [g] 131.9 131.9 133.4
Prdmér kminku [mm] 115.9 116.5 117.6
Pocet listi 149.2 149.9 151.2
Vyska [cm] 210.3 210.6 212.2
SR 20.7 21.1 21.1

Tab. TP1.3: Tabulka hodnot AIC pro jednotlivéistové charakteristiky v Pokusu 1 v modelech koeelaezi
rastovymi charakteristikami a mykorhizni koloniza&IC(LL) je AIC modelu s mirou kolonizadeaccaria
laccata jako kovariatou, AIC(TT) je AIC modelu s mirou kaoiizaceThelephora terrestris jako kovariatou,
AIC(ALL) je AIC modelu s olma zahrnutymi prognnymi. Twné jsou vyzngeny hodnoty AIC nizsi nez AIC

odpovidajiciho modelu zahrnujicihoggronmenné.
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Listy [g] Kminek [g] Koreny [g] Celk. sus. [g]
LLQ 0,40 0,64 2,38 3,03
SD 0,12 0,26 1,05 1,23
LLF 0,41 0,51 1,71 2,22
SD 0,11 0,24 0,62 0,85
ROQ 0,39 0,55 2,26 2,82
SD 0,18 0,22 0,80 0,99
ROF 0,26 0,39 1,40 1,79
SD 0,14 0,32 1,12 1,42
K 0,39 0,63 2,38 3,02
SD 0,23 0,27 1,19 0,10
Celkem 0,37 0,55 2,05 2,60
SD 0,16 0,27 1,05 1,28

Tab. TP1.4: Pimérnd hmotnost suSiny jednotlivy&lasti semenki a celkova suSina pro jednotlivé zasahy v
Pokusu 2. Hodnoty hmotnosti suSiny v prvriedku, jeji smrodatna odchylka v druhém.

Priim.km.[mm] | Pog. list. VySka [cm] SR S:R extr.
LLQ 6,72 9,07 14,33 0,30 0,42
SD 0,88 3,47 4,70 0,11 0,22
LLF 5,80 8,85 15,67 0,30 0,54
SD 1,14 2,23 7,11 0,07 0,13
ROQ 6,37 8,85 13,72 0,25 0,37
SD 1,08 1,52 6,08 0,05 0,10
ROF 5,35 8,36 10,33 0,31 0,66
SD 1,82 3,562 4,85 0,13 0,45
K 5,99 9,19 13,91 0,29 0,48
SD 1,31 2,44 3,61 0,10 0,18
Celkem 6,07 8,91 13,58 0,29 0,52
SD 1,34 2,72 5,47 0,10 1,86

Tab. TP1.5: Pimérné ristové charakteristiky pro jednotlivé zasahy v PokRisHodnoty Rstovych
charakteristik v prvnintadku, jejich srrodatné odchylky v drunhém.
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AIC(LL) AIC(TT) AIC(ALL)
SuSina listd [g] -24.9 -24.7 -22.9
SuSina kminku [g] 7.4 0.9 -1.9
SuSina korent [g] 161.4 161.0 162.3
Celkova susina [g] 183.3 184.4 184.0
Prdmér kminku [mm] 190.2 187.4 183.6
Pocet listl 277.3 276.9 278.5
Vyska [cm] 348.4 348.7 348.3
SR -123.5 -117.1 -124.2

Tab. TP1.6: Tabulka hodnot AIC pro jednotlivéistové charakteristiky v Pokusu 2 v modelech koeelaezi
rastovymi charakteristikami a mykorhizni koloniza&IC(LL) je AIC modelu s mirou kolonizadeaccaria
laccata jako kovariatou, AIC(TT) je AIC modelu s mirou kaoiizaceThelephora terrestris jako kovariatou,
AIC(ALL) je AIC modelu s olma zahrnutymi prognnymi. Twné jsou vyzngeny hodnoty AIC nizsi nez AIC
odpovidajiciho modelu zahrnujicihoggronenné.

Var(LL) Var(TT) Var(LL+TT) Var(ALL)
SusSina listd [g] - - - -
SuSina kminku [g] 0.92 11.33 6.88 19.13
Kofeny [g] - - - -
Celkova susina [g] - 2.32 - 2.32
Pramér kminku [mm] 2.42 6.96 6.30 15.67
Pocet listi - - - -
Vyska [cm] 1.48 2.22 2.52 6.22
SR 0.38 10.80 4.24 15.42

Tab. TP1.7: Tabulka vys¥tlené variability (procenticky podil modelem vy¢#ené variability z celkové
variability v datech, vyjaiiena jako deviance) jednotlivymi prémmymi v regresnich modelech piizné
rastové charakteristiky v Pokusu 2. Var(LL): varidhilvyswtlena pouze mirou kolonizat&ccaria laccata,
Var(TT): variabilita vys¥étlena pouze mirou kolonizaddelephora terrestris, Var(LL+TT): vyswtlena
variabilita kterou nelze jednozér® piipsat ani jedné z obou prémmych, Var(ALL): celkova variabilita
vyswtlend modelem.
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Fruktifikace
Ano Ne p

SusSina listd [g] 0.46 0.39 0.53
SD 0.19 0.15

SuSina kminku [g] 0.87 0.54 0.01
SD 0.24 0.04

SuSina kofenu [g] 3.26 2.01 0.01
SD 1.03 0.76

Celkové susina [g] 4.13 2.56 0.01
SD 1.17 0.92

Primér kminku [mm] 7.34 6.26 <10®
SD 0.65 1.12

Pocet listl 9.60 9.13 0.76
SD 3.64 2.61

Vyska [cm] 16.55 14.40 0.24
SD 3.79 4.75

SR 0.29 0.28 0.93
SD 0.09 0.09

Laccaria laccata [%0] 10.21 7.31 0.20
SD 7.98 7.97

Thelephora terrestris [%] 8.21 4.30 0.47
SD 9.19 10.90

Tab. TP1.8: Tabulka pamérnych, smrodatnych odchylek hodnot miry kolonizace jedngtiny morfotypy a
rastovych charakteristik v zavislosti n&itpmnosti fruktifikace. Veitetim sloupci jsou hladiny vyznamnosti
dosazené v statistickych testech rozdilezi skupinami (ANOVA protistové chrakteristiky, Krusall-Wallis

test pro miru mykorhizace).

Primér m. TI. Plasté TI. Pokozky TI. Prim Klry | Pramér s.valce. 1. fada kor b.
LLF 98.88 21.88 19.19 36.94 25.01 17.22
SD 2.47 1.91 1.95 2.61 1.72 0.47
LLQ 96.92 21.55 19.34 36.21 24.72 17.13
SD 3.74 1.55 2.83 1.79 1.70 1.12

Tab. TP1.9: Pimérné anatomické charakteristiky mykorhiz ngené v Pokusu 2 (Bmér mykorhizy, tlouska
plase, tlou¥’ka rhizodermis, tlou%ka primarni kry, pfimér stedniho valce, radialni rozmprvnitady
korovych bugk), SD zn&i smérodatnou odchylku.

H. sit Hyfy vn&jsiho plasté | Hyfy vnitfniho plasts
LLF 1.04 3.27 4.14
SD 0.10 0.10 0.10
LLQ 1.17 3.34 4.21
SD 0.22 0.15 0.25

Tab. TP1.10: Pramérné anatomické charakteristiky mykorhiz ngemé v Pokusu 2 (Mira pronikani Hartigovy

sit do primarni kry (viz tab. XX), pamér hyf vnittniho plast, primér hyf vrejSiho plast), SD znai
smérodatnou odchylku.
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var F p Yovar
Hartig 0.092 1.726 0.277]14.26357
diam 0.074 1.349 0.291)11.47287
HOM 0.063 1.141 0.331|9.767442
cortex 0.029 0.504 0.465|4.496124
HIM 0.018 0.317 0.574]2.790698
mantle 0.009 0.155 0.731]1.395349
cylinder 0.007 0.122 0.712]1.085271
cortex 1 0.002 0.036 0.853] 0.310078
rhizoder 0.001 0.014 0.909 0.155039

Tab. TP1.11: Vysledky postupného v¢pu (Monte-Carlo permutai test s 999 permutacemi) v LDA analyze
anatomickych rozdil mezi mykorhizami kmehLLF a LLQ. var: mnozstvi vysitelné variability, F: hodonta
testovaciho kritéria, p: dosazena hladina vyznatnridgsar: podil vys¥tlené variability z celkové.
(Legendacortex: radalni rozrsr prim. kiiry, cortex 1: rad. rozrdr 1.fady burk prim kiry, cylinder: pramér
cezralniho valcediam: pramér mykorhizy,hartig: hloubka pronikani H. sit HIM/HOM: pramér hyf
vnitiniho/vrgjSiho pla&t, mantle: tlou¥’ka plast, rhizoder: radidlni rozndr rhizodermis)
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Obr. P1.9: PCA ordin&ni diagram v prostoru prvni gti kanonické osy. Body odpovidaji jednotlivym
semenékium (rozliSeny podle zasahu), Sipky korelacigr@mych charakteristik. Vlastiisla os: 0.588 a 0.097
(Legendacortex: radalni rozrsr prim. kiiry, cortex 1: rad. rozmdr 1.fady burk prim kiry, cylinder: pramér
cezralniho valcediam: primér mykorhizy,hartig: hloubka pronikani H. it HIM/HOM: pramér hyf

vnitiniho/vrejSiho pla&t, mantle: tlou¥’ka plasE, rhizoder: radialni roznar rhizodermis)
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konc. Pramér Délka Sitka
Kmen inokula [ VySka[cm] | km. [mm] | déloh [cm] |déloh [cm] | Pocet listd
LLQ 1:50 23.77 3.89 2.71 1.49 4.62
SD 6.92 0.56 0.29 0.17 1.98
1:25 21.59 3.62 2.66 1.46 4.38
SD 6.52 0.57 0.33 0.21 1.98
1:12.5 21.86 3.58 2.61 1.44 5.00
SD 7.17 0.57 0.26 0.27 1.71
celkem 22.16 3.68 2.66 1.46 4.59
SD 6.71 0.58 0.30 0.20 1.85
LLF 1:50 22.69 3.70 2.68 1.45 5.69
SD 4.40 0.84 0.33 0.14 1.44
1:25 21.55 3.95 2.69 1.49 4.21
SD 8.08 0.92 0.33 0.15 2.37
1:12.5 20.92 3.40 2.75 1.53 3.92
SD 5.91 0.50 0.32 0.39 1.98
celkem 21.67 3.76 2.70 1.49 4.49
SD 6.80 0.84 0.32 0.22 2.17
K 23.01 3.80 2.72 1.46 4.46
SD 5.91 0.65 0.25 0.20 1.85
Celkem 22.28 3.74 2.69 1.47 4.52
SD 6.48 0.69 0.29 0.21 1.95

Tabulka TP1.12: Tabulka pémért a snérodatnych odchylek (SD)istovych charakteristik z&benych na

zatatku Pokusu 4

konc. Pramér
Kmen inokula [km.[mm] |Pog. list. Vyska [cm] | S:R
LLQ 1:50 3.66 7.38 21.87 0.70
SD 1.84 2.26 11.39 0.41
1:25 4.14 7.96 24.41 0.75
SD 0.73 1.64 5.62 0.27
1:12.5 4.27 6.86 24.76 0.83
SD 0.68 141 7.20 0.22
celkem 4.06 7.55 23.91 0.76
SD 1.08 1.78 7.61 0.30
LLF 1:50 4.57 8.00 25.09 0.66
SD 0.38 1.84 3.96 0.32
1:25 4.26 8.07 23.22 0.73
SD 1.11 1.82 9.01 0.35
1:12.5 4.10 8.85 22.52 0.63
SD 1.55 1.72 8.64 0.34
celkem 4.29 8.25 23.50 0.69
SD 1.11 1.80 7.94 0.33
K 4.24 8.45 24.46 0.69
SD 1.31 2.44 7.96 0.29
Celkem 4.20 8.07 23.95 0.71
SD 1.17 2.05 7.80 0.31

Tabulka TP1.13: Tabulka pémért a snérodatnych odchylek (SD)istovych charakteristik z&benych na konci

Pokusu 4
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konc. Sus. list Sus. Sus. kof. | Celk. sus.
Kmen inokula |[g] kminku [g] |[g] [0]
LLQ 1:50 0.30 0.41 0.58 0.99
SD 0.10 0.27 0.46 0.70
1:25 0.32 0.44 0.66 1.10
SD 0.11 0.20 0.38 0.56
1:12.5 0.28 0.44 0.57 1.01
SD 0.10 0.16 0.27 0.41
celkem 0.30 0.43 0.62 1.05
SD 0.10 0.21 0.37 0.55
LLF 1:50 0.32 0.53 1.01 1.54
SD 0.10 0.27 0.97 1.12
1:25 0.34 0.50 0.81 131
SD 0.11 0.32 0.57 0.79
1:12.5 0.37 0.46 0.86 1.32
SD 0.10 0.32 0.88 1.17
celkem 0.34 0.50 0.87 1.36
SD 0.11 0.30 0.74 0.96
K 0.35 0.51 0.76 1.27
SD 0.11 0.26 0.46 0.68
Celkem 0.33 0.48 0.75 1.23
SD 0.11 0.26 0.55 0.76

Tabulka TP1.14: Tabulka piimeri a snérodatnych odchylek (SD)istovych charakteristik z&benych na konci
Pokusu 4

inokulum mnoZstvi inokula

F p F p
Susina listu [g] 2.36 0.10 1.11 0.35
SuSina kminku [g] 0.49 0.82 1.05 0.35
SusSina kofent [g] 1.04 0.40 2.16 0.12
Celkova suSina [g] 0.93 0.48 2.10 0.13
Prdmér kminku [mm] 0.66 0.68 0.31 0.73
Pocet listl 2.01 0.14 1.18 0.32
VySka [cm] 0.34 0.91 1.05 0.35
SR 1.07 0.38 0.75 0.47

Tabulka TP1.15: Hodnoty testovaciho kritéria a dosazené hladiygnamnosti {i testovani vlivu typu inokula
(LLF, LLQ, K) a mnozstvi inokula (1:50, 1:25, 1:52 pro jednotlivé itstové charakteristiky v Pokusu 4
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Priloha 2 (Design experiment

RO LL
RO+LL |K

LL RO

K RO+LL
RO LL
RO+LL |K

LL RO

K RO+LL
RO LL
RO+LL |K

LL RO

K RO+LL

Obr. P2.1: Design Pokusu 1

Legenda: RO: inokuladBussula ochroleuca, LL: inokulacelLaccaria laccata, RO+LL: koinokulaceRussula

u)
LL RO
K RO+LL
RO LL
RO+LL |K
LL RO
K RO+LL
RO LL
RO+LL |K
LL RO
K RO+LL
RO LL
RO+LL |K

ochroleuca alLaccaria laccata, K: neinokulovana kontrola

Q Q Q Q Q Q Q Q Q
RO K RO K RO K RO K RO
1. rok 1. rok 2. rok 2. rok 1.rok 1. rok 2. rok 2.rok 1. rok
Q Q Q Q Q Q Q Q Q

K RO K RO K RO K RO K

2. rok 2. rok 1. rok 1. rok 2. rok 2.rok 1. rok 1. rok 2. rok

Obr. P2.2 Design Pokusu 5.

Legenda: RO: inokuladRussula ochroleuca, K: neinokulovana kontrola, 1. senths vyklicené 2007, 2. rok

semendky vyklicené 2006
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Priloha 3 (Popisy hlavnich morfotyp G mykorhiz)

Mykor hizy Thelephoraterrestis (M 3)

Typ wvétveni: monopodialni/netvené
Rad wtveni: 0, vz. 1
Tvar Sptek: rovny az ohnuty

Barva Sptek: kelava
Barva plast: bélava, u starSich okrovym nadechem
Povrch plags: hladky

Rhizomorfy: nehojné, nediferenciované
Pripojeni: v jednom bad

Svrchni vrstva plast

Struktura: volg plektenchymaticka, nepravidelna
Cystidy: tlustosinne, (2-)3-4(-7)x130-2Q0n
Prezky: gitomné

Sek. septa:iftomné, nehojné

Pramér hyf plase: 2-3(-4), (pr. 2.7um

Spodni vrstva plast
Struktura: hust plektenchymaticka, nepravidelna
Pramér hyf: 3-4, (pr. 3.4um

Pricny fez

Struktura plast plektenchymaticky, bez rozpoznatelnych vrstev
Tlou&ka plas¢: 10-25 (pr. 18.3um

Patetfad Hartigovy sit: 0.5(-1.5)

Patetifad korovych buék: 4-6

Patettad taninovych butk: O

Morfologické a anatomické znaky v zasamipovidaji publikovanym popim
(Ingleby et al. 1990, Agerer 1996-2002, Agerer atisy 1989), sdkterymi drobnymi
rozdily. Agerer et Weiss (1989) udavajisi prtamer hyf plast, mnou nartené hodnoty
vSak odpovidajiéim v Ingleby et al. (1990). Naopak struktura piadétgleby et al. (1990)
udavana jako synenchymaticka spolu s vyobrazersitmi40-41), neodpovida zcela mnou
pozorované, pladoyl sice, zvlagt v hlubSich vrstvach, posmé kompaktni, nicmén
jednotlivé hyfy byly stale rozpoznateln&idnnou miZze byt odliSna metodika (Ingleby et. al.
pozorovali roztlakové preparaty mykorhiz). Odlistaieshloubce, do které zasahuje Hartigova
sit, jsou zjevis zpasobeny rozdilnymi hostiteli, charakter Hartigovig $¢ rozdilny mezi
naho- a krytosemennymi rostlinami (Smith & Read7)99pres tyto rozdily povazujideni
této mykorhizy za celkem spolehlivé, hlayro gitomnost napadnych tlustésnych cystid.
Tento typ mykorhizy byl navic jediny, ktery jsemem u semengku, kdeThelephora
terrestris fruktifikovala.

P¥i morfologickém vysSéeni jsem zjistil, Ze morfotypy M1 a M6 vykazuiji jst&
anatomické znaky jako mykorhizy morfotypu M3. Mdsfio M1 predstavuje kratkéiste bilé
newtvené mykorhizy, bez rhizomorf. Tento morfotyp sskytoval sporadicky, zpravidla
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spolu s morfotypem M3. V danéniipact se jedna nejspiSe o mlada vyvojova stadia
mykorhiz Thelephora terrestris. V pripade morfotypu M6 jsem pozoroval mykorhizy
s oranZzovymi aZervenohgdymi odstiny. Tento morfotyp byl velmi vzacny, poaeal jsem
ho pouze u dvou semeiid, kde kolonizoval jen zanedbatelnyded kaenovych Spgiek.
Mykorhizy podobného charakteru jsou popséany v Imglet al. (1990) jako forma mykorhiz
Thelephora terrestris. Tento morfotyp ize byt aberantni formolhelephora terrestris, nebo
piibuznym druhem. Pro vzacny vyskyt jsem v analyzgtthmykorhizy zahrnul pod
Thelephora terrestris.

Bézny kontaminant v pokusech i Skolkach, prpatobr Siceny vzduchem v forgh
spor.
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Mykor hizy Coenococcum geophilum (M 4)

Typ wtveni: ne¢tvené
Rad Wwtveni: 0, vz. 1
Tvar Sptek: rovny

Barva Sptek: cerna axernohrda
Barva plast: cerna
Povrch plage: zrnity

Rhizomorfy: -
Pripojeni: -

Svrchni vrstva plast

Struktura: pseudoparenchymaticka
Cystidy: -

Prezky: ?

Sek. septa: ?

Pramer hyf plase: (3-)4-7(-9)um

Spodni vrstva plast
Struktura: pseudoparenchymatickd, ztlustt@ghyf
Pramer hyf: (3-)4-6(-9)um

Pricny fez

Struktura plast pseudoparechymaticky, bez rozpoznatelnych vrstev
Tlou&’ka plasg: 15-25um

Patetfad Hartigovy sit: 0.5

Patettfad korovych buék: 4-6

Patetiad taninovych butk: O

Morfologické a anatomické znaky mykorhimenococcum geophilum jsou natolik
charakteristické, Ze jejich jednozima identifikace je posiné snadna (Agerer et al. 1987-
2002, Ingleby et al. 1990).
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Mykor hizy Laccaria laccata (M 5)

Typ vétveni: monopodialni/netvené
Rad wtveni: 0- 1, vz. 2
Tvar Sptek: rovny, vz. ohnuty

Barva Sptek: kélava az svutle okrova
Barva plast: swtle okrovy, u starSich az baavy
Povrch plage: hladky

Rhizomorfy: vzacné, nediferencoivané

AT A

Svrchni vrstva plast

Struktura: volg plektenchymaticka, nepravidelnd, vz. s prstenocovétrukturou
Cystidy: nepitomné

Prezky: gitomné

Sek. septa:iftomné, nehojné

Pramer hyf plase: 3-4(-5), (pr. 3.32um

Spodni vrstva plast
Struktura: hust plektenchymaticka, nepravidelna
Pramer hyf: 3-5(-6), (pr. 4.19um

Pricny ez

Struktura plast plektenchymaticky, bez rozpoznatelnych vrstev
Tlou&’ka plase: 6-42 (pr. 21.7um

Patetiad Hartigovy sit: 0.5(-1)

Patettfad korovych buék: 4-6

Patettad taninovych butk: 0

Mykorhiza celko¥ odpovida popian a vyobrazenim mykorrhiz u roduaccaria
(Weiss 1991, Cuvellier 1991, Agerer 1987-2002,e¢bglet al. 1990). OdliSnosti Izé&igist
tomu, Ze v uvedenych pracich jsou zpracovaityyzné druhy. Je pozoruhodné, Ze v tento
bézny druh neni zpracovan v atlasech ektomykorhigléloy et al. 1990, Agerer et al. 1987-
2002), coz gejme souvisi s nejednoztiaym druhovym vymezenim (Fries 1983, Mueller
1991). Napadnym rozdilem oproti mykorhizam driaccaria bicolor aL. amethystea je
absence fialového zbarveni &k pozorovaného u mladych mykorhiztito druti, coz
ziejme souvisi pitomnosti fialové barvy na bazi plodnicéehito druti. U mykorhizy
Laccaria amethystea-Betula pendula je popisovana tlowka plas¢ udavana o mnoho vyssi
(36-93um, az 14Qum v mist napojeni vystupujicich hyf), mykorhizy vSak bykpliovany
z koreni dosglych dievin, které se odliSuji od mykorhiz u sema&aa(ingleby et al. 1990).
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Obr. P3.1 Neidentifikovany morfotyp (M1)

Obr. P3.2: MykorhizyThelephora terrestris (M3)
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Obr. P3.3 Morfotyp M2 (mladé mykorhiZihlephora terrestris)

Obr. P3.4: MykorhizyCoenococum geophilum (M4)
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Obr. P3.5: Mykorhizy.accaria laccata (M5)
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Priloha 4 (M éfené anatomické charakteristiky)

Svrchni pohled na plés
Pramér hyf ve svrchnitésti plast(25 hyf)
Pramér hyf ve spodnéasti plast (25 hyf)

Pricny fez

Pramér kotinku (2 kolma niteni)

Radialni roznar plase (2x2 kolma ngieni)
Minimalni tlou¥’ka plas¢

Maximalni tlougka plas¢

Radiélni roznar kary (2x2 kolmé ndteni)
Radialni rozrar burek epidermis (12 butk)
Radialni rozrar burek 1 fady primarni kry (12 burk)
Pramér sttedniho valce (2 kolma &reni)
Patet rad busk primarni Kiry

Hloubka pronikani Hartigovy &f

M¢erena charakteristka Patet meteni / preparat
Svrchni pohled na pla§

Pramér hyf ve svrchntasti plask [um] 25
Pramér hyf ve spodnééasti plast [um] 25
PFriény rez

Pramér kotinku [um] 2%*
Radiélni rozndr plase [um] 2X2**
Minimalni tlou§’ka plast¢ [um] 1
Maximalni tlou$ka plast [um] 1
Radialni rozndr burek epidermis iim] 12
Hloubka pronikani Hartigovy sif*] 1
Radialni roznar kary [um] 2X2**
Patet rad busk primarni Kiry 1
Radiélni rozmdr burek 1. fady primarni kry [um] 12
Praimér sttedniho valcem] 2%*

Tab. TP4.1: Miené anatomické charakteristiky. (* semikvantiticharakteristka — 0: hyfy
nepronikaji mez hiky epidermis, 1-hyfy pronikaji mezi radialnésy, 2-hyfy obklopuji
celou butku epidermis, 3-hyfy pronikaji do primarnidy)(** m éteni ve dvou na seb

kolmych rovinach)
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